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Zusammenfassung

Die Fahigkeit verschiedener Staphylokokkenspezies zur Bildung eines widerstandsfahigen Biofilms
stellt eine enorme Herausforderung bei der Behandlung von Biofilm-assoziierten Infektionen dar.
Die Aufklarung der molekularen Mechanismen der Biofilmbildung ist deshalb eine Grundvoraus-
setzung fiir die Entwicklung neuer Strategien zur Pravention und Therapie. Das Staphylococcus
aureus surface protein C (SasC) ist eines von vielen Oberflichenproteinen von S. aureus und
vermittelt Aggregation und Biofilmbildung.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das molekulare Funktionsprinzip von SasC genauer charak-
terisiert werden und homotypische und heterotypische Interaktionen der SasC-Subdoménen un-
tersucht werden. Frithere Studien haben gezeigt, dass die funktionelle Doméane im N-Terminus
lokalisiert ist. Dort finden sich neben einem LPXTG-Motiv, drei kleine (SR) und zwei grofie Re-
peats (LR) sowie eine FIVAR-Doméne.

Die SR konnten als vielversprechende Kandidaten fiir eine homotypische Interaktion identifiziert
werden. In vitro-Interaktionsstudien mit gereinigten SasC-His-Fusionsproteinen der N-terminalen
Subdoménen weisen darauf hin, dass SasC-His-1, in welchem zwei der drei SR exprimiert werden,
eine stabile Interaktion mit sich selbst eingeht. Die Ergebnisse lassen aber ebenfalls darauf schlie-
Ben, dass neben den SR ebenfalls die LR und moglicherweise auch die FIVAR-Doméne an der
Vermittlung der SasC-abhangigen Interaktion beteiligt sind, da die rekombinant exprimierten LR
Interaktionsverhalten zeigen. Dies bestéatigten in vivo-Versuche mit sasC-Subklonen, bei welchen
die Starke der Biofilmbildung stark davon abhangig ist, welche Subdoménen exprimiert werden.
Subklon 5, welcher nur die SR exprimiert, zeigt stark verringerten Biofilm, wohingegen Subkone,
denen die SR komplett fehlen, noch einen starken Biofilm bilden. Dies konnte zudem darauf hin-
weisen, dass die strukturelle Orientierung von SasC an der Zelloberfliche eine wichtige Rolle bei
der Interaktion spielt.

XV






1 Einleitung

Stapylokokken wurden erstmalig 1884 von Rosenbach isoliert und beschrieben. Innerhalb der
Gram-positiven Bakterien gehoren sie zur Familie der Staphylococcaceae in der Ordnung der Ba-
cillales [1]. Thre kokkenférmigen Einzelzellen haben einen Durchmesser von ca. 0,8 pm und treten
in Zellclustern,- paaren und - ketten auf. Sie wachsen fakultativ anaerob und sind Katalase-
positiv. Staphylokokken bilden keine Sporen und weisen einen geringen GC-Gehalt in der chromo-
somalen DNA auf [2]. Bis 2014 wurden 47 Spezies und 23 Subspezies beschrieben [3]. Innerhalb
der Gattung werden zwei wesentliche Spezies unterschieden: Koagulase-positive Staphylokokken
(CoPS), wie Staphylococcus aureus (S. aureus) und Koagulase-negative Staphylokokken (CoNS)
wieStaphylococcus epidermidis (S. epidermidis). Staphylokokken besiedeln Haut und Schleimhéute
und sind die haufigste Ursache fiir nosokomiale Infektionen und Infektionen assoziiert mit medi-

zinischen Implantaten [4]. Etwa 65 % dieser Infektionen sind mit Bioilmbildung assoziiert [5].

1.1 Staphylokokken

1.1.1 Staphylococcus aureus

S. aureus besitzt eine charakteristische gelb-goldene Pigmentierung (aureus, lat.: golden), welche
von dem Carotinoid Staphyloxanthin hervorgerufen wird [6]. Das Genom von S. aureus ssp. aureus
ist 2,9 Mbp grol, hat einen GC-Gehalt von 32% und kodiert fir 2550 Gene, von welchen 44
fir Antibiotikaresistenzen annotieren und 13 speziell fiir Methicillinresistenz [7]. S. aureus ist
ubiquitdr verbreitet [8] und kolonisiert bei ca. 20 % der gesunden Erwachsenen permanent und
bei bis zu 50 % der Gesamtbevolkerung zumindest voriibergehend die Schleimhaute des Nasen-
Rachenraums [4, 9]. S. aureus exprimiert eine Vielzahl von Faktoren, wie Adhésine, extrazellulare
Enzyme und Toxine. Diese bilden die Grundlage der Pathogenitat und machen S. aureus virulenter
als Koagulase-negative Staphylokokkenstdmme, was in einer hohen Morbiditat und Mortalitatsrate
resultiert [10]. So besitzt S. aureus 20 Gene fiir Oberflaichen-verankerte Adhésine, wohingegen
beispielsweise fiir S. epidermidis RP62A nur 12 solcher Gene bekannt sind [11]. Bei Infektionen
reicht das Spektrum von leichten oberflichlichen Hautinfektionen bis hin zu lebensgefédhrlicher
Endokarditis, Osteomyelitis, Lungenentztiindung und Sepsis [12, 13].

Oft sind nosokomiale Staphylokokken-assoziierte Infektionen auf Methicillin-resistente S. aureus
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(MRSA) zurtickzufiithren. Im Jahr 2015 waren 10-12 % der getesteten invasiven Staphylokokken-
stamme Methicillin-resistent [14]. Definitionsgemaf sind diese Stdmme resistent gegentiber allen

Antibiotika, welche eine §-Lactam-Struktur besitzen.

Zu diesen gehoren die Penicilline, Carbapeneme, Cephalosporine und Monobaktame [15]. MRSA-
Stamme sind durch den Besitz einer SCCmec-Kassette (Staphylococcal Chromosome Cassette Typ
[-11T), welche die Multiresistenzen vermittelt, charakterisiert und kénnen in CA-MRSA ( Community-
aquired-MRSA) und HA-MRSA (Hospital-aquired-MRSA) unterschieden werden, die sich genoty-
pisch unterscheiden und unterschiedliche Erkrankungen auslosen [16]. Zudem scheint die steigende
Anzahl von CA-MRSA-Infektionen von urspriinglich HA-MRSA-Klonen verursacht zu werden [14].
In Deutschland waren 2015 11,2 % der getesteten S.aureus-Isolate methicillinresistent [17]. Mitt-
lerweile sind viele Isolate multiresistent gegentiber den meisten Antibiotikaklassen (Tetrazykline,
Chinolone, Makrolide, Aminoglykoside und Sulfonamide). Vancomycin, ein Antibiotikum der third
line aus der Gruppe der Glykopeptide ist hdufig das einzig wirksame Therapeutikum. Allerdings
konnten bereits Vancomycin-resistente S. aureus isoliert worden [18]. Solche spezifischen Resisten-

zen werden durch chromosomale oder plasmidkodierte Mechanismen vermittelt.

Zusatzlich besitzen Staphylokokken oft nicht-spezifische Resistenzmechanismen wie die Fa-
higkeit zur Biofilmbildung [4]. Die Widerstandsfihigkeit eines Biofilms gegeniiber Antibiotika-
Therapien fithrt oft zur Ausbreitung der Bakterien im Korper und ist eine der Hauptursachen,

weswegen Implantate hdufig wieder aus dem Korper entfernt werden miissen [4, 18].

S. aureus sekretiert zudem eine Vielzahl von Toxinen. Das Toxic Shock-Syndrom (TSS) wird
von einem Superantigen, dem Tozic shock syndrome toxin (TSST) ausgelost, indem es die Freiset-
zung von Entziindungsmediatoren wie IL-1, IL-2 und TNF-« stimuliert [10]. Weiterhin gehoren zu
den von S. aureus sekretierten Toxinen die Hémolysine (Hla), wie das porenbildende Membran-
schiadigende a-Toxin [19] und Leukotoxine, welche weile Blutkorperchen schiadigen (Neutrophi-
lenlyse) [20]. Die Freisetzung von a-Toxin fiihrt zur Entstehung eines sog. Hamolysehofes um die
Kolonien, wenn S. aureus auf bluthaltigem Nédhrboden angezogen wird. Andere Faktoren inhi-
bieren das angeborene Komplementsystem (C3-Faktor) und dadurch die Erkennung durch das
Immunsystem [10]. S. aureus produziert zwei Koagulasen (Koagulase-positiv): die Staphyloko-
agulase und das von Willebrand-Faktor-Bindeprotein. Nach Bindung an Prothrombin des Wirts
konvertiert der aktive Komplex Fibrinogen zu Fibrin und es entstehen Fibrinklumpen auf der
Zelloberflache von S. aureus. Die Verklumpung verhindert die Phagozytose und begiinstigt die
Anheftung an abiotische Oberflachen [21-23]. Alle diese Mechanismen schiitzen die Bakterien vor
der Wirkung von Antibiotika und dem Immunsystem des Wirtes [24], wodurch sich akute zu

persistierenden Infektionen entwickeln kénnen [25].
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1.1.2 Staphylococcus epidermidis

Der Koagulase-negative S. epidermidis ist das haufigste Isolat aus Implantat-assoziierten Infektio-
nen [25]. Als opportunistisches Pathogen ist S. epidermidis Bestandteil der normalen Haut- und
Schleimhautflora, kann aber unter bestimmten Bedingungen auch in gesunden Menschen chroni-
sche Infektionen hervorrufen und von einer reinen kolonisierenden Lebensweise zu einer Invasiven
wechseln [26, 27]. Im Rahmen von Operationen, z. B. bei der Implantierung von medizinischen
Geraten wie kiinstlichen Herzklappen, Venenkathetern oder orthopéadischen Implantaten, kann S.
epidermidis leicht durch die Wunde in den Korper gelangen und dort die abiotischen Oberfldchen
der Implantate besiedeln [26-28]. Zur Risikogruppe gehéren immunsupprimierte Personen, Krebs-,
Transplantations- und AIDS-Patienten sowie Neugeborene [4, 25]. S. epidermidis besitzt die Fa-
higkeit zur Biofilmbildung, aber das Pathogenititspotential ist geringer als jenes von S. aureus,
da S. epidermidis weit weniger Virulenzfaktoren besitzt [26]. Aus diesem Grund wurden CoNS
lange Zeit als apathogen angesehen [29], sind heutzutage jedoch eine der Hauptursachen noso-
komial erworbener Implantat-assoziierter Infektionen [26]. Auch von S. epidermidis sind bereits
Methicillin-, Chinolon- und Glykopeptid-resistente Isolate bekannt [30, 31].

1.1.3 Weitere Staphylokokkenstamme

Neben S. aureus und S. epidermidis existieren weitere kommensale Staphylokokkenstamme, welche
pathogen werden konnen, sobald die schiitzende Barriere der Haut oder Schleimhaut verletzt wird
oder das Immunsystem des Betreffenden supprimiert ist. Sie kolonisieren verschiedene Bereiche
der Haut und Schleimhaut, wobei jede Spezies seine eigene Nische besitzt [32]. Zu diesen gehoren
u. A. S. hominis als zweithdufigster Vertreter der CoNS auf der Haut; S. haemolyticus, welcher
Katheter-assoziierte Harnwegsinfektionen und Wundinfektionen verursachen kann; S. lugdenensis,
der schwere Infektionen wie Osteomyelitis und Endokarditis auslost und S. saprophyticus, der
Zystitis und Harnwegsinfektionen hervorrufen kann. Biofilm-assoziierte Infektionen treten jedoch

viel seltener auf [3, 4].

Ebenfalls zu den CoNS gehort der nicht-pathogene S. carnosus TM300, dessen Genom keinerlei
mobile Elemente oder Transposons enthélt. Er besitzt keine Plasmide und zeichnet sich durch eine
hohe Genomstabilitat aus. Das Fehlen von typischen Adhésionsmolekiilen, Toxinen und geneti-
schen Faktoren fiir die Biofilmbildung macht S. carnosus TM300 zu einem geeigneten Laborstamm

fir die Untersuchung dieser Pathogenitatsfaktoren [33].
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1.2 Zellwandaufbau Gram-positiver Bakterien

Die Zellwand dient als Verankerungspunkt fiir Polysaccharide, Proteine und Teichonséuren [34].
Zellwand-assoziierte Proteine wie die Autolysin/Adhésine sind an Zellteilung und Antibiotika-
induzierter Zelllyse beteiligt [35, 36] wiahrend Mitglieder der zellwandgebundenen MSCRAMM-
Proteinfamilie u.a. Biofilmbildung vermitteln. Die Zellwand Gram-positiver Bakterien besteht aus
einer dicken Peptidoglykanschicht, dem Mureinsacculus, der eine Dicke von 20-100 nm annehmen
kann [37]. Der Mureinsacculus schiitzt die Zelle vor osmotischem Stress, extrazellularen Hydro-
lasen und anderen membranschadigenden Substanzen [38]. Die Peptidoglykanschicht in Staphy-
lokokken ist ein Polymer aus Zuckerketten, welche zu 95% tber Peptidbindungen miteinander
quervernetzt sind und ein drei-dimensionales Netzwerk bilden [39]. Die Glykanstridnge entstehen
durch Polymerisierung von sich wiederholenden (-1,4-verkniipften Disaccharid-Einheiten aus N-
Acetylglucosamin (GlcNAc) und N-Acetylmuraminsaure (MurNAc) und sind stark modifiziert,
was in einem geringen Anteil an freien Carboxylgruppen resultiert [40]. Die Zellwand ist eine dy-
namische Struktur, die durch spezifische Peptidoglykanhydrolasen einem permanenten Zellwand-
Turnover (Synthese - Abbau) unterworfen ist [41]. In der Zellwand verankerte Teichonsiuren
konnen ebenfalls als Virulenzfaktoren fungieren, indem sie tiber physikochemische Wechselwir-
kungen an Oberfliche binden [42, 43]. Sie verleihen S. aureus bei neutralem pH eine negative
Nettoladung [44].

Fiir den Einbau in die Zellwand benétigen Proteine ein LPXTG-(Leu-Pro-X-Thr-Gly)-Motiv, ei-
ne C-terminale hydrophobe Doméne und einen geladenen Rest. Durch zellwandgebundene Sortasen
erfolgt die kovalente Verankerung des Proteins in der Zellwand [37]. Klinische S. aureus-Stamme
tragen zwei Sortasegene - SrtA und SrtB. Das LPXTG-Motiv ist Substrat der SrtA, wohingegen
die SrtB das NPQTN-Sortiersignal von IsdC-Proteinen erkennt [45]. Bei den LPXTG-Proteinen
wird wihrend der Reaktion die Peptidbindung zwischen dem Threonin (T)- und dem Glycinrest
(G) des LPXTG-Motivs gespalten, wobei X eine beliebige Aminosédure repréasentiert, mit Ausnah-
me von Prolin. Die freiwerdende Carboxylgruppe des Threonins wird darauthin kovalent an die
Aminogruppe einer Peptidoglykan-Querverbindung gekniipft [37]. In Abb. 1.1 ist der Zellwand-

aufbau Gram-positiver Bakterien am Beispiel von S. aureus exemplarisch dargestellt.
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Abb. 1.1: Zellwandaufbau Gram-positiver Bakterien. Die Zellwand von S. aureus besteht aus ei-
ner dicken Peptidoglykanschicht, welche als Verankerungspunkt fiir Polysaccharide, Teichonséduren und
Proteine dient. Abbildung adaptiert nach [34].

1.3 Biofilmbildung

In einem Biofilm sind die Bakterien in einer drei-dimensionalen Matrix eingebettet, welche aus
bakteriellen Polysacchariden, Proteinen, Zellwand-verankerten Teichonsauren, extrazellulire DNA
(eDNA) und Wirtsproteinen besteht. In dieser Umgebung sind die Bakterien sowohl vor dem
Immunsystem des Wirtes als auch vor der Behandlung mit Antibiotika geschiitzt, da die Matrix
eine physikalische Diffusionsbarriere darstellt [24, 46]. Zudem befinden sich die Zellen in einem
Biofilm in einem Ruhestadium mit geringem Néhrstoffverbrauch und reduzierter Wachstumsrate
[47], was die Aufnahme und Wirkung von f-Lactam-Antibiotika beeintréchtigt [48].

Die Biofilmbildung ist ein multifaktorieller Prozess aus einer initialen Anheftungsphase (attach-
ment), einer Akkumulationsphase, gefolgt von einer Reifungsphase (maturation), in welcher durch
interzellulare Adhésion und weiterer Aggregation die drei-dimensionale Biofilm-Struktur weiter
wéchst und einer finalen Ablosungsphase (detachment), in welcher die Bakterien wieder freige-
setzt werden [49, 50]. In Abbildung 1.2 sind die einzelnen Stadien der Biofilmbildung dargestellt.

Ein kritischer Schritt der Biofilmbildung ist die Besiedelung biotischer oder abiotischer Ober-
flichen. Die Anheftung planktonischer Zellen wird von einer Vielzahl spezifischer molekularer
Faktoren wie proteinogener und nicht-proteinogener adhésiver Molekiile vermittelt. Diese binden
Komponenten der extrazellularen Matrix und Wirts-Plasmaproteine. Adhésion an abiotische Ober-
flichen aus Plastik oder Metall, wie sie in medizinischen Implantaten zu finden sind, wird durch die

physikochemischen Eigenschaften des Materials (z.B. Ladung) und Oberflachenproteine wie Aap,
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Spezifische Interaktionen PIA (Polysaccharide Intercellular Proteasen,
(Protein-Protein): Adhesin) Nukleasen, PSMs
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Abb. 1.2: Stadien der Biofilmbildung. Biofilme entstehen durch die Besiedelung von biotischen und
abiotischen Oberflachen. Die Adhésion kann spezifisch iiber Protein-Protein-Interaktionen oder unspezi-
fisch iiber hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen erfolgen. Nach der Akkumulation in eine
mehrschichtige Zellstruktur kommt es wihrend der Reifungsphase zu Aggregation durch adhésive Poly-
saccharide und Proteine. Bei der Ablésung werden einzelne Zellen aus dem Biofilm freigesetzt. Abbildung
adaptiert nach [4].
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AtlA/AtIE oder Teichonsauren vermittelt [4, 51]. Die Interaktion kann iiber unspezifische elek-
trostatische und hydrophobe Wechselwirkungen, van der Waals-Krafte und Oberflichenspannung
erfolgen [24, 52, 53]. Polymeroberflichen werden innerhalb kiirzester Zeit nach der Implantation
von Wirtsproteinen der extrazellularen Matrix (z. B. Fibronektin, Fibrinogen, Vitronektin, Kolla-
gen, Elastin) bedeckt, die als spezifische Rezeptoren (biotische Oberflache) fiir Oberflachenproteine
dienen und fiir eine erfolgreiche Kolonisierung erforderlich sind [4, 35].

Die Reifungsphase ist charakterisiert durch starke Aggregation der Bakterien innerhalb der Bio-
filmmatrix, welche durch adhésive Polysaccharide wie dem Polysaccharide Intercellular Adhesin
(PIA/PNAG) und Protein-Protein-Interaktionen vermittelt wird [52, 54]. Die Phase der Ablo-
sung (detachment) ist essentiell fiir die Dissemination der Zellen und kann durch das Ablosen
einzelner Zellen oder ganzer Zellcluster, v.A. von den oberflichlichen Regionen des Biofilms, ge-
schehen. Die Biofilmstruktur wird durch mechanische Krafte, dem Aussetzen der Synthese von
Biofilm-bildendem Material oder enzymatischen Abbau durch Proteasen, Nukleasen und sog. phe-
nollésliche Moduline (PSM) geschwécht [4].

Neben den oben beschriebenen Mechanismen von Adhésion und Akkumulation spielen auch se-
kretierte hdmolytische, d.h. Erythrozyten lysierende Toxine, wie a-Toxin und S-Toxin eine wichtige
Rolle bei der interzelluldren Interaktion. Das a-Toxin wird vom hla-Gen codiert und hauptséachlich
vom sae-System reguliert [55]. Es fiihrt zu Zelllyse, indem es zu einer heptameren Transmembran-
pore innerhalb der eukaryontische Zellmembran oligomerisiert [56-58|. Die Expression von a-Toxin
korreliert mit der Schwere einer S. aureus-Infektion, da es ein Uberleben der Bakterien in Neu-
trophilen ermoglicht, die Beseitigung dieser durch Makrophagen (insbesondere durch alveolare
Makrophagen der Lunge) verhindert und es S. aureus damit erleichtert Gewebe der Lunge zu
kolonisieren [55]. 8-Toxin hat eine Sphingomyelinase-Aktivitat und wird nach der exponentiellen
Wachstumsphase vom agr-Locus reguliert. In Gegenwart von eDNA kommt es zur Oligomerisie-
rung der [-Toxin-Molekiile, wobei die Verlinkung jedoch nicht durch DNA-Molekiile vermittelt
wird. In vitro kommt es zur Bildung einer unloslichen Nukleoproteinmatrix, welche mutmaflich
das Gertist bildet, in welchem der Biofilm entsteht [55].

1.4 Kovalent gebundene Oberflaichenmolekiile von Staphylokokken

Staphylokokken exprimieren eine Vielzahl von Oberflichenproteinen, die als Virulenzfaktoren an
diversen Funktionen wie Adhésion, Internalisierung, Umgehung des Immunsystems und Biofilm-
bildung beteiligt sind [59]. Einige Proteine werden nur unter Eisen-limitierenden Bedingungen
exprimiert [60, 61], andere sind abhéngig von der Wachstumsphase und werden beispielsweise nur

wahrend der exponentiellen oder der stationdren Phase exprimiert [62, 63]. Die Oberflichenmo-
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lekiile werden anhand ihrer strukturellen und funktionellen Eigenschaften in kovalent gebundene,
d.h. in der Zellwand-verankerte Molekiile und in nicht-kovalent gebundene Molekiile klassifiziert,
die tiber ionische oder hydrophobe Interaktion mit der Oberfliche assoziiert sind [59]. Insgesamt
wurden mittlerweile mehrere Oberflichenproteine in Staphylokokken identifiziert, welche Akku-
mulation ica-unabhéngig vermitteln [59] und einen PIA-unabhdngigen Biofilm bilden [64].

Die in der Peptidoglykanstruktur verankerten Oberflichenproteine (CWA) weisen strukturelle
Gemeinsamkeiten auf [59]. Dazu gehéren ein N-terminales Sortiersignal, welches den Transport
des Vorlaufermolekiils tiber den Sec-Signalweg durch die Peptidoglykanschicht ermoglicht [65], eine
exponierte ligandenbindende-Doméne, eine hydrophobe zellwand- und membrandurchspannende
Domaéne, oft mit einer Repeat-Struktur, ein konserviertes C-terminales LPXTG-(bzw. NPQTN)-
Motiv und einen positiv geladener Rest [4, 11, 45, 66]. Die Ligandenbindedoméne im N-terminalen
Bereich (auch als A-Region bezeichnet) weist bei vielen dieser Proteine eine doménenartige Or-
ganisation aus ca. 500 Aminosduren auf [67]. Eine daran anschlieBende Repeat-Struktur kann
verschiedene Funktionen vermitteln, wie die korrekte Orientierung des Proteins an der Zellober-
fliche (SD-Repeats der Sdr-Proteine [68]) oder Ligandenbindung (D-Repeats von FnBPA /FnBPB
[69])-

In Abbildung 1.3 ist die Klassifikation der CWAs aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften
schematisch dargestellt. S. aureus exprimiert bis zu 24 verschiedene dieser CWAs, wohingegen
beispielsweise S. epidermidis und S. lugdenensis weniger dieser CWAs besitzen [70, 71]. Die Ober-
flichenproteine konnen ringférmig tiber die Zelloberfliche verteilt oder punktformig lokalisiert
sein. Zu ersten Gruppe gehoren Oberflichenproteine wie CIfA, SpA, FnBPB, SdrC und SdrD.
Diese beinhalten in der Signalsequenz ein YSIRK-G/S-Motiv. Fehlt dieses, wie bei SasA, SasD,
SasF und SasK ist die Lokalisierung auf der Oberflache punktférmig begrenzt [72]. Die in Abb. 1.3

dargestellten Proteinfamilien werden in den nachfolgenden Abschnitten separat genauer erlautert.

1.4.1 MSCRAMM-Proteinfamilie

Die meisten der CWA-Proteine gehoren zur Familie der MSCRAMM-Proteine (Microbial Sur-
face Components Recognizing Adhesive Matriz Molecules) [73]. Foster et al. klassifizieren die
MSCRAMMS-Proteinfamilie tiber einen gemeinsamen Liganden-Bindemechanismus, der von zwei
Subdoménen der A-Region vermittelt wird. Diese N-terminale Liganden-Bindedoméne (A-Region)
besteht aus einzelnen Subdoménen, sog. N-Doménen, und weist eine tandem-ahnliche IgG-Struktur
(tandem-like 1gG-like fold) auf [59]. Teilweise folgt der A-Region eine B-Region aus [-Faltblatt-
Doménen [74], welche iiber ihre sterische Struktur fiir eine Lokalisierung der ligandenbindenden
A-Domaéne dicht an der Zelloberfliche sorgt [59].
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Abb. 1.3: Klassifizierung der zellwandgebundenen Proteine nach strukturellen Motiven.
CWAs sind charakterisiert durch ein N-terminales Sortiersignal, eine zellwanddurchspannende Domé-
ne und ein C-terminales LPXTG-Motiv. A MSCRAMM. Die Subdoméinen N1, N2 und N3 bilden
I1gG-like folds aus, der nach dem ,,dock-lock-latch“-Mechanismus den oder die Liganden bindet. Der A-
Domaéne folgen eine variable Anzahl von (SD-)Repeats. Teilweise sind zusétzliche B-Repeats vorhanden.
B NEAT-Motiv-Proteine. Isd-Proteine binden eisenhaltige Proteine mittels einer NEAT-Doméne.
C Three-Helical-Bundle-Proteine. Protein A besitzt 5 tandem-dhnliche Repeats, gefolgt von einer
Xr und einer Xc-Region. D G5-E-Repeat-Proteine. Bei den Proteinen Aap und SasG bestehen die
B-Repeats aus G5-E-Repeats. Durch proteolytische Spaltung wird die A-Doméne entfernt und die G5-
E-Doménen vermitteln die interzelluldre Adhéésion. Abbildung adaptiert nach [51, 59].
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A B
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Bl B2 gp
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Abb. 1.4: Hypothetisches Schema der Interaktion von SdrG mit Fibrinogen. A Offene Form.
In der offenen (Apo-)Form ist kein Ligand von N2 und N3 gebunden. Die B- und SD-Repeats strecken
das Protein von der Zellwand (W) weg. B Geschlossene Form Binden N2 und N3 einen Liganden (rote
Linie), geht der Komplex in die geschlossene Form iiber und der C-Terminus der N3-Doméne legt sich
tiber den Liganden. Die B-Repeats zeigen eine kompaktere Konformation. Abbildung adaptiert nach [77].

Die molekularen Mechanismen der Ligandenbindung der MSCRAMMs wurden anhand der In-
teraktion von SdrG mit Fibrinogen zum ersten Mal beschrieben [75]. Dabei bindet (dock) der
Ligand (hier die N-terminale 5-Kette von Fg) [76] in der hydrophoben Furche zwischen den Do-
méanen N2 und N3 der A-Region des Apo-Proteins, was zu einer Konformationsinderung fiihrt.
Der C-Terminus der N3-Doméne legt sich wie ein Riegel tiber die Furche und schliefit das gebun-
dene Fg-Molekiil ein (lock und latch). Es entsteht ein stabiler MSCRAMM-Ligand-Komplex [75,
77]. Die Interaktion des Liganden mit der N2-Doméne ist vorwiegend hydrophober Natur, wohin-
gegen die Interaktion von Fg mit N3 zusétzlich auf elektrostatischen Wechselwirkungen beruht.
Wie N2 und N3 auf der Zelloberfliche raumlich angeordnet sind ist noch ungeklért [76, 77]. In
Abb. 1.4 ist ein hypothetisches Modellschema der Interaktion von SdrG mit Fibrinogen iiber den
»dock-lock-latch*-Mechanismus dargestellt.

Der ,dock-lock-latch“-Mechanismus wird als gemeinsames Prinzip der Ligandenbindung inner-

halb der MSCRAMM-Proteinfamilie angesehen [74, 77].

Fibronektin-bindende Proteine FnBPA und FnBPB

Die Fibronektin (Fn)-Bindeproteine FnBPA und FnBPB von S. aureus werden von den Genen
fnbA bzw. fnbB [78] kodiert. Die Fn-Bindeaktivitét ist in einer hochkonservierten C-terminalen
Domaéne lokalisiert, die aus 4 sich wiederholenden 40-Aminoséduren langen Repeats D1-D4 besteht,
wobei jedes Repeat tiber einen Tandem- (-zipper-Mechanismus mit einem Fn-Molekiil interagiert

[69]. Die Aminosduresequenzen der Liganden-bindenden A-Doméne von FnBPA und FnBPB sind
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zu 40 % identisch [79] und bestehen aus drei Subdoménen (N1, N2, N3) [80], wobei N2 und N3
sich zwischen FnBPA und FnBPB stark unterscheiden. Die Expression von fnbA bzw. fnbB findet
hauptséchlich wiahrend der exponentiellen Wachstumsphase statt [81]. Die A-Doménen vermitteln
Adhasion an Oberflichen durch Bindung an Fibronektin, immobilisiertes Elastin und Fibrinogen
[82, 83] und fithren zur Aktivierung von Thrombozyten [84]. Im Gegensatz zur Ligandenbindung,
findet die FnBP-abhéngige Biofilmbildung nicht nach dem , dock-lock-latch“-Mechanismus statt
[75, 82, 85]. Es konnte gezeigt werden, dass die FnBP-vermittelte Biofilm-Akkumulation zinkab-
héngig [81], die Bindung an Fn iiber Tandem [-zipper dagegen zinkunabhéingig stattfindet [69].
Beide Funktionen werden iiber verschiedene Doméanen und somit iiber verschiedene Mechanismen
vermittelt [81, 86]. Die FnBP-vermittelte Akkumulation findet méglicherweise tiber homotypische
Interaktionen zwischen den N2N3-Subdoménen benachbarter Zellen, iiber Anbindung an einen
Rezeptor auf der Oberflache oder via eines Briickenmolekiils statt [81].

Die FnBPs wirken nicht nur als Adhésine, sie vermitteln ebenfalls die Internalisierung von §.
aureus in Wirtszellen. Dabei dient Fn als Briickenmolekiil und a531-Integrin als Rezeptor auf der
Wirtszellmembran. Die Bindung an diesen Rezeptor 16st eine Signalkaskade aus, welche zu einer

Umstrukturierung des Zytoskeletts und zur Internalisierung der Bakterienzelle fithrt [84, 87].

Serin-Aspartat-Repeat-Proteinfamilie

Clumping Factor A und Clumping Factor B Ebenfalls zu den klassischen Vertretern der
MSCRAMM-Proteinfamilie gehoren die Fibrinogen-bindenden Proteine (Fg-bindende Proteine)
Clumping factor A (CIfA) und Clumping factor B (ClfB), die von clfA und cifB kodiert werden
88, 89]. CIfA ist das wichtigste Fg-bindende Protein in S. aureus [76] und fithrt zur Verklumpung
der Zellen in humanem Plasma [89, 90]. Fibrinogen, ebenso wie Fibronektin, bedeckt bereits nach
kurzer Zeit die Oberflachen medizinischer Implantate [91] und begiinstigt eine schnelle Besiedelung
durch S. aureus.

Die Clumping-Faktoren sind wichtige Virulenzfaktoren, da sie die Adhésion an immobilisiertes
Fg, an Blutgerinnsel und Biomaterialien, welche mit Plasmaproteinen beschichtet sind, begiinsti-
gen. Sie wirken antiphagozytotisch und schiitzen S. aureus so vor Opsonisierung durch das Im-
munsystem [92]. CIfA bindet den C-Terminus der v-Kette und CIfB die o~ und die S-Kette von
Fibrinogen [88, 89]. Die Sequenzen der A-Doménen von CIfA und CIfB sind nur zu 26 % identisch,
aber beide weisen signifikante Sequenzhomologien zu der N-terminalen A-Region von FnBPA auf
[79]. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass FnPBA ebenfalls Fg-Bindeaktivitéat hat [79]. CIfA und
CIfB kénnen Pliattchenaggregation vermitteln [90] und CIfA kann zudem direkt an Plattchen bin-

den, indem es mit dem platelet membrane receptor interagiert [93]. ClfB bindet auch an humane
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abgestolene nasale Epithelzellen mittels Cytokeratin 10, was darauf schlieffen lasst, dass dieser
Faktor besonders fiir die nasale Kolonisierung durch S. aureus wichtig ist [94].

Die Expression von CIfA und CIfB ist wachstumsphasenabhéngig. So wird ClfB nur wéhrend der
frithen exponentiellen Phase gebildet, kann jedoch in der spaten exponentiellen oder stationaren
Phase nicht mehr nachgewiesen werden [51]. Hier wird die N1-Subdoméne von einer zelleige-
nen Metalloprotease abgespalten. CIfB verliert dadurch die Fahigkeit zur Ligandenbindung [63].
Die Ligandenbindung der A-Regionen von CIfA und CIfB erfolgt durch den , dock-lock-latch*-
Mechanismus [76] und wird durch externe Faktoren, wie z.B. bivalente Kationen (Ca?*, Mn?*)
reguliert [73]. Strukturanalysen haben gezeigt, dass die ligandenbindende A-Region von CIfA aus
drei Doménen (N1, N2, N3) besteht [95], wovon jede ein IgG-ahnliche Faltung annimmt [80]. N1
weist eine sehr hydrophile Aminosdurezusammensetzung und eine langliche Sekundéarstruktur [67].
Fiir die Bindung von Fg sind aber nur N2 und N3 notwendig [76, 92]. Zwischen der A-Region und
der zellwanddurchspannenden Doméne befinden sich eine Anzahl von SD-Repeats [59].

In S. aureus vermitteln mindestens fiinf Fg-bindende Proteine und mehrere weitere Adhésion
[59].

Serin-Aspartat-Repat-Proteine Die Sdr-Proteine SdrC, SdrD und SdrE aus S. aureus, sowie
SdrF, SdrG und SdrH aus S. epidermidis sind durch zuséatzliche sog. B-Repeats charakterisiert,
die eine [-Faltblatt-Struktur annehmen und sich zwischen den SD-Repeats und der A-Doméne
befinden [59, 74, 96]. Die SD-Repeats strecken die A-Region von der Zelloberfliche weg [68].
Innerhalb der B-Repeats befindet sich ein Ca?*-Bindemotiv (EF-Hand), was bei Bindung von
Kalzium zur Ausbildung starrer ldnglicher Strukturen fithrt [97]. Strukturell und funktionell &hneln
die Sdr-Proteine den Fg-bindenden Proteinen CIfA und CIfB [90, 98]. Fiir die Interaktion von SdrG
mit Fg wurde erstmalig der , dock-lock-latch“-Mechanismus beschrieben [75, 77, 99]. SdrG bindet
den N-Terminus der -Kette von Fg, was die Thrombin-Schnittstelle verdeckt und fiir die anti-
coagulierende Aktivitdt von SdrG verantwortlich ist. Die Thrombin-vermittelte Freisetzung von
Chemokinen, die Neutrophile anlocken, wird inhibiert und das Uberleben von S. aureus begiinstigt
[75, 99]. SArE induziert Plattchenaggregation und bindet den Komplementfaktor H [100], wéhrend
SdrC und SdrD Adhésion an humane abgestoBene nasale Epithelzellen vermitteln [90, 98]. Die
Expression von SdrC auf der Oberflache vermittelt eine hoch-affine und spezifische Adhésion an
p-Neurexin, welches auf der Oberfliche von Sdugerzellen exprimiert wird [74]. Fiir die B-Repeats
von SdrF konnte eine Bindung an Kollagen bereits nachgewiesen werden [101].

Eine &hnliche Organisation wie die Sdr-Proteine hat das Staphylococcus aureus surface protein
A (SasA). Innerhalb der N-terminalen A-Region finden sich hier drei unabhéngig voneinander
gefaltete Subdoménen (N1, N2, N3) [67].
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Bone Sialoprotein-Bindeprotein Bbp Das Bone Sialoprotein-Bindeprotein (Bbp) hat Ahn-
lichkeiten zu SdrC, SdrD und SdrE [102] und konnte aus Knochen- und Gelenksinfektionen mit
S. aureus isoliert werden. Es bindet Fg [103] und interagiert mit dem Bone Sialoprotein, welches
in der extrazelluliren Matrix von Knochen und Zahnen vorkommt. Es besitzt ebenfalls die fiir
diese Untergruppe charakteristischen zusétzlichen B-Repeats zwischen der A-Region und den SD-
Repeats. Die zusatzlichen B-Repeats der Sdr-Proteine und des Bbp bilden kalziumabhéngig [97]
eine starre ldngliche Struktur aus, welche die A-Doméne von der Zelloberfliche entfernt exponiert

und moglicherweise an der Ligandenbindung beteiligt ist [59].

Collagen-Bindeprotein Cna Das Collagen-Bindeprotein (Cna) unterscheidet sich strukturell
von den anderen MSCRAMMSs, da hier die N1- und N2- Doménen der A-Region eine IgG-ahnliche-
Faltung aufweisen und die Ligandenbindung tiber einen sog. Collagen hug erfolgt; einer Variante
des ,,dock-lock-latch”-Mechanismus, der sich vom Mechanismus fiir CIfA oder SdrG unterscheidet
[76, 104]. Bei Cna ist die A-Doméne durch eine variable Anzahl von B-Repeats von der zellwand-
durchspannenden Doméne getrennt [59], welche die Liganden-bindende Doméne moglicherweise
von der Zellwand wegstrecken [105]. Cna bindet neben Kollagen auch das Komplementprotein

Clq, was die Opsonisierung von S. aureus durch das Komplementsystem verhindert [106].

1.4.2 G5-E-Repeat-Proteinfamilie

Diese Proteinfamilie ist durch tandemartig angeordnete sog. G5-E-Repeats charakterisiert, die die
einzelnen B-Repeats voneinander trennen und eine S-triple-helix-3-dhnliche Struktur einnehmen
[59]. Die aus 78 Aminosduren bestehenden G5-Subdoménen sind wiederum durch Sequenzen von
50 Aminosduren (E-Regionen) getrennt [107, 108]. G5-Doménen finden sich in enzymatisch akti-
ven Doménen und sind in der Vermittlung der Substratspezifitat und korrekten Ausrichtung der
Proteine fiir die Liganden- oder Cofaktorbindung beteiligt [109].

Accumulation associated protein Aap und sein Homolog SasG Das Oberflichenprotein
Accumulation associated protein (Aap) aus S. epidermidis und sein Homolog, das S. aureus surface
protein G (SasG) vermitteln PIA-unabhéngige Biofilmbildung [46, 64, 110, 111]. Aap ist essentiell
fir das akkumulative Wachstum wéhrend der Biofilmbildung [111] und bildet stébchenférmige
fibrillare Strukturen aus, die bis zu 120nm tber die Zelloberfliche hinausragen [108, 110, 112,
113]. Die ligandenbindende A-Region von Aap/SasG vermittelt Adhésion an abgestoBene nasale
Epithelzellen, was eine Beteiligung wahrend der Besiedelung von Nasenhohlen und Haut vermuten
lasst [110, 114]. Die Anheftung planktonischer Zellen iiber Aap/SasG wird durch die N-Doménen
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der A-Region vermittelt [115]. Zur Initiierung der Akkumulation wird Aap nahe dem C-Terminus
der A-Doméne proteolytisch gespalten [64], wihrend SasG innerhalb der B-Region prozessiert
wird. Nach Abspaltung der A-Doméne verbleiben die B-Doménen an der Oberflache [116]. Die
Expression von SasG in S. aureus SH1000 fithrt nicht zur Verstiarkung der Adhésion an Poly-
styroloberflachen, sondern zu verstarkter Aggregation. Staphylokokken, welche nur die B-Repeats
exprimieren, konnen noch einen Biofilm ausbilden, wird jedoch nur die A-Region exprimiert, so
verlieren sie diese Fahigkeit [116].

Die interzellulare Adhésion wird von 5-17 B-Repeats vermittelt [64, 116], die bei Aap/SasG von
G5-E-Repeats voneinander getrennt sind [59]. Die A-Doméne von SasG ist zu 59 % zur A-Region
von Aap und zu 52 % zur A-Region von Pls, die B-Doméne zu 60-67 % zu Aap und zu 65 % zu Pls
identisch [114]. Die Aminoséuresequenzen der G5-Doménen von SasG und Aap sind zu 34 %, die
der E-Doménen zu 50 % homolog [108]. Die B-Repeats sind zinkabhéangige Adhéasionsmolekiile,
die iiber einen Zinkfinger-Mechanismus die G5-vermittelte interzellulare Adhésion zwischen be-
nachbarten SasG-Molekiilen bewirken [116, 117]. In Abbildung 1.5 ist dieser Prozess schematisch
dargestellt. Rekombinante B-Repeats von SasG dimerisieren in Abhéngigkeit von Zn?* und bil-
den dicht gepackte, verdrehte Fibrillen (twisted cable) von ungefihr 53 nm Lénge auf der gesamten
Zelloberflache [108, 116, 117]. Fir SasG konnte gezeigt werden, dass mindestens finf B-Repeats,
die die Lange der Fibrillen bestimmen, fiir die Vermittlung der interzellularen Adhésion und der
Maskierung der Bindestellen fir ECM-Komponenten notig sind [110]. Auch die B-Doméne von
Aap dimerisiert zinkabhangig in vitro [117], doch ist unbekannt ob dies direkt auf die Biofilm-
bildung von S. epidermidis in vivo tibertragbar ist, da die Konzentration von Zn?T in der Zelle
viel geringer ist, als fiir die Dimerisierungsexperimente notwendig war. Moglicherweise vermittelt
Zink nicht die Homodimerisierung von Aap, sondern die Bindung an andere Komponenten der
Biofilmmatrix wie Teichonséuren oder DNA [4, 108].
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Abb. 1.5: Modell der Prozessierung und Dimerisierung von SasG. Wéihrend der Biofilmbildung
wird kovalent verankertes SasG proteolytisch gespalten (A+B). Die A-Doméne, sowie einige B-Doménen
konnen danach zinkabhédngig mit B-Doménen auf der Oberfliche anderer Bakterienzellen dimerisieren
(C+D). Abbildung adaptiert nach [116].

Weiterhin verhindert die Expression von SasG die Bindung von den S. aureus an Fg, Fn, Cyto-
keratin 10 und IgG. Da durch die B-Doméanen die A-Doméne aus der Zelloberfliche herausragt,
wird eine Adhésin-Liganden Interaktion durch sterische Beeinflussung verhindert. In bestimm-
ten Infektionsstadien ist es fiir das Bakterium von Vorteil, wenn zugunsten von Dissemination
und Weiterverbreitung die Adhésion an Oberflichenmolekiile inhibiert wird [110] und Zell-Zell-
Interaktionen verstiarkt werden. Da SasG ebenfalls an abgestoffene nasale Epithelzellen bindet,

kann die fehlende Interaktion von CIfB an Cytokeratin 10 kompensiert werden [110, 114].

Plasmin-sensitives Protein Pls Foster et al. klassifizieren das Plasmin-sensitive Protein (Pls)
als G5-E- Repeat-Protein [59]. Das Glycoprotein Pls [118] wird von der (SSC)mec I-Kassette kodiert
und ausschliefllich in MRSA-Stdmmen exprimiert. Es besteht aus einer nicht-repetitiven Region
sowie drei Repeat-Regionen [119, 120]. Bei Eintritt der Zelle in die stationdre Wachstumsphase
wird Pls proteolytisch gespalten [119]. Pls bindet zelluldre Lipide und Glykolipide und vermittelt
interzellulare Interaktion sowie Adhésion an humane nasale Epithelzellen [12, 114]. Zudem verhin-
dert die Expression von Pls die Bindung von S. aureus an IgG, Fg, 16sliches und immobilisiertes
Fn und die Internalisierung durch Wirtszellen. Dieser Effekt kann auch bei normaler Expresssion
von FnBPA und CIfA [67] beobachtet werden und wird vermutlich durch sterische Beeinflussung
vermittelt [121]. Durch die Sequenzhomologie zu Aap/SasG lasst sich vermuten, dass diese Behin-
derungen moglicherweise durch die Anordnung von Pls auf der Zelloberfliche verursacht werden,
da fur Aap/SasG der Effekt der Proteinstruktur auf die Funktion belegt werden konnte [108, 110,
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113]. Die Pls-vermittelte Biofilmbildung basiert auf zwei unterschiedlichen Mechanismen. So kann
sowohl die Glykosylierung der SD-Repeats, als auch die G5-Doménen diese Funktion vermitteln
[118].

1.4.3 Three-helical bundle Proteinfamilie - Protein A

Protein A (SpA) ist ein multifunktionales ubiquitér bei S. aureus vorkommendes Protein [122], das
fir die sog. Spa-Typisierung von Staphylokokkenstdmmen herangezogen wird. Strukturell wird es
von Foster et al. in die Gruppe der Three-helical- Bundle-Proteine eingeordnet [59]. N-terminal
besitzt es 5 homologe Tandem-Repeats (genannt EABCD) aus jeweils ca. 60 Aminosduren, wovon
jede aus drei a-Helix-Biindeln besteht, welche unabhéngig voneinander Liganden binden. Diese
Doménen binden den Fe-Teil von wirtseigenen IgG-Antikérpern. Dadurch wird das Bakterium mit
IgG-Molekiilen in falscher Orientierung umgeben, so dass diese nicht von Neutrophilen erkannt
werden konnen. Das Komplementsystem wird daraufhin nicht aktiviert und S. aureus ist vor
Phagozytose geschiitzt [51, 59]. Auf die N-terminalen Doménen folgen die Xr-Repeat-Region und
der konstanten Xc-Region, die keine Repeat-Strukturen enthélt [59]. Zudem interagiert Protein
A direkt mit Pléttchen [123] und bindet von Willebrand-Faktor (vWF), welcher die Adhésion
von Thrombozyten an geschéddigte Endothelzellen vermittelt. Damit kann Protein A eine wichtige
Rolle in Staphylokokken-vermittelten endovaskuléren Infektionen spielen [84].

Durch die Bindung von Protein A an den Tumornekrosefaktor-Rezeptor Typ 1 (TNFR1) ist
S. aureus auch an Lungenentziindungen beteiligt, da TNFR1 auf den Epithelzellen der Luft- und
Atemwegen exprimiert wird. Eine Aktivierung dieses Rezeptors fiihrt zur Sekretion von Cytokinen
(IL-8) und zur Anlockung von neutrophilen Granulozyten, die eine starke Entziindungsreaktion
auslosen und damit das Gewebe schadigen [124]. Wahrend der Biofilmbildung vermittelt Protein
A interzelluldre Adhéasion. Ob diese Funktion iiber homotypische Interaktion zwischen Protein
A-Molekiilen oder durch heterotypische Interaktionen zwischen Protein A und anderen Oberfla-
chenproteinen oder nicht-proteinogenen Molekiilen und Zellwandstrukturen vermittelt wird, ist
noch unbekannt [125].

1.4.4 NEAT-Motiv-Proteinfamilie der Eisentransporterproteine

Eisen dient als Cofaktor bei vielen biochemischen Reaktionen und ist essentiell fiir Wachstum und
Proliferation von Zellen. Jedoch liegen 95 % des verfiigbaren Eisens intrazellular vor und sind fur
extrazelluldre Pathogene wie S. aureus nur schwer zuginglich. Das Eisen im Serum liegt prote-
ingebunden an Transferrin und Laktoferrin [16] oder komplexiert in den Tetrapyrrolringen der

Héam-Molekiile vor [60]. Nach Foster et al. stellen die Eisentransportproteine eine eigene Gruppe

16



1.4 Kovalent gebundene Oberflichenmolekiile von Staphylokokken

der CWAs dar. Die sog. Near-Iron-Transporter-Proteine (NEAT-Proteine) werden unter Eisen-
limitierenden Bedingungen exprimiert. Der [ron-responsive surface determinants-Locus (Isd) ist
nur in S. aureus vorhanden [33]. Die Isd-Proteine sind spezielle Transporterproteine, welche eine
oder mehrere NEAT-Doménen besitzen, von denen jede ein Ham-Molekiil binden kann [60]. Die
Transkription von isdA, isdB, isdC und isdH wird durch die Eisenkonzentration in der Umwelt
und dem fur-Regulator (ferric uptake regulator) gesteuert [73]. Dadurch kénnen Ham-Gruppen
von Eisen-enthaltenden Molekiilen, wie Transferrin, Himin oder Hamoglobin an der Zelloberfli-
che gebunden, durch die Plasmamembran transportiert und im Zytoplasma von Hamoxygenasen
verwertet werden [60, 126]. Neben Ham-Gruppen bindet IsdA Fg, Fn und humane abgestofiene
nasale Epithelzellen wihrend IsdB Plattchenadhésion und -aggregation vermittelt [73, 98].

1.4.5 Strukturell uncharakterisierte, zellwandgebundene Proteine

S. aureus surface protein C Biofilmbildung in S. aureus kann durch Polysaccharide oder
Proteine vermittelt werden. In einer Studie von Rohde et al. konnten von 18 untersuchten klini-
schen Isolaten von S. aureus nur bei 33% das sasG-Gen nachgewiesen werden und bei keinem
bap. Da der gebildete Biofilm jedoch durch Zugabe von Proteasen aufgelost werden konnte, wurde
vermutet, dass noch ein weiteres Oberflichenprotein an der Biofilmbildung von S. aureus beteiligt
ist [127].

Das identifizierte sasC-Gen besteht aus 6558 bp und kodiert fiir ein Protein aus 2168 Aminosiu-
ren mit einem Molekulargewicht von 237,9kDa. Bioinformatische Analysen haben fir SasC (Uni-
ProtKB; C7TBURS) eine modulare Organisation ergeben (Abb. 4.1) [67]. Wie andere CWAs besitzt
es ein N-terminales Signalpeptid mit einem YSIRK-Motiv und ein C-terminales LPXTG-Motiv
zur Verankerung in der Zellwand. Eine 585 Aminosduren lange A-Region im N-terminalen Bereich
[67], welche in ihrer Sekundéarstruktur theoretisch der ligandenbindende Doméne von MSCRAMM-
Proteinen dhneln kénnte [67]. SasC weist jedoch keine Sequenzhomologien zu dhnlich organisierten
CWAs wie SasG/Aap oder FnBP auf [128]. Da keine Spaltung von SasC wahrend der Biofilmbil-
dung nachgewiesen werden konnte, unterscheidet sich der Ligandenbinde-Mechanismus offenbar
von dem von Aap/SasG und aufgrund der fehlenden Sequenzhomologie auch vom Mechanismus
der Ligandenbindung der FnBPs [128].

SasC ist weiterhin charakterisiert durch eine FIVAR-Doméne (Found in Various Architectures)
aus b4 Aminosduren (AS 590-643), die mutmaflich zuckerbindende Funktion hat [128, 129], und 17
DUF1542-Doménen (Domain of Unknown Function) aus je 72 Aminosauren, die von je 55 Amino-
sauren voneinander getrennt sind [128]. Die DUF1542-Repeats sind zu 18 % bis 47 % identisch. Der

gesamte Abschnitt nimmt eine coiled-coil-Tertiarformation ein, was die Unterteilung des Proteins
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in zwei Abschnitte unterstreicht [130]. Diese Art der Tertidrstruktur besteht aus zwei a-Helices,
die zu einer Mehrfachhelix umeinander gewunden sind und strukturelle sowie regulatorische Funk-
tionen haben kénnen [131]. Strukturell &hnelt die DUF1542-Repeat-Struktur moglicherweise den
B-Repeats von SasG/Aap, allerdings konnte keine Sequenzhomologie nachgewiesen werden. Ein
FIVAR-Motiv und DUF1542-Doménen sind ebenfalls in Mrp- und zu FmtB-Proteinen zu finden
[130], welche Methicillinresistenz vermitteln, und in den Oberflichen-assoziierten Proteinen Ebh
in S. aureus und seinem Homolog Embp aus S. epidermidis zu finden, die Adhésion und Biofilm-
bildung vermitteln [129, 132, 133].

Der N-Terminus (Aminoséuren 38-1305) ist zu 49 % mit dem FmtB-Protein identisch [67, 134].

Unsere Arbeitsgruppe hat sasC-Subklone konstruiert, welche verschiedene N-terminale Subdo-
ménen (Subklon 3A, Subklon 3B, Subklon 5 und Subklon 6), den kompletten N-Terminus (Subklon
1) oder 8 der 17 DUF-Doménen (Subklon 2) exprimieren (Abb. 1.6. Expression von sasC und Sub
1in S. carnosus TM300 fithrte zur Bildung von groflen Zellaggregaten und zu verstarkter Bio-
filmbildung auf Polystyrol und Glas. Die Doméanen zur SasC-abhéngigen interzelluldren Adhésion
und Biofilmakkumulation konnten im N-terminalen Bereich lokalisiert werden [128].

Die Adhésion an Polystyrol wird durch hydrophobe Wechselwirkungen vermittelt. Der Anteil
von 25,1 % an hydrophoben Aminoséuren in SasC entspricht dem des Autolysins AtIE (26,4 %)
[128, 135]. Fr Sub 1 korreliert ein hoherer Anteil an hydrophoben Aminosduren mit der verstark-
ten initialen Adhésion an Polystyrol, was fiir Sub 2 nicht beobachtet werden konnte (28,1 % zu
26,6 %). SasC bindet nicht an Komponenten der extrazelluliren Matrix wie Fg, vWF, Plattchen
oder Thrombospondin [128].

Das sasC-Gen hat in klinischen S. aureus-Isolaten eine hohe Privalenz von 97 %. In 31 un-
tersuchten MRSA-Isolaten waren alle sasC-positiv, von 35 untersuchten MSSA-Isolaten waren
33 sasC-positiv [130]. Die Expression ist in vitro nur sehr schwach. Eine Relevanz der sasC-
Expression in vivo wurde von Clarke et al. bestétigt. Er konnte spezifische anti-SasC-Antikorper
wahrend einer Infektion mit S. aureus nachweisen [136]. Die Expression von sasC wird von den Re-
gulationssystemen arlRS und mgrA kontrolliert [137, 138]. Fiir mgrA ist eine positive Regulierung
von extrazellularen Proteinen und eine negative Regulierung der Expression von Oberflachenpro-
teinen bekannt [139]. Daher resultiert eine Deletion des mgrA-Operons in einer Verstiarkung der
sasC-Transkription [140]. Studien haben gezeigt, dass in mgrA-defizienten, aber Biofilm-positiven

Stammen, die Biofilmbildung von Sortase-verankerten Proteinen abhéngt [141].

Bap und SraP Zu den weiteren Zellwand-gebundenen Proteinen gehort das Biofilm-associated
protein Bap. Die klinische Signifikanz von Bap ist noch unklar, da es bisher nur in Mastitisiso-

laten von S. aureus gefunden wurde, doch sein Homolog Bhp konnte aus klinischen S. epider-
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Abb. 1.6: Schematische Darstellung der SasC-Subklone. Sub 1 beinhaltet den gesamten N-
terminalen Bereich und Sub 2 die DUF1542-Doménen 10-17. Die Subklone 3A, 3B, 5 und 6 unterscheiden
sich im N-terminalen Bereich. Sub 3A fehlen alle SR und ein grofler Teil des zweiten LR, Sub 3B fehlen
ebenfalls die drei SR, aber nur ein kleinerer Teil des zweiten LR, Subklon 5 weist keines der LR auf. Sub
6 exprimiert alle SR und die LR, aber nicht die FIVAR-Doméne. Abbildung nach: Kommunikation mit
C. Heilmann)
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midis-Stémmen wie RP62A isoliert werden [142, 143]. Bap vermittelt die Anheftung an Poly-
styroloberflachen, interzellulare Adhésion und Biofilmbildung und verhindert die Anheftung an
extrazelluldre Faktoren wie Fg, Fn und Internalisierung durch Wirtszellen [144, 145].

Das Serin-rich surface Protein SraP ist ein weiteres CWA-Protein und besitzt eine Lektin-
bindende N-terminale Doméne, die als starre stdbchenférmige Struktur auf der Zelloberflache
exprimiert wird und mittels homophiler Interaktion zweier Cadherin-ahnlicher Doménen Biofilm-
bildung vermittelt. Die serinreiche Repeat-Region srrl (SraP besitzt zwei davon) und eine nicht-
Repeat-Region induzieren Plattchenaggregation [146-148]. In Tabelle 1.1 sind die Hauptgruppen

der Zellwand-verankerten Proteine von S. aureus zusammengefasst.
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Tabelle 1.1: Klassifizierung der Zellwand-gebundenen Proteine von S. aureus

Protein Ligand und Funktion Referenz
MSCRAMDMs
CIfA Fg, Platelet membrane receptor, Plattchenaggregation [89, 90,
93]
CIfB Fg, Cytokeratin 10, Plattchenaggregation, nasale Koloni- [88, 90,
sierung (abgestofiene Epithelzellen) 94]
SdrC B-Neurexin, nasale Kolonisierung [74, 98]
SdrD abgestofiene Epithelzellen [98]
SdrE Komplementfaktor H, Plattchenaggregation [90, 100]
Bbp Fg, Bone Sialoprotein, Adhésion [102, 103]
FnBPA, FnBPB Fn, Fg, Elastin, Biofilmakkumulation, Internalisierung [82-84]
Cna Kollagen, Komplementprotein Clq [104, 106,
146]
NEAT-Motiv
IsdA Héamoglobin, Transferrin, Hamin, Fg, Fn, nasale Epithel- [61, 73,
zellen, Eisenaufnahme, Resistenz gegen Neutrophilenlyse — 149]
IsdB Héamoglobin, Hamin, #3-Integrin, Eisenaufnahme [61, 150,
151]
IsdC Hémin, Eisenaufnahme [61]
IsdH Haptoglobulin-(Hdmoglobin)-Komplex, Eisenaufnahme, [152, 153]
Abbau von C3b
Three-helical-Bundle
Protein A (SpA) IgG, vWF, TNFR1, Plattchenrezezeptor gClqR, nasale [84, 123—
Kolonisierung, Schutz vor Phagozytose, interzellulare Ad- 125]
hésion
G5-E-Repeat
SasG/Aap nasale Epithelzellen, homotypische Interaktion mit Sas- [110, 114,
G/Aap, vermittelt interzellulare Adhésion und Biofilmbil- 116, 117]
dung, inhibiert Bindung an Fg, Fn, IgG und Cytokeratin
10
Pls nasale Epithelzellen, Glykolipide, interzellulare Adhésion, [12, 114,
verhindert Bindung von IgG, Fg und Fn an S. aureus, 118, 121]
Schutz vor Phagozytose
Strukturell nicht-charakterisiert
Bap gp96, Adhésion an Polystyrol, Biofilmbildung, inhibiert [144, 145,
Internalisierung und Bindung an Fg, Fn 154]
SraP Lektin, gp340, Plattchenaggregation, Endokarditis und [147, 148,
endovaskulére Infektion 155]
SasC Adhésion an Polystyrol, Aggregation, Biofilmbildung [128]
SasB, SasD, SasF, SasH, mutmafliche LPXTG-Proteine, Liganden und Funktion [67]

SasJ, SasK, SasL

unbekannt
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1.5 Nicht-kovalent gebundene Oberflachen-assoziierte Molekiile

1.5.1 Sekretierte Proteine - SERAMs

Interzelluldre Adhésion wird nicht nur durch zellwandgebundene Proteine, sondern ebenfalls von
sekretierten Proteinen, welche zum Teil spéter wieder an der bakteriellen Zellwand binden [84],
sog. SERAM-Proteinen (Secretable Expanded Repertoire Adhesive Molecules) vermittelt.

Autolysin/Adhésin Atl/AtIE Die am haufigsten vorkommenden Proteine der Staphylokok-
ken-Zellwand sind die nicht-kovalent gebundenen Autolysine/Adhesine Atl/AtIE [4]. Sie sind mit
der Oberflache tiber hydrophobe oder ionische Wechselwirkungen assoziiert. Atl/AtlE ist multi-
funktional und besitzt sowohl enzymatische, genauer hydrolytische und Peptidoglykan-spaltende,
als auch adhésive Aktivitdt. Die Enzymaktivitat ist bifunktional und besteht aus einer Amidase-
Doméne und einer Glucosaminidase-Doméne [36, 135].

Da die Autolysine/Adhésine nicht iiber ein LPXTG-Motiv in der Zellwand verankert sind, ver-
muteten Peschel et al., dass diese moglicherweise an die Teichonsduren der Zellwand gebunden
sind [65, 156]. Fedtke et al. konnten aber zeigen, dass eine Deletion der LTA-Synthase keinen Ein-
fluss auf die Zusammensetzung und das Muster der Oberflichenproteine hat [157]. Die Anbindung
der kationischen Autolysine an die anionischen Teichonséduren stellt einen Kontrollmechanismus
der enzymatischen Aktivitat dar [158]. Je stiarker die negative Ladung der Teichonsduren, desto
stérker ist die Inhibierung der Autolysine [156].

In der Zelle sind Autolysine/Adhésine im Zellwand-turnover, bei der Zellteilung und der Anti-
biotika-induzierten Zelllyse beteiligt [35, 36]. Sie vermitteln Anbindung an abiotische Oberflé-
chen und kénnen humane Matrixproteine binden [35, 135]. Atl (137kDa) aus S. aureus und
AtlE (148kDa) aus S. epidermidis vermitteln die Anheftung an Polystyrol, die Matrixprotei-
ne Vitronektin (Vn), Fg und Fn und damit die Biofilmbildung [36, 159]. Expression von AtlE
beeinflusst die Hydrophobozitat der Zelloberfliche, welche wiederum Einfluss auf die initiale An-
heftung an Plastik- und Glasoberflichen hat [135, 160]. Beide Proteine weise dieselbe strukturelle
Organisation auf und werden proteolytisch in eine N-terminale Amidase- und eine C-terminale
Glucosaminidase-Doméne gespalten [159, 161]. Die Amidase spaltet die Bindung zwischen der
N-Acetylmuraminsdure und dem L-Alanin der Quervernetzung; die Glucosaminidase spaltet die
glykosidischen Bindungen des Peptidoglykangeriists [35]. Die Prozessierung fithrt zur Zellyse, Frei-
setzung von DNA und interzelluldrer Aggregation und infolgedessen zur Reifung des Biofilms [161].
Die bakteriolytisch aktiven Doménen sind durch drei direct Repeats (R1, R2, R3), bestehend aus
jeweils ca. 170 Aminoséuren mit zwei Glycin-Tryptophan (GW-)-Dipeptiden, verbunden und ver-

mitteln ebenfalls die Assoziation der Proteine in der Peptidoglykanschicht [159]. Die Synthese

22



1.5 Nicht-kovalent gebundene Oberflichen-assoziierte Molekiile

von Peptidoglykankomponenten und der Abbau derselben wahrend der zellularen Teilung befin-
den sich in einem kontinuierlichen Gleichgewicht. Es konnte zeigen, dass die atlA und atlE-Gene
austauschbar sind und offenbar dhnliche Funktion haben [36, 159].

AtlE und AtlA-Deletionsmutanten bilden grofie Zellcluster [135], haben eine gestorte Zellsepara-
tion und sind unfahig an verschiedene Oberflichen zu adhérieren, was in einem Biofilm-negativen
Phénotyp resultiert [36]. Interessanterweise haben diese Auswirkungen kaum Einfluss auf das Zell-
wachstum. Die Auswirkungen einer atl-Deletion konnen von bis zu einem gewissen Grad von der
Hydrolase Aaa kompensiert werden [35, 36, 162]. Durch die Fahigkeit zur Anbindung an das He-
at shock cognate protein (Hsc70) auf humanen Endothelzellen, welches als Rezeptor fungiert, ist
Atl/AtIE zudem an der Internalisierung in Wirtszellen beteiligt [159].

Autolysin Aaa/Aae Aae aus S. epidermidis und Aaa aus S. aureus sind Zellwand-assoziierte
Proteine mit einem Molekulargewicht von 35kDa bzw. 35,8kDa und zu 76 % homolog [35, 162].
Die N-terminale Region von Aaa besteht aus drei sich wiederholenden Sequenzen mit einem Lysin-
Motiv(LysM) [162]. LysM-Doménen binden N-Acetylglucosaminreste in der Peptidoglykanschicht
und vermitteln dadurch eine nicht-kovalente Bindung von Proteinen an die Zelloberfliche [163].
LysM-Doméanen wurden in vielen Enzymen des Zellwandmetabolismus und in einigen Oberflichen-
proteinen wie EbpS [164] und Protein A [165] gefunden, wobei LysM dort nicht an der adhésiven
Funktion beteiligt zu sein scheint. Die bakteriolytische Aktivitat von Aaa/Aae basiert auf der C-
terminalen Aminohydrolase/Peptidase (cysteine, histidine-dependent amidohydrolase/peptidase;
CHAP)-Doméne [166]. Aaa und Aae vermitteln Adhésion, indem sie konzentrationsabhéangig und
mit hoher Affinitat Fg, Fn und Vn binden [35, 36, 162]. In Aaa konnte erstmalig eine adhésive
Funktion der LysM- und der CHAP-Doméne nachgewiesen werden [166].

Extrazelluldres Adhisionsprotein Eap und sein Homolog Emp Auch die sekretorischen
Proteine der SERAM-Proteinfamilie konnen Bestandteile der Biofilmmatrix sein, wie das Extra-
zellulare Adhésionsprotein (Eap), auch als Map /P70 bezeichnet, mit einem Molekulargewicht von
60-72kDa und das Extrazellulare Matrix- und Plasma-bindende Protein (Emp) mit einem Moleku-
largewicht von 40 kDa [84]. Eap, welches nur in S. aureus vorkommt, und Emp binden verschiedene
Komponenten der extrazelluliren Matrix wie Fg, Fn und Vn und kénnen an der Oberfliche von
Endothelzellen anheften [84]. Moglicherweise begiinstigt eine Bindung von Eap an Fg, welches
in diesem Fall als Briickenmolekiil dient, die Internalisierung von Staphylokokken in Wirtszellen
[84]. Zudem wirkt Eap als entziindungshemmendes Molekiil, da es mit dem endothelialen Adhéa-
sionsmolekiill [CAM-1 interagieren kann und dessen Erkennung und Bindung durch Neutrophile

blockiert. Dadurch wird die Migration von Leukozyten durch das Endothel verhindert und die
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phagozytotische Reaktion auf eine Entzindung abgeschwécht [167].

1.5.2 Membrandurchspannende Proteine - Ebh und EbpS

Zu den nicht-zellwandverankerten Proteinen gehoren das 1,1 MDa grofle Fibronektin-bindende
Protein Ebh (Eztracellular matriz binding protein homologue) von S. aureus und das homologe
Embp von S. epidermidis [73, 133], welches Adhésion an immobilisiertes Fn und Biofilmakkumu-
lation vermittelt [129]. Ebh bindet humanes Fn, doch sind die Bindestellen zu denen der FuBPs
nicht homolog. Die Expression von Ebh ist abhéangig von der Wachstumsphase und wird vom agr-
System reguliert. Ebh ist tiber eine C-terminale membrandurchspannende Doméne in der Zellmem-
bran verankert, besitzt allerdings kein LPXTG-Motiv und bildet charakteristische Strukturen auf
der Zelloberflache [132]. Embp und Ebh sind weiterhin charakterisiert durch sich wiederholende
FIVAR-Doménen, gefolgt von FIVAR-GA (G-related Albumin binding)-Repeats und DUF1542-
Doménen, welche auch in SasC zu finden sind [129]. Sowohl die FIVAR-GA-Repeats als auch die
FIVAR-Doménen kénnen die Embp-Fn-Interaktion vermitteln [129, 132, 133]. Vorlaufige Kristal-
lisationsergebnisse der repetitiven FIVAR-Regionen (Biittner, Perbandt Rohde, unveroffentlicht)
und der DUF1542-Doménen weisen darauf hin, dass Embp langliche stabférmige (rod-like) Struk-
turen ausbildet [168].

Das Elastin-Bindeprotein von S. aureus (EbpS) ist ein weiteres Protein, welches tiber einen

Membrananker verfiigt und Komponenten der extrazelluldren Matrix bindet [164].

1.6 Nicht-proteinogene Adhiasionsmolekiile

Polysaccharid-Adhésin PIA Die Matrix eines Biofilms besteht neben Proteinen und eDNA
hauptsachlich aus Polysacchariden wie dem Polysaccharide Intercellular Adhesin (PIA; PNAG;
Poly-N-Acetyl-Glucosamin) [4]. Kodiert werden die Proteine der PIA-Synthese durch das ica-
Operon (icaABDC') [54, 169], wobei icaA und icaD fiir eine membrangebundene N-Acetylglucosamin-
Transferase, icaB fir die PIA-Deacetylase, icaC fiir ein integrales Membranprotein, das verant-
wortlich fir den Transport von N-Acetylglucosamin-Oligomeren (Bausteine fiir PIA) ist. IcaR
kodiert fir ein Regulatorprotein [46, 54, 170]. Das ica-Operon wurde zuerst in S. epidermidis
und spéater auch in weiteren Staphylokokkenspezies identifiziert. PIA ist ein lineares Glucosami-
noglykan aus mindestens 130 (3-1,6-verkniipften N-Acetylglucosaminresten, von denen 15 bis 20 %
deacetyliert vorliegen [52, 171]. Aufgrund seiner positiven Nettoladung kann PTIA Aggregation
durch elektrostatische Wechselwirkungen der partiell positiven Gruppen mit negativ geladenen

Oberflichenbestandteilen, wie z. B. Teichonséduren und Lektinen, vermitteln [4, 171], wobei die
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unverzweigte Struktur des Molekiils van der Waals- und Wasserstoftfbriicken-vermittelte Interakti-
on mit anderen Polysaccharidstréngen und der bakteriellen Zellwand begiinstigt [52]. PIA ist ein
essentieller Pathogenitatsfaktor in S. aureus [172, 173]. So sind Transposon-Insertionsmutanten
des ica-Operons in S. epidermidis O-47 nicht mehr in der Lage einen Biofilm zu bilden [160].

Oft konnen Anderungen in der Biofilmbildung auf Anderungen in der Expression des ica-
Operons zuriickgefithrt werden, so z. B. die Verfligharkeit von N-Acetylglucosamin und Gluco-
samin als leicht verfigbare Substrate fiir die PIA-Synthese [170]. Umweltfaktoren wie Sauerstoff-
konzentration beeinflussen in vitro die Transkription der ica-Gene und damit die PTA-abhéngige
Biofilmbildung. Anaerobiose, wie sie in einem bestehenden Biofilm zu finden ist (sinkende Sau-
erstoffkonzentration mit zunehmender Tiefe) induziert die PIA-Expression in S. aureus und S.
epidermidis [174]. In Abwesenheit oder Nicht-Funktionalitdt der ica-Gene koénnen Proteine wie
Aap/SasG oder Bap die Rolle von PIA in der Biofilmakkumulation iibernehmen [111, 127, 144,
175]. Dies zeigt, dass PIA zwar eine wichtige, jedoch keine essentielle Bedeutung in der Biofilm-

bildung zukommt.

Teichonsiduren In der Zellwand von S. aureus und S. epidermidis sind neben Proteinen auch
Teichonsduren zu finden, die als Virulenzfaktoren an den ersten Schritten der Biofilmbildung
beteiligt sind [43, 176]. Teichonsduren sind stark geladene Polymere und kénnen kovalent an
die Peptidoglycanstruktur gebunden (wall teichoic acids, WTA) oder mittels Lipidanker in der
Zellmembran verankert (lipoteichoic acids, Lipoteichonsauren, LTA) sein. Sie bestehen aus (poly)-
Glycerophosphatresten, welche mit D-Alanin und N-Acetylglucosaminresten substituiert sein kon-
nen [177].

Lipoteichonsauren kommen hauptsichlich in Gram-positiven Bakterien vor, bei welchen der
GC-Gehalt der DNA weniger als 50 % betriagt und sind an einer Vielzahl von zelluldren Funktio-
nen und Signalwegen wie an der Regulierung der Autolysin-Aktivitiat [156, 158], Aufrechterhal-
tung der Homoostase, Entziindungsreaktionen und Biofilmbildung beteiligt [177]. Die Adhésion
an Plastikoberflichen wird von den physikochemischen Eigenschaften des Materials und der bak-
teriellen Zelloberfliche beeinflusst. In S. aureus ist die Kolonisierung von abiotischen Oberflachen
auch abhéngig von der Ladung der Teichonsduren [171]. Eine verringerte Synthese von LTAs
fiihrt zur Anderung der physikochemischen Eigenschaften der Zelloberfliche und einer reduzier-
ten Biofilmbildung auf Polystyroloberflichen, bedingt durch eine verstiarkte Hydrophobizitat der
Zellen, so dass keine initiale Adhésion mehr stattfinden kann [157]. Auch das Vorhandensein von
D-Alaninestern beeinflusst die Adhésionseigenschaften. Je weniger dieser Substituenten an den
Teichonsduren vorhanden sind, desto negativer die Nettoladung der Zelloberfliche. Dadurch wird

die polyanionische Ladung und Beschaffenheit der Zelloberflache reguliert [177], was beispielsweise
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die Sensitivitét gegeniiber Vancomycin und die Aktivitdt von Autolysinen [43, 156]; jedoch nicht
das generelle Proteinverteilungsmuster auf der Oberflache [157], beeinflusst. Zusatzlich vermitteln
WTAs Adhésion an humane nasale Epithelzellen [42] und fir S. epidermidis wurde beschrieben,

dass Teichonsduren die Bindung an immobilisiertes Fibronektin verstarken konnen [178].

Extrazellulire DNA Neben Polysacchariden und Proteinen stellt eDNA eine weitere struktu-
relle Komponente in Biofilmen von S. aureus und S. epidermidis dar [27]. Freigesetzt wird eDNA
v.a. durch Lyse von Zellen innerhalb der Biofilmmatrix [141, 179]. In S. epidermidis wird das
Ausmaf dieser Autolyse stark von der Akivitat des Autolysins AtlE bestimmt [36, 179]. In ver-
schiedenen Studien konnte bestatigt werden, dass eDNA zu Aggregation und zu Stabilisierung
der Biofilmstruktur beitragt [141, 180, 181]. Als polyanionisches Molekiile kann eDNA, &hnlich
wie Teichonsduren, andere Molekiile, einschliefilich kationischer Molekiile wie PIA, miteinander
vernetzen [135, 182].

Fir S. lugdenensis konnte jedoch ein Lyse-unabhédngiger Mechanismus der DNA-Freisetzung
identifiziert werden. Eine Disruption des Kompetenzgens comEB fithrt zu einer Reduktion der
eDNA-Freisetzung und der Biofilmbildung [183, 184], aber zu keiner Anderung in der autolytischen
Aktivitat von AtlL (Homolog zu Atl und AtlE) [184]. Dass Zugabe von DNase I die initiale
Anheftung an Glasoberflichen inhibiert [181] und eDNA als interzelluldres Adhésin wéhrend der
frithen akkumulativen Phase zur Stabilitat eines Biofilms beitragt, unterstiitzt die Bedeutung von
eDNA fiir die Biofilmbildung [27, 181, 185].

1.7 Regulation der Biofilmbildung

Die Flexibilitat von S. aureus sich an verschiedene Umweltbedingungen anzupassen, wird durch
die koordinierte Expression einer Vielzahl von Genen ermoglicht [174, 186, 187]. In S. aureus
unterliegt die Expression der Virulenzfaktoren globalen Regulationsmechanismen wie dem agr-
Zweikomponenten-System (accessory gene regulator) und dem DNA-Bindeprotein SarA, einem
alternativen Transkriptionsfaktor [188]. Die Biofilmbildung ist von suboptimalen Wachstumsbe-
dingungen wie Eisenlimitierung [137], anaerobe Zustande [189] oder geringe Antibiotikakonzen-
trationen [190] begiinstigt.

Das agr-System ist ein Quorum-sensing-Locus (QS), der direkt auf Umweltfaktoren wie Zelldich-
te und Nahrstoffverfiigharkeit reagiert. Wahrend der mittleren exponentiellen Wachstumsphase
werden verstérkt sekretierte Proteine exprimiert und gleichzeitig die Produktion von Oberflachen-
proteinen gehemmt [16, 191]. PIA- Aap- und Embp-abhéngige Biofilme unterliegen der Kontrolle

durch verschiedene regulatorische Schaltkreise [27]. Ein klassisches Beispiel fir die Wirkung des
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1.7 Regulation der Biofilmbildung

agr-QS-Systems ist die Hochregulierung der Expression von Ahésinen wahrend Phasen geringer
Zelldichte, wie zu Beginn einer Infektion [4]. Ist die Besiedelung einer Oberfliche erfolgt, fithrt
eine erhohte Aktivitat des agr-QS-Systems zur Beendigung der Expression von Adhésionsmole-
kiilen [191]. Im agr-System werden Toxine und extrazellulire Enzyme positiv reguliert, wihrend
Zellwand-assoziierte Proteine der negativen Regulation unterliegen [132]. Sie werden wéihrend der

initialen Besiedelungsphase verstérkt exprimiert [16, 191].

Auch an der Biofilmstrukturierung wird die Beteiligung von QS-Systemen vermutet, doch sind
die zugrunde liegenden Mechanismen weniger gut untersucht als die der interzelluldren Aggrega-
tion [4, 192]. Die Bildung eines Biofilms erfordert die Entstehung von Tunneln und Flissigkeits-
kandlen fiir den Néhrstofftransport in die tieferen Schichten sowie Faktoren, welche bestehende
Zell-Zell-Interaktionen auflosen. Dieselben Faktoren kénnen im Endeffekt zur Ablésung von Zellen
und Zellclustern fithren, was die Starke und Ausbreitung und Disseminationsrate eines Biofilms
beeinflusst [193]. Phenollosliche Moduline (PSM) sind nicht nur pro-inflammatorisch wirkende
Molekiile, sondern auch Schliisselelemente bei der inneren Strukturierung eines Biofilms. Sie sind
amphipatische Molekiile mit oberflichenaktiven Eigenschaften (Surfaktant), welche streng vom
agr-QS-System reguliert werden [4, 194]. So vermittelt PSM-6 Neutrophilenlyse [195] und das
Peptid PSM-g ist fiir Strukturierung und Dissemination von Biofilmen in wvitro verantwortlich
[196]. Die Expression von agr ist auf die oberflichlichen Regionen eines Biofilms begrenzt, wo es
durch Hochregulierung der PSM-Expression die Biofilmablosung steuert [197]. Es konnte gezeigt
werden, dass agr-Mutanten in vitro einen dickeren und kompakteren Biofilm bilden als der ent-
sprechende Wildtypstamm [198, 199]. Agr-Mutanten machen bis zu 25 % der Isolate aus Biofilm-
assoziierten Infektionen aus [197]. Denn eine permanente Inaktivierung des agr-Systems resultiert
in einer {iberméiBig starken Biofilmbildung, was in einigen Infektionsstadien fiir das Uberleben der
Bakterien vorteilhaft ist [4]. In Staphylokokken scheint zudem die differentielle Expression von
PIA zur Strukturierung des Biofilms beizutragen [4, 200]. Die PIA-Expression wird nicht tiber
das agr-System reguliert [198, 199], sondern iiber globale Regulatoren wie das DNA-Bindeprotein
SarA und den alternativen Sigmafaktor SigB (UB) gesteuert, die wie agr auf Umweltstimuli rea-
gieren [186, 201]. So inhibiert SigB beispielsweise die Transkription von icaR [202], was wiederum
die Tranksription von icaA DBC unterdriickt [203]. SarA reguliert die Promotoraktivitit von icaA
hingegen icaR-unabhéngig [204]. Christner et al. konnten zeigen, dass in S. epidermidis eine erhoh-
te sarA-Aktivitat die Bildung eines PIA-abhéngigen Biofilms fordert und eine down-Regulierung
einen PIA-unabhéngigen Biofilmtyp beglinstigt [27, 179]. Das weitverbreitete Insertionselement
[S256 kann sich in den ica-Genlocus integrieren und die PIA-Produktion unterbinden [44, 205].

Dies konnte einen weiteren Mechanismus zur Anpassung an wechselnde Umweltbedingungen wéah-
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rend der verschiedenen Phasen der Infektion darstellen [4]. Integration von IS256 in den agr-Locus
konnte einen dhnlichen Zweck erfiillen - entsprechende Isolate wurden bereits identifiziert [197].
Der Zusammenhang von globalen Regulationssystemen und Pathogenese ist bereits belegt worden.
Die meisten HA-MRSA besitzen einen agr--Genotyp oder zumindest einen agr™/agrt Mischtyp,
welcher Biofilmbildung und Besiedelung von Plastikoberflachen begtinstigt [16, 198].
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Zielstellung

Staphylokoken exprimieren eine Vielzahl von proteinogenen und nicht-proteinogenen Adhésinen
und oberfldchenassoziierten Faktoren, welche die Biofilmbildung durch initiale Anheftung an bio-
tische und abiotische Oberflachen und interzellulare Adhasion wahrend der Reifungsphase vermit-
teln.

In dieser Arbeit sollten die an der SasC-vermittelten Aggregation beteiligten Doméanen im De-
tail identifiziert und charakterisiert werden. Schroeder et al. konnten bereits zeigen, dass die an
der Biofilmbildung beteiligte(n) funktionelle(n) Doméne(n) im N-Terminus des SasC-Proteins
lokalisiert ist oder sind [128]. Es sollte untersucht werden, ob die SasC-vermittelte Zellaggre-
gation und Biofilmakkumulation auf homotypische oder heterotypische Interaktionen der SasC-
Subdoménen miteinander oder mit anderen Liganden zuriickzufiihren ist. Zu diesem Zweck soll-
ten rekombinante Fusionsproteine der N-terminalen Subdoménen hergestellt und fiir in vitro- und
in vivo-Protein-Protein-Interaktionsstudien eingesetzt werden. Dazu wurden Western Liganden-
Analysen, chemisches crosslinking, sowie ein bakterielles Two-Hybrid-System herangezogen. Fiir
andere Oberflaichenproteine von S. aureus konnte bereits gezeigt werden konnte, dass eine Di-
merisierung in Abhéngigkeit verschiedener Ionen stattfindet. Fiir die SasC-Subdoménen war der
Einfluss von bivalenten Kationen auf das Interaktionsverhalten zu untersuchen. Um die Relevanz
der einzelnen Doménen wahrend der Biofilmakkumulation zu untersuchen, wurden Kompetiti-
onsexperimente durchgefithrt. Dabei sollte der Einfluss von rekombinanten SasC-Proteinen und
anti-SasC-Antiseren auf das Aggregationsverhalten und die Biofilmbildung verschiedener sasC-
exprimierender Subklone untersucht werden. Fiir den Fall einer heterotypischen Interaktion soll-
ten dann gegebenenfalls Liganden des SasC-Proteins auf der Staphylokokkenoberflédche identifiziert
werden. Neben Proteinen kénnten ebenso Polysaccharide oder Teichonséuren als potentielle Inter-

aktionspartner fir SasC dienen.

Aufgrund der Schwierigkeiten, die mit Biofilm-assoziierten Infektionen einhergehen, wie z. B.
Resistenz gegeniiber Antibiotikatherapien und der Verbreitung von multiresistenten Keimen ist
die Aufklarung der molekularen Mechanismen der Biofilmbildung eine Grundvoraussetzung fiir
die Entwicklung von neuen Strategien zur Pravention und zur Therapie von Staphylokokken-

Infektionen. Die verschiedenen, aber spezifischen Interaktionen der Oberflichenproteine mit den
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Komponenten der extrazellularen Matrix des Wirtes bieten therapeutisch interessante Ansatz-
moglichkeiten. Von der Entwicklung von klassischen Impfstoffen, iiber anti-adhasiv wirksame
Substanzen [132] bis zu spezifischen Inhibitoren, gerichtet gegen die Oberflichenprotein-Liganden-

Interaktion wiahrend der Biofilmakkumulation.
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2 Material

2.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.1: Verbrauchsmaterialien und Gerate

Material

Analysewaage

ChemiDoc™ Touch Imaging System
Combitips Plus

Elektrophoresekammern sub-cell® GT
Elektroporationskiivetten
Erlenmeyer-Schikanekolben

Extra Thick blot paper
FALCON®Rohrchen 14 ml/50 ml
Feinwaage XS205 Dual Range
Geltrockner SDG4050

illustra NAP-25 G25 Sdulen, DNA grade
Inkubator Typ B 6200

Kiivetten

Membra Pure

Micro Pulser™

Mikrotiterplatte 96 well, Flachboden
Microplate Reader iMark™
Multifuge 3 S - R

Nitrocellulosemembran

PCR Thermal Cycler T100
pH-Meter Level 1
Photometer

Power Pac Basic

Power Pac 300

RunBlue Protein-Gele

Firma

Sartorius, Gottingen
Biorad, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

Duran, Mainz

Biorad, Miinchen

Becton Dickinson, Heidelberg
Mettler Toledo

Savant Instruments, USA
GE Healthcare, Miinchen
Kendro, Langenselboid
Sarstedt, Niimbrecht
Astacus

Biorad, Miinchen

Greiner Bio-One, Solingen
Biorad, Miinchen

Heraeus, Diisseldorf
Thermo Scientific Life Technologies,
Carlsbad, USA

Biorad, Miinchen

ino Lab, Mexiko

Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen
Expedeon, Cambridge, UK



2 Material

Safe Seal Reagiergeféfie 1,5/2 ml

Sterilbank Hera Safe

Thermomixer comfort

Trans-Blot®Turbo™ Transfer System
Transferpipette®-12

Ultraschallgerit Branson Sonifier 250
Mini-PROTEAN®TGX Stain-Free™ Precast
Gels

Tabelle 2.2: Chemikalien

Chemische Substanz

Acrylamid (30 % 4K)
Agar

Agarose LE
Albumin Standard

Albumin Fraktion V
APS
1-Step™ NBT/BCIP

Bromphenolblau
Bis-Sulfosuccinimidylsuberat (BS?)

BSA Fraktion V

Chloroform (CHCI3) reinst.

Complete EDTA-free protease inhibitor cock-
tail

Coomassie Brilliant Blue G250

Coomassie Plus™ Protein Assay Reagenz

Dinatriumhydrogenphosphat (NasHPOy)
DMSO p.A.

DNA-Groflenstandard: 1 kb DNA, 100 bp DNA,
supercoiled DNA ladder
DNA-Groflenstandard: A DNA HindIII frag-

ments

Sarstedt, Niimbrecht
Heraeus, Diisseldorf
Eppendorf, Hamburg
Biorad, Miinchen
Brand, Wertheim

Heinemann, Schwébisch Gmiind

Biorad, Miinchen

Firma

AppliChem, Darmstadt
Difco, Lawrence, USA
Biozym, Oldendorf
Thermo Scientific Life
Carlsbad, USA
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Scientific Life
Carlsbad, USA

Merck, Darmstadt
Scientific Life
Carlsbad, USA
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Roche, Basel

Thermo

Thermo

AppliChem, Darmstadt
Thermo Scientific Life
Carlsbad, USA
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
NEB, Frankfurt a.M.

Invitrogen, Karlsruhe

Technologies,

Technologies,

Technologies,

Technologies,
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2.1 Verbrauchsmaterialien

dNTP mix [10 mM]

D-PBS (ohne Ca** und Mg?")

EDTA

Essigsiaure 96 %

Ethanol absolut p.A.

Fibrinogen

Glycerin 87 % p.A.

Glycin

Imidazol

IPTG

Kaliumchlorid (KCI)

LB-Agar, LB-Medium

D(+)-Maltose

MacConkey-Agar Base
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4*7
H-0)

Mangan(II)-Chlorid*4 HyO

Native Mark™ Unstained Protein Standard
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogencarbonat (NaH2CO3)
Natriumdihydrogenphosphat (NaHyPOy)
Nickel(II)-Chlorid 98 %

ONPG

Orange G

Poly-L-Lysin 0,01 %

Protein-Free Blocking Buffer

Page Ruler™ Prestained Protein Ladder

RNAse A

Safranin O

SDS 10 % Lésung

B -Mercaptoethanol
TEMED p.A.
TEO-Tricine Laufpuffer
Tris-HCI

Tris-Base

Epicentre Biotechnologies, Madison, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Serva, Heidelberg

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Becton Dickinson, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
Becton Dickinson, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Novex, Life Technologies, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Thermo Scientific Life Technologies,
Carlsbad, USA

Thermo Scientific Life Technologies,
Carlsbad, USA

Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Expedeon, Cambridge, UK
AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
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TSB, TSB-Agar

Tween20

X-Gal

Xylene Cyanol FF
D(+)-Xylose

Zinkchlorid (ZnCly) >98 %

Tabelle 2.3: Verwendete Kits

Kit

BACTH System Kit (Cat No EUK001)
EZ-Link® Sulfo-NHS-Biotinylation Kit

PrepEase Histidine-tagged Protein Purification
— Mini Kit High Specificity

PrepEase Histidine-tagged Protein Purification
— Maxi Kit High Specificity

PrepEase MiniSpin Plasmid Kit

PrestoSpin D Bug DNA Purification Kit
QIAquick PCR Purification Kit

Tabelle 2.4: Verwendete Enzyme

Enzym

Becton Dickinson, Heidelberg

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

AppliChem, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Firma

DNase I
Lysostaphin
Phusion
(2000 u/pl)
T4 DNA Ligase

Taq DNA-Polymerase (5u/pl)

High-Fidelity =~ DNA-Polymerase

Euromedex, Strasbourg
Scientific  Life
Carlsbad, USA

usb, Staufen

Thermo

usb, Staufen
usb, Staufen

Molzym, Bremen
Qiagen, Hilden

Firma

Technologies,

AppliChem, Darmstadt
Vak-Chemie

Scientific Life
Carlsbad, USA

NEB, Frankfurt a.M.

Segenetic, Borken

Thermo

Technologies,

Restriktionsenzyme

BamHI-HF
Kpnl-HF

Firma

NEB, Frankfurt a.M.
NEB, Frankfurt a.M.
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2.2 Antikorper

Tabelle 2.5: Verwendete Antibiotika

Antibiotika Konzentration in % Firma

Ampicillin 100 (in Hy0O) Serva, Heidelberg
Chloramphenicol 10 (in 70 % Ethanol) Roth, Karlsruhe
Kanamycin 25 oder 50 (in H20) Serva, Heidelberg
Nalidixinsdure 30 AppliChem, Darmstadt
Streptomycin 100 (in H20) AppliChem, Darmstadt

2.2 Antikorper

Antikorper/Antiserum

Tabelle 2.6: Ubersicht der verwendete Antiseren und Antikorper

ng

Verdiinnung in
ml

Quelle

Monoklonaler Maus Penta-His
(BSA-free)-Antikérper
Monoklonaler Maus Cya A An-
tikorper (3D1)

Polyklonales Kaninchen anti-
T25 Antiserum

Polyklonaler Ziege anti-
Kaninchen IgG/ AP konjugiert
(0,64g/L)

Polyklonaler Ziege anti-Maus
IgG/ (0,64g/L)

Polyklonales Kaninchen anti-
SasC-NT Antiserum
Polyklonales Kaninchen anti-
SasC-DUF1542 Antiserum
Polyklonales Kaninchen anti-
SasC-His-4 Antiserum
Polyklonales Kaninchen anti-
SasC-His-5 Antiserum

Praimmunserum

1:2000/1:5000

1:500

1:1000

1:10000

1:10000

1:100 - 1:10000

1:100 — 1:10000

1:5000

1:5000

1:100 — 1:10000

Qiagen, Hilden

Santa Cruz, Dallas, USA
zur Verfiigung gestellt von
D. Ladant (Paris); pers.
Kommunikation

Dako, Agilent, Santa Cla-
ra, USA

Dako, Agilent, Santa Cla-
ra, USA

Eurogentec, Koln
Eurogentec, Koln
Eurogentec, Koln

Furogentec, Kéln

Furogentec, Koln
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2.3 Bakterienstamme

Tabelle 2.7: Ubersicht der verwendeten Bakterienstamme

Spezies Stamm Beschreibung Referenz
E. coli TOP 10 One Shot™ Expressionsstamm, Thermo Scienti-
F, merA A (mrr- fic Life Tech.
hsdRMS-mcerBC)
Phi 80lacZAM15
AlacX74recAl deoR
araD139 A(ara-leu)7697
galU galK rpsL (Strft)
endA1 nupG
E. coli TG-1 (pRep4) Expressionsstamm, [206]
supE, hsdA5, thiA(lac-
proAB), F(traD36,
proAB™, lacl?,
lacZAM15)
E. coli TG-1 (pHisSasCNT) Expression von SasC- Heilmann, per-
His-NT sonliche (pers.)
Kommunikation
E.coli UT5600 (pRep4) Expressionsstamm, [207]
F, aralj, leuB6, se-
cA6, lacY1l, proCly,
tsx67, A(ompTfepC)266,
entA403, trpE38, rfbD1,
rpsL109, xylb, mtll, thil
E.coli UT5600 (pHisSasCF1) rekomb. F1 mit His-Tag Heilmann, pers.
Kommunikation
E.coli UT5600 (pHisSasCF2) rekomb. F2 mit His- Tag Heilmann, pers.
Kommunikation
E.coli UT5600 (pHisSasCF3) rekomb. F3 mit His-Tag Heilmann, pers.
Kommunikation
E.coli UT5600 (pHisSasCF4) rekomb. F4 mit His- Tag Heilmann, pers.
Kommunikation
E.coli UT5600 (pHisSasCF5) rekomb. F5 mit His- Tag Heilmann, pers.

Kommunikation
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FE.coli

E.

»

coli

. coli

. coli

aureus

aureus

aureus

aureus

aureus

aureus

aureus

aureus

aureus

aureus

aureus

aureus

UT5600
DUF)
XL-1 Blue

(pHisSasC-

DHM1

BTH101

SH1000

SH1000 (pCXAlip)

SH1000
SH1000
SH1000
SH1000

pSasC)
pSubl)
pSub2)
pSub3A)

A~~~ /~ —~

SH1000 (pSub3B)

SH1000 (pSubb)

SH1000 (pSub6)

4074
4074 (pCXAlip)

4074 (pSasC)

rekomb. DUF1542 mit

His-Tag
Expressionsstamm,  re-
cAl, endAl, gyrA9e,

thi-1, hsdR17, supFEj4,
relA1 lac [F*, proAB,
lacl? lacZAM15, Tnl0
(Tetr)]

Reporterstamm, F,
cya-854, recAl, endAl,

gyrA96  (Nal"),  thil,
hsdR17, spoT1, rfoD1,
ginV44(AS)

Reporterstamm, Fe,
cya-99, araD139, ga-
IF15, galK16, rpsL1

(Str"), hsdR2, mecrAl,
mcrB1

ATCC 35556; NCTC
8325 Derivat, rsbU”
Lipasegen in (pCX19)
deletiert

sasC-expr. Subklon
sasC-expr. Subklon 1
sasC-expr. Subklon 2

sasC-expr. Subklon 3A

sasC-expr. Subklon 3B

sasC-expr. Subklon 5

sasC-expr. Subklon 6

klinisches Isolat
Lipasegen in (pCX19)
deletiert

sasC-expr. Subklon

Heilmann, pers.
Kommunikation

208]

Euromedex

Euromedex

209]

diese Arbeit

[128]

Heilmann, pers.
Kommunikation
Heilmann, pers.
Kommunikation
Heilmann, pers.
Kommunikation
Heilmann, pers.
Kommunikation
[210]

Heilmann, pers.
Kommunikation
[128]
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S. aureus

»

aureus

S. aureus

S. aureus

S. aureus

S. aureus

S. carno-

sus

S. carno-
sus
S. carno-
sus
S. carno-
sus
S. carno-
sus
S. carno-
sus
S. carno-
sus
S. carno-
sus
S. carno-
sus
S. epider-

midis

4074 (pSubl)
4074 (pSub2)
4074 (pSub3A)
4074 (pSub3B)
4074 (pSubb)

4074 (pSubb)

TM300

TM300 (pCXAlip)

TM300 (pSasC)

TM300 (pSubl)

TM300 (pSub2)

TM300 (pSub3A)

TM300 (pSub3B)

TM300 (pSubb)

TM300 (pSub6)

RP62A

sasC-expr
sasC-expr
sasC-expr
sasC-expr
sasC-expr
sasC-expr
Referenzis
pathogene
stamm
Lipasegen
deletiert
sasC-expr
sasC-expr
sasC-expr
sasC-expr
sasC-expr
sasC-expr

sasC-expr

ATCC 35

Isolat,

. Subklon 1
. Subklon 2
. Subklon 3A
. Subklon 3B
. Subklon 5

. Subklon 6

olat, nicht-
T Wildtyp-

in (pCX19)

. Subklon

. Subklon 1

. Subklon 2

. Subklon 3A

. Subklon 3B

. Subklon 5

. Subklon 6

984; klinisches
Methicillin-

resistent, biofilmbildend

[128]

[128]

Heilmann, pers.
Kommunikation
Heilmann, pers.
Kommunikation
Heilmann, pers.
Kommunikation
Heilmann, pers.

Kommunikation
[211]

[128]

[128]

[128]

[128]

Heilmann, pers.
Kommunikation
Heilmann, pers.
Kommunikation
Heilmann, pers.
Kommunikation
Heilmann, pers.
Kommunikation
[212]
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2.3 Bakterienstdmme

Tabelle 2.8: Ubersicht iiber die verwendeten Vektoren und Plasmide

Plasmid Empfanger- Beschreibung Referenz
stamm
PQE30Xa E. coli TG-1 Expressionsvektor, diese Arbeit
His-Tag, Faktor Xa- Abb. 4.11
Schnittstelle, Amp*
pQE-SasC(His-)F1 E. coli TG-1 Klonierungsvektor Abb. diese Ar-
(pQE30Xa) mit SasC- beit 4.11
(His-)F1 [T40-N268]
pQE-SasC(His-)F2 E. coli TG-1 Klonierungsvektor diese  Arbeit
(pQE30Xa) mit SasC- Abb. 4.11
(His-)F2 [S284.5423]
pQE-SasC(His-)F3 E. coli TG-1 Klonierungsvektor diese Arbeit
(pQE30Xa) mit SasC- Abb. 4.11
(His-)F3 [S#30-5571]
pQE-SasC(His-)F4 E. coli TG-1 Klonierungsvektor diese Arbeit
(pQE30Xa) mit SasC- Abb. 4.11
(His-)F4 [$284-5571)
pQE-SasC(His-)F5 E. coli TG-1 Klonierungsvektor diese  Arbeit
(pQE30Xa) mit SasC- Abb. 4.11
(His-)F5 [N590-T654]
pUT18C E. coli XL- Expressionsvektor  fiir Euromedex
1 Blue, DHM1, T18-Fusionsproteine
BTHI101
pUT18C-SasC-NT E. coli XL- (pUT18C) mit SasC-NT diese Arbeit
1 Blue, DHMI, [T40-T7654]
BTH101
pUT18-SasC-F1 E. coli XL- (pUT18C) mit SasC-F1 diese Arbeit
1 Blue, DHMI, [T40-N268]
BTH101
pUT18C-SasC-F2 E. coli XL- (pUT18C) mit SasC-F2 diese Arbeit
1 Blue, DHMI1, [S284.5423]
BTHI101
pUT18C-SasC-F3 E. coli XL- (pUT18C) mit SasC-F3 diese Arbeit
1 Blue, DHMI, [S430-8571]
BTHI101
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2 Material

pUT18C-SasC-F4

pUT18C-SasC-F5

pUT18C-SasC-
DUF1542 1-6

pUT18C-zip

pKT25

pKT25-SasC-NT

pKT25-SasC-F1

pKT25-SasC-F2

pKT25-SasC-F3

pKT25-SasC-F4

pKT25-SasC-F5

pKT25-SasC-
DUF1542 1-6

E. coli
1 Blue,
BTH101
E. coli
1 Blue,
BTH101
E.  coli
1 Blue,
BTH101
E. coli
1 Blue,
BTH109
E. coli
1 Blue,
BTH110
E. coli
1 Blue,
BTH101
E. coli
1 Blue,
BTH101
E.  coli
1 Blue,
BTH101
E. coli
1 Blue,
BTH101
E. coli
1 Blue,
BTH101
E. coli
1 Blue,
BTH101
E. coli
1 Blue,
BTH101

XL-
DHMI,

XL-
DHMI,

XL-
DHMI,

XL-
DHMI,

XL-
DHMI,

XL-
DHMI,

XL-

DHMI,

DHMI,

XL-
DHMI,

XL-
DHMI,

XL-
DHMI,

XL-
DHMI,

(pUT18C) mit SasC-F4
[§284.8571]

(pUT18C) mit SasC-F5
[NB90_654]

(pUT18C) mit SasC-
DUF1542 1-6  [T%4
AIQOQ]

(pUT18C) mit Leucin-
zipper-Motiv

Expressionsvektor fiir

T25-Fusionsproteine

(pKT25) mit SasC-NT
[T40—T654]

(pKT25) mit SasC-F1
[T40-N268]

(pKT25) mit SasC-F2
[§284.5423)

(pKT25) mit SasC-F3
[§430.8571

(pKT25) mit SasC-F4
[8284—8571]

(pKT25) mit SasC-F5
[N590_T654]

SasC-
[T654_

(pKT25) mit
DUF1542 1-6
A1202]

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Euromedex

Euromedex

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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2.4 Primer und Primersequenzen

pKT25-zip E. coli XL- (pKT25) mit Leucin- Euromedex
1 Blue, DHMI, zipper-Motiv
BTHI101

2.4 Primer und Primersequenzen

Die in Tabelle 2.9 aufgelisteten Primer wurden mit verschiedenen Online-Tools designed und anschliefend
von der Firma Eurofins MWG Operon synthetisiert. Mit Ausnahme der pQE-Sequenzierungsprimer,
welche von MWG firmenintern verwendet werden. Sequenzierungen wurden iiber den Tube Sequencing
Service von MWG durchgefiihrt.

Kursiv und unterstrichene Sequenzen kennzeichnen zusétzlich angefiigte Basen, kursive fett gedruckte
Sequenzen verdeutlichen Restriktionsschnittstellen. Forward Primer beinhalten eine GGATCC-BamHI-
Schnittstelle, reverse Primer besitzen eine GGTACC-Kpnl-Schnittstelle.

Tabelle 2.9: Ubersicht iiber die verwendeten Primer

Primer Primersequenz 5’-3’ Verwendung

SasC-F1-NT_B2H_ for TTAGGATCCTACGGAT- Klonierung von SasC-
AATAATGTACAAAGCGA- F1 und SasC-NT in
ATAC (pUT18C), (pKT25)

SasC-F1_pQE_ for GAACTGGATCCACGGA- Klonierung von SasC-F1
TAATAATGTACAAAGCG- in (pQE30Xa)
ATAC

SasC-F1_pQE-B2H_ rev TAGGGTACCAATTAT- Klonierung von  SasC-
CAACAACTGTTACTGAT- F1 in (pQE30Xa),
GGTAC (pUT18C), (pKT25)

SasC-F2-F4_B2H_ for TTAGGGATCCTAGTCA- Klonierung von  SasC-
TGCAATGGTAAGAAC- F2 und SasC-F4 in
GAGC (pUT18C), (pKT25)

SasC-F2-F4_ pQE_ for GAACTGGATCCAGT- Klonierung von  SasC-
CATGCAATGGTAAGAA- F2 und SasC-F4 in
CGAGC (pQE30Xa)

SasC-F2_ pQE-B2H_ rev TAGGGTACCTAGAG- Klonierung von SasC-
TCAACAAAGCTATAGT- F2 in (pQE30Xa),
ATTTG (pUT18C), (pKT25)
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2 Material

SasC-F3_B2H__ for

SasC-F3_pQE_ for

SasC-F3-F4_ pQE-
B2H rev

SasC-F5_B2H_ for

SasC-F5_pQE_ for

SasC-F5__B2H rev

SasC-DUF15421-

6_B2H_ for

SasC-DUF15421-
6__B2H rev

pUT18C_ for

pUT18C__rev

pUT18C+SasC-NT _for

TTAGGGATCCGTCA-
CATGTTTATGTTGAAAGA-
CGAAC
GAACTGGATCCTCAC-
ATGTTTATGTTGAAAGA-
CGAAC
TAGGGTACCCTGAA-
TTAATGAAATCTTGTGT-
ATATG

TTAGGGATCCGAATAAA-
GATGCATTACAAGCCG-
AAG
GAACTGGATCCAAT-
AAAGATGCATTACAAGCC-
GAAG
TAGGGTACCAAACTT-
CGAATTAACGTATGTTG-
CATC
TTAGGGATCCTACT-
TTAATTCGAAGTGTTGAT-
GOTGAA
TAGGGTACCGTGCT-
AATGCTGCAGGTTTTTTT-
ACAAT
GCCTGTTCGACGATGG-
GCTGG

CCTGTGACACATGCAGCT-
cCcC

GCTGGCACGACAGGTTT-
CCCGAC

Klonierung von SasC-F3
in (pUT18C), (pKT25)

Klonierung von SasC-F3
in (pQE30Xa)

Klonierung von SasC-
F3 und SasC-F4 in
(pQE30Xa), (pUT18C),
(pKT25)

Klonierung von SasC-F5
in (pUT18C), (pKT25)

Klonierung von SasC-Fb5
in (pQE30Xa)

Klonierung von  SasC-
F5 in (pQE30Xa),
(pUT18C), (pKT25)
Klonierung von  SasC-
DUF1542 Doménen 1-6
in (pUT18C), (pKT25)
Klonierung von SasC-
DUF1542 Doménen 1-6
in (pUT18C), (pKT25)
Sequenzierung von
(pUT18C)-SasC-
Konstrukten
Sequenzierung von
(pUT18C)-SasC-
Konstrukten
Sequenzierung von
(pUT18C)-SasC-
Konstrukten inkl. T18-

Untereinheit
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2.4 Primer und Primersequenzen

pUT18C+SasC-NT int CATTAGGATCTGCCGGT- Sequenzierung von
rev GC CGCACG (pUT18C)-SasC-
Konstrukten inkl. T18-
Untereinheit
pKT25_ for GGCGCGCAGTTCGGT- Sequenzierung von
GACCAG (pKT25)-SasC-
Konstrukten
pKT25_ rev GGGAAGGGCGATCGG- Sequenzierung von
TGCGGG (pKT25)-SasC-
Konstrukten
pKT25+SasC-NT_ for CGGTACTGCCGGGCCTC- Sequenzierung von
TTGC (pKT25)-SasC-
Konstrukten inkl. T25-
Untereinheit
pKT25+SasC-NT__int GGTTCAGCAATTGCAA- Sequenzierung von
rev CTACTCTGG (pKT25)-SasC-
Konstrukten inkl. T25-
Untereinheit
pQE_ for GTATCACGAGGCCCTTTC- Sequenzierung von
GTCT (pQE30Xa)-SasC-
Konstrukten
pPQE__rev CATTACTGGATCTAT- Sequenzierung von
CAACAGGAG (pQE30Xa)-SasC-
Konstrukten
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3 Methoden

3.1 Anzucht und Kultivierung von Bakterien

Bakterien wurden auf Agarplatten oder in Fliissigmedium angezogen. Staphylokokken wurden in TSB-
Medium oder auf TSA-Platten bei 37 °C kultiviert und fiir weitere Verwendung bis max. 4 Wochen bei
4°C gelagert. E. coli-Kulturen wurden in LB-Medium bzw. auf LB-Agar bei 37°C angezogen und fiir
weitere Verwendung bis max. 4 Wochen bei 4 °C gelagert. Fliissigkulturen wurden im Schikanekolben bei
37°C und bei 160 rpm im Schittelinkubator angezogen. Gegebenenfalls wurde dem Medium ein Anti-
biotikum zugegeben. Fiir die ldngerfristige Lagerung und Stammhaltung in der Kryosammlung wurden
Einfrierrohrchen verwendet, die TSB bzw. LB mit 20 % Gycerin und ggf. Antibiotika enthielten. Die-
se wurden mit frischer Kultur inokuliert, {iber Nacht bei 37 °C inkubiert und anschlieend bei —80°C

eingefroren.

Tabelle 3.1: Zusammensetzung der verwendeten Medien und Nihrboden

TSB TSB-Agar
Tryptic Soy Broth 30g Tryptic Soy Broth 30g
ddH-0O ad 1L Agar 15g
pH 7,2 ddH2O ad 1L
pH 7,2
LB-Medium LB-Agar
Pepton (Trypton) 10g Pepton (Trypton) 10g
Hefeextrakt 5g Hefeextrakt 5¢g
NaCl 5g NaCl 5g
ddH,0O ad 1L Agar 15g
pH 7,3 ddH0O ad 1L
pH 7.3

3.2 Arbeiten mit DNA

Genomische DNA und Plasmide wurden bei 4 °C bzw. fiir langere Lagerung bei —20°C gelagert. Fiir die
Versuche wurden ausschliefSlich Nuklease-freies Reinstwasser und -chemikalien verwendet. Zur Isolierung

von Nukleinsduren wurden Bakterien auf Agarplatten frisch ausgestrichen. Nach der Inkubation wurde
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3 Methoden

das Zellmaterial mit einer Impfose aufgenommen. Fiir groflere Ansétze, wie eine Plasmid Midi-Prep,

wurde eine Fliissig- Ubernachtkultur (UNK) angesetzt.

3.2.1 Isolierung genomischer DNA aus Staphylokokken

Um genomische DNA aus S. aureus SH1000 zu isolieren, wurde das PrestoSpin D Bug DNA Purification
Kit verwendet. Material von einer frisch bewachsenen TSA-Platte mit (10 %) wurde in 200 pl TE-Puffer
resuspendiert und 2min bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde anschliefend in 50 pl RS-Puffer
aufgenommen. Fiir die Lyse der Zellwand wurden 10 pl Lysostaphin (2 T%) dazugegeben und der An-
satz fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 250 ul CH-Puffer wurde der Ansatz 5s gevortext,
mit einer Pipettenspitze homogenisiert und 5min stehen gelassen bis das Lysat vollstindig klar war.
Im Anschluss wurden 200l AB-Puffer dazugegeben, der Ansatz wiederum 5s gevortext und auf eine
Saule gegeben. Die beladene Sdule wurde 30s bei 13000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verwor-
fen. Die Saule wurde mit 400 nl WB-Puffer gewaschen, erneut fiir 2min bei 13000 rpm zentrifugiert und
der Durchfluss verworfen. Ein weiterer Waschschritt mit 250l 70 % und Zentrifugation fiir 3 min bei
13000 rpm wurde durchgefithrt. Danach wurde die Saule in ein neues 1,5 ml ERG gegeben und die gebun-
dene DNA mit 75 ul EB-Puffer (erwarmt auf 70°C) fiir 1 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und
anschlieend 1 min bei 13000 rpm eluiert. Ein Aliquot wurde fiir die Konzentrationsbestimmung mittels

Agarosegelelektrophorese verwendet, das restliche Volumen fiir Klonierungsexperimente.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung TE-Puffer

TE-Puffer

Tris/HCI 10 mM
EDTA 1mM
pH 8,0

3.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA aus Staphlyokokken- und F. coli-Stdmmen wurde mit dem PrepEase MiniSpin Plasmid Kit
isoliert. Material von einer frisch bewachsenen Platte wurde in 250 pl Al-Puffer (mit RNase A) suspen-
diert. Fiir die Plasmidisolierung aus Staphylokokken wurden dem Resuspensionspuffer 10 ul Lysostaphin
(2 =%) zugesetzt und der Ansatz fiir 30 min bei 37°C inkubiert, um die Zellwandlyse zu ermdéglichen.
Anschlielend wurden 250 nl A2-Puffer hinzugegeben, der Ansatz 6-8 x invertiert und 2 - 3 min bei RT in-
kubiert. Dann wurden 300 pl A3-Puffer hinzugegeben und der Ansatz 6-8 x invertiert. Bei diesem Schritt
fallen Proteine, Lipide und Kohlenhydrate aus. Das Lysat wurde dann durch Zentrifugation fiir 5 min
bei 11000 g geklirt. Eine PrepEase™ Mini Spin-Sdule wurde in ein 2ml ERG gegeben, das Lysat auf

die Séule gegeben und alles fiir 1 min bei 11000 g zenrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die
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3.2 Arbeiten mit DNA

Séule, mit der darin gebundenen Plasmid-DNA, mit 450 pl AQ-Puffer (mit Ethanol) gewaschen und fiir
4min bei 11000g zentrifugiert. Die Sdule wurde dann in ein neues 1,5ml ERG gesetzt und 50 ul AE-
Puffer darauf gegeben. Nach einer einminiitigen Inkubation bei RT wurde die Plasmid-DNA bei 1min
und 11000 g eluiert. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt.

Waren viele Klone zu iiberpriifen, wurde ein alternatives Protokoll verwendet. Dafiir wurde frisches
bakterielles Material in 150 ul P1-Puffer, versetzt mit 10 %gl RNAse A, supendiert. Dann wurden 150 nl
P2-Puffer hinzugegeben und der Ansatz 5 x invertiert. Nach Zugabe von 150 ul P3-Puffer wurde das ERG
erneut 5x invertiert und anschliefend fiir 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde
in ein neues ERG {iberfiihrt und 900 pl 100 % Ethanol hinzugegeben. Der Ansatz wurde 5 x invertiert und
dann 15min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die gefillte DNA mit 500 1l
70% Ethanol gewaschen und fiir 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das
Pellet luftgetrocknet. AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA in 25 pl TE-Puffer aufgenommen. Um hohere
Ausbeuten, fir z. B. priaparative Isolierungen fiir Klonierungsexperimente zu erhalten, wurde fiir low
copy-Plasmide, wie (pKT25) (Abschnitt 3.5.3) eine Hauptkultur (LB + Antibiotika) von 100 ml, fiir high
copy-Plasmide, wie (pUT18C) (Abschnitt 3.5.3) oder (pQE30Xa) eine Hauptkultur (LB + Antibiotika)

von 25 ml angesetzt und die Plasmid-DNA wie oben beschrieben, isoliert.

3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese

Um isoliertes genetisches Material qualitativ und quantitativ zu tiberpriifen, wurde eine Agarose-Gelelek-
trophorese durchgefiihrt. Abhangig von der Grofie der zu trennenden Nukleinsduren wurden 1 %ige oder
2 %ige (w/v) Agarosegele hergestellt. Dazu wurde Agarose in einem entsprechenden Volumen 1x TAE-
Puffer gelost. Vor der Durchfithrung der Elektrophorese wurden die Proben mit 6 x 2-Dye-Probenpuffer
versetzt. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 100-150V in 1x TAE-Puffer als Laufpuffer
durchgefiihrt. Anschlielend wurde das Agarosegel 20-30 min in Ethidiumbromid gefdrbt, danach 10 min
in einem Wasserbad entfarbt und die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht. Als Referenz wurden 1 kb-
Marker, supercoiled DNA-Marker oder A DNA HindIII-Marker verwendet.

Tabelle 3.3: Zusammensetzung TAE-Puffer und 2-Dye (6x)-Probenpuffer

TAE-Puffer Probenpuffer 2-Dye (6x)
Tris 4mM Tris/HCl 10 mM
EDTA 2mM Glycerin 60 %
pH 8,0 Xylene Cyanol FF 0,03 %
Orange F 0,2%
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3.2.4 Enzymatische Restriktion von Nukleinsduren

Um Restriktionsschnittstellen in Plasmide einzufiihren oder an DNA-Fragmente (PCR-Produkte) anzufi-
gen, wurde eine enzymatische Restriktion der Nukleinsduren durchgefithrt. Ein enzymatischer Testverdau
wurde in einem Volumen von 20 pl fiir 1 h bei 37 °C durchgefiihrt. Verdaus fiir priaparative Restriktionen

wurden in einem Volumen von 100l bei gleichen Bedingungen durchgefiihrt.

Tabelle 3.4: Analytischer Restriktionsansatz

Ansatz)

DNA-Losung xpl
Enzym 2 Units
Puffer (10x) 2nl
ddH-O ad 20l

Fiir die Klonierungsexperimente wurden die Vektoren (pQE30Xa), (pUT18C) und (pKT25), sowie
sasC-PCR-Produkte mit den Restriktionsenzymen BamHI und Kpnl behandelt. Aufgrund der unter-
schiedlich benétigten Pufferbedingungen ist kein gleichzeitiger Doppelverdau mit beiden Enzymen mog-
lich. Die Nukleinsduren wurden sequentiell mit beiden Enzymen geschnitten. Nach der ersten Restriktion
mit BamHI wurde der Ansatz mit dem QIAquick PCR Purification Kit gereinigt und in 15 ul TE-Puffer

eluiert. Der gesamte Ansatz wurde dann fiir die zweite Restriktion mit Kpnl eingesetzt.

3.2.5 Reinigung von Nukleinsiduren

Um PCR-Produkte von iiberschiissigen Primern, dNTPs und Polymerase oder Plasmid-DNA von Re-
striktionsenzymen (bei sequentiellem Doppelverdau) zu befreien, wurde das QIAquick PCR Purification
Kit verwendet. Zuerst wurde das 5-fache Probenvolumen an PB-Puffer hinzugegeben und der Ansatz
auf eine QIAquick-Séule gegeben. Diese wurde dann 60s bei 13000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. Anschliefend wurden 750 pl PE-Puffer zum Waschen der Nukleinsduren auf die Séule gegeben
und das Ganze erneut 60s bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Séule
erneut fiir 60s bei 13000 rpm zentrifugiert um restliches Ethanol aus dem PE-Puffer zu entfernen. Die
DNA wurde anschlieBend, durch Zentrifugation fiir 60s bei 13000 rpm, in 30 pl EB-Puffer eluiert.

3.2.6 Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) konnen spezifische Gensequenzen vervielfaltigt werden.
Fiir die Amplifizierung von Genen und Genabschnitten aus genomischer DNA oder aus Plasmiden ver-
schiedener E. coli- und Staphylokokkenstdmme wurden mit Hilfe der Onlinetools Primer3, OligoCalc und
PrimerAnneal passende forward und reverse Primer konstruiert. In Tabelle 3.5 sind die Reaktionsanséitze

und PCR-Programme fiir eine Amplifikation mit der Phusion® -Polymerase zusammengefasst.
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3.2 Arbeiten mit DNA

Fiir eine Colony-PCR von FE. coli-Klonen wurde mit einer Impfése bakterielles Material von einer frisch
iiberimpften Agarplatte in den vorbereiteten PCR-Mastermix iiberfithrt. Um die Zellen aufzuschlielen,
wurde der Ansatz vor dem eigentlichen PCR-Programm fiir 10 min auf 95 °C erhitzt (siehe Tabelle 3.5).
Mit einer Colony-PCR kann eine grofie Anzahl von Klonen parallel auf das Vorhandensein und die Rich-
tigkeit der Grofle von klonierten SasC-Fragmenten (in (pQE390Xa), (pUT18C) oder (pKT25)) iiberpriift

werden.

Tabelle 3.5: Phusion® High-Fidelity-PCR und Colony-PCR

Reaktionsansatz fiir Phusion® Cycler-Programm fiir Phusion®
High-Fidelity-PCR und Colony- High Fidelity-PCR und Colony-
PCR PCR

Template 11l bzw. Kolonie 1x 95°C 10 min
Primer forward 0,2 pM 1x  98°C 30 sec
Primer reverse 0,2 pMm 30x 98°C 10sec
dNTPs 15 pm 50,7°C 30 sec
Phusion DNA-Pol 2 Units 15-30s/kb 72°C 1,5 min

HF Puffer (5x) 4l 1x  72°C 7 min
ddH->O ad 20l 12°C 00

Um die optimale Annealing-Temperatur fiir die Amplifizierung der im Rahmen dieser Arbeit klonierten
N-terminalen SasC-Fragmente zu identifizieren, wurde eine Gradienten-PCR durchgefiihrt (Tabelle 3.6).
Bei einer Gradienten-PCR werden stufenweise mehrere Annealing-Temperaturen (hier: 50,0 °C, 50,7 °C,
52,0°C, 53,7°C, 56,2°C, 58,1°C, 59,3°C und 60,0°C) getestet. Die Temperatur, welche das sauberste
Produkt in hoher Ausbeute lieferte, wurde fiir die nachfolgenden PCR-Reaktionen mit diesem Primerpaar

verwendet.

Tabelle 3.6: Gradienten-PCR

Ansatz fiir Gradienten-PCR Cycler-Programm fiir
Gradienten-PCR

Template 1nl 1x 94°C 4 min

Primer forward 0,2 pMm 30x  94°C 30 sec

Primer reverse 0,2 pM 50-60°C 30 sec

dNTPs 15pMm 72°C 2 min

Taq DNA-Polymerase 2 Units (1 min /kb) 1x 68°C 7 min

Puffer A (10x) 2,5l 12°C 00

ddH50O ad 251l

49



3 Methoden

3.2.7 Sequenzierung von Plasmiden und DNA-Fragmenten

Um den Erfolg einer Klonierung zu iiberpriifen, wurde das genetische Material zur Sequenzierung zu
Eurofins MWG Operon geschickt. Dafiir wurden 50-100 ng der DNA, ggf. mit 10 pmol der entsprechenden

Primer eingeschickt.

3.2.8 Klassische Klonierungsstrategie

Nach der praparativen Restriktion wurden Vektor und Insert (PCR-Produkt) gereinigt (Abschnitt 3.2.5)
und die Konzentration der Insert-DNA und des linearisierten Vektors durch Vergleich mit dem Gréfien-
standard A DNA HindIII auf einem Agarosegel abgeschéitzt. Die Ligation erfolgte mit der T4 DNA-Ligase
in einem Endvolumen von 20 pl bei 16 °C iiber Nacht. Vektor und Insert wurden in einem Verhéltnis von

1:4 bis 1:5 eingesetzt. Dies wurde nach folgender Formel berechnet:

ng(Vektor) xkb(PCR — Produkt) 5
kb(Vektor)

=ng(PCR — Produkt) (3.1)

Als Religationskontrolle wurde in einem Ansatz der linearisierter Vektor mit T4 DNA-Ligase versetzt.
Vor Zugabe der T4 DNA-Ligase und nach Ende der Ligationsreaktion wurden 1,51l des Ansatzes ent-
nommen und der Erfolg der Ligation mittels Agarosegelektrophorese iiberpriift. Im Anschluss wurde der

Ligationsansatz in verschiedene E. coli-Stdmme transformiert (Abschnitt 3.3.2, 3.3.4).

3.3 Genetische Manipulation von Bakterien

3.3.1 Herstellung elektro-kompetenter E. coli

Eine Hauptkultur von 500ml wurde mit 2,5ml einer E. coli-UNK inokuliert und bei 37°C, 160 rpm
inkubiert bis die Kultur eine ODgygpm, von 0,5-0,6 erreichte. Die Zellen wurden fiir 10-15min auf Eis
gestellt, anschlieend in vorgekiihlte Zentrifugenréhrchen gegeben und bei 2 °C fiir 20 min bei 4200 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 5 ml eiskaltem Wasser resuspendiert. Da-
nach wurden 500 ml eiskaltes Wasser dazugegeben und der Ansatz erneut 20 min bei 4200 rpm bei 2°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde sofort vorsichtig abgenommen und das Pellet in der verbleibenden
Fliissigkeit resuspendiert. Es wurden nochmals 500 ml Eiswasser dazugegeben und der Zentrifugations-
schritt wiederholt. Nach AbgieBen des Uberstandes wurde das Pellet in 40ml eisgekiihltem Glycerin
(10 %) resuspendiert, die Zellen fiir 10 min bei gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert und der Uber-
stand verworfen. Das Volumen des Pellets wurde abgeschétzt und im selben Volumen Glycerin (10 %)
resuspendiert. Aliquots zu je 50 ul wurden bei —80 °C eingefroren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir
verschiedene Experimente die E. coli-Stamme XL-1 Blue, TG-1, DHM1 und BTH101 elektrisch kompe-

tent gemacht.
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3.3.2 Transformation elektro-kompetenter E. coli

Ein Aliquot von 50 pl elektro-kompetenter Zellen wurde fiir 20 min auf Eis aufgetaut, 1 —2nl der zu
transformierenden DNA dazugegeben und der Ansatz fiir weitere 10 min auf Eis inkubiert. Anschliefend
wurde die Mixtur in eine Elektroporationskiivette gegeben und elektroporiert. Nach dem Elektropuls wur-
den 950 ml vorgewdrmtes LB-Medium dazugegeben und der Ansatz fiir 1h bei 37°C, 300 rpm inkubiert.
Der Transformationsansatz wurde auf LB-Selektivagar ausplattiert und bei 37 °C iiber Nacht inkubiert.
Pro eingesetztem Mikroliter DNA koénnen 10? Transformanten erwartet werden. Fiir Interaktionsstudien
mittels BACTH (Abschnitt 3.5.3) wurden die E. coli DHM1-Co-Transformanten 48 h bei 30 °C inkubiert.

3.3.3 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli

Das Prinzip der chemischen Kompetenz beruht auf der Steigerung der Aufnahmefihigkeit der Bakterien
fiir Fremd-DNA durch Anderung der Durchlissigkeit ihrer Membran, aufgrund eines Uberschusses an
Kalziumionen [213]. Eine Hauptkultur von 500 ml wurde mit einer E. coli-UNK auf eine ODggg von 0,1
inokuliert und bei 37 °C, 160 rpm inkubiert bis die Kultur eine ODggg nm von 0,3 erreicht hat. Anschlieffend
wurde die Hauptkultur auf die entsprechende Anzahl von 50 ml-Falcons aufgeteilt und 10 min bei 4000 rpm
zentrifugiert. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Der Uberstand wurde vorsichtig
verworfen und das Pellet in eiskaltem 50 mM CaCls resuspendiert und dann mit 50 mM CaCly auf 20 ml
aufgefiillt. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert und fiir weitere 5 min bei bei 4000 rpm zentrifugiert.
Danach wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet in 2,5ml CaCly resuspendiert. Die Zellen
wurden fiir 10 min auf Eis inkubiert und dann zu je 100 ul aliquotiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurden

fiir verschiedene Experimente die E. coli-Stémme XL-1 Blue und BTH101 chemisch kompetent gemacht.

3.3.4 Transformation chemisch-kompetenter E. coli

Es wurden nur frische chemisch-kompetente Zellen fiir Transformationen verwendet. Zu einem Aliquot
Zellen wurden 1 —2 pl der zu transformierenden DNA gegeben und der Ansatz fiir 30 min auf Eis inkubiert.
Nach einem Hitzeschock von 1,5 —2min bei 42 °C im Thermoblock wurde 1 ml vorgewédrmtes LB-Medium
zum Transformationsansatz gegeben und fiir 1h bei 37 °C schiittelnd (300 rpm) inkubiert. Verschiedene
Volumina wurde anschlieBend auf Selektivagar ausplattiert und bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Fiir die
Expression von His-SasC-Fusionsproteinen wurden die One Shot™ TOP10 Chemically Competent E.
coli verwendet. Fir Interaktionsstudien mittels BACTH (Abschnitt 3.5.3) wurden die E. coli BTH101-
Co-Transformanten 48 h bei 30 °C inkubiert.
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3.4 Arbeiten mit Proteinen

3.4.1 Herstellung von Zelllysaten fiir Proteinexpressionstests

Zur Uberpriifung der Proteinexpression wurden von transformierten FE.coli-Stimmen Zelllysate herge-
stellt. Eine Ubernachtkultur von 5ml LB und ggf. versetzt mit Antibiotika wurde mit Material eines
frisch gewachsenens FE. coli-Stammes beimpft. Die Hauptkultur wurde dann 1:50 mit der nicht-induzierten
Ubernachtkultur inokuliert und bei 37 °C mit 160 rpm inkubiert bis eine ODggg von 0,6 erreicht war. Vor
der Induktion der Proteinexpression wurde eine Probe (1 ml) entnommen, fiir 2 min bei 11000 rpm zentri-
fugiert und das Pellet in 50 ul 1x SDS-Ladepuffer aufgenommen. Die Expression der SasC-His-Proteine
in E. coli UT5600 und TG-1 wurde mit 1 mM IPTG, die T18- und T25-SasC-Fusionsproteine in F.
coli DHM1 und BTH101 mit 0,5mM IPTG induziert. Die induzierte Kultur wurde fiir weitere 5h bei
37°C, 160 rpm inkubiert. AnschlieBend wurde erneut 1 ml Probe entnommen, zentrifugiert und das Pellet
in Ladepuffer aufgenommen. Beide Proben wurden zur Uberpriifung der Proteinexpression herangezo-
gen und mittels SDS-PAGE analysiert. Fiir die Herstellung von Zelllysaten aus FE. coli DHM1- und E.
coli BTH101-Stdmmen wurden verschiedene Bedingungen ausgetestet. So wurden die Kulturen ebenfalls
bei 30 °C inkubiert, da die Interaktion in den Reporterstdmmen bei niedrigeren Temperaturen effektiver

ist.

3.4.2 Praparative Reinigung von SasC-His-Fusionsproteinen

Nach der Induktion der Proteinexpression (Abschnitt 3.4.1) fiir 5h wurde die Kultur fir 20 min bei
4200 rpm zentrifugiert und die Pellets bei —20 °C eingefroren (modifiziert nach Protokoll 8; QIAexpres-
sionist 06/2003). In dieser Arbeit wurden die SasC-His-Fusionsproteine unter nativen Bedingungen ge-
reinigt. Fiir Kulturen mit einem Volumen von bis zu 50 ml wurde das PrepEase Histidine-tagged Protein

Purification Mini Kit High Specificity verwendet; fiir Kulturen mit bis zu 300 ml das Maxi Kit.

Die Protein-Reinigungsmethode basiert auf einer immobilisierten Metallionenaffinitdtschromatogra-
phie (Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography, IMAC) mit Ni2*-TED beladenen Sdulen. Fiir

die Reinigung von His-tagged Proteinen unter nativen Bedingungen wurde die geerntete E. coli-Kultur

mg

in 1x LEW-Puffer resuspendiert und Lysozym zu einer Endkonzentration von 1 %

zugegeben. Nach
30-miniitiger Inkubation auf Eis wurde die Suspension 10x fiir 15s mit Ultraschallpulsen behandelt und
anschliefend 5 2% DNasel zugegeben und der Ansatz fiir 15min auf Eis inkubiert. Das Zelllysat wurde
dann durch Zentrifugation (30 min bei 10000 rpm und 4°C) gewonnen. Der Uberstand wurde dann auf
eine mit LEW-Puffer dquilibrierte Ni-TED-S&ule gegeben. Alle gewonnenen Fraktionen wurden in sepa-
raten Falcons gesammelt und ein Aliquot mittels SDS-PAGE analysiert. Falls keine Modifikationen der
Bedingungen durchgefiihrt werden mussten, wurde die Sdule zweimal mit 1x LEW gewaschen und das

gebundene Protein anschlielend in drei Elutionsfraktionen gesammelt.
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Tabelle 3.7: Zusammensetzung der Wasch- und Elutionspuffer fiir native Proteinreinigung

LEW-Waschpuffer Elutionspuffer
NaHQPO4 50 mM NaH2P04 50 mM
NaCl 300 mM NaCl 300 mM
pH 8,0 Imidazol 250 mM
pH 8,0

3.4.3 Konzentrationsbestimmung und Entsalzung von Proteinen

Bradford-Assay Die Konzentration von Proteinen in Losung wurde spektroskopisch mit dem Coo-
massie Plus Protein Bradford Assay Reagenz gemessen [214]. Bei diesem Férbeassay ist das Resultat
abhéngig von der Aminosdurezusammensetzung des gemessenen Proteins. Zuerst wurde eine Kalibrati-
onsgerade mit einem Albumin Standard (BSA) erstellt. Von jeder bekannten Standardkonzentration und
jeder zu vermessenden Probe wurden 10l in die Vertiefungen einer 96 x Mikrotiterplatte gegeben und
300 ul des Coomassie-Reagenz hinzugefiigt. Die Losungen wurden fiir 30s geschiittelt und fiir weitere
10 min bei RT inkubiert. Anschlieend wurde die Absorption der Proben bei 595 nm gemessen, die Stan-
dardwerte grafisch aufgetragen und die Konzentration der unbekannten Proben bestimmt. Als Leerwert
diente Coomassie-Reagenz ohne Zusatz; der Standard und die Proben wurden in Triplikaten gemessen.
Alternativ wurden die mit Coomassie gefirbten Proteinbanden mit dem ChemiDoc™ Touch Imaging
System mit einer Belichtungszeit von 0,625sec aufgenommen und die Intensitdt mit dem Programm

Image Lab bestimmt. Als Referenzproben dienten hier BSA-Proben bekannter Konzentration.

Entsalzen und Umpuffern von Proteinen mittels Gelfiltration Um die gereinigten Proteine
von Detergenzien und Imidazol zu befreien, wurden die Elutionsfraktionen in 300 mM NaCl und 50 mM
NasHPOy4 (pH 7,0) umgepuffert. Zur Proteinentsalzung und Umpufferung von Proteinlésungen von Volu-
mina bis 2,5 ml (Maxi-Aufreinigungsansatz) wurden, die mit Sephadex gepackten, illustra NAP-25 Sdulen
verwendet. Nachdem der sich auf den Sdulen befindende Lagerungspuffer durch die Sdule durchgeflossen
war, wurde diese mit 25 ml LEW-Puffer dquilibriert. AnschlieBend wurde die Proteinproben (maximal
2,5ml) auf die Sdule gegeben und 3 x mit 3,5 ml LEW-Puffer eluiert, nachdem die Probe zuvor vollstdn-
dig in die Gelmatrix der Sdule eingedrungen war. Von allen Eluaten wurden Aliquots von 10 pl mittels

SDS-PAGE analysiert und das restliche Volumen fiir spitere Interaktionsstudien bei -20 °C gelagert.

3.4.4 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese Proteinproben wurden mittels Natriumdodecylsulfat-Poly-
acrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) in einem Glycin-SDS-Laufpuffergemisch analysiert. Durch die
Verwendung von SDS werden die Eigenladungen der Proteine iiberlagert und kénnen {iber ihr unter-

schiedliches Molekulargewicht aufgetrennt werden. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit 5x SDS-
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Ladepuffer versetzt, fiir 10 min bei 95 °C aufgekocht, um Wasserstoffbriickenbindungen von Sekundér- und
Tertidrstrukturen aufzuspalten. Durch Zugabe von reduzierenden Verbindungen wie S-Mercaptoethanol
werden noch vorhandene Disulfidbriicken gespalten. Anschliefend werden die Proben kurz abzentrifu-
giert. Abhingig von der Grofle der zu analysierenden Proben (Proteine oder Proteingemische wie z. B.
Zelllysate) wurden SDS-Gele mit 7,5 %, 10 % und 12 % oder 13,5 %verwendet. Die Gele wurden zu Beginn
fiir 20min an konstante 90 V angeschlossen. Anschliefend wurde fiir die restliche Zeit die Spannung auf
160V erhoht. 10 % und 12,5 %ige Gele wurden teilweise als Fertiggele der Firma Expedeon oder von Bio-
rad verwendet. Hoher- oder niederprozentige Gele wurden selbst hergestellt. Die Gele wurden fiir 30 min

mit Coomassie Brilliant Blau gefirbt und anschliefend entférbt, bis die Banden gut sichtbar waren.

Tabelle 3.8: SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese Puffer und Losungen

SDS-Ladepuffer (5x) Laufpuffer fiir
Tris/Glycin-Gele

Tris/HCI (pH 6,8) 62,5 mM Glycin 120 mM

Bromphenolblau 0,178 mM Tris 25 mM

Glycerin 20% (v/v) 10% SDS  10ml

SDS 3%(v/v)

B -Mercaptoethanol 8% (v/v)

Coomassie- Entfiarbelosung

Farbel6sung

Coomassie Brilliant Blau G250 0,1 % (w/v) Ethanol 40% (v/v)

Ethanol 40% (v/v) Essigsaure 10% (v/v)

Essigsdure 10% (v/v)

Fir die RunBlue SDS Protein-Gele von Expedeon wurde Tricin-Puffer als Laufpuffer verwendet. Als

Referenz und Groflenstandard wurden 6 nl Page Ruler Prestained Protein Ladder aufgetragen.

Native Polyacrylamidgelelektrophorese Um die Funktionalitiat von Proteinen auch nach einer
elektrophoretischen Auftrennung zu gewéhrleisten, wurde eine native PAGE durchgefiihrt, bei welcher die
native Faltung (natiirliche Konformation) der Proteine erhalten bleibt. Eine native PAGE ist, wie die SDS-
PAGE, eine diskontinuierliche Form der Elektrophorese in einem Tris-HCl/Tris-Glycin-Pufffersystem. Im
Unterschied zur normalen SDS-PAGE wird bei der nativen PAGE auf die Zugabe von Detergenzien wie
SDS und S-Mercaptoethanol verzichtet. Dadurch bleiben die Disulfidbriicken der tertidren Proteinstruk-
tur erhalten. Die Auftrennung der Proteine erfolgt nach ihrem isolektrischen Punkt, da die Nettola-
dungsdichte nicht von der negativen Ladung von SDS-Molekiilen iiberdeckt wird und nach dem hydro-
dynamischen Volumen des Proteins. Als Grofilenstandard wird hierfiir auch ein nativer Proteinmarker

verwendet.
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3.4.5 Western Blot

Um den Erfolg von Proteinreinigungen und Proteinexpressionen zu iiberpriifen, wurde eine Western
Blot-Analyse durchgefiihrt. Proteinproben oder Zelllysate wurden mittels SDS-PAGE oder nativer PA-
GE aufgetrennt und anschliefend auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Dafiir wurde das Gel nach
der Elektrophorese fiir 3 min bei RT in Transferpuffer gelegt und anschlieend ein Semi-Dry Western Blot
durchgefithrt. Dabei wurde fiir 20 min eine geringe Spannung von 15V angelegt. Die Membran wurde
dann fiir 1h bei RT schiittelnd in Protein-free blocking buffer inkubiert, um {iberschiissige Bindungsstel-
len abzusdttigen. Danach wurde die Membran 3x fiir 8 min in TBS-T gewaschen und anschlieflend fiir
1h oder 1,5h, abhidngig vom verwendeten priméren Antikérper oder Antiserum, bei RT inkubiert. In die-
ser Arbeit wurden sowohl monoklonale Antikoérper als auch polyklonale Antiseren verwendet. Antiseren
wurden in einer Verdiinnung von 1:5000 oder 1:10000 (Abschnitt 2.6) in TBS-T 40,3 % BSA ecingesetzt.
Monoklonale Antikérper wurden 1:2000 in TBS-T + 0,3 % BSA eingesetzt. Nach der Inkubation erfolgte
ein Waschschritt von 3x 8 min mit TBS-T. Im Anschluss wurde der sekundére Antikérper in einer Ver-
diinnung von 1:10000 in TBS-T + 0,3 % BSA, dazugegeben. Nach einer 1- bis 2-stiindigen Inkubation
(2h bei Verwendung des anti-T25-Antiserums) bei RT wurde die Membran erneut 3x 8 min mit TBS-T
gewaschen. Die verwendeten sekundiren Antikérper sind mit Alkalischer Phosphatase (AP) konjugiert,
einem Enzym, welches das NBT/BCIP-Farbreagenz zu einem unléslichen Indigo-Farbstoff umsetzt und

so Proteinbanden auf der Membran sichtbar macht.

Tabelle 3.9: Zusammensetzung Transfer-Puffer

Transfer-Puffer

Tris BASE 30,3g
Glycin 169g
ddH,0O ad 1L

3.5 Protein-Protein-Interaktionsstudien

3.5.1 Biotinylierung von Proteinen und Western Liganden-Blot

Mittels Biotinylierung kénnen Proteine so markiert werden, dass ihre normale biologische Funktionalitat
nur gering beeinflusst wird. Mit einer Gréfle von 244 Da ist das Biotinmolekiil sehr klein, was den Ein-
fluss auf die Aktivitdt von grofleren Proteinen minimiert und es erlaubt, dass mehrere Biotinmolekiile
an ein einzelnes Protein konjugiert werden kénnen. Die Bindung an ein Protein kann mit dessen Funk-
tion interferieren, wenn das Biotinylierungsreagenz an Aminosduren bindet, welche die Proteinaktivitét
regulieren. Aufgrunddessen sind verschiedene reaktive Gruppen verfiigbar, die potentielle Beeinflussung

reduzieren, indem sie nur bestimmte funktionelle Gruppen des Zielproteins binden. Dazu gehoren pri-

95



3 Methoden

mére Aminogruppen (-NHs), welche an jedem N-Terminus einer Polypeptidkette oder in den Seitenketten
von Lysinresten zu finden sind. Andere mogliche Zielgruppen der Biotinylierung sind Sulthydrylgruppen
(-SH) in den Seitenketten von Cysteinen, Carboxylgruppen (-COOH) am C-Terminus jeder Polypeptid-
kette und in den Seitenketten der Aminosduren Aspartat und Glutamat, sowie Carbonylgruppen (-CHO)
in Glykoproteinen (durch Oxidation von Carbohydratgruppen).

Aufgrund der hohen Verfiigbarkeit von € -Aminen in Lysinen und N-terminalen o -Aminen werden Ami-
ne am h&ufigsten als funktionelle Gruppe fiir eine Biotinylierung herangezogen. N-Hydroxysuccinimid-
(NHS) Ester gehen stabile Bindungen mit priméren Aminen ein. Durch Modifikation zu einem Sulfo-
NHS-Ester kann das Biotinylierungsreagenz wasserloslich gemacht werden, so dass die Reaktion in einem
wassrigen Medium stattfinden kann. Die spezifische Interaktion und hohe Affinitdt von (Strept-)Avidin
zu Biotinmolekiilen wird fiir Proteindetektion mit hoher Sensitivitdt genutzt. Fiir Interaktionsstudien
mittels eines Western Liganden-Blots wurden gereinigte und entsalzte SasC-His-Fusionsproteine mit dem
EZ-Link™ Sulfo-NHS-Biotinylation Kit biotinyliert. Die benétigte Menge von Sulfo-NHS-Biotin fiir

einen 20-fachen molaren Uberschuss wurde mit folgender Formel berechnet:

mg[Protein] mmol[Protein] 20mmol|Biotin]

ml[Protein) * = mmol|Biotin] (3.2)

* *
ml[Protein] ~ mg[Protein] — mmol|[Protein]
Direkt vor der Verwendung wurden 2,2 mg der Sulfo-NHS-Biotin-Pulvers in 500 pl Reinstwasser gelost
und so eine Stocklésung mit einer Konzentration von 10 mM hergestellt. Mit folgender Formel wurde das

einzusetzende Volumen berechnet:

44 1
mmol|Protein] x p—— [BPT(iez’n] * s,gonilg = ul[Biotin — Losung| (3.3)

Das mit der Formel 3.3 berechnete Volumen an Biotinlésung wurde zur Proteinlésung bekannter Kon-
zentration hinzugegeben und der Ansatz 45 min bei RT inkubiert. Anschlieend wurden nicht-biotinylierte
SasC-His-Proteine auf ein 7,5 % natives Gel aufgetragen und eine native PAGE (Abschnitt 3.4.4) mit an-
schlieffendem Western Blot durchgefiihrt. Statt eines priméren Antikorpers wurde nach dem Blocken mit
Protein-free blocking buffer die Membran mit 10 £& eines biotinylierten SasC-His-Proteins (in TBS-T,
0,3% BSA) fur 1,5h bei RT inkubiert. Fiir einige Experimente wurde der TBS-T-Puffer mit den bio-
tinylierten Proteinen mit 10mM ZnCly versetzt um zu untersuchen, ob potentielle Interaktionen Zn?*-
abhingig auftreten. Nach der Inkubation mit Biotin-Proteinen wurde die Membran 3 x 8 min mit TBS-T
gewaschen und dann mit 2 '8 AP-konjugiertem Streptavidin (in TBS-T, 0,3 % BSA) fiir 1h bei RT in-
kubiert. Nach erneutem Waschen wurde NBT /BCIP-Farbreagenz auf die Membran gegeben. Findet eine

Interaktion zwischen dem Protein auf der Membran und dem biotinylierten Protein statt, so bindet das
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Biotin-Molekiil wiederum Streptavidin, welches tiber die daran gekoppelte Alkalische Phosphatase die
Proteinbanden durch enzymatischen Umsatz des Substrates sichtbar macht.

Vor der Durchfiithrung des Western Liganden-Blots wurde der Erfolg der Biotinylierung mittels eines
Dotblot-Assays Uberpriift. Dazu wurden je 2nl des unmarkierten Proteins und des markierten Proteins
auf ein Stiick Nitrocellulose-Membran gegeben und wie oben beschrieben weiterbearbeitet (abweichend:
jeweils nur 3 x 5 min gewaschen). Die Membran wurde fiir ca. 15 min mit dem Farbreagenz behandelt. Nur
wenn eine eindeutige Reaktion des markierten Proteins mit Streptavidin-AP beobachtet wurde, wurde

dieses Aliquot fiir die weiteren Western Liganden-Assays eingesetzt.

3.5.2 In vitro-crosslinking mit Bis-Sulfosuccinimidylsuberat

Der wasserlosliche homo-bifunktionelle NHS-Ester von Bis-Sulfosuccinimidylsuberat (BS?) reagiert mit
freien primdren Aminogruppen und es entsteht eine stabile Amidbindung unter Abspaltung des NHS-
Restes. BS? besitzt eine geladene funktionelle Gruppe und erméglicht ein crosslinking iiber eine kovalente
irreversible Bindung von Proteinen, wenn sich diese in rdumlicher Ndhe zueinander befinden. Verschie-
dene und v.a. geringe Konzentrationen an BS? sollten keinen Einfluss auf die Struktur und das Ag-
gregationsverhalten der Proteine haben und keine nicht-spezifische Interaktionen hervorrufen [215]. Fiir
die crosslinking-Reaktion mit BS? wurde zu den Proteinproben ein 10-facher, 20-facher oder 40-facher
molarer Uberschuss von BS? zugegeben. Zuvor wurden 2mg crosslinker in Wasser gelost um eine Stock-
l6sung herzustellen. Die Reaktion fand in einem Gesamtvolumen von 20l in Konjugationspuffer statt.
Die Reaktion wurde fiir 30 min bei Raumtemperatur ausgefiihrt, anschlielend mit 1 pl Quenching-Puffer
(Endkonzentration 50 mM) gestoppt und der Ansatz nochmals fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Proben wurden dann mittels SDS-PAGE analysiert.

Tabelle 3.10: Zusammensetzung Konjugations- und Quenching-Puffer

Konjugationspuffer Quenching-Puffer
NaHoPO4 100 mM Tris/HC1 1M
NaCl 0,15M pH 7,5

3.5.3 In vivo-crosslinking mittels Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid

Die Methode des Bacterial Adenylate Cyclase Two-Hybrid Systems (BACTH) basiert auf der Rekonsti-
tution der Aktivitdt des Enzyms Adenylatcyclase (CyaA) in cya-defizienten E. coli-Reporterstdmmen.
Das Prinzip ist in Abb. 3.1 schematisch dargestellt. Die Wiederherstellung der Funktionalitdt wird durch
Protein-Protein-Interaktion vermittelt. So besteht die katalytische Doméne der Adenylatcyclase von Bor-
detella pertussis (B. pertussis) aus den Untereinheiten T18 und T25 (Abb. 3.1 A). Sind diese komple-

mentaren Fragmente nicht in direktem Kontakt, ist das Enzym inaktiv und es entsteht kein cAMP. Die
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Abb. 3.1: Prinzip des Bacterial Two-Hybrid System. Interagieren die Proteine X und Y, fusioniert
an die Untereinheiten T18 und T25 der Adenylatcyclase, miteinander, so wird die Enzymaktivitét rekon-
stituiert und cAMP wird synthetisiert. Der cAMP/CAP-Komplex dient als Transkriptionsregulator und
fiihrt zur Expression von Reportergenen.

Untereinheiten kénnen nicht von alleine, d.h. nicht ohne interagierende Fusionspartner, die Enzymakti-
vitét rekonstituieren (Abb. 3.1 B). Um potentielle Protein-Protein-Interaktionen zu untersuchen, konnen
zwei Proteine oder Proteinfragmente an diese Untereinheiten fusioniert werden. Findet eine Interaktion
der zu testenden Proteine statt, so kommt es zur Heterodimerisierung der Untereinheiten T18 und T25,
was wiederum zur funktionellen Komplementierung der CyaA fiihrt (Abb. 3.1 C). Daraufhin wird der
second messenger zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) synthetisiert und bindet an das Cataboli-
te activator protein (CAP). Der cAMP/CAP-Komplex dient als Transkriptionsregulator in E. coli und
induziert nun die Expression von spezifischen Reportergenen wie dem lac- oder mal-Operon, welche in
Laktose- bzw. Maltoseverstoffwechselung involviert sind (Abb. 3.1 D). Der Reporterstamm ist dann in

der Lage diese Verbindungen als einzige Kohlenstoffquelle zu verwerten.

Konstruktion von T18C- und T25-SasC-Fusionsproteinen In dieser Arbeit wurden verschie-
dene Proteinfragmente des N-Terminus des SasC-Proteins C-terminal an die T18- bzw. T25-Untereinheit
in zwei kompatiblen Vektoren, welche fiur die T18- (in (pUT18C)) bzw. die T25- (in (pKT25)) Unter-
einheit codieren, fusioniert (Abb. 3.2; 3.3). Eine Interaktion der anfusionierten SasC-Fragmente sollte in
einem cya” Phénotyp resultieren. In den Abb. 3.2 und 3.3 sind die Genfusionen in den multiple cloning
sites (MCS) der beiden Vektoren (pUT18C) und (pKT25) dargestellt.
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.H CR S T L E DP R VP S S NS S | stop
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Abb. 3.2: Schematische Darstellung der T18-SasC-Genfusion. A Maultiple Cloning Site in
(pUT18C). B An die T18-Untereinheit wurden SasC-Fragmente C-terminal iiber eine BamHI-
Schnittstelle fusioniert. C Der geplante Ubergang an der Kpnl-Restriktionsschnittstelle. D Bei den Kon-
strukten T18-F1, T18-F2, T18-F3, T18-F4 und T18-DUF1542 1-6 verschob sich das Stopcodon durch
Einbau einer zusétzlichen Base vor der Kpnl-Schnittstelle.
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Abb. 3.3: Schematische Darstellung der T25-SasC-Genfusion. A Multiple Cloning Site in (pKT25).
B An die T25-Untereinheit wurden SasC-Fragmente C-terminal iiber eine BamHI-Schnittstelle fusioniert.
C Der geplante Ubergang an der Kpnl-Restriktionsschnittstelle. D Bei den Konstrukten T25-F1, T25-
F2, T25-F3, T25-F4 und T25-DUF1542 1-6 verschob verschob sich das Stopcodon durch Einbau einer

zusitzlichen Base vor der Kpnl-Schnittstelle.
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Der Vektor (pUT18C) ist ein high copy-Plasmid, welcher fiir die Aminosduren 225-399 der T18-
Untereinheit der Adenylatcyclase (CyaA) kodiert und Ampicillinresistenz vermittelt. Hingegen ist (pKT25)
ein low copy-Plasmid, welches fiir die Aminosduren 1-224 der CyaA kodiert und eine Kanamycinresis-
tenz vermittelt. Beide Gene stehen unter der Transkriptionskontrolle eines lac-Promotors. Damit keine
Leserasterverschiebung stattfindet, wurde nach der BamHI-Schnittstelle eine zusédtzliche Base passend
zur eingefiigten Insertsequenz eingefiigt. Als Stopcodon sollte das im Vektor vorgegebene TAA genutzt
werden. Vor (in 5° —> 37 Richtung) der Kpnl-Schnittstelle wurde ebenfalls (irrtiimlicherweise) eine zu-
sitzliche Base eingefiigt, wodurch sich bei den Konstrukten T18-SasC-F1, T18-SasC-F2, T18-SasC-F3,
T18-SasC-F4 und T18-SasC-DUF1542 1-6 und T25-SasC-F1, T25-SasC-F2, T25-SasC-F3, T25-SasC-F4
und T25-SasC-DUF1542 1-6 das TAA-Stopcodon um einige Aminoséurepositionen verschob.

Die in wvivo-Detektion von Proteininteraktionen erfordert eine Co-Expression der Fusionsproteine in

einem Reporterstamm ohne eigene Adenylatcyclase. Hierfiir wurden die F. coli-Stdmme DHM1 und
BTH101 verwendet. Der Stamm BTH101 besitzt eine hohe Komplementierungseffizienz und Wachstums-
rate, weist jedoch aufgrund seines Rec”-Genotyps eine gewisse Plasmidinstabilitit auf. DHM1 ist ein
recA-Stamm mit geringerer Komplementierungs- und Wachstumsrate. Es wurden beide Stdmme mit-
tels Elektroporation (Abschnitt 3.3.2) co-transformiert und die Co-Transformanten bei 30°C fiir 48h
inkubiert. Positive Klone wurden durch Wachstum auf LB/X-Gal- oder lactosefreien MacConkey/Mal-
tose-Agarplatten selektiert. Klone, bei welchen durch Rekonstitution der CyaA-Aktivitdt X-Gal durch
Expression des lac-Operons umgesetzt werden kann, haben auf LB-Agar eine dunkelblaue Koloniefarbe;
bei Verstoffwechselung von Maltose zeigen die Klone, bei denen eine Interaktion der Fragmente stattfin-
det, eine starke Pinkfarbung auf MacConkey.

In Abbildung 3.4 ist der experimentelle Ablauf fiir das Two-Hybrid System nochmals schematisch
dargestellt.

Mikrodilutionstest Ein Mikrodilutionstest wurde durchgefithrt um den Einfluss bivalenter Katio-
nen auf das Wachstum von E. coli DHM1 zu untersuchen. Dazu wurden verschiedene Konzentrationen
von ZnCly, NiCls, MnCls, CaCly und MgCly zu 200l einer Suspension von E. coli DHMI in TSB in
eine 96-Well-Mikrotiterplatte gegeben und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die OD
der Proben bei 578 nm gemessen. Die Konzentration, bei welcher keine Einschriankung des bakteriellen
Wachstums stattfand, wurde fiir die weiterfiihrenden in vivo-Untersuchungen zur Ionenabhéngigkeit der

SasC-Interaktionen verwendet.
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Gen X GenY
T25 T18
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@ @
KanR AmpR

Co-Transformation in E. coli BTH101 / DHM1

l Screening

Wachstum auf :
MacConkey/Maltose LB/X-Gal/IPTG

Charakterisierung
positiver Klone

- Re-Transformation - Sequenzierung
- PB-Galaktosidase-Assay - in vitro Interaktionsstudien

Abb. 3.4: Ubersicht des experimentellen Ablaufs des Two-Hybrid Systems. Die Gene X und Y
werden in die Vektoren (pUT18C) und (pKT25) kloniert und in einen Reporterstamm co-transformiert.
Uber Anzucht auf den Selektivmedien MacConkey/Maltose oder LB/X-Gal/IPTG wird auf positive In-
teraktionen getestet.
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Herstellung von Gradientenagarplatten Flissiger LB/X-Gal/IPTG- oder MacConkey /Maltose-
Agar, versetzt mit Ampicillin, Kanamycin und bivalenten Kationen, wurde in schrig stehende Petrischa-
len gegeben und ausgehértet. AnschlieBend wurde flissiger LB/X-Gal/IPTG- oder MacConkey /Maltose-
Agar, versetzt mit Ampicillin und Kanamycin, dariiber gegossen, so dass eine ebene Oberfldche ent-
stand. Durch die Unterschiede in der Schichtdicke der beiden Agartypen sollte ein Konzentrationsunter-
schied der Kationen im Agar entstehen. Entlang dieses Gradienten wurden ausgewéhlte Klone der Co-
Transformationen ausgestrichen. Fiir die Uberschichtung wurden 0,7mM ZnCly, 2,5 mM NiCly, 5,0 mM
MnCls, 40 mM CaCly oder 40 mM MgCly dem Agar zugefiigt.

Petrischale

Agar ohne Zusatz

niedrige lonenkonzentration L
Agar mit bivalenten lonen
bestimmter Konzentration

Abb. 3.5: Prinzip einer Gradientenagarplatte. LB/X-Gal- oder MacConkey/Maltose-Schragagar
wird mit ionenhaltigem LB/X-Gal- bzw. MacConkey/Maltose-Agar iiberschichtet, so dass eine ebene
Oberflache entsteht.

Aktivitatsbestimmung der f-Galaktosidase Die Komplementierung der Enzymaktivitiat wurde
zudem mit einem (-Galaktosidase-Assay iiberpriift, in welchem die Aktivitéit des rekonstituierten Enzyms
gemessen wurde. Der Versuch zur Enzymaktivitatsbestimmung wurde modifiziert nach Battesti und
Bouveret durchgefiihrt [216].

Eine Ubernachtkultur mit dem zu testenden Proteinpaar wurde in 3 ml LB, versetzt mit 100 % Ampi-
cillin (resistenzvermittelt von (pUT18C)) und 50 k& Kanamycin (resistenzvermittelt von (pKT25)), sowie
0,5mM IPTG, bei 30°C, 160 rpm inkubiert. Am niichsten Tag wurden 50 il der UNK zu 150 pl LB, vor-
gelegt in einer Mikrotiterplatte, gegeben und die OD bei 600 nm bestimmt. Parallel dazu wurden 200 ul
der UNK zu 800yl Puffer Z in ein Greiner-Rohrchen gegeben. Um die Zellen zu permeabilisieren, wur-
den 1 Tropfen 0,01 % SDS und 2 Tropfen Chloroform (CHCl3) zu jedem Ansatz gegeben und gevortext.
Weitere 150 ul Puffer Z wurden in eine neue Mikrotiterplatte gegeben und 50 1l Zellsuspension der UNK
hinzupipettiert. In jedes Well wurden dann 40pl 0,4 % o-Nitrophenyl-3-D-galactopyranosid (ONPG)
hineingegeben und die enzymatische Reaktion bei 420 nm in Zeitabstdnden von 2min fiir eine Gesamt-
dauer von 20min im microplate reader gemessen. ONPG wird von der g-Galaktosidase als Substrat
erkannt und in Galaktose und o-Nitrophenol gespalten, welches ein gelber Farbstoff ist. Die Entstehung
von o-Nitrophenol ist proportional zur Aktivitdt und damit zur Konzentration des Enzyms. Direkt vor

Verwendung des Puffers wurden 0,14 ml S-Mercaptoethanol zu 50 ml Puffer Z hinzugegeben.
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Tabelle 3.11: Zusammensetzung Puffer Z

Puffer Z

NasHPO4 30 mM
NaH,PO4*H50 20 mM
KCl 5 mM
MgSO4*7 HyO 0,5mM
ddH>0O ad 500 ml
pH 7,0

3.5.4 BIAcore-Analysen: Groflenausschlusschromatographie und

Oberflachen-Plasmonresonanz

Mit der Biomolecular Interaction Analysis (BIA) kénnen Wechselwirkungen von Biomolekiilen, deren As-
soziations- und Dissoziationsverhalten, sowie Affinitdten gemessen werden. Die Auswertung erfolgt iiber
sog. Sensorgramme, aus denen sich die kinetischen Charakteristika einzelner oder komplexer Reaktio-
nen ablesen und quantifizieren lassen. Die Untersuchungen zur Groéflenbestimmung mittels Groéflenaus-
schlusschromatographie (Size Exclusion Chromatograpghy, SEC) als auch Interaktionssmessungen mittels
Oberflachen-Plasmonresonanz (Surface Plasmon Resonance, SPR) wurden von der Firma Biaffin GmbH
& Co KG (Kassel, Deutschland) mit dem Biacore 2000 durchgefiihrt.

In Abbildung 3.6 ist das Funktionsprinzip einer SPR-Messung dargestellt. Bei Injektion des Analyten
in den Mikrofluss steigt das SPR-Signal sprunghaft an, was die Bindung an einen auf einem Sensorchip
immobilisierten Bindungspartner anzeigt. Aus der Kurvenform kénnen Bindungs- und Dissoziationskon-
stanten berechnet werden. Das System wird anschlieflend mit einer Regenerationslésung gespiilt, was
den gebundenen Analyten vom Liganden auf der Oberfliche wieder entfernt und somit eine vollstén-
dige Dissoziation herbeifithrt. Durch die Regeneration sollte die Bindungsaktivitét des Liganden nicht
beeinflusst werden. Die Matrix des CMb5-Sensorchips besteht aus einer negativ geladenenen Dextran-
Matrix aufgebracht auf eine Goldoberfliche (https://www.biacore.com/lifesciences/products/Consuma-
bles/quide/cmb /index.html, 20.04.2016), wodurch die Goldoberflache hydrophil wird und eine kovalente
Kopplung von Biomolekiilen (einer der zu untersuchenden Bindungspartner) ermoglicht. Der Interakti-
onspartner wird tiber ein Mikrofluss-System tiber den beladenen Chip geleitet. Bindung und Dissoziation
der Wechselwirkung werden in Echtzeit mittels eines optischen Sensors verfolgt. Das Messprinzip beruht
auf der Anderung des Brechungsindex der Oberfliche bei Wechselwirkung der Bindungspartner. Diese
Anderung wird als Anderung des SPR-Signals detektiert. Ihr Wert ist proportional zur Konzentration
des gebundenen Molekiils. Sie wird in response units [RU] angegeben.

Gereinigte und entsalzte Proben der SasC-His-Proteine wurden unter sauren Bedingungen (pH 4,0 -

4,5) mittels kovalenter Kopplung von priméren Aminogruppen auf einem Standard CM5-Chip immo-
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Abb. 3.6: Prinzip einer SPR-Messung Das SPR-Signal dndert sich, wenn Bindungsereignisse zwi-
schen dem immobilisierten Partner und dem Analyten stattfinden. Bei Zugabe des Analyten kommt
es zu einem steilen Anstieg des Signals. Wird der Ligandenzufluss gestoppt, dissoziiert zuvor gebun-
dener Analyt ab und die Kurve flacht ab. Die Anderung beruht auf einem Anstieg des Brechungsin-
dexes der Chipoberfliche bei steigender Konzentration an Molekiilen, die sich darauf befinden. Quelle:
http://www.biaffin.com/de/technologie/biacore/ (11.01.2017)

bilisiert. Fur die Aktivierung der Chipoberfliche wurde NHS/EDC (0,1 M N-Hydroxysuccinimid, 0,4 M
N-Ethyl- N-(3-Dimethylaminopropyl]-Carbodiimid) verwendet. Auf Chip 1 wurden SasC-His-NT, SasC-
His-1 und SasC-His-3, auf Chip 2 SasC-His-NT, SasC-His-4 und SasC-His-DUF1542 immobilisiert. Chip 1
wurde an Messtag 1 unter schwach ionischen Bedingungen (150 mM NaCl) und an Messtag 3 mit erhohter
Ionenstarke (300 mM NaCl) analysiert. Chip 2 wurde sowohl an Messtag 1 und an Messtag 2 mit schwach
ionischem Puffer analysiert. An Messtag 3 wurde der Versuch mit erhéhter Ionenstédrke wiederholt. Die
SasC-His-Proteine wurden als Analyten qualitativ in zwei Konzentrationen (50nM und 500 nM) einge-
setzt. Als Laufpuffer wurde ein HBS-Puffer (150 mM NaCl, 10 mM HEPES, 0,05 % Tween20, pH 7,4)
verwendet. Freie N-Hydroxysuccinimidester-Gruppen wurden mit 2 M Ethanolamin (pH 8,5) geblockt.
Analysen bei erhohter Ionenstérke (HBS-Puffer mit 300 mM NaCl) wurden durchgefithrt um unspezifische

Bindungen an die Kontrolloberfliche zu verhindern.

3.5.5 Rasterkraftmikroskopische Analysen

Die rasterkraftmikroskopischen (atomic force microscopy, AFM) Untersuchungen wurden von Prof. Dr.
Victor Shahin und Dr. Gonzalo Rosso am Institut fiir Physiologie IT der Westfalischen-Wilhelms Univer-
sitdt Miinster durchgefiihrt. Die Proben wurden von L. Britz zur Verfiigung gestellt. Gereinigte SasC-

His-Proteine wurden auf ihr homotypisches und heterotypisches Aggregationsverhalten untersucht. Fiir
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die AFM-Aufnahmen wurden die Proteine auf einer Mica-Oberfliche immobilisiert. Dazu wurden zu je-
weils 1pl der Proteine 56 ul 1x LEW-Puffer, pH 7,0 gegeben. Nach 15-miniitiger Inkubation wurden
5 pl der Losung mit 85 ul 1 x LEW-Puffer verdiinnt. Der gesamte Ansatz wurde auf freshly cleaved Mica
aufgebracht, welche mit Poly-L-Lysin beschichtet wurde. Nach 30 min wurden die Proben gewaschen und
im AFM aufgenommen. Die Aufnahmen wurden bei Raumtemperatur (20°C) mit einem Bruker Mul-
timode Atomic Force Microscope mit einem J-Scanner und einem Nanoscope V-Kontrollgerit (Bruker,
Santa Barbara, CA) gefertigt. Alle Bilder wurden in Losung im Kontakt-Modus mit einer ozide-sharpened
Siliziumnitrid-Messspitze (DNP-S; Bruker/ Santa Barbara, CA) aufgenommen. V-férmige Cantilever be-
sitzen typischerweise eine Federkonstante von 0,58 g und einen Kriimmungsradius von schéitzungsweise
10nm. Diese wurden auf einen Wert 10 % bis 20 % unterhalb des Peaks der Resonanzfrequenz einge-
stellt, welcher iiblicherweise zwischen 7,5 und 9kHz liegt. Die Messamplitude wurde so gewéhlt, dass
die Effektivwert-Amplitude bei 0,3 bis 0,6 V liegt. Die Scanfliche des Mikroskops wurde auf 0 nm einge-
stellt, um Feinabstimmungen zu ermdglichen. Die Sollwert-Einstellung betrug 100 bis 200 nm oberhalb
der Oberfliche. Damit wurde der Sollwert auf den héchstmoglichen Wert eingestellt, der ein Vermessen
der Probe mit geringem Hintergrundsignal ermdglicht und um die Kraft, welche auf die Probe wirkt, zu
minimieren. Die Aufnahmen wurden mit einer Scanrate von 1 Hz und 512 Scanzeilen pro Fliche ange-
fertigt. Die Auswertung erfolgte mit dem Scanning Probe Image Processor (Image Metrology, Lyngby,

Denmark).

3.5.6 MicroScale Thermophorese

Im Rahmen einer Gerdtedemonstration des Monolith NT.115 der Firma Nanotemper Technologies GmbH
konnten Bindungseigenschaften von Protein-Protein-Interaktionen und Dissoziationskonstanten einiger
ausgewahlte SasC-His-Proteine mittels MicroScale Thermophorese (MST) untersucht werden. Die Durch-
fithrung der Analyse am Gerét wurde unter Anleitung eines Gerétespezialisten der Firma (Dr. Christian
Kleusch) nach anfanglicher Einweisung durchgefiihrt.

Mit der MST-Technik kénnen biomolekulare Interaktionen unter nahezu natiirlichen Bedingungen
quantifiziert werden. Das Prinzip beruht auf der Messung von Anderungen in der Beweglichkeit von Bio-
molekiilen bei Anlegen eines mikroskopischen Temperaturgradienten. Dieser Effekt wird "Thermophore-
se'genannt. Ein lokaler Temperaturgradient fiihrt zur einer lokalen Anderung der Molekiilkonzentration

in diesem Bereich. Diese Anderung wird durch den Soret-Koeffizienten S quantifiziert:

Chot _ exp(—STAT) (3.4)
Ccold

In Titrationsexperimenten wird die Thermophorese eines fluoreszenzmarkierten Proteins unter gleich-

bleibenden Pufferbedingungen gemessen. Die Interaktion mit nicht-markierten Ligandenmolekiilen fithrt
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Abb. 3.7: Prinzip einer MST-Messung. A Signal eines MST-Experiments. Anfangs homogen
verteilte Molekiile diffundieren thermophoretisch aus einem erhitzten Bereich heraus. Nach Deaktivie-
rung des IR-Lasers diffundieren die Molekiile wieder zuriick. Die Anderung der Fluoreszenz in diesem
Bereich wird gemessen. B Interaktions-Experiment mittels MST. Das thermophoretische Diffusi-
onsverhalten eines markierten Molekiils (unbound) &ndert sich bei Bindung eines Liganden (bound). C
Grafische Auswertung eines Titrationsexperiments. Die Anderung im thermophoretischen Verhal-
ten werden als Anderung der Fluoreszenz F,omm ausgedriickt. Titration mit nicht markierten Molekiilen
fiihrt zu einer graduellen Anderung in F o, was als Bindungskurve abgebildet werden kann. Abbildung
adaptiert nach MST Demo Report NT-CK-Uni Muenster Heilmann, NanoTemper Technolgies GmbH.

zur Anderung im Thermophoreseverhalten des markierten Molekiils, bedingt durch Anderungen in der
Hydrathiille, der Ladung oder der Grofle des Molekiils. Das Prinzip ist in Abbildung 3.7 dargestellt.
Durch Messung der Fluoreszenzverteilung innerhalb der Glaskapillare wird auf die thermophoretische
Bewegung des markierten Molekiils geschlossen. Wird zu Beginn des Experiments die initiale Fluoreszenz
gemessen, sind die fluoreszierenden Molekiile noch homogen in der Losung verteilt. Uber einen Infrarot-
Laser wird dann die Temperatur der Losung in der Glaskapillare lokal um 2 - 6 K erh6ht und so ein
mikroskopischer Temperaturgradient geschaffen. Sobald der Laser aktiviert ist, konnen zwei Effekte be-
obachtet werden. Innerhalb der ersten Sekunde kommt es zum sog. T-Jump (temperature jump), einem
rapiden Abfall der Fluoreszenzintensitét, hervorgerufen durch den plétzlichen Temperaturanstieg. An-
schliefend kommt es zur Thermophorese (Bewegung) der markierten Molekiile aus dem erhitzen Bereich
in die kiihleren Regionen der Peripherie. Die Konzentration der fluoreszierenden Molekiile im erhitzten
Bereich nimmt ab bis sich ein Gleichgewicht einstellt. Die Anderungen der Fluoreszenzintensitéit werden
typischerweise fiir 30 s gemessen. Nach Deaktivierung des Lasers findet ein inverser T-Jump statt und die
fluoreszierenden Molekiile diffundieren zuriick in den urspriinglich erhitzten Bereich. Der Soret-Koeffizient
St beschreibt das Gleichgewicht des Konzentrationsverhéltnisses der fluoreszierenden Molekiile in den
erhitzten und kalten Bereichen der Probe in Abhéngigkeit von einem Temperaturanstieg AT. Die fir die
Auswertung verwendete normalisierte Fluoreszenz F o, spiegelt dieses Verhéaltnis wieder. Wahrend der

Titrationsexperimente verdndert sich F,,m, nach folgender Formel:

From = (1—2)FAL 4+ 2FIAT] — (1 - 2)F(A)norm + 2F (AL) norm (3.5)

norm
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F(A)porm gibt die Fluoreszenzintensitdat der ungebunden vorliegenden markierten Molekiile A an,
F(AL)porm die Intensitdt von Komplexen aus fluoreszierenden Molekiilen A mit interagierenden Liganden
L und x den Anteil an fluoreszierenden Molekiilen, die in einem Komplex vorliegen. Wird nun die Kon-
zentration von nicht-markierten Ligandenmolekiilen erhoht, nimmt der Anteil an gebildeten Komplexen
zu bis alle fluoreszierenden Molekiile gebunden vorliegen. Daraus folgt, dass der Anteil gebundener Mo-
lekiile x aus den Anderungen der Fluoreszenzintensitit Fpom abgeleitet werden kann. Fiir diese Arbeit
wurden SasC-His-NT, SasC-His-1 und SasC-His-DUF1542 mit dem Monolith NT™ Protein Labeling
Kit RED-NHS von NanoTemper Technologies mit dem Fluorophor NT-647 gekoppelt. Der Fluorophor
NT-647 besitzt eine funktionelle NHS-Ester-Gruppe, welche mit primédren Aminogruppen von Lysinres-
ten stabile Amidbindungen bildet. Mit NT-647-NHS gekoppelte Proteine zeigen ein Anregungsmaximum
bei 650 nm und ein Emissionsmaximum bei 670 nm, was in einer roten Fluoreszenz resultiert. Da die
SasC-His-Proteine in LEW-Puffer vorlagen, welcher keine primédren Amine enthélt, wurde auf den Puf-
feraustausch verzichtet. Fiir das Labeling der Proteine wurden die zu testenden SasC-His-Proteine auf
eine Konzentration von 2-20 ptM in Labeling-Puffer eingestellt. Die Molaritdten der Proteine wurden iiber

folgende Formel ermittelt:

Mol Protein |74

L ] - MWProtein [Da]

Protein| (3.6)

Das als Pulver vorliegende Fluorophor wurde in 30 nl 100 % DMSO aufgenommen, was eine Konzen-
tration von 435 M ergab. Der Ansatz wurde dann gut gevortext, bis das gesamte Fluorophor gelost
war. Mit Labeling Puffer wurde die Konzentration des Farbstoffes auf die 2-3 fache Konzentration des
zu markierenden Proteins eingestellt. Zu 100l der Proteinlésung wurden dann 100 pl des Farbstoffes
gegeben (Verhéltnis 1:1) und der Ansatz 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Im néchs-
ten Schritt wurde {iberschiissiger Farbstoff aus der Protein-Farbstoff-Losung entfernt. Dazu wurde eine
Gelfiltrationschromatographie durchgefiihrt. Die Sdule wurde 3x mit 3 ml LEW-Puffer dquilibriert und
gewaschen. Anschlieflend wurden 500 pl der Labeling-Reaktion auf die Sdule gegeben und der Durchfluss
verworfen. Dann wurden 600 ul LEW-Puffer auf die Sdule gegeben, das Eluat in Aliquots von 50-100 pl
gesammelt und bis zur Messung bei 4 °C aufbewahrt. Eine erfolgreiche Labeling-Reaktion war bereits mit
blolem Auge an einer leicht bldulichen Féarbung der Losung erkennbar. Das mit dem Fluorophor NT-647
markierte SasC-His-Protein wurde mit einer konstanten Konzentration von 50nM eingesetzt. Fiir die
Ligandenproteine wurde eine Verdiinnungsreihe mit bis zu 16 verschiedenen Konzentrationen hergestellt.
Fir alle Verdiinnungen wurde LEW-Puffer verwendet. Die hochste Konzentration der Verdiinnungsrei-
he sollte bei ungefahr dem 20-fachen Wert der erwarteten Dissoziationskonstante der Interaktion (Kgq)
des jeweiligen SasC-Proteins liegen, damit der Sattigungsbereich erreicht wird. Fiir die hier verwendeten
SasC-His-Proteine konnten jedoch keine Kg4-Werte aus vorherigen Experimenten abgeleitet werden, so

dass der eingesetzte Konzentrationsbereich des Liganden nur schiatzungsweise eingestellt werden konnte.
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Die Konzentration des jeweiligen Proteins wurde als maximale Konzentration eingesetzt. Von den An-
sitzen der Verdiinnungsreihe wurden anschliefend 10 pl mit 10 pl des fluoreszierenden Molekiils gemischt
und fiir 1 min inkubiert. Durch Kapillarkréfte wurden die Proben in Standard-Glaskapillaren aufgezogen
und diese zur Analyse in den Monolith NT.115 gelegt. Alle Bestimmungen wurden einmalig durchgefiihrt.

Die MST Datenanalyse wurden von der NanoTemper Analysesoftware durchgefithrt. Fiir jede MST-
Messung in jeder Kapillare wird die Bindungsrate kalkuliert, indem das Verhéltnis der Fluoreszenzin-
tensitdt bei angeschaltetem Laser gegen die Fluoreszenzintensitéit, kurz bevor der Laser eingeschaltet
wird, aufgetragen. Jede Ligandenkonzentration ergibt eine Kurve der relativen Fluoreszenzintensititen
und kann als Bindungskurve (Fluoreszenzintensitit gegen Ligandenkonzentration) ausgewertet werden.

Die sich daraus ergebende Dissoziationskonstante K ist definiert durch:

Kj=-—— (3.7)

Wobei [A] die Konzentration von freien fluoreszierenden Molekiilen angibt, [L] die Ligandenkonzentra-
tion und [AL] die Konzentration von Molekiil-Liganden-Komplexen. Die quadratische Annéherungsglei-
chung fiir [AL] lautet:

D=

[AL) = & (([Ao) + [o] + ) — ([Ao] + [Lo] + Ku)? — 4 [ Ao] ¢ [Lo]) ) (38)

[Ag] steht fiir die bekannte Konzentration der freien fluoreszierenden Molekiilen und [Lo] fir die Kon-
zentration freier Liganden. Die Konzentration von [Ag] bleibt wihrend des gesamten Experimentes kon-
stant, wiahrend [Lg] im Rahmen einer Verdiinnungsreihe variiert wird. Das gemessene Signal F oy, aus
der Formel 3.5 korreliert direkt mit dem Anteil an fluoreszierenden Molekiilen, welche den Komplex x =
[AL]/[ALjp] bilden. Durch Einsetzen in die Gleichung kann der K4-Wert bestimmt werden.

3.6 Herstellung von Lysostaphinlysaten

Zur Isolierung von zellwandgebundenen Oberflichenproteinen wurden Lysostaphinlysate hergestellt. Uber-
nachtkulturen der S. aureus-Stdmme SH1000 und 4074 oder des S. carnosus-Stammes TM300 wurden in
10 ml TSB, versetzt mit 10 52 Chloramphenicol und 1 % Xylose bei 37 °C und 160 rpm angezogen. Xylose
dient als Induktor, da die sasC-Subklone unter der Kontrolle eines Xylose-induzierbaren Promotors von
(pCX19) liegen [217]. Der Vektor (pCX19)enthalt ein Lipasegen (siehe Anhénge), welches bei Expression
in den Subklonen durch die sasC-Fragmente ersetzt wurde. In S. carnosus TM300 pAlip ist das Lipasegen
deletiert. Der Stamm wurde als Negativkontrolle bei Aggregations- und Biofilmassays verwendet um den

Effekt des Leervektors zu bestimmen.
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Die UNK wurde am néchsten Tag in ein 50 ml Falcon iiberfiihrt und die Zellen fiir 20 min bei 4000 rpm
und 4 °C geerntet. Das Pellet wurde in 10 ml PBS resuspendiert und der Zentrifugationsschritt wiederholt.
Anschlielend wurde das Pellet gewogen und in 20 pl/mg Zellpellet PBS mit EDTA-free protease inhibitor
cocktail (1 Tablette/20 ml PBS) aufgenommen. Zum Ansatz wurde Lysostaphin zu einer Endkonzentra-
tion von 400 png/g Zellpellet und DNase I (10 Units/ml) zu einer Endkonzentration von 20 ul/gZellpellet
gegeben und 4h bei 37°C und 300rpm inkubiert. Die Lysate wurden dann bei 4°C fiir 45 min bei
13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand, welcher die extrahierten Proteine enthilt, wurde in ERGs ali-
quotiert und bei -80 °C eingefroren. Ein Aliquot wurde fiir Analyse mittels SDS-PAGE (Abschnitt 3.4.4)

verwendet.

3.7 Aggregationsassays

Um das Aggregationsverhalten von sasC-exprimierenden Staphylokokken-Stdmmen makroskopisch zu
beurteilen, wurde ein Aggregationsassay durchgefiihrt. Fiir diesen wurde frisch am Vortag ausgefrorenes
Material erneut auf eine TSA-Platte (Cnl0, 1% Xylose) iiberimpft und 16h bei 37°C inkubiert. Die
Xylose wurde beigefiigt, um die Expression der SasC-Subklone zu induzieren. Am néchsten Tag wurden
20l steriles PBS auf einen Glas-Objekttréger gegeben und mit einer Impfése etwas Material von der
frisch bewachsenen Platte in den Tropfen eingerieben. Das Aggregationsverhalten wurde beobachtet und

fotografisch dokumentiert.

3.7.1 Kompetitiver Aggregationsassay

Um den Effekt von rekombinantem SasC-His-NT und SasC-His-DUF1542 auf das Aggregationsverhalten
der verschiedenen S. carnosus- und S. aureus-Subklone zu untersuchen, wurde ein kompetitiver Aggre-
gationsassay durchgefiihrt. Hierfiir wurde steriles PBS mit 1,5 pM SasC-His-NT oder SasC-His-DUF1542
versetzt und auf den Objekttrager gegeben. Die restliche Durchfithrung erfolgte wie in Abschnitt 3.7 be-
schrieben. Ebenfalls sollte der Einfluss von anti-SasC-NT- und anti-SasC-DUF-Antiserum auf die SasC-
-vermittelte Aggregation der S. carnosus- und S. aureus-Subklone untersucht werden. Hierzu wurden
die Antiseren in den Verdiinnungen 1:100, 1:1000 oder 1:10000 (in PBS) auf den Objekttriger gegeben
und das Zellmaterial eingerieben. Um auch langsam wirkende Effekte beobachten zu kénnen, wurden
frisch ausgefrorene S. carnosus- und S. aureus-Stédmme auf TSA-Platten (Cnl0, 1% Xylose) iiberimpft,
welche zuvor mit anti-SasC-NT- oder anti-SasC-DUF-Antiserum versetzt wurden. Dazu wurden 100 yl
oder 200l der Antiseren mit einem Drigalskispatel auf die Oberfliche der Platten ausgebracht - bezogen
auf das Gesamt-Agarvolumen der TSA-Platte von 20 ml entspricht das einer Verdiinnung der Antiseren
von 1:200 bzw. 1:100. Die Platten wurden dann 16 h bei 37 °C inkubiert und das Aggregationsverhalten
(Abschnitt 3.7) untersucht.
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3.8 Untersuchungen zur Biofilmbildung

Tabelle 3.12: Zusammensetzung Karbonatpuffer

Karbonatpuffer

NaH2 COg 0,05 M
NaCl 0,5M
pH 9,7

3.8 Untersuchungen zur Biofilmbildung

3.8.1 Semi-quantitativer Biofilm-Assay

Der semi-quantitative Biofilmassay wurde nach Heilmann et al. [54] durchgefithrt. Mit frisch ausgestri-
chenen Staphylokokken-Stimmen wurde eine UNK von 5ml TSB, mit 10 L& Chloramphenicol in 10ml
Reagenzglasern angezogen (37°C, 160 rpm). Zur Induktion der Proteinexpression wurde 1% Xylose hin-
zugegeben. Mit der UNK wurden am niichsten Tag 8ml TSB (Cnl0, 1% Xylose) auf eine ODs7g von
0,01 beimpft. Von dieser Suspension wurden je 200l in die Wells einer 96 x Mikrotiterplatte tiberfiihrt
und 24 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde das Medium vorsichtig abgekippt, die Wells mit je 200 ul 1x
PBS gewaschen und die Platte kopfiiber iiber Nacht luftgetrocknet. Der Biofilm wurde mit 0,1 % Safra-
nin (200 pl/Well) fiir 30's gefdrbt und erneut luftgetrocknet. Anschlieend wurde die Mikrotiterplatte mit
dem ChemiDoc™ Touch Imaging System fotografiert und die Intensitét des Biofilms mit dem Programm

Image Lab ausgewertet. Dabei wurde die Safranin-Farbung des gesamten Wells beriicksichtigt.

Alternativ wurde fiir einige Versuche der Biofilm im microplate reader bei 490 nm vermessen. Der
Nachteil bei dieser Art der Messung ist, dass es bei nicht vollstdndig homogenen Biofilmen innerhalb eines
Wells zu Verfilschungen kommen kann, da der microplate reader nur einen einzelnen Punkt in der Mitte
des Wells vermisst. So werden Verklumpungen oder grofie Aggregate auflerhalb dieses Bereiches nicht
beriicksichtigt. Daten beider Messmethoden wurden miteinander verglichen, wobei besonders Biofilme
von S. aureus SH1000 (pSasC) grofle Abweichungen zeigten. Fiir die anderen Subklone lieferten beide
Methoden vergleichbare Ergebnisse. Auswertungen mit dem microplate reader werden in ,,Absorption bei

490 nm“ angegeben, Daten aus dem Image Lab in ,arbitrary units®

Coating von Mikrotiterplatten mit Fibrinogen oder Poly-L-Lysin Um die Bindung von
Staphylokokken-Stdmmen, v.a. sasC-exprimierender Stamme, an die Polystyroloberfliche der Mikroti-
terplatte zu verbessern und damit eine bessere Biofilmbildung zu erreichen, wurden die Wells mit 500 £&
Fibrinogen (in NaH2CO3) oder mit 0,01 %iger Poly-L-Lysin-Losung mit 40 ul/ Well bei 4 °C iiber Nacht
pré-inkubiert. Nach der Vorbehandlung wurden die Wells einmal mit 1x PBS gewaschen und der Biofilm-
assay wie unter 3.8.1 beschrieben, durchgefiihrt. Hier wurde die Intensitdt des Biofilms durch Messung

der Absorption bei einer Wellenldnge von 490 nm im microplate reader bestimmt.
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3.8.2 Biofilm-Kompetitionsassay

Mit Kompetitionsassays sollte untersucht werden, ob durch Zugabe von Antiseren oder rekombinanten
Proteinen die Biofilmbildung von SasC-exprimierenden SH1000 beeinflusst wird. Das experimentelle Se-

tup wurde nach Barbu et al. adaptiert [218].

Biofilm-Kompetitionsassay mit polyklonalem anti-SasC-NT Antiserum Polyklonales
Kaninchen anti-SasC-NT Antiserum wurde in Verdiinnungen von 1:10000, 1:1000 oder 1:100 zu der
Bakteriensuspension zugegeben und anschlieflend fiir 24 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde, wie

in Kapitel 3.8.1 beschrieben, weiterverfahren. Als Kontrolle diente das Praimmunserum desselben Tieres.

Biofilm-Kompetitionsassay mit rekombinanten Proteinen Gereinigtes und entsalztes SasC-
His-DUF1542 oder SasC-His-NT wurden in einer Endkonzentration von 1,5 pM gemeinsam mit der Bak-
teriensuspension in die Wells der Mikrotiterplatte gegeben und fir 24 h bei 37 °C inkubiert. Als Kontrolle
wurde LEW-Puffer im selben Volumen zu den Bakterien gegeben, da auch die rekombinanten gerei-
nigten Proteine in LEW-Puffer gelost, eingesetzt wurden. Anschlieflend wurde, wie in Abschnitt 3.8.1

beschrieben, weiterverfahren.

3.9 Statistische Auswertemethoden

Versuche wurden, sofern nicht anders angegeben, mindestens dreimal als voneinander unabhingige Ex-
perimente durchgefiihrt. Statistische Signifikanz wurde durch Bestimmung des p-Wertes ermittelt und
ist in Abbildungen wie folgt gekennzeichnet: *p < 0.05, **p < 0.01 und ***p < 0.001.

3.10 Computer- und Software-gestiitzte Analysen

Proteinsequenzen wurden aus http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ entnommen. Die Berechnung des theoreti-
schen Molekulargewichtes (MW), des isolektrischen Punktes und der Aminosdurezusammensetzung ei-
nes Proteins erfolgte mittels der Programme ProtParam von http://www.expasy.org/ und ProtCalc von
http: //www.justbio.com. Plasmidkarten, Sequenzanalysen und Alignments wurden mit dem Programm
Snap Gene erstellt. Die quantitative Auswertung der Biofilmassays erfolgte mit dem Programm Image
Lab der Firma Biorad. Geringe Bildbearbeitung zur Verbesserung der Helligkeit, Schirfe und des Kon-
trastes von Gel-, Blot- und Biofilmbildern erfolgte mit der ArcSoft PhotoStudio 6 Scansoftware oder
Power Point. Die bioinformatischen Strukturanalysen der SasC-Aminosiuresequenz wurden mittels der
frei zugénglichen Software ANTHEPROT (http://antheprot-pbil.ibcp.fr/) durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Staphylococcal surface protein C - SasC

Das Staphylococcal surface protein C (SasC; Abb. 4.1) weist typische strukturelle Elemente der Ober-
flichenproteine Gram-positiver Bakterien auf. Am N-Terminus findet sich ein Signalpeptid mit einem
YSIRK-Motiv, welches fiir die Sortase-abhédngige Sekretion des Proteins essentiell ist. Im N-terminalen
Bereich befinden sich drei kleine Repeats (small repeats; SR) aus je 40 Aminoséuren, zwei grofie Re-
peats (large repeats; LR) aus je 140 Aminosauren und eine FIVAR-Doméne. Die FIVAR-Doméne besitzt
mutmaflich zuckerbindende Funktion [129]. An diese schliefien sich 17 repetitive Sequenzen aus DUF1542-
Repeats an. Am C-Terminus befindet sich ein LPXTG-Motiv, welches fiir die kovalente Verankerung des
Proteins in der Zellwand sorgt [128].

4.1.1 Bioinformatische Strukturanalyse von SasC

Die Analyse mittels ANTHEPROT berechnete einen Anteil von 42.77 % an a-Helices, und nur einen
geringen Anteil von 1,10 % sog. extended strands, welche in -Faltblattstrukturen vorliegen konnen. Den
Hauptanteil nehmen random coils ein.

Das strukturelle Alignment findet sich in Anhang A1.3.

4.1.2 SasC-His-Fusionsproteine zur heterologen Expression

Zur Charakterisierung der Funktionen der verschiedenen Doménen der N-terminalen Region des SasC-
Proteins wurden von C. Heilmann die in den Abb. 4.2 und 4.3 dargestellten SasC-His-Fusionsgene kon-
struiert und heterolog exprimiert.

SasC-His-NT beinhaltet den gesamten N-terminalen Bereich von T*0 bis T6%4, SasC-His-1 die ersten
beiden kleinen Repeats (SR) von T4 bis G216, SasC-His-2 das dritte kleine Repeat und das erste grofie
Repeat (LR) von P27 bis E#9 SasC-His-3 das zweite grofie Repeat und die FIVAR-Domine von G429
bis T%4, SasC-His-4 Teile von beiden grofien Repeats von G322 bis G®?2 und SasC-His-5 einen Teil des
zweiten grofien Repeats und die FIVAR-Doméne von P34 bis T6%4, SasC-His-DUF1542 beinhaltet die
DUF1542-Doménen 4-11 von Q%2 bis Q%15 (Abb. 4.3).

Als Kontrolle wurden acht DUF1542-Doménen (Q%2? bis Q!°1%) ebenfalls als His-Fusionsprotein expri-
miert und in die Interaktionsstudien eingeschlossen. Schroder et al. konnten zeigen, dass die DUF1542-

Doménen des SasC-Proteins alleine nicht in der Lage sind die SasC-abhéngige interzelluldre Aggregation
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Repeats

Abb. 4.1: Schematische Darstellung von SasC. SasC ist modular organisiert. N-terminal befindet
sich ein Signalpeptid mit einem YSIRK-Motiv. Diesem folgen drei SR aus je 40 Aminosduren, zwei LR
aus je 140 Aminosduren und eine FIVAR-Doméne, an welche sich 17 DUF1542-Repeats anschliefen. Am
C-Terminus befindet sich ein LPXTG-Motiv.

5?0 5109 P231 NZE-B N590 D643

M0 His T

T40P111 N149 5284 5423543055?1 T654

T40 GZlG
— His-1
p207 440
s His-2
G429 To54
— His-3
G322 G522
E— His-4
p548 To54
E—— His-5

Abb. 4.2: Schematische Darstellung der His-Fusionsproteine des N-Terminus von SasC. Die
Doménen des N-Terminus von SasC wurden als His-Fusionsproteine exprimiert. SasC-His-NT (T40-
T654]); SasC-His-1 (T~ G2'6); SasC-His-2 (P207— E*0); SasC-His-3 (G*2°— T%4); SasC-His-4 (G322
G°?2); SasC-His-5 (P548— T654),

"""" His-DUF1542

QSOZ Q1515

Abb. 4.3: Schematische Darstellung des SasC-His-DUF1542-Fusionsproteins. Die DUF1542-
Doménen 4-11 (Q%2- Q%) wurden als His-Fusionsprotein exprimiert.
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4.1 Staphylococcal surface protein C' - SasC

zu vermitteln [128]. In dieser Arbeit sollte die Reinigung dieser His-tagged-Proteine fiir Interaktionsstu-

dien optimiert werden.

4.1.3 Optimierung der Reinigung von SasC-His-NT, SasC-His-1, SasC-His-2,
SasC-His-3, SasC-His-4, SasC-His-5 und SasC-His-DUF1542

Die vom Hersteller vorgeschlagene Anzahl der Waschschritte (W, LEW-Puffer, LEW) zur Reinigung der
SasC-His-Fusionsproteine und die Zusammensetzung des Wasch- oder Elutionspuffers war nicht fiir alle

zu reinigenden Proteine geeignet.

Um unspezifische Banden in den Elutionsfraktionen zu eliminieren und die Reinheit der His-tagged
Fusionsproteine zu erhohen, wurde, wenn erforderlich, der Waschpuffer mit Detergenzien wie 5% Gly-
cerin oder 1% Tween20 versetzt, die Ionenkonzentration auf 800 mM NaCl erhoht oder die Anzahl der
Waschschritte erhéht. Eine Erhohung der Ionenstédrke verhindert unspezifische ionische Interaktionen
und Zusatz von Glycerin unterdriickt hydrophobe Protein-Protein-Interaktionen. Tween20 wéscht unspe-
zifisch gebundene Proteine von der Sdule. Um gebundene Proteine vollstdndig von der S&ule zu eluieren,
wurde fiir einige SasC-His-Proteine, abweichend von den Instruktionen des Reinigungs-Kits, der pH-Wert
des Elutionspuffers oder die Imidazolkonzentration verringert (Tab. 4.1). Sofern nicht anders angegeben
betrug der pH-Wert des Elutionspuffers 8,0.

SasC-His-N'T konnte durch Erhohung der NaCl-Konzentration des Waschpuffers auf 800 mM und Zu-
gabe von 5% Glycerin oder 1% Tween20 zum Waschpuffer gereinigt werden. Die gleichen Bedingungen
wurden fiir SasC-His-1 verwendet, aufler dass im zweiten Elutionsschritt mit einem pH von 4,5 eluiert
wurde. In fritheren Versuchen, ohne Anderung der Waschpufferzusammensetzung, eluierte SasC-His-1
bei niedrigem pH besser, was hier nicht der Fall war, aber beibehalten wurde. Fiir die Reinigung von
SasC-His-2 wurde zuerst mit unverédndertem Puffer gewaschen, anschlieend ebenfalls mit erhchter ITo-
nenkonzentration und ein drittes Mal mit 1% Tween20. Eluiert wurde 3x mit 250 mM Imidazol. Fir
die Reinigung von SasC-His-3 waren zwei Waschschritte (Waschpuffer normal und mit erhéhter NaCl-
Konzentration) ausreichend. Allerdings konnte SasC-His-3 mit niedrigen Imidazolkonzentrationen (10 mM
und 20 mM) besser eluiert werden, als mit hohen Konzentrationen (250 mM). SasC-His-4 wurde 1x mit
Waschpuffer mit 800 mM NaCl und 1x mit LEW-Puffer mit 800 mM NaCl und 5 % Glycerin gewaschen.

Die Elutionsbedingungen mussten nicht angepasst werden.

Da SasC-His-5 nur sehr schwach exprimiert wurde, jedoch ebenfalls unspezifische Proteine bei der
Reinigung an die Sdule gebunden wurden, wurden die Waschbedingungen nur geringfiigig verdndert
(Erhéhung der Tonenkonzentration des Waschpuffers auf 800 mM). Damit sollten unspezifische Proteine

vorsichtig von der Sédule gewaschen werden, ohne dass gebundenes SasC-His-5 ebenfalls eluiert.

Nur SasC-His-DUF1542 lief3 sich gut ohne Optimierung der Waschschritte reinigen. Aufgrund der sehr

hohen Expression wurde ein weiterer Elutionsschritt hinzugefiigt.
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Tabelle 4.1: Ubersicht der Reinigungsschritte fiir SasC-His-Proteine

W1
W2

W3

El
E2

E3
E4

W1
W2

W3
El
E2
E3
E4

SasC-His-NT SasC-His-1 SasC-His-2 SasC-His-3
LEWg00mm LEWg00mm LEWnormal LEWnormal
LEWg00 mp+5 % LEWg00 mn+5 % LEWg00 mm LEWg00mm
Glycerin Glycerin
LEWgq0mm+1 % LEWgqgmm+1 % LEWgq0mm+1 % -
Tween20 Tween20 Tween20
Imidazolysg Imidazolys Imidazolysq mm Imidazol, g,
Imidazolysg Imidazolysg s Imidazolysg Imidazol; g,
pH 4.5

Imidazolys Imidazolys Imidazolysg Imidazolyg
- - - Imidazolysg
SasC-His-4 SasC-His-5 SasC-His-

DUF1542
LEW800 mM LEWnormal LEWnormal
LEW800 mM+5 % LEWnormal LEWnormal
Glycerin
- LEWg00mm -
Imidazolysg Imidazolysg Imidazolysg mm
Imidazolysg Imidazolysy Imidazolysg
Imidazolysg - Imidazolysg
- - Imidazolysg
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Abb. 4.5: Reinigung von SasC-His-1. A SDS-PAGE (1) Marker; (2) Lysat; (3) 1. Waschfraktion (LEW,
800 mM NaCl); (4) 2. Waschfraktion (LEW, 800 mM NaCl + 5% Glycerin); (5) 3. Waschfraktion (LEW,
800 mM NaCl + 1% Tween20); (6)-(8) Elutionsfraktionen 1-3 von SasC-His-1 mit 250 mM Imidazol. Im
2. Elutionsschritt wurde der pH auf 4,5 verringert. B SDS-PAGE mit SasC-His-1-Entsalzung. Fiir die
Entsalzung wurde die Elutionsfraktion 1 verwendet. (1) Marker; (2) Elutionsfraktion der SasC-His-1-

Entsalzung.

kDa kDa B
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Abb. 4.4: Reinigung von SasC-His-NT. A SDS-PAGE (1) Marker; (2) Lysat; (3) 1. Waschfraktion
(LEW, 800 mM NaCl); (4) 2. Waschfraktion (LEW, 800 mM NaCl + 5% Glycerin); (5) 3. Waschfraktion
(LEW, 800mM NaCl + 1% Tween20); (6)-(8) Elutionsfraktionen 1-3 von SasC-His-NT mit 250 mM
Imidazol. B SDS-PAGE der SasC-His-NT-Entsalzung. Fiir die Entsalzung wurde die Elutionsfraktion 1
verwendet. (1) Marker; (2) Elutionsfraktion der SasC-His-NT-Entsalzung.

Das theoretisch berechnete Molekulargewicht von SasC-His-N'T liegt bei 68,139 kDa. Die Proteinbanden
auf den SDS-Gelen in Abb. 4.4 laufen auf einer Héhe von ca. 100 kDa, was weder der Monomergréfie
enspricht, aber auch kein Dimer zu sein scheint, da fiir dieses das Molekulargewicht bei 136,2kDa liegen
wiirde. Bei ca. 40kDa ist eine schwache Bande zu erkennen, welche durch Waschschritte nicht entfernt
werden konnte.

Das Fusionsprotein SasC-His-1 besitzt ein theoretisches Molekulargewicht von 18,23 kDa bzw. 20 kDa
inkl. der Peptidsequenz des pQE30Xa-Vektors. Die direkt vor dem SasC-Insert liegende Peptidsequenz
des Vektor (HHHHHHGSGSGSGIEGRPYNGTGS) beinhaltet das 6x His- Tag und die Spaltstelle fiir den
Faktor Xa, an welcher ggf. das His-Tag proteolytisch abgespalten werden kann. Die Proteinbande nach
der Reinigung lauft bei 35-40 kDa, was der theoretischen Grofie eines SasC-His-1-Homodimers entspricht.
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Abb. 4.6: Reinigung von SasC-His-2. (1) Marker; (2) Lysat, (3) 1. Waschfraktion (LEW); (4) 2.
Waschfraktion (LEW, 800 mM NaCl); (5) 3. Waschfraktion (LEW, 1% Tween20); (6) 4. Waschfraktion
(LEW, 5% Glycerin); (7)-(9) Elutionsfraktionen 1-3 von SasC-His-2 mit 250 mM Imidazol.
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Abb. 4.7: Reinigung von SasC-His-3. A SDS-PAGE (1) Marker; (2) Lysat; (3) 1. Waschfraktion
(LEW); (4) 2. Waschfraktion (LEW, 800 mM NaCl); (5)-(6) Elutionsfraktionen 1 und 2 von SasC-His-3
mit 10mM Imidazol; (7) Elutionsfraktion 3 von SasC-His-3 mit 20 mM Imidazol; (8) Elutionsfraktion
4 von SasC-His-3 mit 250 mM Imidazol. B SDS-PAGE mit SasC-His-3-Entsalzung. Fiir die Entsalzung
wurde die Elutionsfraktion 1 verwendet. (1) Marker; (2) Elutionsfraktion der SasC-His-3-Entsalzung.

Ab der 2. Waschfraktion von SasC-His-1 (Abb. 4.5, A, Lanes 4+7) und in der Entsalzungsfraktion (Abb.
4.5, B, Lane 2) sind schwache Banden bei 60 kDa und 70kDa zu erkennen.

Das SasC-His-2-Protein, welches ein theoretisches Molekulargewicht von 25 kDa, bzw. 26,79 kDa inkl.
der N-terminalen Peptidsequenz, welche vom Expressionsvektor (pQE30Xa) vorgegeben wird, konnte
nur in geringer Ausbeute isoliert werden. Auch die Reinheit des Eluates (Abb. 4.6, Lane 8) konnte nicht
in einem grofleren Ansatz reproduziert werden. Fiir Interaktionsstudien sind grofiere Mengen Protein
notwendig, welche nach der Entsalzung noch einen weiteren Verlust erleiden. Wie in Abb. 4.5 sind auch
hier zusétzliche Banden bei 60 kDa und 70 kDa vorhanden.

Fiir das SasC-His-3-Fusionsprotein konnte eine hohe Ausbeute bei gleichzeitig hoher Reinheit erzielt
werden. Das berechnete Molekulargewicht betragt 25,32 kDa bzw. 27,09 kDa, wenn der translatierte Pep-
tidanteil aus (pQE30Xa) beriicksichtigt wird. Fiir SasC-His-3 wurden vier Elutionsschritte durchgefiihrt,
um moglichst viel gebundenes Protein zu eluieren. Zum wiederholten Mal ist die Kontaminationsbande

mit 40 kDa zu erkennen.

78



4.1 Staphylococcal surface protein C' - SasC

kDa A kDa B
70
55 55
35 35
25 25
1 2 3 4 5 6 7 1 2

Abb. 4.8: Reinigung von SasC-His-4. ASDS-PAGE (1) Marker; (2) Lysat; (3) 1. Waschfraktion
(LEW, 800mM NaCl); (4) 2. Waschfraktion (LEW, 800mM NaCl + 5% Glycerin); (5)-(7) Elutions-
fraktionen 1-3 von SasC-His-4 mit 250 mM Imidazol. B SDS-PAGE mit SasC-His-4-Entsalzung. Fiir die
Entsalzung wurde die Elutionsfraktion 1 verwendet. (1) Marker; (2) Elutionsfraktion der SasC-His-4-
Entsalzung.

kDa A kDa B
25 25 —
15 15 —
‘_
10 10 —
12 3 4 5 6 7 8 12 3 4 5 6 7 8

Abb. 4.9: Reinigung von SasC-His-5. A SDS-PAGE;. B Western Blot mit anti-His-Antikérper. (1)
Marker; (2) nicht-induziertes Lysat; (3) mit IPTG induziertes Lysat; (4) 1. Waschfraktion (LEW); (5) 2.
Waschfraktion (LEW); (6) 3. Waschfraktion (LEW, 800 mM NaCl); (7)-(8) Elutionsfraktionen 1-2 von
SasC-His-5 mit 250 mM Imidazol.

Das berechnete Molekulargewicht von SasC-His-4 liegt bei 22,25 kDa bzw. bei 23,8 kDa (inkl. der kurzen
Peptidsequenz des Vektors). In Abb. 4.8 A in den Lanes 4 und 5 sind Kontaminationsbanden bei 40 kDa,
60 kDa und 70kDa zu erkennen.

Auf dem SDS-Gel einer SasC-His-5-Reinigung in Abb. 4.9 sind viele unspezifische Banden im Eluat
1 sichtbar. Im Western Blot in Abb. 4.9 B3, konnte in den Lanes 7 und 8 eine Proteinbande zwischen
10-15kDa detektiert werden. Dies entspricht der Grofie des SasC-His-5-Fragmente von 12,25 kDa bzw.
14,02 kDa (inkl. Vektorsequenz). Da die Expression von SasC-His-5 sehr gering war, wurden keine weiteren
Waschschritte eingefiihrt, die die Ausbeute noch weiter verringert hétten. Es konnte nicht gentigend SasC-
His-5 fiir die Interaktionstudien gereinigt werden.

Die DUF1542-Doménen 4-11 konnten als His-Fusionsproteine in hoher Ausbeute und Reinheit isoliert
werden (Abb. 4.10). SasC-His-DUF1542 lauft auf dem SDS-Gel auf einer Hohe von 90 kDa, was nicht dem
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kDa A kDa B
250 — 250 —
130 — == 130 —
100 — 100 —
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Abb. 4.10: Reinigung von SasC-His-DUF1542. A SDS-PAGE (1) Marker; (2) Lysat; (3) 1. Wasch-
fraktion (LEW); (4) 2. Waschfraktion (LEW); (5)-(8) Elutionsfraktionen 1-4 von SasC-His-DUF1542
mit 250 mM Imidazol. B SDS-PAGE mit SasC-His-DUF1542-Entsalzung. Fiir die Entsalzung wurde die
Elutionsfraktion 1 verwendet. (1) Marker; (2) Elutionsfraktion der SasC-His-DUF1542-Entsalzung.

Tabelle 4.2: Zusammenfassung der Eigenschaften der SasC-His-Proteine

Fusionsprotein  [bp] [kDa] pIiheoret. [kKDa]ymis/xa

SasC-NT 1860 66,37 5,47 68,83
SasC-His-1 531 18,23 5,45 20,69
SasC-His-2 702 25,00 5,55 27,46
SasC-His-3 678 25,32 5,65 27,78
SasC-His-4 603 22,25 5,09 24,71
SasC-His-5 321 12,25 5,55 14,71

SasC-His-DUF1542 1842 66,47 4,84 68,93

berechneten Molekulargewicht von 66,38 kDa bzw. 68,15 kDa, mit zusétzlicher Peptidsequenz des Vektors,
oder der Grofle eines mutmaflichen Multimers entspricht. Dieser Effekt war auch bei der Reinigung von
SasC-His-NT zu beobachten, jedoch bei keinem anderen SasC-His-Fusionsprotein. In Tabelle 4.1. sind
die Eigenschaften der gereinigten SasC-His-Proteine zusammengefasst. Nach erfolgreicher Reinigung der
SasC-His-Fusionsproteine konnten weiterfithrende in vivo und in vitro-Interaktionsstudien durchgefiihrt
werden, um die Beteiligung der verschiedenen Doménen an der SasC-vermittelten Zellaggregation zu

untersuchen.

4.1.4 Klonierung von nicht-iiberlappenden N-terminalen SasC-Subdoménen

Die im Rahmen dieser Arbeit konstruierten Klone zur Expression N-terminaler SasC-Subdoménen (Abb.
4.11) sollten zur genauen Identifizierung und Charakterisierung der an der SasC-vermittelten Zellaggre-
gation beteiligten Doménen heterolog exprimiert und gereinigt werden und fir in wvitro, sowie in vivo-
crosslinking-Experimente verwendet werden (Anhang A1.2.1). Im Unterschied zu den His-Fusionsprotei-

nen aus den Abb. 4.2 und 4.3, finden sich hier keine Uberlappungen der verschiedenen Proteindoménen.
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Abb. 4.11: Schematische Darstellung der nicht-iiberlappenden SasC-Subdoméinen. Die Sub-
klone der N-terminalen SasC-Subdoménen iiberlappen sich nicht und enthalten jeweils nur die Gense-
quenz(en) eines Doménentyps des N-Terminus. (His-)NT (T4 — T%): (His-)F1 (T40 — N268). (His-)F2
(524 — 52%); (His-)F3 (S*0 — $571); (His-)F4 (S?8 — S$571); (His-)F5 (N0 — T%4); (His-)DUF1-6 (T
— A1202),

(His-)DUF1-6

T654

Das (His-)NT-Konstrukt enthilt die Gensequenz fiir den gesamten N-Terminus von T4 bis T6%4. Der
Subklon (His-)F1 beinhaltet die Sequenzen der drei SR von T“? bis N268  (His-)F2 das die Sequenz des
ersten LR von $284 bis $423 (His-)F3 die des zweiten LR von S*3 bis $%54571, (His-)F4 die Sequenz beider
LR von S%* bis $°7! und (His-)F5 das Gen fiir die FIVAR-Doméne von N°% bis T6%. Das (His-)DUF1-
6-Konstrukt beinhaltet die Sequenzen der DUF1542-Doménen 1-6 von T6%% bis A'292. Diese Fragmente
wurden mittels passender Primerpaare in (pUT18C) und (pKT25) (Abschnitt 3.5.3; Anhang A1.2.2 und
1.2.3) fiir in vivo-Interaktionsstudien oder in (pQE30Xa) zur heterologen Expression und Reinigung {iber
ein His-Tag kloniert. Die Agarosegele der PCR-Produkte der Fragmente sind in Abb. 4.12 dargestellt.

4.1.5 Expression von SasC-(His-)F1, -F2, -F3, -F4 und -F5

Fiir die Expression von SasC-(His-)F1, SasC-(His-)F2, SasC-(His-)F3, SasC-(His-)F4 und SasC-(His-)F5
wurden die Gensequenzen iiber BamHI und Kpnl-Restriktionsschnittstellen in den Expressionsvektor
(pQE30Xa) eingebracht und die E. coli-Stémme TG-1 und TOP10 (kommerziell erhéltliche kompetente
Zellen) mit den Ligationsansdtzen transformiert. Von den gewachsenen Klonen (Selektionsmedium mit
Antibiotika) wurden die Plasmide isoliert, Restriktionsanalysen durchgefithrt und das Konstrukt (korrek-

tes Insert) mittels Sequenzierung tiberpriift. Da in den Expressionstests keine SasC-His-Fusionsproteine
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Abb. 4.12: Agarosegele der PCR-Produkte zur Konstruktion der N-terminalen Fragmente. A
(1) Marker: 1 kB DNA ladder; (2) (His-)NT mit 1860 bp, B (1) Marker: 1 kB DNA ladder; (2) (His-)F1
mit 627 bp, C (1) Marker: 1 kB DNA ladder; (2) (His-)F2 mit 420 bp; (3) (His-)F3 mit 426 bp; (4)
(His-)F4 mit 864 bp; (5) (His-)F5 mit 195 bp; (6) (His-)DUF1-6 mit 1647 bp.

Tabelle 4.3: Theoretische Eigenschaften der nicht-iiberlappenden SasC-Dubdoméinen

Fusionsprotein [bp] [kDa] plI [kDa],gjs /Xa

(His-)F1 627 23,60 5,10 26,15
(His-)F2 420 1547 5,86 17,93
(His-)F3 426 15,62 5,76 18,08
(His-)F4 864 31,81 597 34,27
(His-)F5 195 7,54 8,39 10,00

mittels Western Blot-Analysen nachgewiesen werden konnten, wurden fiir die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Interaktionsstudien die SasC-His-Fusionsproteine SasC-His-NT, SasC-His-1, SasC-His-3,
SasC-His-4 und SasC-His-DUF1542 (Abb. 4.2 und Abb. 4.3) verwendet. In Tabelle 4.3 sind die theoreti-

schen Eigenschaften der nicht-tiberlappenden SasC-Fragmente zusammengefasst.

4.2 Interaktionsstudien zur Identifizierung der Aggregation- und
Biofilmbildung-vermittelnden SasC-Doménen
Interaktionsstudien wurden sowohl in wvitro, mit gereinigten Proteinen, oder in vivo durchgefithrt. Mit

verschiedenen Methoden sollten die Domédnen des N-Terminus von SasC identifiziert werden, welche in

der SasC-abhingigen Zellaggregation und damit in der Biofilmbildung involviert sind.

4.2.1 SasC-His-Proteine zeigen Interaktionen im Western Liganden-Blot

Um die Interaktion von Proteinen zu untersuchen, wurde eine native PAGE mit anschliefendem Wes-
tern Liganden-Blot durchgefiihrt. Der Erfolg der Biotinylierungsreaktion wurde auf einem Dotblot- Assay
(Abb. 4.13) iberprift. Ein nicht-biotinyliertes Protein wird nicht von Streptavidin gebunden, so dass
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auch keine Umsetzung des Substrates NBT/BCIP durch die an das Strepatividin gekoppelte AP statt-
findet. Erfolgreich biotinylierte SasC-His-Proteine wurden fiir die Western Liganden Blot-Analysen ein-
gesetzt. Bis auf SasC-His-NT, welches auch nicht-biotinyliert schwach von Strepatividin-AP gebunden
wird, zeigt keines nicht-biotinylierten SasC-His-Proteine eine Reaktion mit Streptavidin. Es besteht ein
grofler Unterschied in der Intensitdt der Farbreaktion zwischen biotinyliertem und nicht-biotinyliertem
SasC-His-NT.

& o
RN
SasC-His-NT ®
SasC-His-1 _
SasC-His-3 -
SasC-His-4 [
SasC-His-DUF1542 @

Abb. 4.13: Dotblot-Biotinylierungstest von SasC-His-Proteinen. Die SasC-His-Fusionsproteine
SasC-His-1; SasC-His-3; SasC-His-4 und SasC-His-DUF1542 zeigen ohne Biotinylierung keine Reaktion
mit Streptavidin-AP. SasC-His-NT zeigt nicht-biotinyliert eine sehr schwache Reaktion.

Auf das native Gel (Abb. 4.14) wurden gleiche Mengen der SasC-His-Proteine aufgetragen. Es ist zu
erkennen, dass SasC-His-4 nicht als distinkte Bande lduft, sondern erscheint verschmiert. SasC-His-NT,
SasC-His-1, SasC-His-3 und SasC-His-DUF1542 dagegen laufen als gut abgegrenzte Banden. Keines der
Proteine lduft auf der erwartete Hohe, so dass eine Groflienbestimmung {iber den nativen Marker nicht
moglich ist. Da mit diesen Versuchen allerdings ausschliellich Protein-Protein-Interaktionen unter na-
tiven Bedingungen untersucht werden sollten, wurde dieser Umstand vernachléssigt. In Abbildung 4.14
A+B sind exemplarisch zwei Western Liganden-Blots einer nativen PAGE abgebildet. In Panel B wurde
nur biotinyliertes Protein (hier SasC-His-4) zugegeben, in Ansatz C wurde zum Ansatz noch Zink hinzu-
gegeben. Ohne Zugabe von Zink zeigt das Ligandenprotein SasC-His-4-Biotin eine starke Reaktion mit
immobilisiertem SasC-His-4 und ein sehr schwaches Signal mit SasC-His-NT (aber: im Biotinylierungstest
zeigt SasC-His-NT auch unbiotinyliert ein schwaches Signal). Im Vergleich zu Panel B ist zu erkennen,
dass sich das Interaktionsverhalten der Proteine bei Zugabe von bivalenten Kationen (Zn?*) verdndert.
Besonders mit SasC-His-1 ist die Reaktion stirker, wohingegen die Reaktion biotinyliertem SasC-His-4
mit SasC-His-NT unbeeinflust von der Zinkzugabe bleibt. Mit SasC-His-3 interagierte SasC-His-4-Biotin
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nicht, und mit SasC-His-DUF 1542 nur unter Zinkzugabe sehr schwach.

A B C
+ SasC-His-4-Biotin + SasC-His-4-Biotin + ZnCl2

kDa ' " B T
720 — F h
480 —
242 —
146 — ?

M 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Abb. 4.14: A Coomassie gefiarbtes Gel einer nativen PAGE. SasC-His-NT, SasC-His-1, SasC-His-3
und SasC-His-DUF1542 sind distinkte Banden am oberen Rand des Gels zu sehen, wihrend SasC-His-4
als Schmier zu sehen ist. B Western Liganden Blot nach Inkubation mit biotinyliertem SasC-
His-4. Nach einer Inkubation mit biotinyliertem SasC-His-4 ist eine schwache Reaktion mit SasC-His-NT
und eine starke Reaktion mit SasC-His-4 zu beobachten. C Western Liganden Blot nach Inkubation
mit biotinyliertem SasC-His-4 4+ ZnCls Zugabe von ZnCly zu biotinyliertem SasC-His-4 fithrt zu
Interaktion mit allen immobilisierten Proteinen. (M) Marker: Native Unstained Page Ruler; (1) SasC-
His-NT; (2) SasC-His-1; (3) SasC-His-3; (4) SasC-His-4; (5) SasC-His-DUF1542.

In Tab. 4.4 sind die Ergebnisse der Western Liganden-Blot zusammengefasst. Die Intensitdten der Far-
breaktionen wurden subjektiv eingeschétzt und beurteilt, was eine Unterscheidung zwischen einer schwa-
chen und einer fehlenden Reaktion erschwerte. Ohne Zinkzugabe interagiert SasC-His-NT-Biotin mit sich
selbst und mit SasC-His-4 stark, aber nur schwach mit SasC-His-1, SasC-His-3 und SasC-DUF1542 und
bei Wiederholung des Versuchs fand keine Reaktion statt. SasC-His-1-Biotin zeigt hier nur eine Inter-
aktion mit SasC-His-4. SasC-His-3-Biotin zeigt mit allen gebundenen Proteinen eine Interaktion - mit
SaC-His-NT und SasC-His-3 die Stérkste.

Biotinyliertes SasC-His-4 interagiert schwach mit SasC-His-NT und stark mit sich selbst - wohinge-
gen immobilisiertes SasC-His-4 mit allen biotinylierten Liganden reagiert. Interessanterweise zeigte sich
auch eine Farbreaktion von SasC-His-DUF1542-Biotin mit SasC-His-NT und SasC-His-4 - beide Ansétze
wurden nur einmalig durchgefithrt. Zusammenfassend ist aus Tab. 4.4 B zu entnehmen, dass Zugabe von
Zink zu einer Verdnderung im Interaktionsmuster fiihrt. So reagieren alle biotinylierten SasC-His-Proteine
nicht mehr nur mit SasC-His-4, sondern auch verstarkt mit gebundenem SasC-His-NT und SasC-His-1.
Biotin-SasC-His-1 zeigt eine sehr schwache oder keine Interaktion mit SasC-His-NT unter Zinkeinfluss.
Biotin-SasC-His-NT reagiert jedoch schwach mit SasC-His-1. Keines der biotinylierten Proteine reagiert
reproduzierbar stark mit SasC-His-3 aber wice versa reagiert SasC-His-3-Biotin mit SasC-His-4. Auf
der Membran gebundenes SasC-His-4 interagierte mit allen biotinylierten Proteinen stark, jedoch rea-
gierte Biotin-SasC-His-4 nur schwach mit SasC-His-NT und stark mit sich selbst, aber nicht mit den

anderen Proben auf der Membran. Eine weitere Auffilligkeit ist eine starke Reaktion von Biotin-SasC-
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His-DUF1542 mit gebundenem SasC-His-4 und eine schwache Reaktion mit sich selbst, welche auch ohne
Zinkzugabe beobachtet werden konnte. Das Interaktionsmuster der SasC-His-Fusionsproteine énderte
sich, wenn Zn?* in Form von ZnCly (10mM) zu den biotinylierten Proteinen zugegeben wurde (Tab.
4.4 B). SasC-His-3 interagierte kaum mit den Biotin-Proteinen, doch Biotin-SasC-His-3 zeigt im Gegen-
zug schwache und starke Reaktionen mit allen gebundenen Proben, nur die Schwéchste mit sich selbst.
SasC-His-4 zeigt durchgehend eine starke Reaktivitét mit allen Biotin-Proben, doch reagiert Biotin-SasC-
His-4 in Anwesenheit von Zinkionen auch mit allen Proteinen. Der offensichtlichste Unterschied zwischen
beiden Bedingungen ist, dass Zinkzugabe zur Interaktion von DUF1542-Doméanen mit allen Domé&nen
des N-Terminus fiithrt. Dies betrifft Biotin-SasC-His-DUF1542, als auch SasC-His-DUF1542 mit anderen
Biotin-Proteinen. Allgemein betrachtet scheint das Vorhandensein von Zinkionen die Protein-Protein-
Interaktionen der SasC-Proteine zu verstirken. Biotin ist ein sehr kleines Molekiil ist, dessen Einsatz und
Funktionalitdt gut dokumentiert ist und sollte das Interaktionsverhalten der SasC-His-Proteine nicht
beeinflussen. Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse kann dies zu diesem Zeitpunkt jedoch nicht
vollstandig ausgeschlossen werden. Es wurde keine Interaktion von Ligandenproteinen mit gebundenem
SasC-His-2 detektiert.
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A auf Membran gebunden
SasC-His-NT SasC-His-1 SasC-His-2 SasC-His-3 SasC-His-d  ooC s
asC-His- asC-His- asC-His- asC-His- asC-His- DUE1542
? SasC-His-NT Exp.1 weak weak - weak + weak
S Exp. 2 + weak - - + -
=1 Exp. 1 - - - - + -
2| sasC-His-1 Exp.2 ] ) ) ) + )
= Exp.3 - - - - + -
g
3] SasC-His-3 Exp.1 + weak weak weak + weak
n_é Exp.2 + weak - - + -
= SasC-His-4 Exp.1 weak - - - + -
@ SasC-His- 1 . . ‘
DUF1542 ¥ ” ” ” wea
B auf Membran gebunden
SasC-His-NT SasC-His-1 SasC-His-2 SasC-His-3 SasC-His-4 SasC-His-
asC-His- asC-His- asC-His- asC-His- asC-His- DUF1542
g Exp. 1 + + - + + +
E | sascHis-nT P2 - * - - - -
) Exp. 3 + + - - weak weak
~ Exp. 4 + + - - weak +
E Exp. 1 -/weak + - - weak -
+ SasC-His-1 Exp.2 -/weak + - weak + weak
% Exp. 3 -/weak + - - + +
~
o SasC-His-3 Exp.1 -/weak - - - + -/weak
= Exp. 2 + + - - + -
= Exp. 1 + + - weak + weak
T |  SasC-His-4 Exp.2 weak weak - - + -/weak
o
E‘r_ Exp. 3 weak + - - + weak
o - - - - -
£ | SasC-His- Ex‘"; +
@ DUF1542 P * * - * * *
Exp. 3 weak weak - - + weak

Tabelle 4.4: Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse der Western-Liganden Blots. A Inter-
aktionsmuster bei Inkubation ohne Zink.; B Interaktionsmuster bei Inkubation mit Zink.
Eine eindeutige starke Farbreaktion ist mit (+) gekennzeichnet, eine schwache Reaktion mit (weak) und
keine Farbreaktion mit (-). Es konnte kein eindeutiges Interaktionsmuster beobachtet werden. Zuga-
be von Zink fithrt zur Verstarkung der Interaktion von Liganden mit immobilisiertem SasC-His-1 oder
SasC-His-DUF1542. Die Reproduzierbarkeit zwischen den einzelnen Versuchen schwankt zum Teil stark.

4.2.2 In vitro-crosslinking fithrt zu Dimer- und Multimerbildung von

SasC-His-Proteinen

Mit den crosslinking-Experimenten mit BS? sollte die Fihigkeit der verschiedenen SasC-Doméinen zur
Multimerbildung untersucht werden. Durch die Zugabe von Bis-Sulfosuccinimidylsuberat (BS?) konnen

Proteine kovalent aneinander gekoppelt werden, wenn sie sich in rdumlicher Ndhe befinden. In dieser
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Tabelle 4.5: Zusammenfassung der crosslinking-Ergebnisse mit BS3

SasC-Fragment Proteinkomplexe
+ SasC-His-NT Multimere
+ SasC-His-1 Dimere
+ SasC-His-3 Dimere
+ SasC-His-4 Dimere, Multimere
+ SasC-His-DUF1542 Multimere

Arbeit zeigen die SasC-His-Proteine unterschiedliches Interaktionsverhalten in Anwesenheit des crosslin-
ker-Molekiils.

In Abb. 4.15 sind SDS-Gele der crosslinking-Ansétze und die dazugehérigen Western Blots dargestellt.
So sind bei SasC-His-NT (A+B) zusitzliche Banden auf dem Gel und dem Blot zu erkennen, wenn BS?
zugegeben wurde. Wie bereits beobachtet wurde, lauft die Monomer-Bande nicht auf der erwarteten Hohe
von 68 kDa. Die zusétzlichen Banden sind grofler als 250 kDa; die exakten Groflen konnen hier iiber das
SDS-Gel nicht bestimmt werden. Das Bandenmuster erscheint bei 20x und 40x molarem Uberschuss
identisch. Bei SasC-His-1 (C+D) verdndert sich mit Zugabe von BS? das Bandenmuster. Bei einem
Uberschuss von BS? schwindet die Intensitit der Monomerbande bei 35kDa, dafiir ist eine zusitzliche
Bande bei 70 kDa sichtbar, was einem SasC-His-1-Tetramer, bzw. einem Homodimer aus zwei SasC-His-
1-Dimeren, entsprechen wiirde. Wird BS? zu SasC-His-3 (E+F) gegeben, so entsteht ein mutmafliches
Dimer mit einer Groie von ca. 55 kDa (SasC-His-3-Monomer: 25,32 kDa). Im Unterschied zu SasC-His-NT
oder SasC-His-1 ist die Intensitét der Dimerbande abhiéngig von der BS3?-Konzentration. Bei 40 x molarem
Uberschuss ist die Dimerbande stérker, wihrend die Monomerbande schwiicher wird. Dennoch scheint die
Dimerbildung insgesamt schwécher zu sein als bei anderen SasC-His-Proteinen. Bei SasC-His-4 (G+F)
erscheint in der Coomassie-Farbung die Monomerbande bei 22 kDa und eine potentielle Dimerbande bei
50kDa. Der anti-His-Antikorper detektiert noch weitere Multimerbanden bei 100kDa, was der Grofie
eines Tetramers entsprechen wiirde, und bei 200 kDa, was einem putativen Oktamer entspricht.

Die Zugabe von BS? fiihrt auch zur Bildung von SasC-His-DUF1542-Multimeren (I+K) mit Mole-
kulargewichten > 130kDa. Die genauen Grofien konnen iiber den hier verwendeten Marker nicht exakt
bestimmt werden, weswegen auch keine Aussage dariiber getroffen werden kann, um welche Art von Mul-
timeren es sich handelt. Als Kontrolle wurde His-DHFR (L+M) , von welchem keine Interaktion mit sich
selbst bekannt ist, verwendet. In keinem Ansatz fiihrt Zugabe von BS? zu einer Verinderung des Ban-
denmusters des His-DHFR oder zur Bildung von Multimeren. Ebenfalls wurde der Einfluss von Zink auf
das Interaktionsverhalten der SasC-His-Proteine untersucht, wobei keine Anderung des Bandenmusters
in Anwesenheit von BS? und Zink beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt).

Die SasC-His-Proteine zeigen unterschiedliches Dimerisierungsverhalten. SasC-His-NT bildet Multi-
mere, SasC-His-1 und SasC-His-3 Dimere, SasC-His-4 Dimere und weitere Multimere und SasC-His-
DUF1542 Multimere nicht genau bestimmbarer Grofe. Tabelle 4.5 fasst die in den BS? -Experimenten
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His-NT His-1
kDa A B kba C D
250 —|
130 — 250 — 100 —|
100 — 100 —| 70 — o 70 — l—
P -
70 — 70 —| 55 — ' 55 —
55 —| st 55 —
35 — 35 — )
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
His-3 His-4
kba E F kDa G H
250 —| le—
130 —
100 — —
- 70 —|
55 | 70
35 —|
35 — 35 —
35 — 25 |
25— - 25 — 25 —
15 — ‘
15 —
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 2 3 4
His-DUF1542 His-DHFR
kDa | K kDa L M
250 —
130 —
— 100 —
100 J———
70 — 'S 70 — -
55 —{ 55 — -
35 — 35 — 35 —{ 35—
25— e | 25T e e le
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Abb. 4.15: Homotypisches crosslinking von SasC-His-Proteinen mit BS3. A+B: SasC-His-
NT; C+D: SasC-His-1; E4F: SasC-His-3; G+H: SasC-His-4; I4+K: SasC-His-DUF1542;
L+M: His-DHFR. Linkes Panel: SDS-PAGE; Rechtes Panel: Western Blot inkubiert mit anti-His-
Antikérper (1:5000). (1) Marker; (2) SasC-His-Protein ohne BS?; (3) SasC-His-Protein mit 20 x molarem
BS3-Uberschuss; (4) SasC-His-Protein mit 40x molarem BS3-Uberschuss.
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Abb. 4.16: Heterotypisches crosslinking von SasC-His-1 mit SasC-His-4 und SasC-His-1 mit
SasC-His-NT mit BS3. A Coomassie-gefiirbte 10 % SDS-PAGE; B Western Blot inkubiert
mit anti-His-Antikorper. (1) Marker; (2) SasC-His-4; (3) SasC-His-1 4+ SasC-His-4 (1:1 molares Ver-
hiltnis); (4) SasC-His-1 + SasC-His-4 (1:1 molares Verhiltnis) mit 20 x molarem Uberschuss an BS?; (5)
SasC-His-1 + SasC-His-4 (1:1 molares Verhéltnis) mit 40 x molarem Uberschuss von BS?; (6) SasC-His-
1; (7) SasC-His-1 4+ SasC-His-NT (1:1 molares Verhéltnis); (8) SasC-His-1 4+ SasC-His-NT (1:1 molares
Verhiltnis) mit 20 x molarem Uberschuss an BS3; (9) SasC-His-1 + SasC-His-NT (1:1 molares Verhiltnis)
mit 40 x molarem Uberschuss von BS?; (10) SasC-His-NT.

beobachteten Protein-Multimerbildung zusammen. So konnten fiir SasC-His-N'T Multimere mit nicht ge-
nau definierbarer Gréfie (> 250kDa) beobachtet werden, bei SasC-His-1 ist neben der Monomerbande,
wobei diese vermutlich bereits selber aus zwei SasC-His-1-Proteinen besteht (ca. 35kDa) eine zusétzliche
Dimerbande von 70kDa zu erkennen. Bei SasC-His-3 war neben der Monomerbande von 25kDa eine
schwache Dimerbande bei 50kDa zu sehen. Fiir SasC-His-4 konnten eine eindeutige Dimerbande bei
50kDa, als auch Multimerbanden bei 100 und 200 kDa beobachtet werden. Die Groflien der SasC-His-
DUF1542-Multimere konnten nicht genau bestimmt werden.

Fiir den Nachweis einer heterotypischen Interaktion, wurden SasC-His-1 und SasC-His-4 in dquimo-
laren Mengen gemischt (1:1) und mit BS® versetzt (Abb. 4.16). Die Proteine wurden ausgewihlt, da
SasC-His-4 bereits in den Western Liganden-Blots mit allen anderen Fragmenten Interaktion zeigte und
SasC-His-1 mutmaflich im nativen Zustand als Dimer vorliegt. Zudem haben beide Proteine gut un-
terscheidbare Molekulargewichte, so dass die verschiedenen Banden und potentielle Multimere einander
nicht iiberlappen wiirden. SasC-His-NT wurde gewéhlt, da dieses alle N-terminalen Subdoménen besitzt
und theoretisch sowohl mit SasC-His-1 als auch mit SasC-His-4 reagieren miisste.

Die Interaktion von SasC-His-NT mit jeder anderen SasC-Subdoméne wird in dieser Arbeit als "he-
terotypisch'bezeichnet, da die Zusammensetzung und Struktur der Proteine nicht identisch ist. Die In-
teraktion der einzelnen rekombinanten Subdoménen mit ihren Pendant in SasC-His-NT ist natiirlich
homotypischer Art.

Auf dem SDS-Gel (Abb. 4.16 A) sind die Monomerbanden von SasC-His-4 in den Lanes 2-5, sowie
die Monomerbande von SasC-His-1 (Lanes 3+4) zusétzlich sichtbar. Interessanterweise wird im Western

Blot nur die Dimerbande von SasC-His-1 vom anti-His-Antikérper detektiert.
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In Lane 4 ist im Blot eine Bande zu sehen, welche einem SasC-His-4-Dimer entspricht. Eine vergleich-
bare Bande konnte fiir SasC-His-4 bereits in den BS3-Versuchen zur homotypischen Interaktion beobach-
tet werden (Abb. 4.15 G+F). Wird BS? (Lanes 4+5) hinzugegeben, so ist die SasC-His-1-Proteinbande
merklich schwécher. Ein Dimer aus einem SasC-His-1-Monomer (36 kDa) und einem SasC-His-4-Monomer
(25 kDa) hétte eine GroBe von 61 kDa. Jedoch ist eine Bande dieser Grofie weder auf der SDS-PAGE noch
im Blot erkennbar. In Lane 6 ist nur SasC-His-1 aufgetragen; die Bande ist gut sichtbar im Gel und im
Blot.

Ist SasC-His-NT im Ansatz vorhanden, aber kein BS? (Lane 7), so wird die SasC-His-1-Bande schwi-
cher, ist jedoch noch erkennbar. Wurde BS? dazugegeben (Lanes 8+9), so verschwindet die SasC-His-
1-Bande nahezu vollstindig. Im Gréflenbereich > 250kDa sind einige schwache Banden zu erkennen,
welche vermutlich SasC-His-NT-Multimere darstellen (siehe Abb. 4.15 A+B). Ein Dimer aus SasC-His-1
(36 kDa) und SasC-His-NT (68 kDa) hétte ein theoretisches Molekulargewicht von 104 kDa. Auch wenn
SasC-His-NT bereits auf einer Héhe von ca. 100 kDa lduft, so wiirde eine heterotypische Interaktion eine
sichtbare Verdnderung im Bandenmuster zur Folge haben. Doch kann kein Unterschied zwischen einer
reinen SasC-His-NT-Bande (Lane 10) und dem Ansatz mit SasC-His-1 und BS? festgestellt werden.

4.2.3 In vivo-crosslinking fithrt zu keiner Interaktion der SasC-His-Proteine

Fiir die in vivo-Interaktionsstudien wurden die in Abb. 4.11 dargestellten SasC-Fragmente an die T18-

und die T25-Untereinheiten der Adenylatcyclase fusioniert.

Expression der T18-SasC- und T25-SasC-Fusionsproteine in E. coli XL-1 Blue

Um die Expression der T18- und T25-SasC-Fusionsproteine in E. coli XL-1 Blue zu iiberpriifen, wurden
Zelllysate hergestellt und diese mittels Western Blot analysiert. Die Blots wurden mit einem polyklonalen
anti-T25-Antiserum (Serum 1.24023; freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. D. Ladant, Bioche-
mistry of Macromolecular Interactions, Institut Pasteur, Paris), welches die T25-Untereinheit detektiert
(genaues Epitop unbekannt; [219]). Die T18-Untereinheiten sollten mit einem anti-Cya A-Antikérper
(3D1) inkubiert, welcher gegen die Aminosduren 1-400 (Angaben des Herstellers) der Adenylatcyclase
von B. pertussis gerichtet ist und damit beide Untereinheiten detektieren wiirde. Robichon et al. detek-
tierten mit diesem Antikorper spezifisch die T18-Untereinheit [219].

Der anti-Cya A-Antikoérper zeigte in keiner eingesetzten Verdiinnung oder unter verschiedenen Be-
dingungen, wie Pufferzusammensetzung oder Inkubationszeit, eine Reaktion mit den T18-SasC-Fusions-
proteinen. Das anti-T25 Antiserum detektierte nicht nur T25-SasC-Fusionsproteine, sondern auch die
T18-SasC-Fusionsproteine.

Aus Abb. 4.17 ist zu erkennen, dass eine Expression der konstruierten T18- bzw. T25-SasC-Fusions-
proteine in E. coli XL-1 Blue stattfindet. Das anti-T25-Antiserum von Dr. Daniel Ladant (Paris) de-
tektiert ebenfalls die T18-SasC-Fusionsproteine. Die T18-Untereinheit (T18-zip aus (pUT18C-zip) und
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Abb. 4.17: Expression der T18- und T25-SasC-Fusionsproteine in E. coli XL-1 Blue. A Zell-
lysate T18-SasC-Transformanten. B Zelllysate T25-SasC-Transformanten. Western Blots wurden mit
anti-T25-Antiserum oder Anti-Cya A-Antikorper inkubiert. Exprimierte Fusionsproteine sind mit Pfeilen
markiert.
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Tabelle 4.6: Grofien der T18- und T25-SasC-Fusionsproteine

SasC-Fragment T18-Fusionsprotein [kDa] T25-Fusionsprotein [kDa]

+ (His-)NT 88,2 89,8
+ (His-)F1 455 47,08
+ (His-)F?2 37,27 39,17
+ (His-)F3 37,43 39,18
+ (His-)F4 53,6 55,19
+ (His-)F5 29,3 30,89
+ (His-)DUF1-6 80,76 82,35

T18 aus dem Leervektor (pUT18C)) hat ein theoretisches Molekulargewicht von 21,8kDa, fur T18-
SasC-F1 betriagt das MW 45,5kDa, fiir T18-SasC-F2 32,27 kDa; fiir T18-SasC-F3 37,43 kDa; fiir T18-
SasC-F4 53,6 kDa; fiir T18-SasC-F5 29,3 kDa; fiir T18-SasC-DUF1-6 80,76 kDa und fiir T18-SasC-NT
88,2kDa. Fir die T25-Untereinheit (T25-zip aus (pKT25-zip)) betrdgt das MW 23,39kDa, fiir T25-
SasC-F1 47,08 kDa, fiir T25-SasC-F2 39,17 kDa, fiir T25-SasC-F3 39,18 kDa, fiir T25-SasC-F4 55,19 kDa,
fiir T25-SasC-F5 30,89 kDa, fiir T25-SasC-DUF1-6 82,35 kDa und fiir T25-SasC-NT 89,8 kDa (siehe auch
Tabelle 4.4). Neben den Banden der Fusionsproteine sind verschiedene weitere Banden auf dem Blot zu
erkennen. Bei allen drei Antiseren ist eine intensive Doppelbande bei 35 kDa zu erkennen. Nach Inkubati-
on mit anti-SasC-DUF12542-Antiserum ist teilweise ein auffilliger Intensitétsunterschied zwischen nicht
induziertem und induziertem Zelllysat bei dieser Bande zu erkennen.

Das anti-T25-Antiserum reagiert zudem stark mit einem Protein von ca. 40 kDa, welches nicht von den
beiden anderen Antiseren detektiert wird.

Es konnte bestétigt werden, dass alle SasC-Fusionsproteine, sowohl mit der T18- als auch der T25-
Untereinheit, in E. coli XL-1 Blue exprimiert werden. Die Plasmide, welche das Fusionsprotein exprimie-
ren, wurden isoliert und anschlieflend fiir die Co-Transformation in die FE. coli-Reporterstamme DHM1
und BTH101 eingesetzt.

Co-Transformation von E. coli DHM1 und BTH101 mit T18-SasC- und
T25-SasC-Fusionskonstrukten fiihrt zu keiner Interaktion der SasC-Fragmente

Es wurden (pUT18C-SasC-NT) und (pKT25-SasC-NT), (pUT18C-SasC-DUF1-6) und (pKT25-DUF1-
6) oder (pUT18C-SasC-F1) und (pKT25-SasC-F1) in elektro-kompetente E. coli DHM1 und chemisch-
kompetente E. coli BTH101 eingebracht. Beide Stdmme wurden ebenfalls mit den Leervektoren (pUT18C)
und (pKT25) co-transformiert, welche als Negativkontrolle dienen. Die Untereinheiten T18 und T25 sind
alleine nicht in der Lage miteinander zu interagieren. Als Positivkontrolle wurden die T18-zip und T25-
zip-Plasmide co-transformiert. Das enthaltene Leucin-zipper-Motiv fiithrt zu einer Interaktion der beiden
Untereinheiten und zur Rekonstitution der Aktivitdt der Adenylatcyclase. Die Transformationsansitze

wurden auf LB/X-Gal- oder auf MacConkey/Maltose-Selektivmedien ausplattiert.
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Abb. 4.18: Co-Transformation von E. coli DHM1 mit (pUT18C-SasC)- und (pKT25-SasC)-
Konstrukten. Der Reporterstamm DHM1 wurde mit (pUT18C-SasC-NT) und (pKT25-SasC-NT),
(pUT18C-SasC-DUF1-6) und (pKT25-DUF1-6) oder (pUT18C-SasC-F1) und (pKT25-SasC-F1) co-
transformiert. Als Kontrolle dient eine Co-Transformation mit (pUT18C-zip) und (pKT25-zip) oder
mit den Leervektoren (pUT18C) und (pKT25). In der oberen Reihe sind die Co-Transformanten auf
MacConkey/Maltose-, in der unteren Reihe auf LB/X-Gal-Agar iiberimpft worden.

E. coli BTH101

Kontrollen

(PUT18C-SasC-DUF1-6) +| (pUT18C-SasC-NT) +
(PUT18C-zip) + (pKT25-zip]  (pUT18C) + (pKT25) | (pKT25-SasC-DUF1-6) | (pKT25-SasC-NT)

MacConkey/Maltose

LB/X-Gal

Abb. 4.19: Co-Transformation von E. coli BTH101 mit (pUT18C-SasC)- und (pKT25-SasC)-
Konstrukten. Der E. coli-Reporterstamm BTH101 wurde mit (pUT18C-SasC-NT) und (pKT25-SasC-
NT) oder mit (pUT18C-SasC-DUF1-6) und (pKT25-DUF1-6) co-transformiert. Als Kontrolle dient ei-
ne Co-Transformation mit (pUT18C-zip) und (pKT25-zip) oder mit den Leervektoren (pUT18C) und
(pKT25). In der oberen Reihe sind die Co-Transformanten auf MacConkey/Maltose, in der unteren Rei-
he auf LB/X-Gal tiberimpft worden.

93



4 Ergebnisse

E. coli BTH101
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Abb. 4.20: Co-Transformation von E. coli BTH101 mit (pUT18C-SasC-F1) und (pKT25-
SasC-F1). Der E. coli-Reporterstamm BTH101 wurde mit (pUT18C-SasC-F1) und (pKT25-SasC-F1)
co-transformiert. Als Kontrolle dient eine Co-Transformation mit (pUT18C-zip) und (pKT25-zip) oder
mit den Leervektoren(pUT18C) und (pKT25). Co-Transformanten wurden auf MacConkey/Maltose- oder
auf LB/X-Gal-Agarplatten tiberimpft.

Wie in den Abb. 4.18 und 4.19 zu erkennen, zeigen mit den zip -Plasmiden co-transformierten DHM1
und BTH101 eine starke Pinkfarbung auf MacConkey/Maltose- bzw. eine Blaufarbung der Kolonien auf
LB/X-Gal-Agar. Dies lasst auf eine Interaktion der T18 mit der T25-Untereinheit schlieflen. Dadurch
wurde die Enzymaktivitidt der Adenylatcyclase wiederhergestellt und die Reportergene des lac- bzw.
mal-Operons exprimiert. Wurden die Leervektoren (pUT18C) und (pKT25) in DHM1 eingebracht, so
konnte keine Interaktion detektiert werden. Die Kolonien waren weifilich/farblos. Fiir die Fusionskon-
strukte mit SasC-NT und SasC-F1 konnte mit diesem System in dem hier verwendeten Reporterstamm
und unter verschiedenen Bedingungen keine phénotypische Verdnderung, bedingt durch die Interaktion
der SasC-Fragmente, beobachtet werden. Die Transformanten weisen dieselbe Farbung auf wie die Ne-
gativkontrolle mit den Leervektoren. Von den SasC-DUF1-6-Fusionsproteinen wurde nach Schroder et
al. keine Interaktion erwartet [128], doch haben u.A. crosslinking-Experimente mit BS? im Rahmen die-
ser Arbeit auf eine mogliche Beteiligung der DUF1542-Doménen an der SasC-vermittelten Aggregation

hingewiesen.

Um die Moglichkeit zu tiberpriifen, dass die SasC-Interaktionen ionenabhéngig sind, wurden Co-
Transformanten ebenfalls auf LB/X-Gal oder MacConkey/Maltose, versetzt mit 0,3mM ZnCly, aus-
plattiert. Bei allen Ansétzen mit SasC-Fusionskonstrukten zeigte sich eine leicht rétliche Farbung in der
Mitte der einzelnen Kolonien. Durch Verldngerung der Inkubationszeit auf z. T. mehr als 48 h bei 30°C

verstirkte sich diese Farbung (Daten hier nicht gezeigt). Da aber die Co-Transformanten mit beiden
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Leervektoren ebenfalls diesen Effekt zeigten, scheint dies kein Hinweis auf eine Interaktion der SasC-
Fragmente zu sein.

Zur Uberpriifung ob eine Expression der einzelnen Fusionsproteine in den Reporterstimmen erfolgt,
wurde F. coli BTH101 mit den verschiedenen T18- bzw. T25-SasC-Konstrukten transformiert. In Abb.
4.21 sind die Western Blots verschiedener Zelllysate (jeweils 2 Klone der Transformation), inkubiert mit
anti-T25-Antiserum, anti-SasC-NT-Antiserum oder anti-SasC-DUF1542- Antiserum, abgebildet. Obwohl
in vivo bei Co-Transformation mit (pUT18C-zip) und (pKT25-zip) eine Protein-Interaktion (blaue bzw.
pinke Koloniefarbe auf LB/X-Gal-Agar bzw. MacConkey/Maltose) beobachtet wurde, wurden weder
die T18-zip noch die T25-zip Proteine im Zelllysat durch das anti-T25-Antiserum detektiert. T18- und
T25-SasC-NT- (88,2kDa bzw. 89,8kDa) und T18- und T25-SasC-DUF1-6-Fusionsproteine (80,76 kDa
bzw. 82,35kDa) konnten mit dem anti-T25-Antiserum nachgewiesen werden. Die zusétzlichen Banden
sind in den induzierten Zelllysaten auf den Blots in Abb. 4.21 mit Pfeilen markiert. Dieses Ergeb-
nis wurde teilweise durch die Reaktion des anti-SasC-DUF1542-Antiserums mit den T18- bzw- T25-
SasC-DUF1-6-Fusionsproteinen bestatigt. Mit dem anti-SasC-NT-Antiserum konnten die T'18- und T25-
SasC-NT-Fusionsproteine in E. coli BTH101 nicht detektiert werden. Da die T18- und T25-SasC-NT-
Fusionsproteine hier jedoch mit dem anti-T25-Antiserum detektiert werden konnten, kann von einer

Expression in F. coli BTH101 ausgegangen werden.
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Abb. 4.21: Expressionstest von T18- und T25-SasC-Fusionsproteinen in E. coli BTH101.
Mit anti-T25-Antiserum konnte die Expression von T25-SasC-NT und T25-SasC-DUF, sowie T18-
SasC-NT und T18-SasC-DUF nachgewiesen werden. Das anti-SasC-DUF-Antiserum konnte die DUF-
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Fusionsproteine ebenfalls detektieren.
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Zugabe von bivalenten Kationen beeinflusst konzentrationsabhingig das Wachstum
von E. coli DHM1

Da Protein-Protein-Interaktionen ionenabhéngig sein kénnen, wurden bei der Durchfithrung des BACTH
Tonen zu den Selektivmedien zugegeben. Es wurde ein Mikrodilutionstest mit verschiedenen bivalenten
Kationen (Zn?*, Mg?*, Ca?*, Ni?*, Mn?*) durchgefiihrt, um einen interaktionsunabhingigen Einfluss
auf das Wachstumsverhalten von F. coli DHM1, welcher fiir das BACTH als Reporterstamm dienen soll,
auszuschlieen und die optimale Konzentration fiir die Selektivmedien zu ermitteln.

Anhand der Abb. 4.22 wird deutlich, dass verschiedene Ionen konzentrationsabhéngig auf das Wachs-
tum von DHM1-Zellen wirken. Bis zu einer Konzentration von 0,45 mM beeinflussen Zinkionen das bak-
terielle Wachstum nicht. Um in den einen mdoglichst breiten Gradienten an Ionenkonzentration in den
Selektivmedien abzudecken (Abb. 4.23), wurde mit einer Maximalkonzentration von 0,7 mM Zink gearbei-
tet. Ab dieser Konzentration war fast kein Wachstum mehr nachweisbar. Kalzium und Magnesium fiithren
auch bei der hochsten getesteten Konzentration von 40 mM zu keiner Beeintrachtigung des Zellwachstums.
Diese Ionen wurden spater bis zu einer Konzentration von 40 mM verwendet. Mangan- und Nickelionen
wirken schwécher als Zink auf das E. coli-Wachstum. Erst ab einer Konzentration von 1,25 mM zeigen
diese Ubergangsmetalle einen beginnenden zytotoxischen Effekt. Bei Zugabe von Mangan konnte ab eine
Konzentration von 10 mM kein bakterielles Wachstum mehr nachgewiesen werden, bei Nickel lag diese
Konzentration bei 2,5mM. Ab 10mM Nickel konnte eine leichte Zunahme des bakteriellen Wachstums
beobachtet werden. Fiir weitere Versuche wurde Mangan bis zu einer maximalen Konzentration von 5 mM
und Nickel bis 2,5 mM eingesetzt. Die Hochstkonzentrationen der Ionen in Gradientenagarplatten ent-
sprechen den Konzentrationen, bei welchen im Mikrodilutionstest fast kein bakterielles Wachstum mehr
stattfand.

Zugabe verschiedener Kationen zeigt keinen Effekt auf das Interaktionsverhalten der
E. coli DHM1 Co-Transformanten Da eine Ionenabhéngigkeit der SasC-Interaktionen moglich
ist, wurden Gradientenagarplatten mit Ionen versetzt und Co-Transformanten darauf ausgestrichen (Abb.
4.23). Das Wachstumsverhalten wurde dadurch nicht beeinflusst. Verschiedene Konzentrationen von bio-
logisch relevanten bivalenten Kationen hatten keinen Effekt auf das Interaktionsverhalten der T18- und
T25-NT-Fusionsproteine in den DHM1-Zellen zeigen.

Von Co-Transformantenplatten (Abb. 4.18) wurden einige Klone auf die Gradientenplatten iiberimpft.
Dem Verlauf des Ionen-Konzentrationsgradienten folgend, wurden das bakterielle Material als durch-
gehende Linie aufgetragen. Der Klon der Positivkontrolle zeigt auf jeder Platte die charakteristische
rote bzw. blaue Farbung. Die Interaktion der Leucin-zipper-Motive von (pUT18C-zip) und (pKT25-zip)
wird nicht durch die Zugabe von Ionen beeinflusst. Auf LB/X-Gal erscheinen alle SasC-SasC-NT-Co-
Transformanten ebenso farblos wie die Negativkontrolle. Auf MacConkey/Maltose dagegen weisen die
Kolonien eine rotliche Farbung auf, da dies jedoch auch auf die Negativkontrolle zutrifft, ist dies kein

Indiz auf eine ionenabhéngige Interaktion. Bei den Kolonien der Negativkontrolle und der SasC-SasC-NT-
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A Einfluss von Zinkionen auf das Wachstum von E. coli DHM1
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Abb. 4.22: Einfluss von bivalenten Kationen auf das Wachstumsverhalten von E. coli DHM1.
A Zugabe von Zink. Zink wirkt bereits bei geringen Konzentrationen zytotoxisch auf die DHM1-Zellen.
B Zugabe von Magnesium, Kalzium, Mangan oder Nickel. Magnesium und Kalzium zeigen auch
bei hohen Konzentrationen keinen Effekt, wohingegen Mangan und Nickel ab 5 mM bzw. 2,5 mM starke

zytotoxische Wirkung zeigen.
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2.5mM SmM

Abb. 4.23: Einfluss von bivalenten Kationen auf die Interaktion von T18- und T25-SasC-
Fusionsproteinen in FE. coli DHM1. A ZnCls-Gradient; B NiCls-Gradient; C MnCls-Gradient; D
CaCly-Gradient; E MgCle-Gradient. Linkes Panel: Co-Transformanten auf LB/X-Gal; rechtes Panel: Co-
Transformanten auf MacConkey/Maltose. (1) Co-Transformanten mit (pUT18C-zip) und (pKT25-zip),

(2)+(3) Co-Transformanten mit (pUT18C-SasC-NT) und (pKT25-SasC-NT), (4) Co-Transformanten mit
(pUT18C) und (pKT25).
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4 Ergebnisse

Co-Transformanten auf LB/X-Gal konnte keinerlei, in diesem Fall blauliche, Farbung beobachtet werden.
Offensichtlich ist hier der zytotoxische Effekt hoherer Konzentrationen von Mangan und Nickel, was die
Ergebnisse des Mikrodilutionstests widerspiegelt, wobei der Effekt auf LB/X-Gal-Platten ausgepragter ist
als auf MacConkey-Platten. Geringe Konzentrationsungleichheiten kénnen nicht ausgeschlossen werden,

da die Platten manuell gegossen wurden.

Aktivitat der § -Galaktosidase in E. coli DHM1-Co-Transformanten Um die Ergebnisse
der in vivo-Versuche zu uberpriifen, wurde ein S-Galaktosidase-Assay durchgefithrt. Der Graph in Abb.
4.24 zeigt, dass nur eine Co-Transformation mit (pUT18C-zip) und (pKT25-zip) zu einer Rekonstitution
der 8 -Gal-Aktivitét fithrt und damit die Umsetzung von IPTG (LB/X-Gal) bzw. Maltose (MacConkey)
ermoglicht. Erwartungsgeméf zeigt die Co-Transformante mit den Leervektoren keine Enzymaktivitat.

Auch fiir die SasC-NT-Fusionskonstrukte konnte keine Aktivitdt gemessen werden.
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B-Galaktosidase-Aktivitdt in DHM1-Co-Transformanten
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Abb. 4.24: Aktivitdt der (-Galaktosidase in DHM1-Co-Transformanten. Nur mit (pUT18C-
zip) und (pKT25-zip) co-transformierte DHM1-Zellen zeigen eine Rekonstitution der Enzymaktivitét.

Mit den Leervektoren oder den SasC-NT-Fusionskonstrukten co-transformierte DHM1 weisen keinerlei
[-Gal-Aktivitat auf.

Expression der T18-SasC- und T25-SasC-Fusionsproteine nach Co-Transformation
in E. coli DHM1 Weil das BACTH-System auf Selektivimedien unter verschiedenen Bedingungen
(Inkubationszeit, Temperatur, Zugabe von Ionen) keine Hinweise auf eine Interaktion der SasC-Fragmente
lieferte, wurde die Expression der Fusionsproteine T18-SasC-DUF1-6 und T25-SasC-DUF1-6 bzw. T18-
SasC-NT und T25-SasC-NT im Reporterstamm DHM1 iiberpriift. Mittels Western Blot konnten in den
Zelllysaten der DHM1-Co-Transformanten keine SasC-Fusionsproteine detektiert werden (Abb. 4.25).

Auf dem Blot in Abb. 4.25 ist eine zusétzliche Proteinbande im induzierten Zelllysat der (pUT18C-
zip) / (pKT25-zip)-Co-Transformante zu erkennen. Die Positivkontrolle zeigte bereits phanotypisch auf den
Selektivmedien die Rekonstitution der S-Gal-Aktivitdt. Die T18-Untereinheit hat ein Molekulargewicht
von 21,8kDa, die T25-Untereinheit eine Grofle von 23,39 kDa. Die vom anti-T25-Antiserum detektierte
Proteinbande lduft etwas héher als 28 kDa. Ein Heterodimer aus T18 und T25 wiirde ein Molekular-
gewicht von 452kDa besitzen. Weitere T18- oder T25-Fusionsproteine wurden nicht detektiert. Auch
die Inkubation mit anti-SasC-NT-Antiserum detektierte kein SAsC-NT-Fusionsprotein (Daten hier nicht
gezeigt).

Die Expressionstests der Co-Transformanten zeigen, dass eine mogliche in vivo-Interaktion der Fusi-
onsproteine nicht nachgewiesen werden konnte, weil keine Co-Expression in den Reporterstimmen DHM1
und BTH101 stattfindet.
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Abb. 4.25: Co-Expressionstest von T18- und T25-SasC-Fusionsproteinen in E. coli DHMI1.
A SDS-PAGE. B Western Blot. Western Blots der Zelllysate wurden mit anti-T25-Antiserum
inkubiert. Im induzierten Zelllysat der (pUT18C-zip)/(pKT25-zip)-Co-Transformante (3) ist eine in-
tensive Bande im Bereich von 30kDa zu erkennen. (1) Marker; (2) nicht induziertes (n.ind.) Zellly-
sat (pUT18C-zip)/(pKT25-zip); (3) induziertes (ind.) Zelllysat (pUT18C-zip)/(pKT25-zip); (4) n.ind.
Zelllysat (pUT18C-SasC-DUF1-6)/(pKT25-SasC-DUF1-6); (5) ind. Zelllysat (pUT18C-SasC-DUF1-
6)/(pKT25-SasC-DUF1-6); (6) n.ind. Zelllysat (pUT18C-SasC-NT)/(pKT25-SasC-NT); (7) ind. Zelllysat
(pUT18C-SasC-NT)/(pKT25-SasC-NT).

4.3 Multimere von SasC-His-NT, SasC-His-1, SasC-His-4 und
SasC-His-DUF1542 in rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen

Um zu tiberpriifen, ob die verschiedenen SasC-His-Proteine als Monomere, Dimere, Oligomere oder Mul-
timere vorliegen, wurden Proben der gereinigten Proteine an das Institut fiir Physiologie II zu Prof. Dr.
Victor Shahin gebracht und dort mit einem Rasterkraftmikroskop analysiert. Die Versuchsdurchfithrung
als auch die Auswertung wurde von Prof. Shahin und Dr. Ganzalo Rosso (beide Institut fiir Physiologie IT)
durchgefiihrt. Mittels Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy) kénnen Einzelmolekiile sichtbar
gemacht werden (single molecule imaging), um individuelle Proteinkomplexe zu untersuchen ( Abb. 4.26
und 4.27). In den Abb. 4.28 bis 4.30 sind dreidimensionale (3D-) Projektionen der Héhendifferenzaufnah-
men verschiedener Proteinproben dargestellt. Diese Aufnahmen basieren auf Gréflenunterschieden der
Partikel. Eine genaue Berechnung der Molekulargewichte der vermessen Partikel erfolgte nicht.

Die SasC-His-NT-Aufnahme in Abb. 4.26 zeigt eine breite Streuung der detektierten Partikelgrofien,
was darauf schlieffen ldsst, dass SasC-His-NT sowohl in oligomeren, als auch in multimeren Komplexen
vorliegt. Auch fiir SasC-His-1 (Abb. 4.26) wurden verschiedene Partikelgrofien gemessen. Diese weisen
eine geringere Variationsbreite der Partikelgréfien auf. Die Grélen der am héufigsten detektierten Partikel
sind hoher als fiir ein SasC-His-1-Monomer zu erwarten gewesen wéare. Weiterhin konnten verschiedene

PartikelgroBen detektiert werden, die mutmaflich von Oligomeren stammen.

Ahnlich wie bei SasC-His-1 (Abb. 4.26 entspricht auch bei SasC-His-3 (Abb.4.27) ein groBer Anteil
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rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen

Hohendifferenz-Aufnahme 3D-Aufnahme

SasC-His-NT

0 [wu] ayQH o1

SasC-His-1

TZ-Ach se

0 [wu] ayeH 0T

1.5 pm X-Achse

Abb. 4.26: Rasterkraftmikroskopische Aufnahme von SasC-His-NT und SasC-His-1. Linkes
Bild: Hohendifferenz-Aufnahme der auf dem Chip haftenden Proteine. Rechtes Bild: 3D-Projektion der
Hoéhendifferenz- Aufnahme. Je heller die Farbung, desto grofier das Probenmolekiil. Fiir SasC-His-NT
variiert die Partikelgréfle sehr, was auf die Bildung von SasC-His-NT-Oligomeren weist. Fiir SasC-His-1
ist die Variationsbreite der Partikelgrofle geringer, doch erscheinen die Partikel im angegeben Mafistab
zu groff um nur Monomere zu sein.
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Hohendifferenz-Aufnahme 3D-Aufnahme

SasC-His-3

0 [wu] aygH 0T

Y-Achse

SasC-His-DUF1542

0 [wu] aygH 0T

1.5 pm

Abb. 4.27: Rasterkraftmikroskopische Aufnahme von SasC-His-3 und SasC-His-DUF1542.
Linkes Bild: Hoéhendifferenz-Aufnahme der auf dem Chip aufgebrachten Proteine. Rechtes Bild: 3D-
Projektion der Hohendifferenz-Aufnahme. Je heller die Farbung, desto gréfler das Probenmolekiil. Fiir
SasC-His-3 variiert die Partikelgrofie. Der Vergleich mit dem angelegten Mafistab (1,5 pm) zeigt, dass die
Partikel zu grof} fiir SasC-His-3-Monomere sind. Die SasC-His-DUF1542-Proteine zeigen eine gleichmé-
Bigere Groflenverteilung, deren absolute Partikelgréfle nicht einem Monomer entspricht.
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rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen
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Abb. 4.28: Rasterkraftmikroskopische Analyse von SasC-His-NT in verschiedenen 3D-
Aufnahmen. Die Héhendifferenz-Aufnahme wurde in eine 3D-Projektion konvertiert und mit verschie-
denen Farbkodierungen unterlegt. In der weil-gelben Aufnahme repréasentieren hellere Bereiche grofiere
Partikel. Die Graustufen-Aufnahme zeigt die Partikel in schwarzer Farbung, wihrend in der Farbskalie-
rung blaue Partikel Monomere, andere Farben (griin, rot) Oligomere verschiedener Grofie reprasentieren.
SasC-His-NT-Partikel konnten als monomere und oligomere Strukturen detektiert werden. Die Partikel-
grofle ist nicht einheitlich, sondern variiert stark. Die grofite Teil der Partikel liegt als Monomer vor.

der registrierten Partikel nicht einem SasC-His-3-Monomer. Weitere Partikel verschiedener Grofien, wel-
che Oligomere und Multimere darstellen, konnten ebenfalls beobachtet werden. Die SasC-His-DUF1542-
Proteine in Abb. 4.27 zeigen eine homogenere Partikelgrée. Doch auch diese entspricht nicht einem SasC-
His-DUF1542-Monomer. Zur besseren Veranschaulichung der Ergebnisse wurden die 3D-Projektionen von
SasC-His-NT (Abb. 4.28), SasC-His-4 (Abb. 4.29) und SasC-His-DUF1542 (Abb. 4.30) mit einer Farbko-
dierung unterlegt. Je heller ein Bereich in der weif3/gelben Aufnahme (oberes rechtes Bild), desto grofier
ist das Partikel. In der grauen Farbkodierung (unteres linkes Bild) sind alle Partikel, gleich welcher Grofle,
schwarz abgebildet und in der bunten Farbprojektion (unteres rechtes Bild) reprasentieren blaue Partikel
Monomere, wihrend andere Farben oligomere Proteinkomplexe darstellen. Dem Farbverlauf von blau zu
griin zu gelb zu rot folgend, nimmt die Partikelgréfie zu.

Abbildung 4.28 verdeutlicht was bereits in Abb. 4.26 zu erkennen ist; dass SasC-His-NT eine breite
Variabilitiat der Partikelgrofien aufweist. In der bunten Farbkodierung wird dies durch die unterschied-

liche Farbung der verschiedenen Partikelgrofien besonders deutlich. So sind Monomere und Oligomere
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Abb. 4.29: Rasterkraftmikroskopische Analyse von SasC-His-4 mit verschiedenen drei-
dimensionalen Projektionen. Die Hohendifferenz-Aufnahme wurde in eine 3D-Projektion konvertiert
und mit verschiedenen Farbkodierungen unterlegt. In der weifl-gelben Aufnahme représentieren hellere
Bereiche grofiere Partikel. Die Graustufen-Aufnahme zeigt die Partikel in schwarzer Farbung, wiahrend in
der Farbskalierung blaue Partikel Monomere, andere Farben (griin, rot) Oligomere verschiedener Grofie
reprasentieren. Die Partikelgrofle ist nicht einheitlich, sondern variiert stark. Ein klarer Hinweis auf die
Oligomerisierung von SasC-His-4.

verschiedener Komplexitit erkennbar.

SasC-His-4 (Abb. 4.29) weist ebenfalls ein breites Spektrum an Partikelgrofien auf. Die Daten weisen
auf Oligomerbildung hin. Die bunte Farbkodierung zeigt deutlich, dass ein Grofiteil der Partikel nicht
als Monomer (blaue Partikel) vorliegt, sondern als grofere Komplexe. In Abb. 4.30 sind die rasterkraft-
mikroskopischen Aufnahmen von SasC-His-DUF1542 dargestellt. Die SasC-His-DUF1542-Partikel liegen
als Monomere (blau) und Oligomere vor. Die SasC-His-DUF1542-Oligomere zeigen eine geringe Grofen-
variabilitét (gleicher Farbverlauf verschiedener Partikel).

Die getesteten Proteine haften unterschiedlich gut an der beschichteten Glasoberfliche. Obwohl gleiche
Konzentrationen eingesetzt wurden, variiert die Dichte der Proteinpartikel zwischen den verschiedenen
Proben. Grund dafiir ist die unterschiedliche Oberflaichenladung der Proteine. Die Haftung der Proteine
ist unabhéngig von ihrer Tendenz zur Multimerisierung. Die Ergebnisse der Rasterkraftmikroskopie indi-
zieren, dass alle hier getesteten SasC-His-Proteine in der Lage sind Oligomere oder Multimere zu bilden,

sich jedoch deutlich in ihrer Tendenz dazu unterscheiden.
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rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen

Héhendifferenz-Aufnahme 3D-Aufnahme in weill/gelb
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Abb. 4.30: Rasterkraftmikroskopische Analyse von SasC-His-DUF1542 mit verschiedenen
3D-Projektionen. Die 3D-Projektion der Hohendifferenz-Aufnahme wurde in eine drei-dimensionale
Projektion konvertiert und mit verschiedenen Farbskalierungen unterlegt. In der weif}-gelben Aufnahme
reprisentieren hellere Bereiche grofiere Partikel. Die Graustufen-Aufnahme zeigt die Partikel in schwarzer
Féarbung, wahrend in der Farbskalierung blaue Partikel Monomere, andere Farben (griin, rot) Oligomere
verschiedener Grofe représentieren. SasC-His-DUF1542-Partikel liegen als Monomere und Oligomere mit
geringer Griiflenvariabilitat vor.
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4.4 Interaktionsstudien mittels Surface Plasmon Resonance

4.4.1 Bestimmung der Molekulargewichte der SasC-His-Proteine mittels

Grof3enausschlusschromatographie

Vor der BIAcore-Messung (durchgefiihrt bei Biaffin) wurde, ebenfalls von der Firma Biaffin, eine Gro-
Benausschlusschromatografie (Size Exclusion Chromatography, SEC) zur exakten Bestimmung der Mole-
kulargewichte der SasC-His-Proteine durchgefiihrt, um festzustellen ob die SasC-His-Proteine nativ in ei-
nem monomeren oder oligomeren Zustand vorliegen. Abhéngig von der Groéfie und dem Molekulargewicht
eluieren die Proteine bei genau definierbaren Retentionszeiten (tg). Das theoretische Molekulargewicht
der Proteine wurde zuvor berechnet, woraus sich theoretische Retentionszeiten ableiten lassen. Makro-
molekulare Komplexe wie Oligomere haben geringere Retentionszeiten und eluieren vor einem Monomer.
Die grafische Auswertung der Messungen wurde von der Firma Biaffin durchgefithrt und zur Verfiigung
gestellt.

In Abb. 4.31 sind die Diagramme der SEC fiur SasC-His-NT (A), SasC-His-1 (B), SasC-His-3 (C),
SasC-His-4 (D) und SasC-His-DUF1542 (E) abgebildet. Die dazugehorigen Messdaten sind in Tabelle 4.7
zusammengefasst.

Im sog. Ausschlussvolumen (Totvolumen) eluieren Partikel, welche zu grof§ sind, um in die pordse
stationdre Phase zu gelangen. Aggregate dieser Groflenordnung finden sich nur in der SasC-His-NT-
Probe (Abb. 4.31 (A)). Fur SasC-His-NT wurden vier Messungen durchgefiihrt. Vor Messung 2 wurde
die Probe fiir 2 h bei 4 °C gelagert, fir Messung 3 einem Einfrier-/Auftau-Zyklus unterzogen und vor
Messung 4 1x eingeforen/aufgetaut und anschlieflend fiir 2h bei 4 °C gelagert.

Bei den Messungen 2-4 eluierte Protein, neben dem Hauptpeak bei 1,24-1,25 min, zusétzlich bei einer
Retentionszeit (tg) von 0,9 min, was auf ein stark aggregiertes Protein hinweist, da dieser Peak oberhalb
des Ausschlussvolumens liegt. Fiir das Protein, welches bei einer tg = 1,25 min eluiert, wurde ein Mole-
kulargewicht von 167,2kDa in Messung 1 und ein Gewicht von 175,2kDa in den Messungen 2, 3 und 4
bestimmt. Beide Peaks eluieren vor der theoretischen tg von SasC-His-NT und entsprechen etwa der 2,5x
Grofle des Monomers. Somit liegt SasC-His-N'T in oligomerem Zustand vor. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass durch Lagerung SasC-His-NT in Losung aggregiert und aus diesem Grund kein Monomer
in der SEC detektiert werden konnte.

Bei allen weiteren Proben wurden zwei Messungen (Messung 2 nach Lagerung fiir 2h bei 4 °C durchge-
fithrt. SasC-His-1 (Abb. 4.31 B) zeigt zwei Peaks bei Retentionszeiten von 1,2 min und 1,37 min detektiert,
wobei das Eluat bei tg = 1,37 min nur in sehr geringer Ausbeute und Reinheit vorlag. Beide Peaks lie-
gen vor der theoretisch erwarteten tg. Es wurden Molekulargewichte von 211,7kDa (tg = 1,2min) und
94,4kDa (tg = 1,37 min; Messung 1) bzw. 86,3kDa (tg = 1,37 min; Messung 2) berechnet. Es eluierte
keine monomere Form von SasC-His-1. Die berechneten Komplexgréfien weisen auf SasC-His-1-Oligomere
hin.

SasC-His-3 (Abb. 4.31 C) zeigte Peaks bei tg = 1,42min und tg = 1,62 min. Das Eluat bei 1,62 min
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Tabelle 4.7: Messwerte der Grof3enausschlusschromatographie. Aus den gemessenen Retentions-
zeiten konnten die Molekulargewichte der SasC-His-Proteine bestimmt werden. Fiir alle hier gemessenen
Proteine konnten Oligomerformen detektiert werden. Nur bei SasC-His-3 représentiert der Hauptpeak
ein Monomer.

Konzen- | Aufgaben- Retentionszeit
Protein tration menge |Messung tx [min] mAU*ml | Reinheit [%] [kDaperechnet] [kDaiheoretisch]
R
[mg/ml] | [ug]
1 1,25 0,0668 90,4 167,2
) 0,92 0,088 8,9 im Ausschlussvolumen
1,24 0,0852 86,5 175,2
SasC-His-NT | 0,714 7,1 3 0,9 0,0384 29,8 im Ausschlussvolumen 68,14
1,24 0,0886 68,8 175,2
4 0,9 0,0787 41 im Ausschlussvolumen
1,24 0,1081 56,4 175,2
1 1,2 0,4048 89,9 211,7
. 1,37 0,0184 4 94,8
SasC-His-1 0,14 2,8 , 12 0,4015 89 6 2117 20
1,37 0,022 5 86,3
. 1,42 0,0665 8,3 74,9
. 1,62 0,7217 91,2 29,1
SasC-His-3 0,302 6,0 , 142 0,0566 72 749 27,09
1,62 0,721 91,7 29,1
1 1,38 0,0462 35,1 90,4
. 1,53 0,0641 48,7 44,5
SasC-His-4 0,149 3,0 ) 138 0,0398 334 90.4 23,82
1,53 0,0583 48,9 44,5
1 1,12 0,0359 32,2 308,9
SasC-His- 1,57 0,0384 34,4 36,9
0,25 5,0 ! ! . - 68,15
DUF1542 ' ’ , 1,12 0,0345 26,3 308,9 ’
1,55 0,0388 29,6 40,5
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Abb. 4.31: Elutionsdiagramme der Grof3enausschlusschromatographie. A SasC-His-NT. SasC-
His-NT eluiert vor der theoretischen Retentionszeit bereits bei 1,25 min. Fiir das Eluat wurde ein Mo-
lekulargewicht von 175,2kDa berechnet. B SasC-His-1. Fiir SasC-His-1 wurde ein Molekulargewicht
von 211kDa bei einer Retentionszeit (tg)von 1,2 min ermittelt. C SasC-His-3. Fiir den hochsten Peak
bei einer tg von 1,62 min wurde ein Molekulargewicht von 29,1 kDa berechnet, was der Monomerform
entspricht. D SasC-His-4. Fiir tg = 1,38 min wurde ein Gewicht von 90,4 kDa ermittelt, fiir den Peak
bei tg = 1,53 min ein MW von 44,5kDa. E SasC-His-DUF1542. Fiir den hochsten Peak bei tg =
1,12 min wurde ein MW von 308,9 kDa ermittelt, fiir den breiten Peak nach der theoret. tg ein MW von
38,7 kDa berechnet.
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weist eine grofle Reinheit auf und das berechnete Molekulargewicht von 29,1 kDa entspricht dem theo-
retischen von 27,09 kDa. In der Abbildung ist zu erkennen, dass der Hauptpeak von SasC-His-3 bei der
erwarteten Retentionszeit liegt. SasC-His-3 liegt grofitenteils als Monomer und zu einem sehr geringen
Anteil als Oligomer (tg = 1,42min; 74,9kDa) vor.

In Abb. 4.31 D ist zu erkennen, dass SasC-His-4 in zwei Peaks eluiert, welche beide vor der theoreti-
schen tg liegen. Beide Peaks sind sehr niedrig sind und schlecht voneinander zu trennen (nicht distinkt).
Die Reinheit liegt fiir tg = 1,38 min bei 35,1% (Messung 1) und 33,4% (Messung 2). Das errechnete
Molekulargewicht liegt hier bei 90,4 kDa. Fiir den zweiten Peak bei tg = 1,53 min liegt die Reinheit bei
48,7 bzw. 48,9%. Fir diese Eluat wurde ein Molekulargewicht von 44,5kDa errechnet. Die Ergebnisse
liefern einen Hinweis darauf, dass SasC-His-4 zu dhnlichen Anteilen als Dimer oder als Tetramer vorliegt,
da das theoretische Molekulargewicht des Monomers bei 23,82 kDa liegt.

Ein Teil der SasC-His-DUF1542-Proteine (Abb. 4.31 E) eluieren bei 1,12 min, was vor der theoretischen
Retentionszeit liegt, ein weiterer Teil bei einer tg von 1,57 min, welche nach der theoret. ty liegt. Die
Reinheit beider Eluate betragt 26,3 bzw. 34,4 %. Fiir den Peak bei tg = 112 min wurde ein Gewicht von
36,9kDa (Messung 1) bzw. 40,5kDa (Messung 2) bestimmt. Diese Werte kénnten auf einen Abbau von
SasC-His-DUF1542 hinweisen. Das SasC-His-DUF1542-Monomer besitzt ein theoret. Molekulargewicht
von 68,15kDa. Ein Komplex von 308,9kDa (tg = 1,12min) wiirde einem Oligomer aus 4-5 SasC-His-
DUF1542-Molekiilen entsprechen. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die SasC-His-Proteine in

unterschiedlichem Ausmafl Oligomere bilden.

4.4.2 SasC-His-1 und SasC-His-NT zeigen starke Interaktion mit immobilisierten

Proteinen unter schwach ionischen Bedingungen

Die Daten der Biospecific Interaction Analysis (BIA) werden als sog. Sensorgramme (Auftragung des
SPR-Signals gegen die Zeit) dargestellt (Abb. 4.32 - 4.35). Die grafische Auswertung der SPR-Messung
wurde von der Firma Biaffin durchgefiihrt. Aus diesen lassen sich u. a. Eigenschaften der Wechselwir-
kungen von Biomolekiilen wie konzentrationsabhingige Bindungsaffinitdten ablesen. Alle hier getesteten
Proteine (SasC-His-NT, SasC-His-1, SasC-His-3, SasC-His-4 und SasC-His-DUF1542) konnten erfolg-
reich unter sauren Bedingungen auf der CM-Dextran-Oberfléche des Sensorchips immobilisiert werden.
Auf Chip 1 wurden SasC-His-NT, SasC-His-1 und SasC-His-3 und auf Chip 2 SasC-His-NT, SasC-His-4
und SasC-His-DUF1542 kovalent gekoppelt. Die Regeneration mit 1 M Ethanolamin erfolgte ohne Verlust
der Bindungsaktivitdt. Die Liganden SasC-His-NT, SasC-His-1, SasC-His-3, SasC-His-4 und SasC-His-
DUF1542 wurden in zwei Konzentrationen (50 und 500 mM) getestet.

Die erste Versuchsreihe wurde unter schwach ionischen Bedingungen durchgefithrt. Die Messwerte sind
in Tabelle 4.8 und die Sensorgramme in den Abbildungen 4.32 und 4.33 zusammengefasst.

Aus den Werten und Graphen lésst sich eine deutliche Interaktion bei SasC-His-1 an SasC-His-NT und
SasC-His-1 ablesen. So wird bei Bindung von SasC-His-1 an immobilisiertes SasC-His-N'T eine RU 40
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Tabelle 4.8: Messwerte der SPR bei niedriger Ionenstirke von 150 mM NaCl. Die Bindungsstér-
ke von SasC-His-Proteinen wurden an immobilisiertes SasC-His-NT, SasC-His-1, SasC-His-3, SasC-His-4
und SasC-His-DUF1542 gemessen. SasC-His-NT, SasC-His-1 und SasC-His-3 wurden auf Chip 1 immo-
bilisiert und an Messtag 2 gemessen; SasC-His-4 und SasC-His-DUF1542 wurden auf Chip 2 gebunden
und an Messtag 1 analysiert. Ryax: theoretisch maximal erreichbare response unit [RU]; RU: Intensitét
des SPR-Signals einer Bindung; RUgqq 0 Tesponse units bei einer Analytenkonzentration von 500 nM.
Die Stochiometrie gibt das Verhéltnis des Bindungssignals zur Dichte der Proteine auf der Oberfliche

an.
Liand Rimax Ru Stoichiometrie Lisand Rmax RU Stoichiometrie
e theoretisch 500nM in [%] 5 theoretisch 500nM in [%]
SasC-His-NT 900 14,45 1,6 SasC-His-NT 1575 0,9 0,1
E SasC-His-1 250 35,4 14,2 T SasC-His-1 435 32,5 7,5
[ L]
wn —
- I
E SasC-His-3 350 58 1,7 d SasC-His-3 600 0,1 0,0
"
] ©
©
v SasC-His-4 300 2,0 0,7 “ SasC-His-4 520 0,3 0,1
SasC-His- SasC-His-
DUF1542 900 -1,6 0,0 DUF1542 1575 -1,8 0,0
. Rmax Stoichiometrie . Rmax Stoichiometrie
Li d . R R
Ligand |, oretisch| RUsooM in [%] BN theoretisch| ™ in [%]
[= .
D SasC-His-NT| 1225 13,05 1,1 o SasC-His-NT 985 -3,6 -0,4
- <
o wn
& | «| |sasCHis1| 337 33 9.8 o | |sascHis-1| 270 17,9 6,6
" “ 2
H] 0
t T . a .
@ ) SasC-His-3 470 4,7 1,0 &\ SasC-His-3 375 -2,6 -0,7
-2 < £
= © 0
S| 9| |sascHisa| a0 2,5 0,6 Q| | sasC-His-4 | 330 0,2 0,1
o ©
E SasC-His- “ SasC-His-
g DUF1542 1225 -0,1 0,0 DUF1542 985 -1,0 0,0
Lizand Rmax Ru Stoichiometrie
8 theoretisch| = oo™ in [%]
SasC-His-NT 850 4,1 0,5
o0 SasC-His-1 235 23,1 9,8
o
T .
) SasC-His-3 325 1,0 0,3
w
]
v SasC-His-4 280 -0,3 -0,1
SasC-His-
DUF1542 850 -1,0 0,0
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= 35,4 gemessen. Auch fiir die homotypischen Interaktion mit immobilisiertem SasC-His-1 und eine
heterotope Interaktion mit SasC-His-4 ist der Wert dhnlich hoch. Die Bindung an immobilisiertes SasC-
His-3 und SasC-His-DUF1542 zeigen deutlich niedrigere Signalintensitdten. Das Bindungssignal ist bei
500 nM stets hoher als bei 50 nM.

Fiir eine homotypische Interaktion von SasC-His-NT an immobilisiertes SasC-His-NT betrigt die
RUsponm = 14,45 und fiir die Interaktion mit immobilisiertem SasC-His-1 noch 13,05. Die niedrigen
Werte fiir Interaktionen von freiem SasC-His-NT mit den anderen immobilisierten Proteinen liegen sehr
viel niedriger (4,1; 0,9; -3,6 fiir SasC-His-3, SasC-His-4 bzw. SasC-His-DUF1542), was auf keine Interak-
tion zwischen diesen Proteinen hinweist.

Werden SasC-His-3, SasC-His-4 oder SasC-His-DUF1542 als Liganden hinzugegeben, weist nur SasC-
His-3 bei hoher Konzentration von 500nM eine schwache Interaktion mit gebundenem SasC-His-NT
und SasC-His-1 auf. SasC-His-4 und SasC-His-DUF1542 zeigen keine Interaktion mit immobilisierten
Partnern.

Insgesamt wird das stirkste SPR-Signal von der Interaktion von SasC-His-1 an immobilisiertes SasC-
His-NT erzeugt. Bei einer Ligandenkonzentration von 500 nM wird hier, bei einer theoretisch maximal
erreichbaren Signalintensitédt von RUpax theoret. =250, ein Wert von RUgyp,=35,4 erreicht, was eine
Stochiometrie von 14,2 % ergibt. Das bedeutet, dass 14,2 % der immobilisierten Proteine (hier SasC-His-
NT) einen SasC-His-1-Liganden gebunden haben. SasC-His-1 zeigt durchgehend die stéarkste Bindung an
die immobilisierten Proteine, wiedergegeben durch den héchsten Anteil an abgesittigten Partnern.

Die Messungen wurden mit Chip 2 wiederholt. Auch hier wurden die héchsten Signale bei Bindung von
SasC-His-1 oder SasC-His-NT an immobilisiertes SasC-His-NT gemessen (siche 4.8, B 2. Messung). Fiir
SasC-His-1 konnte eine Bindung an immobilisiertes SasC-His-4 (RUs09 nm=31,1) nachgewiesen werden.

Die Werte der Wiederholungsmessung bestétigen die Ergebnisse der ersten Messung.

Die Bindungskurven sind konzentrationsabhéngig. Die hochsten Signalintensititen erreicht die Bindung
von SasC-His-1 an das jeweilige immobilisierte Protein, wenn der Ligand in einer Konzentration von
500 nM eingesetzt wird. Zusammenfassend zeigen die SPR-Messungen, dass Zugabe von 50 nM SasC-His-
1 oder 500 nM SasC-His-NT zu starken Bindungssignalen an immobilisiertes SasC-His-NT und SasC-His-1
fithren. Allerdings ist der prozentuale Anteil an geséttigten immobilisierten Partnern fiir SasC-His-NT
sehr viel geringer als fiir den Liganden SasC-His-1. SasC-His-NT zeigt mit gebundenem SasC-His-4 und
SasC-His-DUF1542 keinerlei messbare Interaktion.
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Abb. 4.32: SPR-Messung von immobilisierten SasC-His-NT, SasC-His-1 und SasC-His-3 mit
verschiedenen Liganden bei 150 mM NaCl. Linkes Bild: Sensorgramme der SPR-Messungen;
rechtes Bild: Intensitét der Interaktion in resonance units [RU] bei 110s (Pfeil links). A Immobili-
siertes SasC-His-NT. SasC-His-1 zeigt die stérkste Interaktion mit immobilisiertem SasC-His-NT.
500 nM SasC-His-NT fiihren zu einem ahnlich hohen Signal wie 50 nM SasC-His-1. B Immobilisiertes
SasC-His-1. Die Bindung von SasC-His-1 und SasC-His-N'T' an immobilisiertes SasC-His-1 sind ver-
gleichbar hoch wie an immobilisiertes SasC-His-NT. C Immobilisiertes SasC-His-3. SasC-His-1 zeigt
das stéarkste Bindungssignal. SasC-His-N'T bindet nur schwach. Die Messungen wurden unter schwach
ionischen Bedingungen in Anwesenheit von 150 mM NaCl durchgefiihrt.
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Abb. 4.33: SPR-Messung von immobilisierten SasC-His-4 und SasC-His-DUF1542 mit ver-
schiedenen Liganden bei 150 mM NaCl. Linkes Bild: Sensorgramme der SPR-Messungen; rechtes
Bild: Intensitdt der Interaktion in resonance units [RU] bei 110s (Pfeil links). A Immobilisiertes
SasC-His-4. Nur SasC-His-1 zeigt eine Interaktion mit immobilisiertem SasC-His-4. B Immobilisier-
tes SasC-His-DUF1542. SasC-His-1 zeigt schwache Bindung an SasC-DUF1542. Die anderen Ligan-
den zeigen keinerlei Interaktion mit immobilisiertem SasC-His-4 oder SasC-His-DUF1542. Die Messungen
wurden unter schwach ionischen Bedingungen in Anwesenheit von 150 mM NaCl durchgefiihrt.
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4.4.3 Erhohung der Ionenstarke fiihrt zu schwiacherer Bindung von SasC-His-1 und

SasC-His-NT an die immobilisierten Proteine

Um mogliche unspezifische Bindungen auszuschlieffen, wurden die Analysen unter Bedingungen mit er-
hohter Tonenstérke (300 mM NaCl) wiederholt. Erhaltene Messwerte sollten demnach nur die Intensitédten
spezifischer Protein-Protein-Interaktionen wiedergeben. Fiir alle immobilisierten Proteine sank die Signal-
intensitit der Interaktionen. In Tabelle 4.9 sind die Werte der SPR-Messung bei erhdhter Ionenstérke
zusammengefasst.

Aus den Werten aus Tabelle 4.9 geht auffillig hervor, dass das Bindungssignal des am stérksten inter-
agierenden Proteins SasC-His-1 an die immobilisierten Proteine im Vergleich zu den Werten in Tabelle
4.8 stark erniedrigt ist. So betrigt die RUpax fiir die Bindung von SasC-His-1 an immobilisiertes SasC-
His-NT 13,7 und an SasC-His-1 9,1. Eine schwache Bindung konnte fiir SasC-His-1 an immobilisiertes
SasC-His-4 (RUpax = 5,0) nachgewiesen werden. Unter niedrigeren Ionenstiarken (siehe Tab. 4.8) betru-
gen die RUpax-Werte 35,4 (an immobilisiertes SasC-His-NT) bzw. 33 (an immobilisiertes SasC-His-1).
Fiir SasC-His-1 an immobilisiertes SasC-His-NT bedeutet dies eine Signalabnahme von 38,7 % bzw. ei-
ne Abnahme um 27,5% fir die Bindung von SasC-His-1 an SasC-His-1. Das zweitstiarkste SPR-Signal
liefert die Interaktion von SasC-His-NT an sich selbst oder an SasC-His-1. Unter erhéhten ionischen
Bedingungen ist das SPR-Signal um 57,4 % bzw. um 43,6 % schwécher. Ein schwaches SPR-Signal konn-
te fiir SasC-His-1 an SasC-His-4 detektiert werden (RUpax = 5,0). Eine Interaktion von Liganden mit
SasC-His-3 oder SasC-His-DUF1542 konnte nicht detektiert werden.

Unter erhohten ionischen Bedingungen zeigen die Bindungskurven von SasC-His-1 und SasC-His-NT
an immobilisiertes SasC-His-NT (Abb. 4.34 A) bzw. SasC-His-1 (Abb. 4.34 (B)) das stérkste Signal.

Insgesamt ist auch die Konzentrationsabhangigkeit (50 nM zu 500 nM) der Signalintensitit von SasC-
His-1 unter erhdhten ionischen Bedingungen schwicher als bei niedrigeren Ionenstérken. SasC-His-NT
und SasC-His-1 liefern vergleichbar starke SPR-Signale. SasC-His-3 zeigt noch schwache Interaktion mit
immobilisiertem SasC-His-NT (Tabelle 4.9). Fiir immobilisiertes SasC-His-3, SasC-His-4 und SasC-His-
DUF1542 konnte mit keinem der Liganden eine Interaktion mehr nachgewiesen werden, was darauf schlie-
en ldsst, dass die in den Abb. 4.32 und 4.33 dargestellten Bindungskurven unspezifischer Natur waren.

Auch in den Wiederholungsmessungen von Chip 2 wurden die spezifischen Bindungssignale durch
erhohte Ionenstarke stark verringert. Nur fiir SasC-His-NT (RU309 nm=12,5) und SasC-His-1 (RUs00 num
= 26,9) konnten noch Interaktionen mit immobilisiertem SasC-His-NT detektiert werden. Die erhdhte
Tonenkonzentration 16st unspezifische Bindungen und reduziert das SPR-Signal moglicher spezifischer
Bindungen. Eine spezifische stabile Interaktion von SasC-His-1 an SasC-His-NT, SasC-His-1 und SasC-

His-4 konnte nachgewiesen werden.
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Tabelle 4.9: Messwerte der SPR-Analyse bei erhohter Ionenstiarke von 300 mM NaCl. SasC-
His-NT, SasC-His-1, SasC-His-3, SasC-His-4 und SasC-His-DUF1542 wurden auf einem CH5-Chip im-
mobilisiert und die Bindungsstérke der SasC-His-Analyten an diese gemessen. SasC-His-NT, SasC-His-1
und SasC-His-3 wurden auf Chip 1 immobilisiert und an Messtag 2 gemessen; SasC-His-4 und SasC-His-
DUF1542 wurden auf Chip 2 gebunden und an Messtag 1 analysiert. Eine Erhéhung der Ionenstérke
fiihrt zu geringeren Signalintensititen und schwécheren Bindungen. R .x: theoretisch maximal erreich-
bare response unit (RU); RUgqqn: Tesponse units bei einer Analytenkonzentration von 500nM. Die
Stochiometrie gibt das Verhéltnis des Bindungssignals zur Dichte der Proteine auf der Oberfliche an.

Ligand Rmax Ru Stdichiometrie Ligand Rmax Ru Stéichiometrie
& theoretisch S00nM in [%] g theoretisch S00nM in [%]
SasC-His-NT 900 8,3 0,9 SasC-His-NT 1575 -0,1 0
E SasC-His-1 250 13,7 55 < SasC-His-1 435 5,0 1,1
1 (7]
(7] -
- I
i SasC-His-3 350 2,9 0,8 O SasC-His-3 600 -1,0 -0,2
wn
] ©
g SasC-His-4 300 1,2 0,4 v SasC-His-4 520 -1,3 -0,3
SasC-His- SasC-His-
DUF1542 900 0,1 0,0 DUF1542 1575 -2,0 0,0
. Rimax Stoichiometrie . Rmax Stdichiometrie
Ligand theoretisch Rusoonm in [%] teand theoretisch Ftsoos in [%]
[ .
‘0 SasC-His-NT 1225 5,7 0,5 ~ SasC-His-NT 985 -0,4 0
= <t
o n
a - SasC-His-1 337 9,1 2,7 ) SasC-His-1 270 0,7 0,2
b A 2
= T . (=] .
] ) SasC-His-3 470 1,8 0,4 4 SasC-His-3 375 -0,6 -0,2
2 74 z
= -4 !
a v SasC-His-4 410 0,6 0,1 < SasC-His-4 330 -0,9 -0,3
Q ©
€ SasC-His- v SasC-His-
g DUF1542 1225 -0,6 0,0 DUEF1542 985 -1,9 0,0
Ligand Rimax Ru Stdichiometrie
& theoretisch| ™ in [%]
SasC-His-NT 850 0,8 0,1
" SasC-His-1 235 1,8 0,8
o
T .
3 SasC-His-3 325 0,3 0,1
w
[}
w SasC-His-4 280 0,2 0,1
SasC-His-
DUF1542 850 01 0.0
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Abb. 4.34: SPR-Messung von immobilisierten SasC-His-NT, SasC-His-1 und SasC-His-3 mit
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Linkes Bild: Sensorgramme der SPR-Messungen;
rechtes Bild: Intensitét der Interaktion in resonance units [RU] bei 110s (Pfeil links). A Immobilisiertes
SasC-His-NT. Die Erhohung der Ionenstérke auf 300 mM NaCl fithrt zu einer starken Abnahme des
Bindungssignals der Liganden an immobilisiertes SasC-His-NT. B Immobilisiertes SasC-His-1. Die
Signalintensitdt der Bindung von SasC-His-NT und SasC-His-1 an SasC-His-1 ist geringer als unter
niedrig-ionischen Bedingungen. C Immobilisiertes SasC-His-3. Kein Ligand zeigte eine Interaktion.
Die Liganden SasC-His-4 und SasC-His-DUF1542 zeigen keine Bindung an eines der immobilisierten
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Immobilisiertes Protein Liganden
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Abb. 4.35: SPR-Messung von immobilisierten SasC-His-4 und SasC-His-DUF1542 mit ver-
schiedenen Liganden bei 300 mM NaCl. Linkes Bild: Sensorgramme der SPR-Messungen; rechtes
Bild: Intensitét der Interaktion in resonance units [RU] bei 110s (Pfeil links). A Immobilisiertes SasC-
His-4. B Immobilisiertes SasC-His-DUF1542. Keiner der Ligandenproteine zeigte eine Interaktion
mit den immobilisierten Proteinen.
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4 Ergebnisse

4.5 Kg-Bestimmung homo- und heterotypischer

SasC-His-Interaktionen mittels MicroScale Thermophoresis

Um potentielle Interaktionen der verschiedenen N-terminalen Doménen zu untersuchen, wurden die Bin-
dungseigenschaften und Dissoziationskonstanten einiger ausgewéhlte SasC-His-Proteine bestimmt.

Dazu wurden verschiedene Konzentrationen eines als Liganden eingesetzten SasC-His-Proteins (SasC-
His-NT, SasC-His-1, SasC-His-3, SasC-His-4, SasC-His-DUF1542) gegen ein fluoreszenzmarkiertes SasC-
His-Protein*NT647 (SasC-His-NT, SasC-His-1, SasC-His-DUF1542) konstanter Konzentration titriert.
In den Abb. 51-56 sind die grafischen Auswertungen der Kg4-Bestimmungen verschiedener Interaktions-
partner dargestellt. Es ist das Mafl der Fluoreszenz Fpom (in %0) gegen die verschiedenen eingesetzten
Konzentrationen des Ligandenproteins (logarithmische Skala; in [nM]) aufgetragen. Es ergibt sich eine
dosisabhiingige Anderung der Fluoreszenzintensitét.

Die Auswertung erfolgte automatisch mit der zum Gerét dazugehorigen NanoTemper Analysesoftware.

Fiir die Kg-Bestimmung wurden die Kurven von der NanoTemper Analysesoftware extrapoliert, da
aufgrund einer zu geringen Konzentration der Liganden keine vollstindige Sattigung des markierten
Bindungspartners erreicht werden konnte. Zu Beginn der Dosisabhingigkeitskurve bei niedrigen Konzen-
trationen des Liganden liegen Ligand und markiertes Protein im ungebundenen Zustand (unbound state)
vor, in welchem noch keine Interaktion stattgefunden hat. Die Abflachung der Bindungskurve im Bereich
hoherer Ligandenkonzentrationen steht fiir die Entstehung des gebundenen Zustands (bound state), in
welchem beide Proteine beginnen miteinander zu interagieren. Eine vollstdndige Abséttigung der Bin-
dungspartner wird durch eine vollkommen flache Kurve reprisentiert. Alle markierten Proteine wurden
in einer Konzentration von 50 nM eingesetzt.

In Abb. 4.36 ist die Dosisabhéngigkeit einer homotypischen Interaktion von SasC-His-NT*NT647 mit
SasC-His-NT als Liganden dargestellt. Die Konzentration des Ligandenproteins wurde von 0,107 nM bis
3,5 1M variiert. Ab einer Konzentration von 100 nM beginnt die Kurve abzuflachen und Interaktion statt-
zufinden. Es konnte keine Sdttigung erreicht werden. Die Analysesoftware berechnete einen vorldufigen
Kg-Wert von 1,1 x 10°% M fiir eine Interaktion von SasC-His-NT mit sich selbst. In diesem Ansatz konnten
auch SasC-His-NT-Aggregate detektiert werden. Um zu iiberpriifen, ob die Aggregatbildung die Interak-
tion und damit den Kg-Wert beeinflusst, wurde die SasC-His-NT-Verdiinnungsreihe, welche als Ligand
eingesetzt wurde, zentrifugiert und die Messung mit dem Uberstand wiederholt (Daten nicht gezeigt).
Beide Messungen ergaben einen vergleichbaren Kg-Wert, was impliziert, dass SasC-His-NT-Aggregate die
MST-Messung nicht beeinflusst haben.

Fiir die Messung der homotypische Interaktion von SasC-His-1 (Abb. 4.37) wurde die Konzentration
des SasC-His-1-Liganden von 0,107 nM bis 3,5 pM variiert. Auch fiir diese Partner beginnt eine Interaktion
ab einer Ligandenkonzentration von 100 nM stattzufinden. Der errechnete Kq-Wert betriagt ebenfalls 1,1
x 106 M. Auch hier wurde der Séttigungsgrad im bound state nicht erreicht. In Abb. 4.38 ist zu erkennen,
dass keine Interaktion von SasC-His-DUF1542 mit sich selbst stattfindet. Die Messwerte sind dosisunab-
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Thermophoresis
K4-Bestimmung der Interaktion von SasC-His-NT mit SasC-His-NT
e ;-Fit SasC-His-NT*NT647 [50 nM] vs. SasC-His-NT [3,5 pM]
Dosisabhangigkeit SasC-His-NT*NT647 [50 nM] vs. SasC-His-NT [3,5 uM]
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Abb. 4.36: K4-Wert-Bestimmung einer homotypische SasC-His-NT*NT647/SasC-His-NT-
Interaktion. Eine dosisabhéngige Messung der Fluoreszenzénderung ergab einen theoret. K4-Wert von
1,1 x 106,

K,-Bestimmung der Interaktion von SasC-His-1 mit SasC-His-1

e K -Fit SasC-His-1*NT647 [50 nM] vs. SasC-His-1 [3,5 uM]

Dosisabhangigkeit SasC-His-1*NT647 [50 nM] vs. SasC-His-1 [3,5 uM]
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Abb. 4.37: Kg-Wert-Bestimmung einer homotypische SasC-His-1*NT647/SasC-His-1-
Interaktion. Eine dosisabhingige Messung der Fluoreszenzidnderung ergab einen theoret. K4-Wert
von 1,1 x 10 M.
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K4-Bestimmung der Interaktion von SasC-His-DUF1542 mit SasC-His-DUF1542

e K4-Fit SasC-His-DUF1542*NT647 [50 nM] vs. SasC-His-DUF1542 [6,8 pM]
Dosisabhangigkeit SasC-His-DUF1542*NT647 [50 nM] vs. SasC-His-DUF1542 [6,8 uM]
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Abb. 4.38: Kq-Wert-Bestimmung einer homotypische SasC-His-DUF1542*NT647/SasC-His-
DUF1542-Interaktion. Fiir His-DUF1542 konnte keine homotypische Bindung nachgewiesen werden.
Die einzelnen Messwerte lassen sich nicht in Korrelation zur Konzentration des Liganden setzen.

héngig und zufillig gestreut. Die eingesetzten Konzentrationen des SasC-His-DUF1542-Liganden lagen
zwischen 0,208 nM und 6,8 pM.

In den folgenden Abb. 4.39 bis 4.41 sind die Ergebnisse der untersuchten potentiellen heterotypischen
Interaktionen grafisch dargestellt. Als fluoreszenzmarkiertes Protein wurde in allen Fallen SasC-His-1
mit einer Konzentration von 50 nM eingesetzt, da dieses bereits in vorhergegangenen Experimenten In-
teraktionsverhalten zeigte. So konnten sowohl in den SEC-Versuchen SasC-His-1-Oligomere nachgewiesen
werden, als auch in den BS?>-Experimenten bzw. in der anfinglichen Reinigung, wo SasC-His-1 bereits als
Dimer vorlag. In den BIAcore-Analysen zeigte SasC-His-1 starke Bindung an die immobilisierten Proteine
und auch in den rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen ist eine Streuung der PartikelgréBen erkennbar,
welche vermuten lésst, dass SasC-His-1 in multimeren Zusténden vorliegen kann.

Fiir eine Interaktion von SasC-His-NT gegen markiertes SasC-His-1 (Abb. 4.39) wurde ein Kg4-Wert
von 1,1 x 10 M berechnet, welcher damit nur halb so grof ist, wie fiir alle anderen Interaktionen. Auch
konnte in diesem Fall der Beginn der Sattigung erreicht werden. Fiir alle anderen MST-Experimente
war die maximale Konzentration des Liganden nicht hoch genug um eine vollstédndige Absédttigung des
Bindungspartners zu erreichen.

Fiir die Messung der Interaktion von SasC-His-3 mit markiertem SasC-His-1 (Abb. 4.40) konnte ein
Kq-Wert von 2 x 109 M errechnet werden. Dieser ist damit fast doppelt so hoch wie die K4-Werte fiir
die homotypischen Interaktion von SasC-His-NT (Abb. 4.36) oder SasC-His-1 (Abb. 4.37) und betragt
sogar das Vierfache des Wertes fiir die Interaktion von SasC-His-1*NT647 mit SasC-His-NT (Abb. 4.39).
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Thermophoresis
K4-Bestimmung der Interaktion von SasC-His-1 mit SasC-His-NT
o K4-Fit SasC-His-1*NT647 [50 nM] vs. SasC-His-NT [3,5 pM]
Dosisabhingigkeit SasC-His-1*NT647 [50 nM] vs. SasC-His-NT [3,5 uM]
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Abb. 4.39: Kq-Wert-Bestimmungen einer heterotypischen Interaktion von SasC-His-1*NT647

mit SasC-His-NT. Eine dosisabhingige Messung der Fluoreszenzénderung ergab einen theoret. Kg-
Wert von 0,55 x 106 M.

K4-Bestimmung der Interaktion von SasC-His-1 mit SasC-His-3

e K-Fit SasC-His-1*NT647 [50 nM] vs. SasC-His-3 [2,75 pM]
Dosisabhdngigkeit SasC-His-1*NT647 [50 nM] vs. SasC-His-3 [2,75 uM]
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Abb. 4.40: K4q-Wert-Bestimmungen einer heterotypischen Interaktion von SasC-His-1*NT647

mit SasC-His-3. Eine dosisabhéngige Messung der Fluoreszenzénderung ergab einen theoret. K4-Wert
von 2 x 10 M
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Bestimmung des Hill-Koeffizienten der Interaktion von SasC-His-1 mit SasC-His-4

= Hill-Fit SasC-His-1*NT647 [50 nM] vs. SasC-His-4 [2,7 uM]
Dosisabhangigkeit SasC-His-1*NT647 [50 nM] vs. SasC-His-4 [2,7 uM]
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Abb. 4.41: Bestimmung des Hill-Koeffizienten einer heterotypischen Interaktion von SasC-
His-1*NT647 mit SasC-His-4. Fir die Bindung von SasC-His-1 und SasC-His-4 konnte kein Kg-
Wert bestimmt werde. Die Ergebnisse lassen auf eine kooperative Bindung schlieen. Der berechnete
Hill-Koeflizient betragt 1,6, bei einer EC5¢ von 2,2 pM.

Eine Abflachung der Kurve beginnt erst ab einer Ligandenkonzentration von > 500 nM. Die Konzen-
tration des Liganden wurde hier von 0,083 nM bis 2,75 utM variiert. Im Vergleich zu den anderen MST-
Messungen ist im Bereich des unbound state (0,1 nM bis 100 nM) eine hohere Streuung der Messwerte zu

beobachten, bedingt durch geringe Konzentrationsunterschiede des markierten SasC-His-1.

Als letzte Kombination wurde die Interaktion von SasC-His-4 mit markiertem SasC-His-1 untersucht
(Abb. 4.41). Die Konzentration des Liganden SasC-His-4 wurde von 0,083 nM bis 2,75 uM variiert. Fiir
diese Bindung konnte kein K4-Wert berechnet werden. Da auch hier kein Sattigungsgrad erreicht wurde
und die Software keinen Kg-Wert extrapolieren konnte, wurden die Daten mit dem sog. Hill-Algorithmus
analysiert. Der Hill-Koeffizient beschreibt den Einfluss der Ligandenbindung an mehreren Bindestellen
in einem Molekiil. Ein Wert von 1 bedeutet, dass keine Interaktion zwischen den einzelnen Bindestellen
stattfindet. Antagonismus oder negative Kooperativitidt wird durch einen Koeffizienten von <1 beschrie-
ben. In diesem Fall verringert die Bindung des ersten Liganden die Affinitdt der anderen Bindestellen.
Liefert der Hill-Koeffizient einen Wert >1 ist dies ein Hinweis auf eine positive Kooperativitat, bei welcher
durch Bindung eines Liganden die Affinitdt der anderen Bindestellen erhoht wird [220]. Fiir die Inter-
aktion von SasC-His-4 mit SasC-His-1*NT647 wurde ein Hill-Koeffizient von 1,6 berechnet. Es findet
die Bindung mehrerer SasC-His-4-Molekiile (hier durchschnittlich 1,6) an SasC-His-1 statt. Die effektive
Konzentration EC5q, bei welcher 50 % der Ligandenmolekiile gebunden sind, wurde mit 2,2 pM ermittelt.

Die Bestimmungen wurden einmalig durchgefiihrt.
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4.6 Phanotypische Analyse sasC- und sasC-Subklon exprimierender
Staphylokokkenstidmme

Um die SasC-abhédngige Aggregation zu untersuchen, wurden in der AG Heilmann verschiedene Sub-
klone des Proteins konstruiert (Abb. 4.42) und zur Expression in verschiedene Staphylokokkenstdmme
eingebracht. Die Aggregations- und Biofilmeigenschaften der Subklone 1 und 2 wurden von Schréder et
al. untersucht [128]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden beide Subklone mit in die Versuche integriert,
wobei Subklon 1 (Sub 1) als positive Referenz diente, da die Aggregation-vermittelnden Doménen im N-
terminalen Bereich liegen und Subklon 2 (Sub 2) als Negativkontrolle, da die DUF1542-Doménen nicht
an der SasC-vermittelten Biofilmbildung beteiligt sind. Ale Subklone beinhalten das fiir den Transport
erforderliche N-terminalen Signalpeptids mit einem YSIRK-Motiv und ein C-terminales LPXTG-Motiv

zur Verankerung des Proteins in der Zellwand.
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Abb. 4.42: Schematische Darstellung der SasC-Subklone. Sub 1 beinhaltet den gesamten N-
terminalen Bereich und Sub 2 die DUF1542-Doménen 10-17. Die Subklone 3A, 3B, 5 und 6 unterscheiden
sich im N-terminalen Bereich. Sub 3A fehlen alle SR und ein grofler Teil des zweiten LR, Sub 3B fehlen
ebenfalls die drei SR, aber nur ein kleinerer Teil des zweiten LR, Subklon 5 weist keines der LR auf.
Sub 6 exprimiert alle SR und die LR, aber nicht die FIVAR-Doméne. (LR = Large Repeat, SR = Small
Repeat; Abbildung nach Kommunikation mit C. Heilmann)

Den Subklonen 3A, 3B, 5 und 6 ist gemeinsam, dass sie alle DUF1542-Doménen besitzen und sich
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Tabelle 4.10: Grof3e der von den sasC-Subklonen exprimierten Proteine

sasC-Subklon [bp] [kDa]

SasC 6560 238
Sub 1 2562 93
Sub 2 2606 96
Sub 3A 5013 183
Sub 3B 5379  196,6
Sub 5 5426 196
Sub 6 6347 230

nur im N-terminalen Bereich unterscheiden. So beinhaltet Subklon 3A (Sub 3A) die FIVAR-Doméne
(NP90 _ D643) und einen Teil des zweiten LR (Large Repeats) von R**3 - S71. Subklon 3B (Sub 3B)
besitzt ebenfalls die FIVAR-Doméne, aber einen gréferen Teil des zweiten LR von E440 - $571 In beiden
Subklonen fehlen die drei SR (Small Repeats) und das komplette erste LR. Subklon 5 (Sub 5) hat alle
drei SR von S™ - N268  allerdings fehlen beide LR und die FIVAR-Doméne. Subklon 6 (Sub 6) besitzt
alle drei SR und beide LR, aber nicht die FIVAR-Domé&ne. Durch die iiberlappende Konstruktion der
Subklone sollte sichergestellt werden, dass keine Interaktion iibersehen wird, indem méoglicherweise ein
dafiir relevanter Abschnitt in den Grenzbereichen der Doménen abgeschnitten wurde. In Tabelle 4.5 sind
die Grofen der von den sasC-Subklonen exprimierten Proteine zusammengefasst. Das Gesamtprotein
SasC hat ein Molekulargewicht von 238 kDa. Sub 1 und Sub 2 haben eine Gréfle von 93 bzw. 96 kDa,
Sub 3A ist 183 kDa grol und Sub 3B 196,6 kDa. Sub 5 ist mit einem Molekulargewicht von 196 kDa nur
geringfiigig kleiner als Sub 3B. Sub 6 hat ein Molekulargewicht von 230 kDa, was aufgrund der fehlenden

FIVAR-Domaéne einen Grofienunterschied von nur 8 kDa zum Gesamtprotein SasC ausmacht.

4.6.1 Expression von sasC und sasC-Subklonen in S. carnosus TM300, S. aureus
4074 und S. aureus SH1000

Um zu iiberpriifen, ob die SasC-Proteine richtiger Grofie exprimiert werden, wurden Lysostaphinlysate
der verschiedenen Staphylokokken-Stdmme hergestellt, welche iiber eine SDS-PAGE analysiert wurden.
Es wurde die Expression von sasC und sasC-Subklonen in S. carnosus TM300 (Abb. 4.43) und den S.
aureus-Stammen 4074 (Abb. 4.44 und 4.45) und SH1000 (Abb. 4.46) tberpriift. Als Referenz diente der
Subklon (pCXAlip). Hier ist das Lipase-Gen in (pCX19) deletiert, welches in den anderen Subklonen
durch das SasC-Fragment ersetzt wurde. In den Subklonen SH1000 SasC, Sub 1, Sub 2, Sub 3A, Sub 3B,
Sub 5 und Sub 6 ist das Lipase-Gen durch SasC oder die verschiedenen SasC-Subklonfragmente ersetzt.
In den Abb. 4.43 bis 4.46 ist unter A jeweils die SDS-PAGE der Lysostaphinlysate abgebildet, unter B
der Western Blot, inkubiert mit anti-SasC-NT-Antiserum und unter C der Western Blot, welcher mit
anti-SasC-DUF1542- Antiserum inkubiert wurden.

In S. carnosus TM300 werden Gesamt-SasC (238 kDa) und die Subklone 1 (93kDa), 3A (183kDa),

126



4.6 Phanotypische Analyse sasC- und sasC-Subklon exprimierender Staphylokokkenstdmme

kDa

250 —
130 —
100 —
70 —
55 —

-]

kDa

250 —
130 —

100 —
70 —
55 —

Anti-SasC-NT

kDa

250 —
130 —
100 —
70 —
55 —

Anti-5asC-DUF1542

Abb. 4.43: Lysostaphinlysate der sasC-exprimierenden Subklone in S. carnosus TM300. A
SDS-PAGE; B Western Blot mit anti-SasC-NT-Antiserum; C Western Blot mit anti-SasC-

DUF1542- Antiserum. (1) Marker; (

2) TM300 (pCXAlip); (3) TM300 (pSasC); (4) TM300 (pSubl); (5)
TM300 (pSub2); (6) TM300 (pSub3A);

(7) TM300 (pSub3B); (8) TM300 (pSubb); (9) TM300 (pSubb).
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Abb. 4.44: Lysostaphinlysate der sasC-exprimierenden-Subklone in S. aureus 4074. A SDS-
PAGE; B Western Blot mit anti-SasC-NT-Antiserum; C Western Blot mit anti-SasC-DUF1542-
Antiserum. (1) Marker; (2) 4074 (pCXAlip); (3) 4074 (pSasC); (4) 4074 (pSubl); (5) 4074 (pSub2); (6)
4074 (pSub3A); (7) 4074 (pSub3B); (8) 4074 (pSub5); (9) 4074 (pSubb).

3B (196,6 kDa), 5 (196 kDa) und 6 (230kDa) exprimiert und im Western Blot von dem anti-SasC-NT-
Antiserum detektiert. Distinkte Banden, die mit der richtigen Gréfle korrelieren, sind zu erkennen. Bis auf
Sub 1, welcher keine DUF1542-Doménen besitzt, werden alle Subklone und das Gesamt-SasC von dem
anti-SasC-DUF-Antiserum detektiert. Sub 2 (96 kDa) wird nicht vom anti-SasC-NT-Antiserum detektiert,
da er nur die DUF1542-Doménen 10-17 beinhaltet. Im Lysat von Sub 1 sind im Western Blot (Abb. 4.44,
B) multiple Banden sichtbar, welche mutmaflich aus abgebautem Protein bestehen. Beide Antiseren
zeigen keine unspezifischen Reaktionen mit anderen Proteinen von S. carnosus TM300. In der ersten
Spur ist das Lysat von TM300 (pCXAlip) aufgetragen. Dies ist der Leervektor und exprimiert kein sasC

oder sasC-Subklon, so dass auch keine Reaktion mit einem der Antiseren stattfindet.

Auch in S. aureus 4074 werden Gesamt-SasC und sasC-Subklone richtiger Grofle exprimiert (Abb.
4.44). Sub 1 (Abb. 4.45) wird nur sehr schwach exprimiert. Abbauprodukte wie bei TM300 (pSubl) sind
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Abb. 4.45: Lysostaphinlysat von S. aureus 4074 (pSubl) A SDS-PAGE. B Western Blot mit
anti-SasC-NT-Antiserum. C Western Blot mit anti-SasC-DUF1542-Antiserum. (1) Marker; (2)
4074 (pSubl).

nicht vorhanden. Beide Antiseren detektieren in allen Subklonen von 4074 ein Protein mit einer Gréfie von
ca. 55 kDa, was mutmafBlich Protein A (SpA; UniProtKB; P38507) ist. Dieses Immunglobulin G-bindende
Protein von S. aureus hat ein Molekulargewicht von 55,4 kDa und bindet die in den Antiseren enthaltenen
Immunglobuline. Die putative Protein A-Bande ist ebenfalls in den Lysaten von S. aureus SH1000 (Abb.
4.46) vorhanden. In diesem Stamm weist Sub 1 erneut Banden mutmaflicher Proteindegradation auf,
reagiert jedoch erwartungsgeméf nicht mit dem anti-SasC-DUF-Antiserum, wihrend Sub 2 nur von
diesem detektiert wird. In den anderen Subklon-Lysaten werden Proteine der erwarteten Gréfle von
beiden Antiseren detektiert. Nur im Lysat von SH1000 (pCXAlip) ist kein SasC oder SasC-Subklon

enthalten.
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Anti-SasC-NT

Anti-SasC-DUF1542
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Abb. 4.46: Lysostaphinlysate der sasC-exprimierenden-Subklone in S. aureus SH1000. A
SDS-PAGE. B Western Blot mit anti-SasC-NT-Antiserum. C Western Blot mit anti-SasC-
DUF1542-Antiserum. (1) Marker; (2) SH1000 (pCXAlip); (3) SH1000 (pSasC); (4) SH1000 (pSubl);
(5) SH1000 (pSub2); (6) SH1000 (pSub3A); (7) SH1000 (pSub3B); (8) SH1000 (pSubb); (9) SH1000

(pSub6).
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Expression von sasC-Subklonen fiihrt zu Aggregatbildung in S. carnosus TM300
und S. aureus SH1000

In Aggregationsassays konnte beobachtet werden, dass die Expression von sasC-Subklonen zur Bildung
von Zellaggregaten in S. carnosus TM300 und S. aureus SH1000 in unterschiedlichem Ausmaf fithrt (Abb.
4.47). So fihrt Expression des vollstdndigen SasC-Proteins in beiden Stammen zur Bildung von grofien
Zellaggregaten. Wie besonders in S. carnosus TM300 gut sichtbar, fithrt die Expression von (pSubl)
zur Bildung von sehr groflen Aggregaten, welche grofler erscheinen als bei Expression von (pSasC). Bei
Expression der Subklone (pSub3A), (pSub3B) sowie (pSub6) sind kleine Aggregate sichtbar. Expression
von (pSub2) fithrt zu keinerlei Zellaggregation in S. carnosus TM300 oder S. aureus SH1000. Wird
(pSubb) exprimiert, kommt es zu sehr schwacher Aggregation. Erwartungsgeméfl zeigt, der mit dem
Leervektor (pCXAlip) transformierte Stamm keine Zellaggregation. Insgesamt ist die Aggregatbildung
der Subklone SasC und Sub 6 in SH1000 etwas schwécher als in TM300. Die Aggregate von Sub 3A und
Sub 3B sind in SH1000 jedoch grofler. In den Western Blots der Lysostaphinlysate der Stamme TM300
und SH1000 sind fiir Sub 1 multiple Banden sichtbar (Abb. 4.43; 4.46).
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S. carnosus TM300

S. aureus SH1000

Abb. 4.47: Aggregation von sasC-exprimierenden S. carnosus TM300 und S. aureus
SH1000. Oberes Panel: Aggregation von sasC-exprimierenden S. carnosus TM300. Unteres Panel:
sasC-exprimierenden S. aureus SH1000. A (pCXAlip). Expression des Leervektors fithrt zu keinerlei
Zellaggregation. B (pSasC). Expression des Gesamtproteins fithrt zur Bildung von grofien Zellaggrega-
ten. C (pSubl). Expression von (pSubl) fiithrt zur Bildung von sehr grofien Zellaggregaten. D (pSub2).
Es kann keine Aggregation beobachtet werden. E (pSub3A). Sub 3A bildet kleine Zellaggregate. F
(pSub3B). Expression von (pSub3B) fiihrt zu schwacher Aggregation. G (pSub5). Bei Sub 5 kénnen
nur sehr kleine Aggregate beobachtet werden. H (pSub6). Expression von (pSub6) fiihrt zur Bildung
von iiberwiegend kleinen Zellaggregaten.
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Kompetitive Aggregationsassays mit anti-SasC-Antiseren und rekombinanten

SasC-His-Fragmenten

Zugabe von anti-SasC-Antiseren oder rekombinanten SasC-His-Fragmenten beein-
flusst das Aggregationsverhalten von sasC-exprimierenden TM300 und SH1000 nicht
Das Aggregationsverhalten von sasC-exprimierenden S. carnosus TM300 und S. aureus SH1000 wird
nicht beeinflusst, wenn bakterielles Material (angezogen auf TSA, Cnl0, 1% Xylose) in PBS, versetzt
mit 1,5M SasC-His-NT oder SasC-His-DUF1542, verschiedenen Konzentrationen von anti-SasC-NT-
Antiserum (1:100; 1:1000; 1:10000) oder anti-SasC-DUF1542-Antiserum (1:100; 1:1000; 1:10000), resus-
pendiert wird.

In den Abbildungen 4.48 und 4.49 ist zu erkennen, dass bei Zugabe von anti-SasC-Antiserum oder re-
kombinantem SasC-His-Protein (pCXAlip)-exprimierende Stdmme keine Aggregation zeigen und die star-
ke Aggregation von (pSasC)- und (pSubl)-exprimierenden Stdmmen nicht beeinflusst wird. Bei SH1000
Sub 2 ist in Anwesenheit von SasC-His-DUF1542 die Bildung von sehr feinen Zellaggregaten zu beobach-
ten. Der Effekt war auch bei Wiederholung zu sehen, aber nicht bei TM300 Sub 2.

Wachstum auf anti-SasC-Antiseren verringert Aggregation von S. aureus SH1000
Sub 1 Um zu iiberpriifen, ob moglicherweise die Dauer der Exposition durch anti-SasC-Antiseren fiir
einen Effekt auf das Aggregationsverhalten relevant ist, wurden S. carnosus- und S. aureus SH1000-
Stamme auf TSA-Platten angezogen, auf welchen zuvor anti-SasC-NT- oder anti-SasC-DUF-Antiserum
aufgebracht wurde. In Abb. 4.50 ist zu sehen, dass nach Anzucht von S. carnosus TM300-Subklonen in
Anwesenheit von anti-SasC-NT oder anti-SasC-DUF-Antiserum, keine Anderung der SasC-vermittelten
Aggregation beobachtet werden konnte. Expression von (pSubl) fithrt zur Bildung von grofieren Zell-
aggregaten als Expression von (pSasC). Expression des Leervektors und von (pSub2) fiihrt zu keiner
Aggregation unter den getesteten Bedingungen. Die Konzentration des Antiserums hatte keinen Einfluss
auf das Aggregationsverhalten.

Werden sasC-exprimierende SH1000 auf Xyloseplatten angezogen, welche mit anti-SasC-NT- oder anti-
SasC-DUF-Antiserum prainkubiert wurden (Abb. 4.51), wird die Aggregation von Sub 1, bei Zugabe
von anti-SasC-NT-Antiserum, stark beeinflusst. Die Zellaggregate waren viel kleiner als von Sub 1, der
ausschliefllich auf Xylose angezogen wurde. War anti-SasC-DUF-Antiserum vorhanden, so zeigte sich
ein vergleichbarer Effekt. Die Zellaggregate sind ein wenig gréfler als solche, die sich bei Wachstum
auf anti-SasC-NT-Antiserum bilden, doch wesentlich kleiner als die einer Kultur, die nur auf Xylose
gewachsen ist. Der Effekt war fiir beide Subklone auch bei einer hheren Konzentration von Antiserum
zu beobachten. Die Bildung und Form von Aggregaten von SH1000 SasC wurde nicht beeinflusst. Die
Stamme SH1000 (pCXAlip) und Sub 2, welche unter Standardbedingungen keine Zellcluster ausbilden,
wurden nicht beeinflusst. Der Versuch wurden fiir beide Stdmme je einmal mit beiden Konzentrationen

durchgefiihrt.
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Kultur von TSA, 10 pg/ml Chloramphenicol, 1% Xylose: resuspendiert in PBS

+ His-NT  [+His-DUF1542 + Anti-NT-Antiserum + Anti-DUF-Antiserum
(1,5 uM] [1,5 pM] [1:1000] [1:100] [1:1000] [1:100]

S. carnosus TM300
pSasC pCXAlip

pSub 1

pSub 2

Abb. 4.48: Aggregation von sasC-exprimierenden S. carnosus TM300 bei Inkubation mit
anti-SasC-Antiseren oder rekombinanten oder SasC-His-Fragmenten. Die Aggregation von
TM300 (pCXAlip; (pSasC); (pSubl) und (pSub2) wird durch Zugabe von anti-SasC-NT-Antiserum, anti-
SasC-DUF1542- Antiserum oder SasC-His-NT bzw. SasC- His-DUF1542 nicht beeinflusst. Expression von
(pSasC) und (pSubl) fiithrt zur Bildung von grofien Zellaggregaten, wihrend Expression des Leervektors
(pCXAlip) oder von (pSub2) zu keiner Zellaggregation fiihrt.
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Kultur von TSA, 10 pug/ml Chloramphenicol, 1% Xylose: resuspendiert in PBS

+ His-NT His-DUF154 + Anti-NT-Antiserum + Anti-DUF-Antiserum
[1,5 uM] [1,5 uM] [1:1000] [1:100] [1:1000] [1:100]

S. aureus SH1000
pSasC pCXAlip

pSub 1

pSub 2

Abb. 4.49: Kompetitiver Aggregationsassay von sasC-exprimierenden S. aureus SH1000 bei
Inkubation mit anti-SasC-Antiseren oder rekombinanten oder SasC-His-Fragmenten. Die
Aggregation von S. aureus SH1000 SasC und Sub 1 wird weder durch anti-SasC-NT- oder anti-SasC-DUF-
Antiserum noch durch SasC-His-NT oder SasC-His-DUF1542 beeinflusst. Bei Expression von (pSasC) und
(pSubl) sind die typischen grofien Zellaggregate klar zu erkennen. Expression von (pCXAlip) fithrt zu kei-
ner Aggregation. Sub 2 zeigte in Anwesenheit von 1,5 ptM SasC-His-DUF1542 schwache Aggregatbildung.
Unter allen anderen Bedingungen konnte kein solcher Effekt beobachtet werden.
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TSA, 10 pug/ml Cn

+ 1% Xylose

kein Zusatz

+Anti-SasC-NT- | +Anti-5asC-DUF- |+ Anti SasC-NT-
Antiserum [1:200]| Antiserum [1:200]

+ Anti SasC-DUF-
Antiserum [1:100]| Antiserum [1:100]

(pCXAlip)

S. carnous TM300

Abb. 4.50: Kompetitiver Aggregationsassay von sasC-exprimierenden S. carnosus TM300
nach Wachstum auf anti-SasC-NT- oder anti-SasC-DUF-Antiserum. Wachstum von S. car-
nosus TM300 (pCXAlip) und Sub 2 auf, mit anti-SasC-NT- oder anti-SasC-DUF-Antiserum versetzten
Agarplatten (+Cn10; +1% Xylose), fithrt zu keiner Anderung des Aggregationsverhaltens. Expression
von (pSasC) und (pSubl) fithrt zur Bildung grofler Zellaggregate. Bei den Subklonen (pCXAlip) und Sub
2 konnte unter keiner Bedingung die Bildung von Zellaggregaten beobachtet werden.
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TSA, 10 pg/ml Cn

+ 1% Xylose

kein Zusatz

+Anti-SasC-NT- +Anti-SasC-DUF- |+ AntiSasC-NT- |+ Anti SasC-DUF-
Antiserum [1:200]| Antiserum [1:200] [Antiserum [1:100]| Antiserum [1:100]

(pCXAlip)

S. aureus SH1000

Abb. 4.51: Kompetitiver Aggregationsassay von sasC-exprimierenden S. aureus SH1000 nach
Wachstum auf anti-SasC-NT- oder anti-SasC-DUF1542-Antiserum. Wachstum von S. aureus
SH1000 (pCXAlip), SasC und Sub 2 auf, mit anti-SasC-NT- oder anti-SasC-DUF-Antiserum versetzten

Agarplatten, fithrt zu keiner Anderung des Aggregationsverhaltens. Die Aggregation von Sub 1 wird
durch Inkubation mit anti-SasC-NT- oder anti-SasC-DUF-Antiserum verringert.
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4.6.2 Phinotypische Analysen der Biofilmbildung
Expression von sasC-Subklonen vermittelt Biofilmbildung in S. aureus SH1000

Mittels semi-quantitativer Biofilmassays wurde die Biofilmbildung der verschiedenen SasC-Subklone von
S. aureus SH1000 gemessen. In Abb. 4.52 sind représentative Wells einer Mikrotiterplatte abgebildet
und die grafische Auswertung dargestellt. S. epidermidis RP62A bildet einen homogen starken PTA-
abhingigen Biofilm, welcher sich aufgrund seiner gleichméfigen Intensitat gut als Referenz eignet und
nicht SasC-vermittelt ist. S. carnosus TM300 (pCXAlip) dient als Biofilm-Negativkontrolle, da dieser
Stamm keinen Biofilm bildet. Dies ist aus Abbildung 4.52 gut ersichtlich. Panel A in Abb. 4.52 zeigt die
Biofilmbildung von S. aureus SH1000 in der ersten Versuchsreihe, welche mit einem plate reader ausgewer-
tet wurde. Panel B zeigt die zweite Versuchsreihe im Rahmen der Versuche zur kompetitiven Biofilmbil-
dung, in welcher die Stirke der Biofilmbildung als Intensitéit in arbitrary units vom ChemiDoc™™-System
angegeben ist. Bei optischer Auswertung der Wells sind Unterschiede in der Intensitdt bei S. carnosus
TM300 zu erkennen, welcher in Panel A intensiver wirkt. Im Vergleich ist der Biofilm von S. aureus
SH1000 (pCXAlip) in Panel B stérker, was unerwartet ist.

Der Biofilm von Sub 2 erscheint in Panel B schwécher als der Biofilm der Negativkontrolle S. aureus
SH1000 (pCXAlip). Zudem besitzt Sub 2 hier einen abweichenden Farbton. Warum die verschiedenen
Wells innerhalb eines Assays in einer Mikrowellplatte unterschiedliche Farbtone zeigen, ist unklar. Ex-
pression von (pSasC) fithrt zur Bildung von Biofilmstrukturen, welche auf intensive Zellaggregation zu-
riickzufithren sind (siehe auch 4.53) und leicht wéhrend der Waschschritte verloren gehen kénnen. Sub 1,
Sub 3A, Sub 3B, Sub 5 und Sub 6 bilden in beiden Versuchsreihen einen starken Biofilm aus. Optisch ist
in Panel A Sub 6 schwécher als Sub 5, was aber in der grafischen Darstellung nicht wiedergegeben wird.

Dieser Unterschied ist in Panel B nicht erkennbar.
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A Biofilmbildung S. aureus SH1000 — Auswertung plate reader B Biofilmbildung S. aureus SH1000 — Auswertung ChemiDoc™
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Abb. 4.52: SasC-vermittelte Biofilmbildung in S. aureus SH1000. A Biofilmbildung mit
plate reader-Auswertung. Die Leervektorkontrolle S. aureus SH1000 (pCXAlip), Sub 1, Sub 2 und
Sub 6 bilden einen moderaten Biofilm. B Biofilmbildung mit ChemiDocT™-Auswertung. SH1000
(pCXAlip) bildet einen sehr starken Biofilm, wie Sub 1, Sub 3A, Sub 3B, Sub 5 und Sub 6. Sub 2
bildet einen schwécheren Biofilm als alle anderen. In beiden Versuchsreihen zeigt Sub 3 A sehr starke
Biofilmbildung. Expression von (pSasC) fithrt zu Bildung grofier Zellaggregate, welche nur schlecht an die
Oberflache adhérieren. In den grafischen Darstellungen ist die Intensitét der Biofilmfarbung aufgetragen.
Darstellung von Mittelwerten aus 8 Wells aus n> 3 unabhéngigen Experimenten.
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Expression von (pSasC) fiihrt zu starker Aggregation und schwacher Biofilmbildung

Durch die starke zellulare Akkumulation bei Expression des Gesamtproteins SasC in S. aureus SH1000,
gingen diese Aggregate beim Waschen des Biofilms verloren. Dies fithrte zu einer starken Verringerung
der Biofilmbildung. In Abbildung 4.53 sind die Aggregate in Suspension, nach Abgieflen des Mediums
und nach der Farbung mit Safranin deutlich sichtbar. Sie haften nicht fest an der Oberfliche der Wells,
weswegen der Biofilm im rechten Bild sehr unregelméfig und verklumpt ist. Dies beeintréachtigt die Inten-
sitdtsmessung von (pSasC)-Biofilmen mit dem microplate reader. Aufgrund dieser Problematik wurden
weitere Auswertungen mit Image Lab durchgefithrt. Dadurch konnte die UnregelméfBigkeit der Biofilmin-
tensitéten teilweise kompensiert werden. Die Intensitét des Biofilms wird hier iber die Gesamtfliache des
Wells bestimmt.

Zellaggregate in Zellaggregate ohne Zellaggregate nach
Suspension Medium Safraninfirbung

Abb. 4.53: Aggregation von (pSasC)-exprimierendem S. aureus SH1000. Linkes Bild: Zellag-
gregate nach 24 h Wachstum in einer Mikrotiterplatte. Mittleres Bild: Nach Abgieflen des Mediums vor
dem Waschschritt. Rechtes Bild: gefiarbter und getrockneter Biofilm. Die Aufnahmen wurden im Rahmen
eines Biofilmassays gemacht.

Fibrinogen und Poly-L-Lysin beeinflussen die Biofilmbildung von

sasC-exprimierenden S. aureus SH1000 auf Polystyrol

Trotz ausgeprigter interzelluldrer Aggregation wurde bei SasC-exprimierenden SH1000 (pSasC) nur ein
schwacher Biofilm gemessen, da die Aggregate bei der Versuchsdurchfithrung weggewaschen wurden.
Um die Stabilitdt des Biofilms zu verstérken, wurden die Wells der Mikrotiterplatte mit Fibrinogen
oder Poly-L-Lysin beschichtet. Die Beschichtung sollte die Adhésion der (pSasC)-exprimierenden Stamme
an die Polystyroloberfliche verbessern, so dass die Aggregate resistenter gegeniiber den Waschschritten
werden. In Abbildung 4.54 ist zu erkennen, dass nur die Biofilmbildung von Sub 2 bei Beschichtung der
Oberflache mit Poly-L-Lysin deutlich verringert ist. Bei der Biofilmbildung der anderen Stdmme konnte
kein Unterschied beobachtet werden. Die Problematik der leicht abspiilbaren Aggregate bei Expression
von (pSasC) konnte mit diesem Ansatz nicht gelost werden. Die Biofilmintensitdten (uncoated) sind die

der Messung aus Abb. 4.52. Die grafische Auswertung erfolgte mittels plate reader.
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Abb. 4.54: SasC-vermittelte Biofilmbildung von sasC-exprimierenden S. aureus SH1000 auf
Fibrinogen- oder Poly-L-Lysin-beschichteten Oberflichen. Grafische Darstellung der Biofilmin-
tensitdten. Die Biofilmbildung von SH1000 Sub 2 ist auf Poly-L-Lysin stark verringert. Die Biofilmbildung
der anderen Stdmme wurde durch keine der beiden Substanzen beeinflusst. Darstellung von Mittelwer-
ten aus je 8 Wells aus n> 3 unabhéngigen Experimenten. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit
ik ek [N (- Wert) gekennzeichnet.

Zugabe von anti-SasC-NT-Antiserum inhibiert SasC-abhingige Biofilmbildung in S.
aureus SH1000

In Abb. 4.55 sind représentative Wells eines Biofilmassays abgebildet. Anti-SasC-NT-Antiserum wurde
in Verdiinnungen von 1:10000, 1:1000 oder 1:100 zu der Bakteriensuspension gegeben und mit dieser
inkubiert. Als Kontrolle wurden Praimmunseren eingesetzt. Als Biofilmkontrolle dient S. epidermidis
RP62A, dessen Biofilmbildung unter allen hier getesteten Bedingungen unverdndert stark bleibt. Die
Rohdaten zeigen einen minimalen Unterschied von 1,16 x 108 AU (ohne Serumzugabe) zu 1,05 x 103 AU
(anti-SasC-NT-Antiserum 1:100) oder 9,9 x 10” AU (Prdimmunserum 1:100), welcher nicht statistisch
signifikant ist (siche auch Abb. 4.56).

Der Biofilm von S. aureus SH1000 (pCXAlip) wird durch die héchsten Konzentrationen beider Seren
inhibiert. Expression von (pSasC) sollte erwartungsgeméfl den stéirksten Biofilm bilden, doch aufgrund
der extrem starken Aggregation der Bakterien ist die Adhésion der grofien Zellaggregate geringer als
bei vereinzelten Bakterien. Diese Aggregate wurden durch Waschen mit PBS weggespiilt, weswegen der
Biofilm sehr schwach ausfallt.

Sub 1, der nur den N-Terminus von SasC exprimiert, bildet einen sehr starken Biofilm. Die Zugabe
des Praimmunserums in Verdiinnungen von 1:10000 und 1:1000 hat keinen Effekt auf die Biofilmbildung.

Antiserum in der niedrigsten Verdiinnung fiithrt jedoch zu einer schwachen Inhibierung der Biofilmbildung.
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Beide Seren zeigen in hochster Konzentration einen stark inhibierenden Effekt. Auf die Biofilmbildung
von Sub 2 haben beide Seren ab einer Verdiinnung von 1:1000 einen sehr schwachen inhibierenden Effekt,
der aber in der statistischen Auswertung nicht signifikant ist. Der sehr starke Biofilm von Sub 3A wird
ebenfalls nur durch Zugabe der Seren in 1:100-Verdiinnung beeinflusst. Der von Sub gebildete Biofilm wird
durch Zugabe von Serum in der 1:100-Verdiinnung vergleichbar stark inhibiert. Am deutlichsten ist der
inhibierende Einfluss des anti-SasC-NT-Antiserums auf Sub 6 zu erkennen. Bereits bei einer Verdiinnung
von 1:1000 ist der Biofilm deutlich schwéacher, wihrend das Praimmunserum in dieser Konzentration
keinen Effekt zeigt (siche Abb. 4.56). Eingesetzt in einer 1:100-Verdiinnung wird die Biofilmbildung
durch das anti-SasC-NT-Antiserum vollstdndig inhibiert. Das Pradimmunserum zeigt einen schwécheren
inhibierenden Effekt.
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Praimmunserum Anti-SasC-NT- Praimmunserum Anti-SasC-NT-
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Abb. 4.55: SasC-vermittelte Biofilmbildung in S. aureus SH1000 bei Zugabe von anti-SasC-
NT-Antiserum. Die Biofilmbildung von S.epidermidis RP62A wird durch Zugabe von anti-SasC-NT-
Antiserum oder Prdimmunserum nicht beeinflusst. Bei den Subklonen Sub 1 und Sub 6 ist deutlich
zu erkennen, dass bereits die hochste Verdiinnung (1:10000) des anti-SasC-NT-Antiserums einen leicht
inhibierenden Effekt auf die Biofilmbildung hat, aber nicht das Praimmunserum. Bei Expression von
Gesamt-SasC und den Subklonen Sub 2, Sub 3A und Sub 5 hat Zugabe von Antiserum erst in héheren
Konzentrationen einen inhibierenden Effekt auf die Biofilmbildung.
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Abb. 4.56: Grafische Auswertung der Biofilm-Kompetitionsassays von S. epidermidis RP62A
und S. aureus SH1000 SasC-Subklonen mit anti-SasC-NT-Antiserum. A S. epidermidis
RP62A. Die Biofilmbildung von RP62A wird minimal durch hohe Konzantration von Serum beein-
flusst. B SH1000 (pCXAlip). Hohe Konzentrationen des Antiserums inhibieren die Biofilmbildung.
C SH1000 (pSasC). Die niedrigste Konzentration des Antiserums fithrt bereits zu einer starken Re-
duktion der Biofilmbildung. D SH1000 (pSubl). Die Biofilmbildung wird durch mittlere Konzentra-
tionen beider Seren inhibiert. E SH1000 (pSub2). Das Antiserum zeigt keinen Effekt. F SH1000
(pSub3A). Sub 3A reagiert sensitiver auf das Praimmunserum als auf das anti-SasC-NT-Antiserum.
G SH1000 (pSub5). Nur hohe Konzentrationen des Antiserums zeigen einen inhibierenden Effekt. H
SH1000 (pSub6). Bereits eine Verdiinnung von 1:10000 des anti-NT-Antiserums fithrt zur Inhibierung
der Biofilmbildung. Nicht alle Werte der quantitativen Auswertung sind optisch in den Wells zu erken-
nen. Darstellung von Mittelwerten von jeweils 8 Wells aus n> 3 unabhangigen Experimenten. Statistisch
signifikante Unterschiede sind mit "*/** /***"(p-Wert) gekennzeichnet.
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4.6 Phanotypische Analyse sasC- und sasC-Subklon exprimierender Staphylokokkenstdmme

Zugabe von rekombinantem SasC-His-DUF1542 inhibiert SasC-abhingige
Biofilmbildung in S. aureus SH1000 SasC und Sub 1

In weiteren Kompetitionsassays wurde rekombinantes SasC-His-NT oder SasC-His-DUF1542 zur Bake-
riensuspension gegeben. Als Kontrolle diente LEW-Puffer, um zu iiberpriifen ob eine Verdiinnung der
Zellsuspension zu einer Verringerung der Biofilmintensitét fithrt. Die Werte der LEW-Kontrolle unter-
scheiden sich nicht von denen der Biofilme ohne Zusatz.

Abbildung 4.57 ist zu entnehmen, dass der SasC-unabhéngige Biofilm von RP62A und der Biofilm von
SH1000 Sub 2 durch Zugabe von rekombinanten Proteinen nicht beeinflusst wird. S. carnosus TM300
(pCXAlip) bildet keinen Biofilm. Zugabe von rekombinanten SasC-Proteinen verringert die Intensitét
gefarbter Strukturen in den Wells signifikant. Der unerwartet starke Biofilm von SH1000 (pCXAlip)
(sieche auch 4.52, und der Biofilm bei Expression von (pSasC) oder (pSubl) wird durch Zugabe von
SasC-His-DUF1542 stark reduziert.
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4 Ergebnisse
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Abb. 4.57: A Biofilm-Kompetitionsassays von sasC-exprimierenden S. aureus-Stimmen bei
Zugabe von rekombinanten SasC-His-NT oder SasC-His-DUF542. A Biofilmbildung auf
Polystyrol. SasC-His-NT und SasC-His-DUF1542 beeinflussen die Biofilmbildung von S. epidermidis
RP62A und S. aureus SH1000 (pSub2) nicht. Beide haben einen inhibierenden Effekt auf S. carnosus
TM300 (pCXAlip). SasC-His-NT hat keinen Effekt, doch SasC-His-DUF1542 zeigt bei SH1000 (pSasC),
(pCXAlip) und (pSubl) einen inhibierenden Effekt. B Grafische Auswertung. Darstellung von Mit-
telwerten aus 4 Wells aus n> 3 unabhéngigen Experimenten. Statistisch signifikante Unterschiede sind
mit "* /%% <k (h_Wert) gekennzeichnet. Die Biofilmbildung wurde mittels ChemiDoc™ ausgewertet.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde das an der Biofilmbildung beteiligte Oberflichenprotein SasC von S. aureus
genauer charakterisiert. Dieses ist an der interzelluldren Akkumulation wéhrend der Biofilmbildung be-
teiligt. Die funktionsvermittelnde(n) Doméne(n) konnte(n) bereits in fritheren Arbeiten im N-terminalen
Bereich lokalisiert werden [128]. Mit Protein-Protein-Interaktionsstudien wurden die N-terminalen Sub-
doménen in wvitro und in vivo auf homotypische und heterotypische Interaktionen untersucht. Fir in
vitro-Interaktionsstudien konnten die N-terminalen Subdoménen rekombinant exprimiert und mittels
Affinitdtschromatographie nativ gereinigt werden. Fiir die in vivo-Studien wurden verschiedene sasC-

epximierende S. aureus- und E. coli-Stdmme verwendet.

Strukturelle Analyse SasC wird von Foster et al. als strukturell uncharakterisiert klassifiziert
[59]. Doch es weist typische Merkmale anderer Oberflachenproteine Gram-positiver Bakterien auf. Ein
LPXTG-Motiv fiir die kovalente Verankerung in der Zellwand, eine funktionsvermittelnde N-terminale
Doméne, eine Anzahl von Repeats und einem N-terminalen Sortiersignal mit einem YSIRK-Motiv fiir
den Transport durch die Zellwand. Bioinformatische Analysen haben innerhalb der N-terminalen Region
von SasC drei kleine (SR), zwei grofie Repeats (LR) und eine FIVAR-Doméne identifiziert. Weiterhin be-
steht SasC aus 17 DUF1542-Doménen. Oberflichliche strukturelle Ahnlichkeiten der DUF1542-Doméinen
mit beispielsweise den B-Repeats von Aap/SasG konnen durch Sequenzhomologien aber nicht bestétigt
werden [128]. Eine grofie Gruppe von Oberflachenproteinen bildet die MSCRAMM-Proteinfamilie. Die
Mitglieder dieser Familie sind iiber einen gemeinsamen Liganden-Bindemechanimus (,,dock-lock-latch-
Mechanimus) charakterisiert, der von IgG-like-folded Subdoménen der sog. A-Region dieser Proteine
vermittelt wird [59]. Die bioinformatische Analyse mittels des strukturvorhersagenden Programms AN-
THEPROT offenbarte keine Abfolge von §-Faltblattern, welche eine Struktur wie einen IgG-like-fold zur
Folge hitten. Den grofiten Anteil stellen mit 56,13 % random coils dar, welchen keine eindeutige Sekun-
dérstruktur zugeordnet wird (Anhang A1.3.). Auch fehlt SasC die Konsensussequenz TYTFTDYVD, die
bisher bei allen Mitgliedern der MSCRAMMS-Proteinfamilie nachgewiesen wurde [59, 75, 96]. So kann

SasC noch keiner der beschriebenen Familien von Oberflichenproteinen zugeordnet werden.

Expression N-terminaler Subdoméanen In den Expressiontests zur Detektion der in dieser Ar-
beit neu konstruierten nicht-iiberlappenden N-terminalen Subdoménen konnte keines als His-Fusionprotein
nachgewiesen werden. Eine Sequenzierung des fiir die Ligationen verwendeten Vektors (pQE30Xa) of-

fenbarte eine Deletion im Bereich des lac-Operators direkt nach der Promotorregion. Doch auch nach
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5 Diskussion

erneuter Klonierung und Bestétigung der Sequenz wurde kein Fusionsprotein im Western Blot mittels
anti-His- Antikorper detektiert. Dass die neu klonierten Fragmente exprimiert werden, haben die Expressi-
onstests im Rahmen der BACTH-Experimente gezeigt. Hier wurden diese SasC-Fusionproteine detektiert
- wenn auch nicht iiber einen His-tag, sondern iiber anfusionierte Proteinuntereinheiten des Enzyms zy-
klischen Adenylatcyclase.

Fiir in vitro-Interaktionsstudien wurden die SasC-Fusionsproteine aus Abb. 4.2 verwendet.

Reinigung und Groflenbestimmung rekominanter SasC-Fragmente Die mittels SDS-PAGE
bestimmten Grofien der gereinigten rekombinanten Proteine SasC-His-NT, SasC-His-DUF 1542 und SasC-
His-1 weichen teilweise von den theoretischen Molekulargewichten von 66kDa fiir SasC-His-NT (be-
stimmt: 100kDa), 67 kDa fiir SasC-His-DUF1542 (bestimmt: 90kDa) und 18,23 kDa fiir SasC-His-1 (be-
stimmt: 36kDa) ab. Unterschiede zwischen bestimmten und theoretischen Molekulargewichten kénnen
darauf zuriickzufiihren sein, dass die Erhitzung der Proben vor dem Auftragen nicht ausreichend war, um
eine vollstindige Denaturierung zu erreichen. Aggregation der Proteine [170] oder auch die Aminoséure-
zusammensetzung an sich kann zu einem unerwarteten Laufverhalten fithren. Die Groie von SasC-His-1
auf der SDS-PAGE weist darauf hin, dass das Protein als Dimer vorliegt. Dies konnte mittels SEC
nicht bestatigt werden, doch zeigen die AFM-Aufnahmen verschiedene Proteingréfien. Ein unerwartetes
Migrationsverhalten wiahrend der SDS-PAGE kann durch posttranslationale Modifizierungen [221] oder
einen hohen Anteil an hydrophilen Resten verursacht werden [67]. Speziell konnte dies fiir rekombinante
Abschnitte der A-Region einiger MSCRAMM-Proteine beobachtet werden [88, 96, 99]. Liegen Proteine
beispielsweise als Homodimere oder Homomultimere mit identischen Molekulargewichten vor, so wird die
Quartidrstruktur unter den reduzierenden Bedingungen einer SDS-PAGE aufgebrochen und man erhalt
eine einzige Monomerbande. Bei einer nativen PAGE bleiben die Disulfidbriicken intakt und das Mole-
kulargewicht des fraglichen Homodimers oder Homomultimers kann bestimmt werden. Unter den hier
getesteten Bedingungen konnten die Proteine mittels nativer PAGE nicht getrennt werden. Auf diesem
Weg konnte auch keine Groflienbestimmung durchgefiihrt werden, da die Proteine nicht iiber das Gel
aufgetrennt wurden, sondern am oberen Rand verblieben.

Banden anderer E. coli-Proteine kontaminierten teilweise die Elutionsfraktionen, so dass die Wasch-
und Elutionsbedingungen durch Zugabe von Detergenzien und/oder Anderung des pH-Wertes optimiert
werden mussten. Bei ca. 40kDa ist in der SDS-PAGE oftmals eine schwache Bande zu erkennen, welche
durch Waschschritte nicht entfernt werden konnte. Eine Bande vergleichbarer Gréfie wurde in der AG Heil-
mann bereits zuvor massenspektrometrisch analysiert und als E. coli Lactose-Operon-Repressor-Protein
Lacl identifiziert. Dieses DNA-bindende Protein besitzt ein Molekulargewicht von 38,59 kDa (UniProtKB;
P03023; pers. Kommunikation). Wiederholt bei 60 kDa und 70 kDa auftretende Banden sind mutmafliche
Wirtsproteine von E. coli, die nicht vollstandig entfernt werden konnten. Vergleichbare Banden wurden
bereits zuvor in der AG Heilmann massenspektrometrisch als FE. coli Chaperonin GroL (60 kDa; UniProt
POAG6F5) und DnaK-Chaperon (70kDa, UniProt POA6YS8) identifiziert. Weitere Banden, die nicht mit
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Massenspektrometrie analysiert wurden, stellen moglicherweise weitere E. coli-Wirtsptroteine oder auch
Abbauprodukte der SasC-Proteine dar.

Protein-Protein-Interaktionsstudien in wvitro mit rekombinanten SasC-Fragmenten
Die Untersuchung der SasC-vermittelten zelluldren Akkumulation auf homotypische oder heterotypi-
sche Interaktionen erfolgte iiber Western Liganden-Blots, crosslinking-Experimente mit BS3, BIAcore-
Analysen, Rasterkraftmikroskopie und MicroScale Thermophorese-Experimenten. Obwohl homotypische
Protein-Interaktionen mit vergleichbaren in vitro-Interaktionsstudien bereits fiir die Oberflichenproteine
IsdC [222], SasG [116] und SdrC [218] erfolgreich charakterisiert wurden, fiihrten die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Interaktionsstudien zu teilweise widerspriichlichen Ergebnissen.

Gut zu erkennen ist diese Widerspriichlichkeit bei SasC-His-1. Mit SasC-His-1 werden zwei der drei klei-
nen Repeats (SR) rekombinant exprimiert. Es 14uft als mutmafliches Homodimer auf einer SDS-PAGE
und zeigt in den Interaktionsstudien mit BS? eine zinkunabhingige homotypische Interaktion. In Western
Liganden-Blots wird nur in Anwesenheit von Zink eine starke Interaktion von SasC-His-1 mit sich selbst
beobachtet. In rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen und in der SEC konnten keine monomere oder
dimere Form von SasC-His-1 nachgewiesen werden. Die Bildung von Oligo- und Multimeren (in AFM
und SEC) lésst allerdings eine Beteiligung der SR an der Vermittlung der Aggregation vermuten. Die
BIAcore-Daten zeigen eine starke kovalent stabile Interaktion von SasC-His-1 mit sich selbst als auch mit
SasC-His-NT. Uber MicroScale Thermophorese wurde ein Kq-Werte fiir eine homotypische Interaktion
von SasC-His-1 mit 1,1 x 10 M bestimmt. Fiir eine Interaktion von SasC-His-1 mit SasC-His-NT wurde
ein theoretischer Kg-Wert von 0,55 x 10°® M ermittelt, was dafiir spricht, dass eine weitere Subdomséne die
Bindeaffinitdt der beiden Interaktionspartner erhoht. Die Bindung der Ligandenbindedoméne N2N3 von
SdrC, einem Mitglied der MSCRAMM-Proteinfamilie, an seinen Liganden p-Neurexin weist einen einen
Kg-Wert von 2,540,5 x 107 M auf, was einer hochaffinen Bindung entspricht [74]. Im Vergleich dazu
hat die Bindung von CIfA mit Fibrinogen einen Kg-Wert von 0,5140,19 x 10°% M [89] und Bindung von
Biotin an Avidin einen Kq-Wert von 1071% M [223]. SasC-His-1 besteht aus zwei SR, die, trotz fehlender
Sequenzhomologie, in ihrer Funktion moglicherweise den Subdoménen N1, N2, N3 anderer Oberflachen-
proteine (z. B. SdrC) oder der A-Doméne von SasG &hneln und zwei potentielle Ligandenbindestellen
darstellen. Die Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass die von SasC-His-1 exprimierten zwei SR mit
sich selbst interagieren, aber innerhalb des N-Terminus noch einen weiteren Interaktionspartner haben.
Dies konnten die LR sein, da die MST-Versuche auch auf eine Interaktion, genauer eine kooperative
Bindung, von SasC-His-1 mit SasC-His-4 hinweisen.

SasC-His-3 enthélt die FIVAR-Doméne, ein komplettes LR und einen Teil des zweiten LR. Es hat ein
Molekulargewicht von 25,23 kDa. Obwohl in den rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen neben SasC-His-
3-Monomeren auch dimere und oligomere Partikel zu erkennen waren, konnten mittels BIAcore- Analysen
und Western Liganden-Blots keinerlei Interaktionen von SasC-His-3 mit sich selbst oder mit anderen

SasC-His-Proteinen nachgewiesen werden. Moglicherweise haben Gefrier-Auftau-Zyklen oder zu lange La-
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5 Diskussion

gerung bei Raumtemperatur vor der AFM-Messung zu Proteinaggregation gefiihrt. Der theoretische Kg-
Wert fiir eine heterotypische Interaktion von SasC-His-1 mit SasC-His-3 wurde in den SPR-Experimenten
mit 2,2 x 10 M berechnet, womit die Bindeaffinitit dieser Partner sehr viel niedriger ist, als die von SasC-
His-1 und SasC-His-NT. In den BS3-crosslinking-Versuchen wurde SasC-His-3-Dimerbildung beobachtet,
jedoch stabilisiert dieses chemische irreversible crosslinking auch schwache oder transiente Interaktionen,
die in einer SPR-Analyse nicht nachweisbar wéren. Auf der anderen Seite geschieht eine SPR-Analyse
nur iiber wenige Minuten, wobei Reaktionen (Interaktionen) mit langsamer Kinetik nicht erfasst wer-
den wiirden. Die Subklone 3A und 3B, die zum Teil dieselben Subdoménen wie SasC-His-3 exprimieren,
zeigen starke Aggregation und bilden einen starken Biofilm, was die Annahme unterstiitzt, dass die LR
und/oder die FIVAR-Doméne zur Interaktion beitragen.

Teile beider LR werden von SasC-His-4 exprimiert. Einige Ergebnisse der in vitro-Interaktionsstudien
weisen darauf hin, dass die LR ebenfalls an der SasC-vermittelten Akkumulation beteiligt sind. Es konn-
ten Dimere und Multimere mittels BS3-crosslinking und Rasterkraftmikroskopie nachgewiesen werden.
Dass in der SEC kein Monomer eluierte, liegt moglicherweise daran, dass das Protein entweder vorher im
Puffer aggregierte oder weil es im nativen Zustand in verschiedenen homo-oligomeren Formen vorliegt.
Dies wiirde auch erkldren, warum SasC-His-4 in der nativen PAGE als ,,Schmier“im oberen Bereich des
Gels zu finden ist. Die Diskrepanz, dass dagegen in der SDS-PAGE nur SasC-His-Monomere detektiert
wurden, wiirde dann darauf zuriickzufiihren sein, dass nicht-kovalenten Bindungen der Homooligomere
durch das Detergenz SDS aufgebrochen werden. Die Interaktionen der Monomere sind zudem mogli-
cherweise nur sehr schwach und wiirden von BS? stabilisiert werden. Ein Indiz auf eine heterotypische
Interaktion von SasC-His-4 mit SasC-His-1 lieferte die MST-Analyse, die auf eine positive kooperative
Bindung zwischen SasC-His-4 und SasC-His-1 hinweist. Der hier ermittelte Hill-Koeffizient beschreibt,
dass bei einer Sattigung von 50 % der verfiigharen Bindestellen durchschnittlich 1,6 SasC-His-4-Molekiile
an ein SasC-His-1-Molekiil binden. Kooperativitdt bei Makromolekiilen mit zwei oder mehr Bindestellen
bedeutet, dass die Affinitdt einer Bindestelle fiir den Liganden durch die Ligandenbindung der anderen
Bindestellen beeinflusst wird [220] und ist beispielsweise fiir die Bindung von Sauerstoffmolekiilen an
Hémoglobin besonders gut untersucht [224, 225]. Eine Untersuchung der homotypischen Interaktion von
SasC-His-4 mittels MST konnte weitere Informationen liefern. Dies konnte jedoch im Rahmen der zeitlich

begrenzten Gerdtedemonstration nicht durchgefiihrt werden.

Bei SasC-His-DUF1542 konnte bei Behandlung mit BS? eine Multimerbildung und in den Western
Liganden-Blots Interaktion mit allen getesteten SasC-His-Proteinen beobachtet werden. Da die Interak-
tionen der DUF1542-Doménen in den Western Liganden-Blots nur zinkabhéngig auftraten bzw. verstarkt
wurden, liegt die Vermutung nahe, dass diese als Artefakte zu betrachten sind und kein zuverléssiger
Hinweis auf eine spezifische Interaktion sind. Dagegen spricht, dass SasC-His-DUF1542 in den crosslin-
king-Experimenten Multimerbildung zeigte, wihrend das als Kontrolle verwendete Protein DHFR bei
Zugabe von BS? nicht mit sich selbst interagierte. Bei den Banden bei 50 kDa handelt es sich vielleicht
um Abbauprodukte von SasC-His-DUF1542. Auch die AFM-Aufnahmen weisen auf eine Multimerbildung
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der DUF1542-Doménen hin, wodurch eine Beteiligung der DUF1542-Doménen an der SasC-vermittelten
zelluldren Aggregation nicht vollstindig ausgeschlossen werden kann. In den kompetitiven Agreggations-
assays waren sehr kleine Zellaggregate zu erkennen, wenn S. aureus SH1000 Sub 2 mit rekombinantem
SasC-His-DUF1542 in PBS resuspendiert wurde. Sub 2 exprimiert nur einige der DUF1542-Doménen.
Eine Interaktion der DUF1542-Doménen mit einem der anderen SasC-His-Proteine konnte weder mit-
tels SPR, noch mit MST bestétigt werden. Die Ergebnisse von Schroder et al. zeigen deutlich, dass
die DUF1542-Doménen, zumindest nicht alleine, die SasC-abbhéngige Zellaggregation vermitteln kénnen
[128], aber da es sich bei den Versuchen von Schroder et al. um einen vollig anderen Ansatzpunkt bei der
Untersuchung handelt, sind abweichende Ergebnisse zwar unerwartet, aber dennoch moglich. Es sollte
berticksichtigt werden, dass DUF-Domaénen auch in essentiellen Proteinen (auch in S. aureus) nachgewie-
sen wurden [226]. In der Pfam-Datenbank sind ca. 3600 sog. DUF-Doménen hinterlegt, deren Funktion
noch unbekannt ist [227, 228]. Auch sind DUF1542-Doménen in Embp zu finden, wo sie langliche starre
Strukturen ausbilden [129].

SasC-His-2 lie sich nur in geringen Mengen reinigen. Das Fragment enthélt das dritte SR, das gesamte
erste LR und einen Teil der zweiten LR. SasC-His-3 und SasC-His-4 iiberlappen zwar partiell mit SasC-
His-2, kénnen aber die Kombination aus SR und LR nicht wiedergeben. In den Western Liganden-
Blots war vermutlich aufgrund einer zu niedrigen Konzentration des immobilisierten SasC-His-2 keine
Interaktion zu beobachten.

Die von SasC-His-5 exprimierte FIVAR-Doméne konnte nicht in ausreichender Reinheit und Menge
isoliert werden. Einen Hinweis auf eine mogliche Beteiligung dieser Doméne an der SasC-vermittelten
Aggregation liefern die Ergebnisse der Aggregations- und Biofilmassays von Sub 6, der das Gesamtprote-
in mit Ausnahme der FIVAR-Doméne exprimiert und zu stark reduzierter Aggregation und verringerter
Biofilmbildung fiihrt. Dies weist auf eine starke Beteiligung dieser Doméane hin. Neben der mutmafli-
chen zuckerbindenden Funktion der FIVAR-Doméne haben Christner et al. zeigen kénnen, dass in dem
membrandurchspannenden Protein Embp die FIVAR-Doméne die Bindung an immobilisiertes Fibronek-
tin vermittelt [129]. Aus diesem Grund wére eine potentielle Interaktion von SasC mit Fibronektin und
Polysaccharidmolekiilen (z. B. PTA) noch zu untersuchen.

Die Auswertung der Western Liganden-Blots erfolgte rein qualitativ. Die Reproduzierbarkeit der Er-
gebnisse schwankte zudem stark (siehe 4.4). Durch die Subjektivitdt bei der Beurteilung der Intensitét
der Farbreaktion und der Stédrke des Hintergrundes (unspezifische Farbung der Membran durch lange
Inkubation) war eine Unterscheidung zwischen einem schwachen und keinem Signal oft nicht eindeu-
tig, was ein Grund fiir die Unterschiede der Ergebnisse der einzelnen Versuche ist. Fiir immobilisiertes
SasC-His-NT kann zudem ein sehr schwaches Signal auch aus der unspezifischen Erkennung von SasC-
His-NT durch Streptavidin resultieren (4.13). Auch zeigt insbesonders immobilisiertes SasC-His-4 eine
Reaktion mit allen Liganden; interagiert selber aber nicht mit allen Partnern, wenn biotinyliert hinzu-
gegeben. Dies erschwert eine eindeutige Aussage iiber die Ergebnisse der Liganden-Blots. Zur Identifi-

zierung unspezifischer Effekte sollten weitere Kontrollexperimente durchgefithrt werden; wie ein Western
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5 Diskussion

Liganden-Blot ohne Zugabe des priméren ,,Antikoérpers®, sprich des biotinylierten Proteins, um die Stérke
des Hintergrundsignals auf der Membran besser einschétzen zu kénnen. Auch Versuche mit Zugabe von
nicht-biotinylierten Proteinen kénnen weitere Hinweise geben. Dass die kovalente Kopplung von Biotin
einen unspezifischen Effekt hervorruft ist unwahrscheinlich, da Biotin ein sehr kleines Molekiil ist, dessen
Einsatz und Funktionalitit gut dokumentiert ist.

Ein moglicher Grund, dass die BS?-Versuche auf der einen und die AFM-, SPR- und MST-Versuche auf
der anderen Seite, teilweise widerspriichliche Resultate liefern, ist, dass bei einem irreversiblen chemischen
crosslinking auch schwache oder transiente Bindungen stabilisiert werden. Diese wéren dann in einer
SPR-Analyse nicht nachweisbar, da die Affinitdt zu niedrig ist. Schwache homotypische Interaktionen
sind beispielsweise von den N2N3-Subdoménen von SdrC bekannt [229]. Fiir eine zuverldssige Aussage
sollten die MST-, AFM- und BIAcore-Analysen wiederholt werden.

Eine zinkabhéngige Interaktion konnte mit den hier verwendeten Methoden fiir keine der rekombinan-
ten SasC-Subdoménen eindeutig nachgewiesen werden. So fithrte BS3-crosslinking in Anwesenheit von
10 mM Zink zu keiner Anderung der Bandenmuster (im Vergleich zu alleiniger BS3-Zugabe). Dass dies auf
eine zu hohe Zinkkonzentration (hier 10 mM) zuriickzufiihren ist, ist eher unwahrscheinlich, da Geoghegan
et al. fiir in vitro-Interaktionsstudien zur Untersuchung des Dimerisierungsverhaltens der B-Doménen von
SasG mittels SPR ebenfalls 10 mM Zink eisetzten. Fiir in vivo-Biofilminhibierungsassays verwendete die
Gruppe dagegen nur 40 pM [116]. Die Ionenabhéngigkeit der Interaktion ist eine naheliegende Vermutung,
da bereits fiir mehrere Oberflachenproteine eine Abhéngigkeit von Protein-Protein-Interaktionen, Ligan-
denbindung und Biofilmbildung von bivalenten Kationen nachgewiesen wurde. Beispielsweise aggregieren
die B-Repeats von SdrD und von Bhp kalziumabhéngig [97] und die FuBP-vermittelte Biofilmakkumu-
lation (10 pm Zink) [81] sowie die Dimerisierung von SasG-Molekiilen sind zinkabhéngige Mechanismen
[116, 117]. Conrady et al. haben den Einfluss von Ca?t, Sr?*, Mg?t, Mn?*, Ni?*, Co?* und Zn?t un-
tersucht, doch nur in Anwesenheit von 10mM Zink konnte eine Dimerisierung der G5-Doménen von
Aap beobachtet werden. Die Fahigkeit zur Biofilmbildung wurde durch Zugabe von physiologischen Kon-
zentrationen an Zink (15-20 pM) - nach Inhibierung durch einen Chelator - wiederhergestellt [117]. Um
die Spezifitdt mutmaflicher zinkabhéngiger Interaktionen der SasC-Subdoménen zu iiberpriifen, konnten
zusétzlich Chelatoren (z. B. EDTA) zu den Ansétzen bei Versuchen mit rekombinanten Proteinen als
auch in kompetitiven Biofilmassays hinzugefiigt werden. Andert sich das Interaktionsmuster daraufhin,

so handelt es sich um einen zinkabhéngigen Mechanismus.

Protein-Protein-Interaktionsstudien in vivo Um das Interaktionsverhalten unter in vivo-Be-
dingungen zu untersuchen, wurden die einzelnen N-terminalen Subdoménen in ein bakterielles Two
Hybrid-System kloniert [216, 230]. Western Blot-Analysen von Zelllysaten aus E. coli XL-1 Blue be-
stdtigten die Anwesenheit der F1-, F2-) F3-, F4- und F5-Fusionsproteine. Und auch im Reporterstammm
E. coli BTH101 konnte die Expression der T18- und T25-SasC-NT sowie der T18- und T25-SasC-DUF1-

6-Fusionsproteine (keine Co-Transformation) bestétigt werden.
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Die SasC-NT-Fusionsproteine wurden nicht vom anti-SasC-NT-Antiserum erkannt - mdoglicherweise
waren die Proteine (Antikorper) des verwendeten Aliquots durch Gefrier-Auftau-Zyklen beeintréchtigt
oder denaturiert, was mit Verlust der Funktionalitdt einhergeht. Zusétzliche Banden, die hier wieder-
holt auf den Western Blots der BTH101-Zelllysate zu erkennen waren und zu Antiserum-spezifischen
Bandenmustern fiithrten, kénnen auf die polyklonale Natur der Antiseren (Kreuzreaktion; unspezifische
Bindung), oder auch auf Abbauprodukte der Zielproteine zuriickzufithren sein. Der anti-T18-Antikérper,
der gegen ein Epitop zwischen den Aminosdureresten 373 und 400 von B. pertussis gerichtet ist und
in der Literatur bereits erfolgreich in BACTH-Versuchen verwendet wurde [219], detektierte keines der
Fusionsproteine.

Durch Co-Transformation in die Stamme DHM1 und BTH101 konnte die Interaktion der zip-fusionierten
Untereinheiten (die als Positivkontrolle dienten) durch die Blau- bzw. Pinkfiarbung der Kolonien nachge-
wiesen werden, was die Funktionalitidt des Gesamtkonzepts des Versuches bestétigte. Trotz der Expression
der Fusionsproteine in den Reporterstimmen konnte keine Komplementierung der Adenylatzyklaseakti-
vitdt durch Interaktion der SasC-Fusionsproteine in Co-Transformanten beobachtet werden. In Western
Blots von Zelllysaten von co-transformierten DHM1-Zellen konnten keine Fusionsproteine nachgewiesen
werden. Auch Zugabe verschiedener Konzentrationen von Zink, Nickel, Mangan, Kalzium und Magnesium
fiihrte zu keiner nachweisbaren Interaktion in den Reporterstdmmen. Dass in vivo keine Interaktion der
SasC-Fragmente nachgewiesen werden konnte, kann mehrere Ursachen haben. Zum Einen unterscheiden
sich die Fragmente von denen, die in vitro eingesetzt wurden, so dass ein abweichendes Interaktionsverhal-
ten moglich ist. Zum Anderen sind moglicherweise Voraussetzungen fiir eine Interaktion der Subdoménen
im Rahmen des BACTH nicht erfiillt. So kénnten zwischen den Subdoménen liegende Sequenzen fiir eine
Interaktion relevant sein, die in den hier verwendeten Fragmenten (Abb. 4.11) nicht enthalten sind. Die
in vivo-Experimente mit dem BACTH sollten mit den sasC-Fragmenten aus Abb. 4.2 wiederholt werden,
um diese Hypothese zu tiberpriifen.

Ebenfalls ist denkbar, dass ein noch nicht identifizierter weiterer Ligand oder Co-Faktor fiir eine stabile
SasC-Interaktion bzw. Interaktion der rekombinanten Subdoménen verantwortlich oder nétig ist. Einige
Komponenten der extrazelluliren Matrix wie Fibrinogen, von-Willebrand-Faktor und Thrombospondin,
und Plattchen konnten als SasC-Interaktionspartner bereits ausgeschlossen werden [128]. Die Interaktion

mit anderen potentiellen Liganden wie Fibronektin oder auch Zuckerverbindungen ist noch zu iiberpriifen.

sasC-abhingige Aggregation in Labor- und klinischen Stimmen In dieser Arbeit wur-
den Aggregationsassays im nicht-pathogenen Laborstamm S. carnosus TM300 und in S. aureus SH1000
durchgefiihrt, der als Modellstamm gut etabliert ist [209].

In klinisch relevanten S. aureus-Stdmmen, ist eine groBe Variationsbreite von CWAs vorhanden [59]. Die
Konsequenz ist, dass die parallele Expression von Virulenzfaktoren mit redundanter Funktion dazu fiihrt,
dass bei Verlust oder Inaktivierung des einen Faktors ein anderer Faktor dies kompensieren kann [27].

So zeigt nur eine Doppel-Knockout-Mutante von beiden FnBPs eine stark verringerte Fn-Bindeaktivitat
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5 Diskussion

[231] und auch die Proteine Aaa und Atl sind in ihren adhésiven Eigenschaften redundant [166].

Expression von (pSasC) in S. aureus SH1000 oder S. carnosus TM300 fithrt zur Bildung grofler Zell-
aggregate, welche leicht weggewaschen werden und die Biofilmbildung reduziert erscheinen lassen. In den
einzelnen Schritten der Versuchsdurchfiihrung sind die groflen Aggregate sehr gut sichtbar. Sub 1 zeigt
ebenfalls starke Aggregatbildung, doch der Biofilm ist gegeniiber den Waschschritten stabil. In den Lyso-
staphinlysaten sind multiple Banden bei Sub 1 zusehen. Sie werden von anti-SasC-NT-Serum detektiert,
was auf eine Proteindegradation schlieffen l&sst.

Dass die Hydrophobizitét eines Proteins die initialen Adhésionseigenschaften an abiotische Oberflichen
beeinflusst, wurde bereits 1985 von Pascual et al. beschrieben, die zeigten, dass Adhésions-positive Stam-
me eine hohere Hydrophobizitdt haben als Adhédsions-negative Stdmme [232]. SasC besteht aus 25,1 %
hydrophilen Aminoséduren [128]. Sub 1 besitzt anteilig mehr hydrophobe Aminoséuren, die die Adhésion
[128] und einen stabileren Biofilm begilinstigen, was in den Biofilmassays bestétigt wurde. Expression
der sasC-Subklone in S. carnosus TM300, der keinerlei Adhésionsfaktoren exprimiert [33] und S. aureus
SH1000, fiihrt zu Aggregation in unterschiedlichem Ausmafl. Fehlen alle SR und die LR nur teilweise,
wie in Sub 3A und Sub 3B, ist die Aggregation schwécher als bei Sub 1, aber stérker als bei Sub 5. Hier
fehlen die LR vollstdndig und die Aggregation ist stark beeintrdchtigt. Dies widerspricht einerseits den
Ergebnissen der in vitro-Versuche, in welchen rekombinante SR (SasC-His-1) eine starke homotypische
Interaktion zeigen, andererseits wird dadurch die Hypothese unterstiitzt, dass die LR zur Vermittlung
der Interaktion beitragen.

In Sub 6 fehlt nur die FIVAR-Doméne, was zu verringerter Aggregation fithrt und ebenfalls eine
Beteiligung der FIVAR-Domaéne indiziert. Es ist zu beriicksichtigen, dass die Aggregationsstudien mit
den Subklonen (als Oberflachenproteine exprimiert) und die in vitro-Interaktionsstudien mit gereinig-
ten rekombinanten Proteinen (SasC-Subdoménen) durchgefithrt wurden, was verschiedene Ergebnisse
liefern kann. Moglicherweise spielen hier strukturelle Faktoren eine Rolle, wie sie bei Aap/SasG zu finden
sind. Bei Aap/SasG ermoglichen erst die B-Repeats die korrekte Lokalisierung der ligandenbindenden A-
Doméne im Raum. Nur unter diesen Umsténden kann Aap/SasG-abhéangige Adhésion und Akkumulation
vermittelt werden [116].

In verschiedenen kompetitiven Aggregationsassays wurde der Einfluss von anti-SasC-NT-, anti-SasC-
DUF-Antiserum und rekombinanten Proteinen auf die Aggregation von SasC-Subklonen untersucht. Kei-
ne der hier getesteten Bedingungen beeinflusste die Aggregatbildung bei Resuspension der bakteriellen
Materials in Puffer.

Wurde SH1000 Sub 1 auf einer Agarplatte angezogen, die mit Antiserum (anti-SasC-NT- oder anti-
SasC-DUF) préinkubiert wurde, so wurde die Aggregation inhibiert. Bei Expression von (pSasC) in
SH1000 trat dieser Effekt nicht auf. Das lasst auf den ersten Blick vermuten, dass es ein spezifischer
Effekt, vermittelt durch den N-Terminus (Sub 1), ist. Zwar beinhaltet SasC ebenfalls den kompletten
N-Terminus, doch womoéglich wird hier der Effekt durch das Vorhandensein der DUF1542-Doménen
(auch Sub 2) verhindert, eventuell durch sterische Hinderung. So ist fiir die DUF1542-Doménen aus Ebh
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bekannt, dass diese ldngliche Strukturen ausbilden [129, 132], die zumindest bei Ebh zur Ligandenbindung
beitragen konnen. Da aber auch das anti-SasC-DUF-Antiserum diesen Effekt bei SH100 Sub 1 hervorruft;
die Aggregation der S. carnosus-Subklone aber nicht beeinflusst wird, spielt moglicherweise noch ein
zusdtzlicher Effekt eine Rolle, der auf andere Oberflichenproteine von S. aureus, die S. carnosus nicht

aufweist, wirkt.

sasC-abhingige Biofilmbildung in Laborstimmen und klinischen Stimmen Die Bio-
filmassays wurden mit S. aureus SH1000 durchgefiihrt.

Als Referenzstamm fiir eine starke Biofilmbildung wurde S. epidermidis RP62A verwendet, der einen
PIA-abhéngigen Biofilm bildet [52]. Biofilme von ica-positiven S. epidermidis sind dadurch charakteri-
siert, dass sie nicht von DNase I [54] oder Trypsin, jedoch von (-1,6-Hexosaminidase DspB degradiert
werden [127]. Durch Zugabe von anti-SasC-NT-Antiserum sollte der Biofilm von RP62A nicht beeinflusst
werden sollte, was bestétigt wurde. PIA-abhédngige Biofilme unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung
und ihrer Morphologie von proteinogenen, wie z. B. Aap- oder Embp-abhéngige Biofilme unterscheiden
sich morphologisch. In PIA-Biofilmen sind die Bakterien in ein Netzwerk von extrazelluliren Fasern
eingebettet. In Aap- und Embp-vermittelten Biofilmen besteht die Matrix vorwiegend aus dichten Zell-
aggregaten [27, 233]. Wie schon von Biittner et al. beschrieben, wurde auch in dieser Arbeit beobachtet,
dass PIA-abhéngige Biofilme (hier: von RP62A) gegeniiber Waschschritten stabiler sind als proteinogene
Biofilme [27]. Die Stérke der Biofilmbildung variiert zwischen den sasC-exprimierenden Subklonen stark.
Subklone, die mindestens die FIVAR-Doméne und einen Teil der LR exprimieren (Sub 1, Sub 3A, Sub
3B), bilden einen sehr starken Biofilm aus. Fehlen hingegen diese Subdoménen, wie bei Sub 5 und Sub
6, ist die Biofilmbildung schwécher. Diese Ergebnisse korrelieren gut mit dem Aggregationsverhalten der
Subklone. Auffallig ist, dass SH1000 (pCXAlip) und Sub 2 einen mittelstarken Biofilm bilden. Auch un-
ter Verwendung von frisch ausgefrorenen Subklonen und Anzucht auf frischem Medium konnten die bei
Schroder et al. beschriebenen Unterschiede in der Biofilmbildung zwischen SasC/Sub 1 und Sub 2 nicht
wiederholt werden [128]. Aus der Literatur ist beispielsweise bekannt, dass Anzucht in TSB signifikant
die PTA-abhéngige Biofilmbildung beeinflusst [27, 234]. Dass ein dhnlicher noch nicht identifizierter Ef-
fekt auf proteinogene Biofilme hier wirkt, ist unwahrscheinlich, da die Experimente von Schroder et al.
ebenfalls in TSB durchgefiithrt wurden.

Um die Biofilmbildung besser zu beurteilen zu kénnen sollte generell die Adhésion von S. aureus an die
Polystyroloberfliche verstérkt werden. Eine unbehandelte Polystyroloberflache ist hydrophob mit wenig
polaren Gruppen, welche die Adhésion von Zellen bzw. Proteinen erschwert. Zugabe von ECM-Molekiilen
wie Fibrinogen oder synthetischen Molekiilen wie Poly-L-Lysin fiihrt zur Zunahme der Anzahl hydrophiler
Gruppen auf der Oberfliche, welche zelluldre Adhésion verstdrken kénnen, wenn diese iiber hydropho-
be/hydrophile Interaktion stattfindet. Eine Verstdrkung der Biofilmbildung wurde durch Beschichtung
nicht beobachtet, doch der Biofilm von S. aureus SH1000 Sub 2 wurde durch Poly-L-Lysin-Beschichtung

signifikant reduziert. Sub 2 bildete bei den Experimenten im Rahmen dieser Arbeit einen unerwartet

155



5 Diskussion

starken Biofilm, was in der vorangegangenen Arbeit von Schréder et al. nicht beobachtet wurde. Der
Grund dafiir ist unbekannt. Der reduzierende Effekt von Poly-L-Lysin muss aus diesem Grund hinter-
fragt werden, da er bei einer geringeren (was erwartet wurde) Biofilmbildung von Sub 2 méoglicherweise
nicht hétte beobachtet werden kénnen.

In dieser Arbeit wurden Biofilm-Kompetitionsassays mit anti-SasC-NT-Antiserum und rekombinanten
SasC-Proteinen durchgefiihrt, wobei erwartet wurde, dass Antikorper, die gegen das zu untersuchende
Molekiil gerichtet sind, die Biofilmbildung durch das betreffende Molekiil inhibieren. So konnten Geo-
ghegan et al. bereits zeigen, dass die SasG-vermittelte Biofilmbildung durch Zugabe von rekombinanten
B-Doménen des Proteins inhibiert wurde [116]. Und Barbu et al. haben gezeigt, dass die SdrC-vermittelte
interzelluldre Aggregation durch Zugabe eines anti-SdrCyons-Antikorpers oder Zugabe von rekombinan-
ten SArCnans-Subdoménen inhibiert wird [218].

Bereits eine Verdiinnung des anti-SasC-NT-Antiserums von 1:10000 im Kulturmedium fithrte zu ei-
ner Reduktion der Biofilmbildung von SH1000 (pSasC) um 40%. Die Kontrolle mit dem entsprechenden
Praimmunserum zeigte keinen Effekt. Interessanterweise reagierte Sub 1, welches ebenfalls vollstédndig
den N-Terminus, aber nicht die DUF1542-Doménen exprimiert, nicht spezifisch auf das Antiserum. In
vitro-Analysen mittels MST und SPR haben allerdings Hinweise auf eine heterotypische Interaktion von
SasC-His-1 mit SasC-His-NT geliefert. Aus der Literatur ist bekannt, dass fiir die Biofilm-vermittelnde
Funktion einiger Oberflachenproteine die korrekte Ausrichtung essentiell ist. So bilden in Embp bilden die
DUF1542-Doménen eine starre stabformige Struktur aus [168] und die B-Repeats von Aap/SasG sorgen
fiir eine korrekte Ausrichtung der Ligandenbindedoméne [108, 117]. Moglicherweise sind auch bei SasC die
DUF1542-Doménen fiir die korrekte Orientierung des Proteins auf der Zelloberfliche nétig und fehlende
DUF1542-Doménen resultieren in einer schlechten Zugénglichkeit der mutmaflichen Ligandenbindedd-
mane(n) innerhalb des N-Terminus. Doch bildet Sub 1 einen starken Biofilm und der N-Terminus ist
offenbar zugénglich. In diesem Zusammenhang sollte der kompetitive Aggregationsassay mit Wachstum
auf anti-SasC-NT-Antiserum nochmals betrachtet werden. Dort inhibiert Wachstum auf anti-SasC-NT-
oder anti-SasC-DUF-Antiserum die Aggregation von Sub 1 gleichermaflen, moglicherweise aufgrund ver-
schiedener Serumeffekte. Diese sind wahrscheinlich auch fiir die Biofilminhibierung verantwortlich.

Die Biofilmbildung von Sub 3A und Sub 5 wird vermutlich durch unspezifische Serumeffekte beeinflusst,
da die Biofilmbildung beider Subklone durch gleiche Konzentrationen des Praimmunserums gehemmt
wird. Sub 3 A und Sub 5 ist gemeinsam, dass das erste LR vollsténdig und das zweite LR entweder teil-
weise oder ebenfalls vollstéindig fehlt. Da sie alle die DUF1542-Doménen exprimieren, scheint nicht eine
gestorte Proteinstruktur die Ursache dafiir zu sein. Besonders, da Sub 3A eine sehr starke Aggregation
und Biofilmbildung zeigt. Diese Ergebnisse untermauern die Annahme aus den in vitro-Versuchen, dass
die LR an der Aggregations-vermittelnden Funktion beteiligt sind. Bei SasC und Sub 6 ist der inhibie-
rende Effekt des Antiserums spezifisch, da er bereits in der niedrigsten Konzentration zu beobachten ist,
wohingegen das Praimmunserum keinen Effekt zeigt. Sub 6, dem ausschlielich die FIVAR-Doméne fehlt,

reagiert sehr sensitiv auf das Antiserum. Auch wenn das alleinige Fehlen der FIVAR-Doméne die Bio-
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filmbildung reduziert, scheint die Proteinstruktur zu gewéhrleisten, dass die Antikorper des Serums die
aggregationsvermittelnde Doméne inhibieren. Kristallisationsstudien mit zwei FIVAR-GA-Repeats von
EbhA aus S. aureus haben eine langliche Struktur (aus Tripel-a-Helices) des Proteins aufgezeigt [235,
236]- ebenso wie die FIVAR-GA-Doménen von Embp (unverdffentlicht, Biittner, Perbandt und Rohde
[27]). Weitere vorldufige Strukturanalysen von repetitiven FIVAR-Doménen [27] und DUF1542-Doménen
[168] weisen auf eine langliche stdbchenférmige Gesamtkonformation von Embp hin [27]. Der inhibierende
Effekt von hohen Konzentrationen des Antiserums (Verdiinnung 1:100) auf alle Subklone ist mutmaflich
auf unspezifische Effekte der Serumkomponenten zuriickzufithren, da auch das Pradimmunserum in dieser
Verdiinnung einen solchen Effekt hervorruft.

Weitere Kompetitionsassays haben gezeigt, dass Zugabe von 1,5 pM SasC-His-DUF1542 die Biofilm-
bildung beeinflusst, wenn die Inkubation wihrend der bakteriellen Anzucht stattfindet. Ahnliches konnte
von Barbu et al. fiir die SdrC-vermittelte Biofilmbildung (Zugabe von bis zu 2,4 pM rekombinantes Pro-
tein) gezeigt werden [218]. S. carnosus TM300 (pCXAlip) bildet keinen Biofilm, allerdings scheint die
Zugabe von Proteinen die schwache Adhésion an Polystyrol noch weiter zu verringern. Bei S. carnosus
TM300 wird die Adhésion nicht tiber spezifische Protein-Protein-Interaktionen vermittelt, sondern iiber
hydrophobe Wechselwirkungen. Durch Zugabe der rekombinanten SasC-Proteine werden diese Interak-
tionen moglicherweise gestort. Zugabe von SasC-His-NT zeigt bei keinem der hier getesteten Stémme
einen Effekt. Fine Inhibierung wére fiir SasC und Sub 1 zu erwarten gewesen, da in Anwesenheit von
SasC-His-NT die N-terminal vermittelte interzelluldre Aggregation zwischen den Bakterien beeintrachtigt
sein sollte. Ein Effekt, der auch bei den Dimerisierungsstudien der B-Repeats von SasG beobachtet wurde
[116].

Diese Beobachtungen sind nur teilweise konsistent mit den Ergebnissen der Kompetitionsassays mit
anti-SasC-NT-Antiserum, da auch dieses keinen spezifischen inhibierenden Effekt auf das Aggregations-
verhalten und die Biofilmbildung von Sub 1 hatte. Jedoch wurde die Biofilmbildung von SasC durch
Zugabe von anti-SasC-NT-Antiserum verringert. Dies deutet darauf hin, dass moglicherweise nicht nur
Doménen des N-Terminus von SasC an der Biofilmbildung bzw. der Inhibierung dieser, involviert sind.
Interessanterweise wirkt SasC-His-DUF1542 stark inhibierend auf die SasC- und Sub 1-vermittelte Bio-
filmbildung. Da Sub 1 keine SasC-DUF1542-Doménen exprimiert, und weder SasC-His-NT noch SasC-
His-DUF1542 einen Effekt auf die Biofilmbildung von Sub 2 haben, kann ein Effekt auf andere (moglicher-
weise ebenfalls DUF-Doménen enthaltende Proteine) nicht ausgeschlossen werden. Durch Wiederholung
des Versuchs mit einem anderen His-tagged-Protein, welches nicht in der Biofilmbildung beteiligt ist (z.
B. DHFR) konnten SasC-spezifische Effekte entweder bestétigt oder ausgeschlossen werden.

Ingesamt kann aus den Aggregations- und Biofilmassays geschlossen werden, dass ein inhibierender
Effekt von Antiseren oder rekombinanten Proteinen nicht auftritt, wenn diese nach der Anzucht dazuge-
geben werden. Findet die Inkubation aber wahrend der Anzucht der Kultur statt, sind spezifische Effekte
zu beobachten. Die grafische Auswertung der Biofilme ist durch die teilweise inhomogene Struktur der

Biofilme in einigen Féllen nicht représentativ. Verschiedene Farbténe werden vom dem Biorad Imager als
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exprimiert von:

in vivo-Studien|Sub 1

in vitro-StudienSasC-His-NT

IN-Terminus komplett IKleine Repeats (SR)

SasC-His-1, (SasC-His-2)
Sub 5, Sub 6

GroBe Repeats (LR)

(SasC-His-2), SasC-
[His-3; SasC-His-4
Sub 3A, Sub 3B, Sub 6

DUF1542-Domiinen

SasC-His-DUF 1542
Sub 2

FIVAR -Domiéine

(SasC-His-5)
Sub 3A, Sub 3B

N-Terminus komplettispezifisch spezifisch spezifisch keine
spezifisch; mglw. primére [spezifisch; sekundire
Kleine Repeats (SR)| Interaktionspartner [Interaktionspartner keine
spezifisch; sekundire
Grofie Repeats (LR) [nteraktionspartner keine vermutlich spezifisch,
DUF1542-Domiéinen| unspezifisch Interaktionspartner
bekannt: mglw. ECM-
FIVAR-Domiine| IMolekiile

Tabelle 5.1: Ergebnisse der Interaktionsstudien. Unter Beriicksichtigung aller verwendeten Metho-
den ist eine spezifische homotypische Interaktion der SR sehr wahrscheinlich. Als zweite Stufe ist eine
heterotypische SR-LR-Interaktion oder eine homotypische Interaktion der LR moglich. Fiir die SasC-
DUF1542-Doménen ist eine Interaktion nicht wahrscheinlich. Beobachtete Interaktionen sind hochst-
wahrscheinlich unspezifisch. Eine Beteiligung der FIVAR-Domaéne ist ebenfalls moglich. Ob diese iiber
Interaktion mit anderen N-terminalen Subdoménen von SasC oder mit Liganden der ECM erfolgt, ist
unbekannt.

Verdnderung der Intensitidt gewertet. Dadurch werden Unterschiede abgebildet, welche in der Safranin-
farbung teilweise nicht zu erkennen sind. Dies ist hier besonders bei S. aureus SH1000 (pCXAlip) zu
beobachten. Optisch ist kein Unterschied in der Biofilmintensitdt bei Zugabe von SasC-His-DUF1542
zu erkennen, doch die grafische Auswertung vermittelt den Eindruck einer signifikanten Reduktion. Bei-
de Messmethoden haben Schwéchen und spiegeln die optische Auswertung/Farbung nicht immer wider.
Weswegen beide zur Auswertung herangezogen werden sollten. Die Bedingungen des semi-quantitativen
Biofilmassays entsprechen nicht zwangslaufig den in vivo-Bedingungen wéahrend einer Infektion [4]. Fiir
SasC ist zudem bekannt, dass die Expression in vitro geringer als in vivo ist [128].

In Tabelle 5.1 sind die Ergebnisse der Interaktionsstudien zusammengefasst und hinsichtlich der Wahr-
scheinlichkeit (spezifisch oder unspezifisch) einer Interaktion, unter Berticksichtigung aller verwendeten
Methoden, bewertet.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten in vitro- und in vivo-Interaktionsstudien indizieren, dass
an der SasC-vermittelten Biofilmbildung SR, sowie zumindest anteilig die LR und die FIVAR-Doméne
beteiligt sind. Auch wenn die Experimente die Aggregations-vermittelnden Doménen von SasC nicht
ohne zweifelsfrei identifizierten, ermdoglichen die Ergebnisse die Aufstellung einiger Hypothesen. Zum
Einen die Notwendigkeit der korrekten rdumlichen Lokalisierung und Ausrichtung des SasC-Proteins auf
der Zelloberfliche. Diese strukturelle Positionierung gewéhrleistet die Ligandenbindung und damit die
SasC-vermittelte Interaktion. Zum Anderen, dass nicht nur eine Subdoméne die Interaktion vermittelt,
sondern noch mindestens ein weiterer Faktor beteiligt ist. Ob dies eine weitere Subdoméane von SasC,

ein anderer Ligand auf benachbarten Zellen oder ein Ligand innerhalb der Biofilmmatrix ist, bleibt zu
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untersuchen. Diese potentiellen Liganden koénnen beispielsweise Proteine der extrazelluliren Matrix (z.
B. Fibronektin) oder Polysaccharide wie PIA (Bindung durch die FIVAR-Doméne) sein. Fibrinogen, von
Willebrand-Faktor, Thrombospondin und Thrombozyten konnten als Liganden bereits ausgeschlossen
werden [128]. In Abb. 5.1 ist ein hypothetisches Modell der SasC-vermittelten Aggregation dargestellt.

LPXTG-Motiv
DUF1542-Domanen
FIVAR-Motiv

Grole Repeats (LR)
Kleine Repeats (SR)
Signalpeptid mit YSIRK-

FIVAR + SR/LR

peo0s [

SR+SR; .
SR/LR4SR/LR; Motiv
SR + LR/LR Extrazelluldre Matrix

FIVAR + Ligand
9 Proteine der

extrazellularen Matrix

Ay

Abb. 5.1: Hypothetisches Modell der SasC-vermittelten Biofilmbildung. Neben homotypischen
Interaktionen (rot) der SR oder der LR, ist moglicherweise auch eine heterotypische Interaktion zwischen
den SR und den LR, an der SasC-vermittelten Aggregation beteiligt. Eine Interaktion der FIVAR-Doméne
mit anderen N-terminalen Subdoménen (blau) oder mit Molekiilen der extrazellulairen Matrix (griin) ist
ebenfalls denkbar.

Die Annahmen werden durch verschiedene Beobachtungen im Rahmen dieser Arbeit unterstiitzt: re-
kombinantes SasC-His-1 (2 SR) zeigt eine starke Interaktion mit SasC-His-NT und eine etwas schwéchere
homotypische Interaktion mit sich selbst. Dies ldsst vermuten, dass innerhalb des N-Terminus noch ein
weiterer Interaktionspartner der SR zu finden ist. Dieser konnte(n) die LR sein, die von SasC-His-3 (und
FIVAR) und SasC-His-4 exprimiert werden. Mittels SPR konnte eine schwache Interaktion von SasC-
His-3 nachgewiesen werden, die MST-Untersuchungen zeigten jedoch nur eine geringe Affinitat zwischen
diesen beiden Partnern. Subklon 5, welcher alle SR, exprimiert, zeigt nur sehr schwache Aggregation und
Biofilmbildung, was darauf schlieflen lédsst, dass das dritte SR fiir die Interaktion von SasC-His-1 mit
SasC-His-NT nicht ausschlaggebend ist. Interaktionsstudien mit SasC-His-1 und SasC-His-5, welcher die
FIVAR-Doméne exprimiert, konnten Aufschluss geben. Ein Unterschied in der dreidimensionalen Prote-
instruktur zwischen SasC-His-1 und der Présentation der Ligandenbindedoméne(n) von Sub 5 auf der
Zelloberflache kénnte die Ursache sein. Gestiitzt wird diese Hypothese auch durch das Interaktionsverhal-
ten von SasC-His-3, welches die FIVAR-Doméne und einen Teil des zweiten LR aufweist. Die Ergebnisse
der in vitro-Studien werden durch das Aggregations- und Biofilmbildungsverhalten von Sub 3A, welcher
diese Doménen exprimiert, bestétigt. Eine spezifische Interaktion von SasC-His-3 konnte jedoch nicht
mit allen in vitro-Studien bestéitigt werden. Chemisches crosslinking mit BS? fithrt zu spezifischer SasC-

His-3-Dimerbildung. Messungen im BIAcore und mittels AFM konnten dies nicht bestatigen. Vielleicht
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5 Diskussion

besitzt rekombinantes SasC-His-3 die Fahigkeit zur Interaktion, jedoch nur mit geringer Bindeaffinitit.
In jedem Fall muss beriicksichtigt werden, dass in vitro-Versuche mit rekombinanten Proteinen sich von
der in vivo-Situation unterscheiden kénnen. Zur Verifizierung der hier beobachteten Ergebnisse, sollten
insbesondere die MST-, SPR- und AFM-Studien wiederholt werden, da diese nur einmalig durchgefiihrt
werden konnten. Zudem sollten SasC-His-2 und SasC-His-5 sowie weitere potentielle Liganden in wei-
terfithrenden Studien als Interaktionspartner der hier untersuchten N-terminalen Subdoménen tiberpriift

werden.
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6 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die hier durchgefiihrten Experimente haben zur molekularen Charakterisierung des S. aureus surface
protein C beigetragen, wobei die Komplexitdt und Schwierigkeit der Verwendung sehr unterschiedlicher
Methoden deutlich wurde. Eine eindeutige Identifizierung der an der SasC-vermittelten Interaktion be-
teiligten Doméanen war nicht moéglich. Durch Kombination verschiedener Methoden zur Untersuchung
von Protein-Protein-Interaktionen konnten Hypothesen aufgestellt und Muster identifiziert werden. Die-
se konnen in spédteren Arbeiten weiter verfolgt und iiberpriift werden. Zur weiteren Charakterisierung
und genauen Identifizierung der an der Aggregation und Biofilmbildung beteiligten Subdoménen, soll-
ten die vielversprechenden in vitro-Versuche, wie die BIAcore-Analysen wiederholt werden. Bedingungen
wie verschiedene Konzentrationen der Interaktionspartner und Zugabe von Ionen sollten in diesem Rah-
men ausgetestet werden. Interessant wére ebenso die Untersuchung der Proteinfragmente SasC-His-2 und
SasC-His-5. Solid Phase Assays [218] konnen zur Untersuchung der Selbstaggregation der rekombinan-
ten Subdoménen herangezogen werden. Damit kdnnten die hier erhaltenen Ergebnisse bestétigt werden.
Mittels Phage Display konnen auch potentielle Liganden von SasC aus der extrazellulare Matrix, wie bei-
spielsweise Polysaccharide zur Interaktion mit der FIVAR-Doméne, identifiziert werden. Dabei werden in
einer sog. Phagenbibliothek SasC-Proteinfragmente auf der Oberfliche von Bakteriophagen présentiert
und nach ihrer Bindeaffinitdt zu verschiedenen Molekiilen (Liganden) selektiert. Weitere Informationen
zur Natur der Interaktion von SasC-Subdoménen und zur dreidimensionalen Struktur kann die Ront-
genkristallografie liefern. Dies wurde bereits fiir die Cadherin-dhnlichen Doménen von SraP [148] und
die B-Repeats von Aap [107] erfolgreich durchgefiihrt. Auch mittels Elektronenmikroskopie kénnen mog-
liche strukturelle Eigenschaften, die fiir die Vermittlung der interzelluldren Aggregation, Voraussetzung
sind, untersucht werden. Diese strukturellen Analysen kénnen die aufgestellte Hypothese der notwendigen
sterischen Orientierung fiir die Interaktion iiberpriifen.

Die detaillierte Charakterisierung von Faktoren, die primére Anheftung und Biofilmakkumulation ver-
mitteln, ist essentiell fiir das Verstdndnis von Biofilm-assoziierten Infektionen und der Entwicklung von
neuen Therapien. Eine zukiinftige Herausforderung besteht auch in der Ubertragung der kiinstlichen in
vitro-Analysen auf ein Experimentdesign, welches den Bedingungen in wvivo entspricht [27]. Dass SasC
wiéhrend einer Infektion exprimiert wird und anti-SasC-Antikérper nachgewiesen werden konnten [136],
untermauert seine Bedeutung als Pathogenitédtsfaktor in S. aureus-assoziierten Infektionen. Weiterfiih-
rende Studien zur Abhédngigkeit der sasC-Expression von globalen Regulationssystemen und Umweltbe-

dingungen kénnen die klinische Relevanz von SasC genauer definieren.
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Al.1 Vektoren

A pQE30Xa B pUT18C

lac cperaton
HindIII (182)

J;I‘r.
AP i P
= nding rar:‘-hn'&

/

M3,

Eagl (687)
Bfudl - BspMI (709)
Pstl (720}
Sall (722}
Accl (723)
HincII (724)
Xbal (728)

pQE30Xa

pUT18C
3500 bp

3017 bp

BamMI (734}
Aval - BsoBI - TspMI - Xmal (739)
BmeT1101 {743)
mal (741)
AccB51 (743)
KpnI (747)
EcoS3kI (751)
Banl - Sacl (753)
Apol - EcoRl (755]
BspDI - Clal {762)

C pKT25 N

HindITI {3

pKT25
3442 bp

Al.2 Plasmidkarten und Sequenzen

Die Plasmidbezeichnung der in dieser Arbeit konstruierten Plasmide setzt sich aus den
Anfangsbuchstaben oder der Gesamtbezeichnung des entsprechenden Vektors und der Bezeichnung des
klonierten Proteins zusammen. In den dazugehdrigen Sequenzen sind jeweils der Open Reading Frame

(ORF) des (Fusions-)proteins, das Startkedon und die verwendeten Restriktionsschnittstellen (BamHI:
GGATCC und Kpnl: GGTACC) gekennzeichnet.

In den pQE30Xa-Derivaten wurden die SasC-Proteinsequenz rot und der His-Tag blau gekennzeichnet.
In den Sequenzen fiir die pKT25- und pUT18C-Derivate wurden die SasC-Proteinsequenz ebenfalls rot
und der jeweilige Fusionspartner (T18 oder T25-Untereinheit) blau markiert. Die Plasmide pKT25-zip
und pUT18C-zip wurden nicht selbst konstruiert, sondern sind dem kommerziellen BACTH-Kit
entnommen. In diesen wurde das Leucin zipper-Motiv hervorgehoben.



Al.2.1 Derivate des pQE30Xa

A pQE_SasC(His-)F1 B pQE_SasC(His-)F2
TS promoter

‘ /  BamHI (183) lac operator

BamHI (133}

Kpnl (624)

Kpnl (821)
PQE_SasC(His-}F1 pPQE_SasC{His-)F2
4125 bp 3918 bp
C pQE_SasC(His-)F3 D pQE_SasC(His-)F4
TS premoter (lac operator
‘BamHI (193)
| BamHI (153} s
."’,::)mot;:
Kpnl (630) perot? ( 1y
(s o cOeTIOT Gy
& \ﬁ ‘%3‘,
P
pQE_SasC(His-)F4 Kpnl {1068)
E pQE_SasC(His-)F5
(lacoperator
BamHI (193)
SasC(His-)F5
Kpnl (412)

pQE_SasC(His-}F5

3706 bp



A pQE_SasC(His-)F1

76

151

226

301

376

451

526

601

676

751

CAATTTCACACAGAA

GGCTCTGGATCTGGT
G S G S G
AATCAAGCAACACCT
N Q A T P
ACACCTAATCAATCT
T P N Q S
AATCAAGCTACGCCA
N Q A T P
ACAGCAACTGAGACA
T A T E T
AAAACAAATGAARAT
K T N E N
AAACCAGAGCTAGTT
K P E L V
GATCCTAATGCAACT
D P N A T
CCATACACGCCGACA
P Y T P T
TGGTACCCCGGGTCG
W Y P G S

TTCATTAAAGAGGAG

ATCGAGGGAAGGCCT
I E G R P
GTAAATTCACAAGAT
V N S QO D
GCAACAACCAATCAA
A T T N O
ACATCAGTGCAATCA
T S V Q S
GTGTCAAACGCTAAT
VvV S N A N
GGTTCAGGAGGACAT
G S G G H
GCAATTGCTGAACCA
A I A E P
CCAGCAGATCCAGCG
P A D P A
ACTGATCCTAATGCC
T D P N A
ACCTGCAGCCAAGCT
T C S Q A

B pQE_SasC(His-)F2

1

76

151

226

301

376

426

501

CAATTTCACACAGAA

GGCTCTGGATCTGGT
G s G S G
TTTGATTCAGGAGAT
F D S G D
ACGAATGACCATGGC
T N D H G
TTTAATACAATGACT
F N T M T
ATTGCTGAAAAGACT
I A E K T
ATTCAATTTGTATCT
I O F VvV S
TATAGCTTTGTTGAC
Y S F V D

TTCATTAAAGAGGAG

ATCGAGGGAAGGCCT
I E G R P
AATAAGAACTATCAA
N K N Y Q
GATTTTAATGGTATC
D F N G I
ACTAAAAACGGTCAA
T K N G Q
GTTGAAGGCGGTCCA
v E G G P
AAAAATGACGCAATA
K N D A I
TCTAGGTACCCCGGG
S R Y P G

C pQE_SasC(His-)F3

76

151

226

301

376

CAATTTCACACAGAA

GGCTCTGGATCTGGT
G S G S G
ATGGAACCCACAGCA
M E P T A
TCTTTAGACACAGAT
S L D T D
AAAGATTTTCCAAGT
K D F P S
ATAACAATTAAAAGC
I T I K S

TTCATTAAAGAGGAG

ATCGAGGGAAGGCCT
I E G R P
ACGAATAATAAAGAA
T N N K E
GAATTTGTTTATAAA
E F VvV Y K
AACAATTCAGGCGTT
N N S G V
ACTGGTGGTGGCACA
T G G G T

AAATTAACTATGAGA
>M R

GGATCGCATCACCAT
G S H H H

TATAATGGAACTGGA

Y N 6 T G
AAAGATGTTGCTAAT
K D V A N
GCAACGAATCAAGCA
A T N Q A
AGTACGCCTTCAGCA
S T P S A
AATAATGATGCAGTG
N N D A V
CTAACTTTAAAGGAA
L T L K E
GCATCTAATAGACCG
A S N R P
GCTGCAGCGGCAGGA
A A A A G
AATAATGCAGGACAA
N N A G O
TAATTAGCTGAGCTT

*

AAATTAACTATGAGA
>M R
TATAATGGAACTGGA

Y N G T G

GCACAAGGCAATGTA
A Q G N V
GAGAAAACATTAACA
E K T L T
GGCGCAACAAATGTT
G A T N V
ACTTTGCGTTTATTT
T L R L F
ACAGATGCGCGTGGC
T D A R G
TCGACCTGCAGCCAA
S T C S Q

AAATTAACTATGAGA
>M R

TCCACGGATAATAAT
S T D N N
AACAGAGGTTTAGCA
N R G L A
TTGGTTAATCATAAT
L V N H N
CAAAACAATAATCAT
O N N N H
TCGAATAATACCACA
S N N T T
ATTCAAGAAGATGTT
I 0 E D V
AAAAAGAGAAGTAGA
K K R S R
AACGGTGGTGCACCA
N G G A P
AATGCACCATCAGTA
N A P S V
GGACTCCTGTTGATA

GGATCGCATCACCAT
G S H H H
TCCAGTCATGCAATG
S S H A M
ATTGCATTAGGTCGT
I A L G R
GTAAATCCGAATTCT
v N P N S
ATTATCAAAAATGCT
I I K N A
AAAGTACCTGATAAT
K VvV P D N
ATTTATCAACTAAAA
I Y QO L K
GCTTAATTAGCTGAG

A *

GGATCGCATCACCAT
G S H H H

TATAATGGAACTGGA

Y N G T G
TTTACAGTTACAACA
F T VvV T T
ATTCAATTACCTGAA
I O L P E
GATGTTAATGATATG
D V N D M
ACGAATTCACCTGCA
T N S P A

TCCTCACATGTTTAT
S S H V Y
TCACTAAAAAATAAT
S L K N N
GGGGTAGAATATGTG
G V E Y V
AATGTTACATATGAT
N Vv T Y D
CGACTAATGCCTGAT
R L M P D

CACCATCACGGATCT
H H H G S
GTACAAAGCGATACT
V 0 S D T
AATAGTGCGCAGAAT
N S A QO N
AATGGTAGTATAGTA
N G S I V
ACAGATGGCAATACA
T D G N T
TTAAATGTACCAAAT
L N V P N
CGTCATTCTTCAGAT
R H S S D
CGTGCGGCACCGGCA
R A A P A
GTAGCAATTACAGCG
vV A I T A
ACAGTTGTTGATAAT
T V V D N
GATCCAGTAATGACC

CACCATCACGGATCT
H H H G S
GTAAGAACGAGCATG
vV R T S M
ATTAATGGAACTGAT
I N G T D
GAATTAATCTTTGAA
E L I F E
GATACTAATGATACG
D T N D T
GTGAGAAATCTCAAA
vV R N L K
GATGGTTACAAATAC
D G Y K Y
CTTGGACTCCTGTTG

CACCATCACGGATCT
H H H G S
GTTGAAAGACGAACA
v E R R T
GGTAATTCTGGTGCT
G N S G A
AACAATTCATTGACT
N N s L T
GCAGCAAATCGTGTG
A A N R V
AAAATATTGGATTTA
K I L D L



451 AAGTATAAGTTGCGT GTTAATAATGTACCG ACACCAAGAACAGTA ACATTTAATGATACA TTAACGTATAAAACA

K Y K L R

vV N N V P

T P R T V

T F N D T

L T Y K T

526 TATACACAAGATTTC ATTAATTCAGGGTAC CCCGGGTCGACCTGC AGCCAAGCTTAATTA GCTGAGCTTGGACTC

Yy T Q D F

I N S G Y

D pQE_SasC(His-)F4

76

151

226

301

376

451

526

601

676

751

826

901

976

CAATTTCACACAGAA

GGCTCTGGATCTGGT
G S G S G
TTTGATTCAGGAGAT
F D S G D
ACGAATGACCATGGC
T N D H G
TTTAATACAATGACT
F N T M T
ATTGCTGAAAAGACT
I A E K T
ATTCAATTTGTATCT
I 0 F V S
TATAGCTTTGTTGAC
Y S F V D
GCAACGAATAATAAA
A T N N K
GATGAATTTGTTTAT
D E F V Y
AGTAACAATTCAGGC
S N N S G
AGCACTGGTGGTGGC
S T G G G
CGTGTTAATAATGTA
R V N N V
TTCATTAATTCAGGG

TTCATTAAAGAGGAG

ATCGAGGGAAGGCCT
I E G R P
AATAAGAACTATCAA
N K N Y O
GATTTTAATGGTATC
D F N G I
ACTAAAAACGGTCAA
T K N G 0O
GTTGAAGGCGGTCCA
V E G G P
AAAAATGACGCAATA
K N D A I
TCTATCGGACTTCAT
S I G L H
GAATTTACAGTTACA
E F T V T
AAAATTCAATTACCT
K I QO L P
GTTGATGTTAATGAT
V D V N D
ACAACGAATTCACCT
T T N S P
CCGACACCAAGAACA
P T P R T

TACCCCGGGTCGACC

F I N S G

Y P G S T

E pQE_SasC(His-)F5

76

151

226

301

CAATTTCACACAGAA

GGCTCTGGATCTGGT
G S G S G
GACAGACGTATTCAA
D R R I Q
ACAATTTTAGCTGAA
T I L A E
AATCAGATGCAACAT
N O M Q H

TTCATTAAAGAGGAG

ATCGAGGGAAGGCCT
I E G R P
CAAGCTGATTATACA
Q A D Y T
AATCGTAACAATGTA
N R N N V
ACGTTAATTCGAAGT
T L I R S

P G S T C

AAATTAACTATGAGA
>M R

S Q A *

GGATCGCATCACCAT
G S H H H

TATAATGGAACTGGA

Y N G T G
GCACAAGGCAATGTA
A Q G N V
GAGAAAACATTAACA
E K T L T
GGCGCAACAAATGTT
G A T N V
ACTTTGCGTTTATTT
T L R L F
ACAGATGCGCGTGGC
T D A R G
TCTGGGTCACATGTT
S G S H V
ACATCACTAAAAAAT
T S L K N
GAAGGGGTAGAATAT
E G V E Y
ATGAATGTTACATAT
M N V T Y
GCACGACTAATGCCT
A R L M P
GTAACATTTAATGAT
v T F N D
TGCAGCCAAGCTTAA
c s Q A *

AAATTAACTATGAGA
>M R

TCCAGTCATGCAATG
S S H A M
ATTGCATTAGGTCGT
I A L G R
GTAAATCCGAATTCT
vV N P N S
ATTATCAAAAATGCT
I I K N A
AAAGTACCTGATAAT
K V P D N
ATTTATCAACTAAAA
I Y O L K
TATGTTGAAAGACGA
Y V E R R
AATGGTAATTCTGGT
N G N S G
GTGAACAATTCATTG
V N N S L
GATGCAGCAAATCGT
D A A N R
GATAAAATATTGGAT
D K I L D
ACATTAACGTATAAA
T L T Y K
TTAGCTGAGCTTGGA

GGATCGCATCACCAT
G S H H H
TCCAATAAAGATGCA

TATAATGGAACTGGA

Y N G T G
TTTGCATCATTAGAT
F A S L D
CCATTAAATAAAAGA
P L N K R
TTGGTACCCCGGGTC
L VvV P R V

S N K D A
ATCTTTAATGATCTT
I F N D L
GTATCTCAAGCAGAT
v S Q A D
GACCTGCAGCCAAGC
D L Q P S

CACCATCACGGATCT
H H H G S
GTAAGAACGAGCATG
vV R T S M
ATTAATGGAACTGAT
I N G T D
GAATTAATCTTTGAA
E L I F E
GATACTAATGATACG
D T N D T
GTGAGAAATCTCAAA
vV R N L K
GATGGTTACAAATAC
D G Y K Y
ACAATGGAACCCACA
T M E P T
GCTTCTTTAGACACA
A S L D T
ACTAAAGATTTTCCA
T K D F P
GTGATAACAATTAAA
v I T I K
TTAAAGTATAAGTTG
L K Y K L
ACATATACACAAGAT
T Y T Q D
CTCCTGTTGATAGAT

CACCATCACGGATCT
H H H G S
TTACAAGCCGAAGTT
L 0 A E V
AAAAAACGTGCACAA
K K R A Q
ATTGATACATTAACT
I D T L T
TTAATTAGCTGAGCT

L I S *



A1.2.2 Derivate von pKT25
B pKT25-SasC-F1

A pKT25-zip

HindIII (1)

flac OEEMIBG

_EcoRV (830) KT25-SasC-F1
P
L Pell (895) -BamHI (1019}
Pstl (1004) 4128 bp

/Xbal (101%)
BamHI (1015)
TspMI - Xmal (1024)
Smal (1026)

- Bbsl (1063)
EcoS53kI (1073)

| Sacl (1075)
Bpul0I (1077)

_ Apol - ECORI (1159)
Pvul (1279)

pKT25-zip
3556 bp

KpnI (1718)

D pKT25-SasC-F3

BamHI (1019)

pKT25-SasC-F3
3867 bp

~ BamHI (1019)

pKT25-5asC-F2

Kpnl (1457)

(1451)

ac operato

ac operato

pKT25-5asC-F5
3649 bp

BamHI (1019}
BamHI (1019)

pKT25-5asC-F4

4305 bp
Kpnl (1239)

Kpnl (1895)




G pKT25-SasC-DUF1542 1-6

(2677) Kpnl

A pKT25-zip

76

151

226

301

376

451

526

601

676

751

826

TTCACACAGGAAACA

GGCATCCCCGCAGCC
G I P A A
GTCAACCCCCATTCC
VvV N P H S
GATTGGGGGTTGCAG
D W G L 0O
ATCGCGCGGGCCGAC
I A R A D
GAGCGGCTTGACTAT
E R L D Y
GGCTACGAGCAGTTC
G Y E Q F
GGCGACGATTTCGAG
G D D F E
GCCATTATGCCGCAT
A I M P H
TACCTGGCGCGCACG
Y L A R T
CTGGAAGACAAAGTT
L E D K V
GTGGGTGAACGTGGG

'E € oieratoﬂ

\ - BamHI (1015)

GCTATGACCATGCAG
>M T M Q
GTACTCGATGGCATC
v L D G I
ACCAGCCTGATTGCC
T S L I A
GCGGGCTACATTCCC
A G Y I P
AACGACGTCAACAGC
N D V N S
CTGCGGCAAGCGGGC
L R Q A G
GAGTTTCGCGTGRAG
E F R V K
GCGGTCAAGGTGATC
AV K V I
CTGTCCAACTTCCGC
L S N F R
CGGCGGGCTGCAGGG
R R A A G
GAAGAGCTCCTGAGC
E E L L S
GTACCTAAGTAACTA

vV G E R G

B pKT25-SasC-F1

1

v P K *

H pKT25-SasC-NT

aC operato

pKT25-5asC-NT

5299 bp

(2889) KpnI

CAATCGCATCAGGCT
Q S H QO A
AAGGCCGTGGCGAAG
K A V A K
GAAGGGGTGGCCACC
E G VvV A T
GTCAACCCGAATCTT
vV N P N L
AGCCTGGCGCATGGC
S L A H G
CTGGTCACCGGCATG
L v T G M
GAAACCTCGGACGGG
E T S D G
GGCAATGCCGCCGGT
G N A A G
GACTCGGCGCGCAGT
D S A R S
TCGACTCTAGAGGAT
S T L E D
AAAAACTACCACCTG
K N Y H L
AGAATTCGGCCGTCG

GGTTACGCAAACGCC
G Y A N A
GAAAAAAACGCCACA
E K N A T
AAAGGATTGGGCGTG
K G L G V
TCCAAACTGTTCGGC
S K L F G
CATACCGCGGTCGAC
H T A V D
GCCGATGGCGTGGTC
A D G V V
CGCTATGCCGTGCAG
R Y A V Q
ATTCCACTGACGGCG
I P L T A
TCGGTGACCAGCGGC
s v T S G
CCCCGGGTACCTATC

BamHI (1019)

GCCGACCGGGAGTCT
A D R E S
TTGATGTTCCGCCTG
L M F R L
CACGCCAAGTCGTCC
H A K S S
CGTGCGCCCGAGGTG
R A P E V
CTGACGCTGTCGAAA
L T L S K
GCGAGCAACCACGCA
A S N H A
TATCGCCGCAAGGGC
Y R R K G
GATATCGACATGTTC
b I D M F
GATTCGGTGACCGAT
D s v T D
CAGCGTATGAAACAG

P R VvV P I
GAGAACGAAGTTGCG
E N E V A
TTTTACAACGTCGTG

Q R M K Q
CGCCTGAAAAAACTG
R L K K L
ACTGGGAAAACCCTG

CCCAGGCTTTACACT TTATGCTTCCGGCTC GTATGTTGTGTGGAA TTGTGAGCGGATAAC AATTTCACACAGGAA

76 ACAGCTATGACCATG CAGCAATCGCATCAG GCTGGTTACGCAAAC GCCGCCGACCGGGAG TCTGGCATCCCCGCA

>M T M

Q O S H 0

A G Y A N

A A D R E

S G I P A

151 GCCGTACTCGATGGC ATCAAGGCCGTGGCG AAGGAAAAAAACGCC ACATTGATGTTCCGC CTGGTCAACCCCCAT

A VvV L D G

I K A V A

K E K N A

T L M F R

L vV N P H



226

301

376

451

526

601

676

751

826

901

976

TCCACCAGCCTGATT
S T S L I
CAGGCGGGCTACATT
0 A G Y I
GACAACGACGTCAAC
D N D V N
TATCTGCGGCAAGCG
Y L R Q A
TTCGAGTTTCGCGTG
F E F R V
GAGGCGGTCAAGGTG
E A V K V
CATCTGTCCAACTTC
H L S N F
ACGCGGCGGGCTGCA
T R R A A
CCTGTAAATTCACAA
P V N S 0
TCTGCAACAACCAAT
S A T T N
CCAACATCAGTGCAA
P T S V 0Q

1051ACAGTGTCAAACGCT

T Vv S N A

1126AATGGTTCAGGAGGA

N G S G G

1201GTTGCAATTGCTGAA

v A I A E

1276ACTCCAGCAGATCCA

T P A D P

1351ACAACTGATCCTAAT

T T D P N

1426AGACCAAGTACCAAC

R P S T N

C pKT25-SasC-F2

76

151

226

301

376

451

526

601

676

751

826

CTCATTAGGCACCCC

TTCACACAGGAAACA

GGCATCCCCGCAGCC
G I P A A
GTCAACCCCCATTCC
v N P H S
GATTGGGGGTTGCAG
D W G L Q
ATCGCGCGGGCCGAC
I A R A D
GAGCGGCTTGACTAT
E R L D Y
GGCTACGAGCAGTTC
G Y E Q F
GGCGACGATTTCGAG
G D D F E
GCCATTATGCCGCAT
A I MP H
TACCTGGCGCGCACG
Yy L A R T
TTTGATTCAGGAGAT
F D S G D

GCCGAAGGGGTGGCC
A E G V A
CCCGTCAACCCGAAT
P V N P N
AGCAGCCTGGCGCAT
S S L A H
GGCCTGGTCACCGGC
G L V T G
AAGGAAACCTCGGAC
K E T S D
ATCGGCAATGCCGCC
I G N A A
CGCGACTCGGCGCGC
R D S A R
GGGTCGACTCTAGAG
G S T L E
GATAAAGATGTTGCT
D K D V A
CAAGCAACGAATCAA
O A T N O
TCAAGTACGCCTTCA
S S T P S
AATAATAATGATGCA
N N N D A
CATCTAACTTTAAAG
H L T L K
CCAGCATCTAATAGA
P A S N R
GCGGCTGCAGCGGCA
A A A A A
GCCAATAATGCAGGA
A N N A G
CGTTCTGTACCATCA
R S V P 8

AGGCTTTACACTTTA

GCTATGACCATGCAG
>M T M O
GTACTCGATGGCATC
V L D G I
ACCAGCCTGATTGCC
T S L I A
GCGGGCTACATTCCC
A G Y I P
AACGACGTCAACAGC
N D V N S
CTGCGGCAAGCGGGC
L R Q A G
GAGTTTCGCGTGAAG
E F R V K
GCGGTCAAGGTGATC
AV K V I
CTGTCCAACTTCCGC
L s N F R
CGGCGGGCTGCAGGG
R R A A G
AATAAGAACTATCAA
N K N Y O

ACCAAAGGATTGGGC
T K G L G
CTTTCCAAACTGTTC
L S K L F
GGCCATACCGCGGTC
G H T A V
ATGGCCGATGGCGTG
M A D G V
GGGCGCTATGCCGTG
G R Y A V
GGTATTCCACTGACG
G I p L T
AGTTCGGTGACCAGC
s S VvV T S

GATCCTACGGATAAT

D P T D N
AATAACAGAGGTTTA
N N R G L
GCATTGGTTAATCAT
A L V N H
GCACAAAACAATAAT
A QO N N N
GTGTCGAATAATACC
V S N N T
GAAATTCAAGAAGAT
E I Q0 E D
CCGAAAAAGAGAAGT
P K K R S
GGAAACGGTGGTGCA
G N G G A
CAAAATGCACCTAAC
O N A P N
GTAACAGTTGTTGAT
V T V V D

TGCTTCCGGCTCGTA

CAATCGCATCAGGCT
Q S H Q A
AAGGCCGTGGCGAAG
K A V A K
GAAGGGGTGGCCACC
E G v A T
GTCAACCCGAATCTT
vV N P N L
AGCCTGGCGCATGGC
S L A H G
CTGGTCACCGGCATG
L v T G M
GAAACCTCGGACGGG
E T S D G
GGCAATGCCGCCGGT
G N A A G
GACTCGGCGCGCAGT

D S A R S

GTGCACGCCAAGTCG
V H A K S
GGCCGTGCGCCCGAG
G R A P E
GACCTGACGCTGTCG
D L T L S
GTCGCGAGCAACCAC
V A S N H
CAGTATCGCCGCAAG
0O Y R R K
GCGGATATCGACATG
A D I D M
GGCGATTCGGTGACC
G D S V T
AATGTACAAAGCGAT
N V QO S D
GCAAATAGTGCGCAG
A N S A O
AATAATGGTAGTATA
N N G S I
CATACAGATGGCAAT
H T D G N
ACATTAAATGTACCA
T L N V P
GTTCGTCATTCTTCA
vV R H S S
AGACGTGCGGCACCG
R R A A P
CCAGTAGCAATTACA
P V A I T
GAAGTGCTGTCTTTT
E V L S F
AATTGGTACCTAAGT
N W Y L S

TGTTGTGTGGAATTG

GGTTACGCAAACGCC
G Y A N A
GAAAAAAACGCCACA
E K N A T
AAAGGATTGGGCGTG
K G L G V
TCCAAACTGTTCGGC
S K L F G
CATACCGCGGTCGAC
H T A V D
GCCGATGGCGTGGTC
A D G V V
CGCTATGCCGTGCAG
R Y A V Q
ATTCCACTGACGGCG
I P L T A
TCGGTGACCAGCGGC

S v T § G

TCGACTCTAGAGGAT

S T L E D
GCACAAGGCAATGTA
A Q G N V

CCTAGTCATGCAATG
P S H A M
ATTGCATTAGGTCGT
I A L G R

TCCGATTGGGGGTTG
S D W G L
GTGATCGCGCGGGCC
Vv I A R A
AAAGAGCGGCTTGAC
K E R L D
GCAGGCTACGAGCAG
A G Y E 0O
GGCGGCGACGATTTC
G G D D F
TTCGCCATTATGCCG
F A I M P
GATTACCTGGCGCGC
D Y L A R
ACTAATCAAGCAACA
T N Q A T
AATACACCTAATCAA
N T P N O
GTAAATCAAGCTACG
V N Q A T
ACAACAGCAACTGAG
T T A T E
AATAAAACAAATGAA
N K T N E
GATAAACCAGAGCTA
D K P E L
GCAGATCCTAATGCA
A D P N A
GCGCCATACACGCCG
A P Y T P
GATGACAATGGTATT
D DN G I
AACTAAGAATTCGGC

N *

TGAGCGGATAACAAT

GCCGACCGGGAGTCT
A D R E S
TTGATGTTCCGCCTG
L M F R L
CACGCCAAGTCGTCC
H A K S S
CGTGCGCCCGAGGTG
R A P E V
CTGACGCTGTCGAAA
L T L S K
GCGAGCAACCACGCA
A S N H A
TATCGCCGCAAGGGC
Y R R K G
GATATCGACATGTTC
b I D M F
GATTCGGTGACCGAT

D S v T D
GTAAGAACGAGCATG
v R T S M
ATTAATGGAACTGAT
I N G T D



901

976

ACGAATGACCATGGC
T N D H G
TTTAATACAATGACT
F N T M T

1051ATTGCTGAAAAGACT

I A E K T

1126ATTCAATTTGTATCT

I O F VvV S

1201 TATAGCTTTGTTGAC

Y S F V D

D pKT25-SasC-F3

76

151

226

301

376

451

526

601

676

751

826

901

976

CTCATTAGGCACCCC

TTCACACAGGAAACA

GGCATCCCCGCAGCC
G I P A A
GTCAACCCCCATTCC
VvV N P H S
GATTGGGGGTTGCAG
D W G L 0O
ATCGCGCGGGCCGAC
I A R A D
GAGCGGCTTGACTAT
E R L D Y
GGCTACGAGCAGTTC
G Y E Q F
GGCGACGATTTCGAG
G D D F E
GCCATTATGCCGCAT
A I M P H
TACCTGGCGCGCACG
Y L A R T
ATGGAACCCACAGCA
M E P T A
TCTTTAGACACAGAT
S L D T D
AAAGATTTTCCAAGT
K D F P S

1051ATAACAATTAAAAGC

I T I K S

1126AAGTATAAGTTGCGT

K Y K L R

1201 TATACACAAGATTTC

Yy T Q D F

E pKT25-SasC-F4

1

76

151

226

CTCATTAGGCACCCC

TTCACACAGGAAACA

GGCATCCCCGCAGCC
G I P A A
GTCAACCCCCATTCC
vV N P H S

GATTTTAATGGTATC
D F N G I
ACTAAAAACGGTCAA
T K N G Q

GTTGAAGGCGGTCCA
vV E G G P
AAAAATGACGCAATA
K N D A I
TCTAGGTACCTAAGT
S R Y L S

AGGCTTTACACTTTA

GCTATGACCATGCAG
>M T M Q
GTACTCGATGGCATC
v L D G I
ACCAGCCTGATTGCC
T S L I A
GCGGGCTACATTCCC
A G Y I P
AACGACGTCAACAGC
N D V N S
CTGCGGCAAGCGGGC
L R QO A G
GAGTTTCGCGTGAAG
E F R V K
GCGGTCAAGGTGATC
A V K V I
CTGTCCAACTTCCGC
L S N F R
CGGCGGGCTGCAGGG
R R A A G
ACGAATAATAAAGAA
T N N K E
GAATTTGTTTATAAA
E F V Y K
AACAATTCAGGCGTT
N N S G V
ACTGGTGGTGGCACA
T G G G T
GTTAATAATGTACCG
vV N N V P

ATTAATTCAGGGTAC

I N S G Y

AGGCTTTACACTTTA

GCTATGACCATGCAG

>M T M Q
GTACTCGATGGCATC
V L D G I
ACCAGCCTGATTGCC
T S L I A

GAGAAAACATTAACA
E K T L T
GGCGCAACAAATGTT
G A T N V

ACTTTGCGTTTATTT
T L R L F
ACAGATGCGCGTGGC
T D A R G
AACTAAGAATTCGGC

N *

TGCTTCCGGCTCGTA

CAATCGCATCAGGCT
Q S H QO A
AAGGCCGTGGCGAAG
K A V A K
GAAGGGGTGGCCACC
E G VvV A T
GTCAACCCGAATCTT
vV N P N L
AGCCTGGCGCATGGC
s L A H G
CTGGTCACCGGCATG
L v T G M
GAAACCTCGGACGGG
E T S D G
GGCAATGCCGCCGGT
G N A A G
GACTCGGCGCGCAGT
D S A R S

GTAAATCCGAATTCT
vV N P N S
ATTATCAAAAATGCT
I I K N A

AAAGTACCTGATAAT
K V P D N
ATTTATCAACTAAAA
I Y O L K
CGTCGTTTTACAACG

TGTTGTGTGGAATTG

GGTTACGCAAACGCC
G Y A N A
GAAAAAAACGCCACA
E K N A T
ABAGGATTGGGCGTG
K G L G V
TCCAAACTGTTCGGC
S K L F G
CATACCGCGGTCGAC
H T A V D
GCCGATGGCGTGGTC
A D G V V
CGCTATGCCGTGCAG
R Y A V 0
ATTCCACTGACGGCG
I P L T A
TCGGTGACCAGCGGC
S V T S G

TCGACTCTAGAGGAT

S T L E D
TTTACAGTTACAACA
F T V T T
ATTCAATTACCTGAA
I 0 L P E
GATGTTAATGATATG
D V N D M
ACGAATTCACCTGCA
T N S P A
ACACCAAGAACAGTA
T P R T V
CTAAGTAACTAAGAA

L s N *

TGCTTCCGGCTCGTA

CAATCGCATCAGGCT
Q S H Q A
AAGGCCGTGGCGAAG
K A V A K
GAAGGGGTGGCCACC
E G v A T

CCGTCACATGTTTAT
P S H V Y
TCACTAAAAAATAAT
S L K N N
GGGGTAGAATATGTG
G V E Y V
AATGTTACATATGAT
N Vv T Y D
CGACTAATGCCTGAT
R L M P D
ACATTTAATGATACA
T F N D T
TTCGGCCGTCGTTTT

TGTTGTGTGGAATTG

GGTTACGCAAACGCC
G Y A N A
GAAAAAAACGCCACA
E K N A T
AAAGGATTGGGCGTG
K G L G V

GAATTAATCTTTGAA
E L I F E
GATACTAATGATACG
D T N D T

GTGAGAAATCTCAAA
vV R N L K
GATGGTTACAAATAC
D G Y K Y
TCGTGACTGGGAAAA

TGAGCGGATAACAAT

GCCGACCGGGAGTCT
A D R E S
TTGATGTTCCGCCTG
L M F R L
CACGCCAAGTCGTCC
H A K S S
CGTGCGCCCGAGGTG
R A P E V
CTGACGCTGTCGAAA
L T L S K
GCGAGCAACCACGCA
A S N H A
TATCGCCGCAAGGGC
Y R R K G
GATATCGACATGTTC
D I D M F
GATTCGGTGACCGAT
D s v T D
GTTGAAAGACGAACA
vV E R R T
GGTAATTCTGGTGCT
G N S G A
AACAATTCATTGACT
N N s L T
GCAGCAAATCGTGTG
A A N R V
AAAATATTGGATTTA
K I L D L
TTAACGTATAAAACA
L T Y K T
ACAACGTCGTGACTG

TGAGCGGATAACAAT

GCCGACCGGGAGTCT
A D R E S
TTGATGTTCCGCCTG
L M F R L
CACGCCAAGTCGTCC
H A K S S



301
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526

601

676

751

826
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976

GATTGGGGGTTGCAG
D W G L 0O
ATCGCGCGGGCCGAC
I A R A D
GAGCGGCTTGACTAT
E R L D Y
GGCTACGAGCAGTTC
G Y E Q F
GGCGACGATTTCGAG
G D D F E
GCCATTATGCCGCAT
A I M P H
TACCTGGCGCGCACG
Y L A R T
TTTGATTCAGGAGAT
F D S G D
ACGAATGACCATGGC
T N D H G
TTTAATACAATGACT
F N T M T

1051ATTGCTGAAAAGACT

I A E K T

1126ATTCAATTTGTATCT

I O F VvV S

1201 TATAGCTTTGTTGAC

Y S F V D

1276GCAACGAATAATAAA

A T N N K

1351GATGAATTTGTTTAT

b E F V Y

1426AGTAACAATTCAGGC

S N N S G

1501AGCACTGGTGGTGGC

s T G G G

1576CGTGTTAATAATGTA

R V. N N V

GCGGGCTACATTCCC
A G Y I P
AACGACGTCAACAGC
N D V N S
CTGCGGCAAGCGGGC
L R Q0 A G
GAGTTTCGCGTGAAG
E F R V K
GCGGTCAAGGTGATC
AV K V I
CTGTCCAACTTCCGC
L S N F R
CGGCGGGCTGCAGGG
R R A A G
AATAAGAACTATCAA
N K N Y O
GATTTTAATGGTATC
D F N G I
ACTAAAAACGGTCAA
T K N G 0O
GTTGAAGGCGGTCCA
V E G G P
AAAAATGACGCAATA
K N D A I
TCTATCGGACTTCAT
S I G L H
GAATTTACAGTTACA
E F T V T
AAAATTCAATTACCT
K I Q0 L P
GTTGATGTTAATGAT
V D V N D
ACAACGAATTCACCT
T T N S P
CCGACACCAAGAACA
P T P R T

1651TTCATTAATTCAGGG TACCTAAGTAACTAA

F I N S G

F pKT25-SasC-F5

76

151

226

301

376

451

526

601

676

751

AGGCTTTACACTTTA

GCTATGACCATGCAG
>M T M Q
GTACTCGATGGCATC
V L D G I
ACCAGCCTGATTGCC
T S L I A
GCGGGCTACATTCCC
A G Y I P
AACGACGTCAACAGC
N D V N S
CTGCGGCAAGCGGGC
L R Q A G
GAGTTTCGCGTGRAG
E F R V K
GCGGTCAAGGTGATC
AV K V I
CTGTCCAACTTCCGC
L s N F R
CGGCGGGCTGCAGGG
R R A A G

Yy L S N *

TGCTTCCGGCTCGTA

CAATCGCATCAGGCT
Q S H Q A
AAGGCCGTGGCGAAG
K A VvV A K
GAAGGGGTGGCCACC
E G VvV A T
GTCAACCCGAATCTT
vV N P N L
AGCCTGGCGCATGGC
S L A H G
CTGGTCACCGGCATG
L v T G M
GAAACCTCGGACGGG
E T S D G
GGCAATGCCGCCGGT
G N A A G
GACTCGGCGCGCAGT
D S A R S

GTCAACCCGAATCTT
vV N P N L
AGCCTGGCGCATGGC
S L A H G
CTGGTCACCGGCATG
L vV T G M
GAAACCTCGGACGGG
E T S D G
GGCAATGCCGCCGGT
G N A A G
GACTCGGCGCGCAGT
D S A R S

TCCAAACTGTTCGGC
S K L F G
CATACCGCGGTCGAC
H T A V D
GCCGATGGCGTGGTC
A D G V V
CGCTATGCCGTGCAG
R Y A V 0
ATTCCACTGACGGCG
I P L T A
TCGGTGACCAGCGGC
S VvV T S G

TCGACTCTAGAGGAT

S T L E D
GCACAAGGCAATGTA
A QO G N V
GAGAAAACATTAACA
E K T L T
GGCGCAACAAATGTT
G A T N V
ACTTTGCGTTTATTT
T L R L F
ACAGATGCGCGTGGC
T D A R G
TCTGGGTCACATGTT
S G S H V
ACATCACTAAAAAAT
T S L K N
GAAGGGGTAGAATAT
E G V E Y
ATGAATGTTACATAT
M N V T Y
GCACGACTAATGCCT
A R L M P
GTAACATTTAATGAT
V T F N D
GAATTCGGCCGTCGT

TGTTGTGTGGAATTG

GGTTACGCAAACGCC
G Y A N A
GAAAAAAACGCCACA
E K N A T
AAAGGATTGGGCGTG
K G L G V
TCCAAACTGTTCGGC
S K L F G
CATACCGCGGTCGAC
H T A V D
GCCGATGGCGTGGTC
A D G V V
CGCTATGCCGTGCAG
R Y A V Q
ATTCCACTGACGGCG
I P L T A
TCGGTGACCAGCGGC
s v T § G
CCGAATAAAGATGCA

TCGACTCTAGAGGAT

S T L E D

P N K D A

CCTAGTCATGCAATG
P S H A M
ATTGCATTAGGTCGT
I A L G R
GTAAATCCGAATTCT
vV N P N S
ATTATCAAAAATGCT
I I K N A
ABAGTACCTGATAAT
K V P D N
ATTTATCAACTAAAA
I Y O L K
TATGTTGAAAGACGA
Y V E R R
AATGGTAATTCTGGT
N G N S G
GTGAACAATTCATTG
V N N S L
GATGCAGCAAATCGT
D A A N R
GATAAAATATTGGAT
D K I L D
ACATTAACGTATAAA
T L T Y K
TTTACAACGTCGTGA

TGAGCGGATAACAAT

GCCGACCGGGAGTCT
A D R E S
TTGATGTTCCGCCTG
L M F R L
CACGCCAAGTCGTCC
H A K S S
CGTGCGCCCGAGGTG
R A P E V
CTGACGCTGTCGAAA
L T L S K
GCGAGCAACCACGCA
A S N H A
TATCGCCGCAAGGGC
Y R R K G
GATATCGACATGTTC
b I D M F
GATTCGGTGACCGAT
D S v T D
TTACAAGCCGAAGTT
L O A E V

CGTGCGCCCGAGGTG
R A P E V
CTGACGCTGTCGAAA
L T L S K
GCGAGCAACCACGCA
A S N H A
TATCGCCGCAAGGGC
Y R R K G
GATATCGACATGTTC
b I D M F
GATTCGGTGACCGAT
D s v T D
GTAAGAACGAGCATG
vV R T S M
ATTAATGGAACTGAT
I N G T D
GAATTAATCTTTGAA
E L I F E
GATACTAATGATACG
D T N D T
GTGAGAAATCTCAAA
vV R N L K
GATGGTTACAAATAC
D G Y K Y
ACAATGGAACCCACA
T M E P T
GCTTCTTTAGACACA
A S L D T
ACTAAAGATTTTCCA
T K D F P
GTGATAACAATTAAA
v I T I K
TTAAAGTATAAGTTG
L K Y K L
ACATATACACAAGAT
T Y T Q D
CTGGGAAAACCCTGG

TTCACACAGGAAACA

GGCATCCCCGCAGCC
G I P A A
GTCAACCCCCATTCC
v N P H S
GATTGGGGGTTGCAG
D W G L Q
ATCGCGCGGGCCGAC
I A R A D
GAGCGGCTTGACTAT
E R L D Y
GGCTACGAGCAGTTC
G Y E Q F
GGCGACGATTTCGAG
G D D F E
GCCATTATGCCGCAT
A I M P H
TACCTGGCGCGCACG
Yy L A R T
GACAGACGTATTCAA
D R R I Q



826 CAAGCTGATTATACA TTTGCATCATTAGAT ATCTTTAATGATCTT AAAAAACGTGCACAA ACAATTTTAGCTGAA

Q A D Y T

F A S L D

I F N D L

K K R A Q

T I L A E

901 AATCGTAACAATGTA CCATTAAATAAAAGA GTATCTCAAGCAGAT ATTGATACATTAACT AATCAGATGCAACAT

N R N N V

P L N K R

v S Q A D

I D T L T

N O M Q H

976 ACGTTAATTCGAAGT TTGGTACCTAAGTAA CTAAGAATTCGGCCG TCGTTTTACAACGTC GTGACTGGGAAAACC

T L I R S

L VvV P K *

G pKT25-SasC-DUF1542 1-6

76

151

226

301

376

451

526

601

676

751

826

901

976

TGCTTCCGGCTCGTA

CAATCGCATCAGGCT
Q S H Q A
AAGGCCGTGGCGAAG
K A VvV A K
GAAGGGGTGGCCACC
E G VvV A T
GTCAACCCGAATCTT
vV N P N L
AGCCTGGCGCATGGC
S L A H G
CTGGTCACCGGCATG
L v T G M
GAAACCTCGGACGGG
E T S D G
GGCAATGCCGCCGGT
G N A A G
GACTCGGCGCGCAGT
D s A R S

TGTTGTGTGGAATTG

GGTTACGCAAACGCC
G Y A N A
GAAAAAAACGCCACA
E K N A T
AAAGGATTGGGCGTG
K G L G V
TCCAAACTGTTCGGC
S K L F G
CATACCGCGGTCGAC
H T A V D
GCCGATGGCGTGGTC
A D G V V
CGCTATGCCGTGCAG
R Y A V 0
ATTCCACTGACGGCG
I P L T A
TCGGTGACCAGCGGC
S VvV T S G

TCGACTCTAGAGGAT

S T L E D
GAAGATTTAGTTAAT
E D L V N
AAAGGCAATATTATT
K G N I I
CAGACCTTAAGTGGG
o T L S G

1051AAACAAAGGGAAATT

K O R E I

1126ACGGATGAAACAGAT

T D E T D

1201GGCATCAATACTATT

G I N T I

1276ACAGCAACGAAAAGA

T A T K R

1351 TTAACTCAAGCAACC

L T Q A T

1426GGAGATGGTCTAAAT

G D G L N

1501 CATGATGCACAACAA

H D A Q Q

1576GACAAAGTGAATGCT

D K V N A

1651GTAAAGACAAATGCG

v K T N A

1726ATCGATAAAAGTGCG

I D K S A

1801GCACAACAATTACTT

A QO O L L

1876GCACAAGCAAAAGAT

A Q A K D

CCTACTTTAATTCGA
P T L I R
CAAAATGATGAACTG
0 N D E L
GGTGATATTGGTGAT
G D I G D
GATACTGCAACACCG
D T A T P
ATCAATGCAACACCA
I N A T P
GCTATTGATAATGTT
A I D N V
GGAGCAGTTGTTCCT
G A V V P
CAACAAATAAATAGT
Q Q I N S
AACCATGCTTTAGAA
N H A L E
GCCATTAATCCAATT
A I N P I
CATATCGCAGAGATC
H I A E I
GCTGTAACTGCAGCA
AV T A A
ATTCAAGGAATACAA
I 0 G I 0
GAAACGCAACATAAT
E T Q H N
GATCAAGCTGTAGCT
D Q0 A V A
CAAGGTATGCAAAAT
0 G M QO N

TGAGCGGATAACAAT

GCCGACCGGGAGTCT
A D R E S
TTGATGTTCCGCCTG
L M F R L
CACGCCAAGTCGTCC
H A K S S
CGTGCGCCCGAGGTG
R A P E V
CTGACGCTGTCGAAA
L T L S K
GCGAGCAACCACGCA
A S N H A
TATCGCCGCAAGGGC
Y R R K G
GATATCGACATGTTC
D I D M F
GATTCGGTGACCGAT
D s Vv T D
AGTGTTGATGCTGAA
S V. D A E
ACAGATGAAGAAAAA
T D E E K
CAAACGACTGATGAT
Q T T D D
GTTGTTAAACCAAAT
v V. K P N
GATGCTACTGAAGAC
D A T E D
ACGAATGCTACTACA
T N A T T
CAAGTAACTCATAAA
Q Vv T H K
AATAGAGAAGCAACT
N R E A T
CAAATCAATCAAGCA
o I N Q A
GCTCCTGTAACTGTT
A P V T V
AATGCTAATCCTGAT
N A N P D
AACACAAACATTTTA
N T N I L
GCAATTACACCAGCT
A I T P A
ACGATATTTAATAAT
T I F N N
ACAGCGAAGCAAAAT
T A K Q N
ATAGTTGTGATTCAA
I v v I Q

TTCACACAGGAAACA

GGCATCCCCGCAGCC
G I P A A
GTCAACCCCCATTCC
V N P H S
GATTGGGGGTTGCAG
D W G L 0O
ATCGCGCGGGCCGAC
I A R A D
GAGCGGCTTGACTAT
E R L D Y
GGCTACGAGCAGTTC
G Y E Q F
GGCGACGATTTCGAG
G D D F E
GCCATTATGCCGCAT
A I M P H
TACCTGGCGCGCACG
Y L A R T
AATGCAGTAAATCAA
N A V N 0
CAAGCAGCAATACAA
O A A I O
GGCGTTACTAGAATC
G V T R I
GCTAAAAAAGCAATA
A K K A I
GAGATTCAAGATGCA
E I Q D A
AATGCTGACGTTGAA
N A D V E
AAAGCTGCAAGAGAT
K A A R D
CAGGAAGAGAAAAAT
O E E K N
ACAACAAATGCTGAT
T T N A D
GTTAAGCAAGCTGCA
V K Q A A
GCGACTCAAGAAGAA
A T Q E E
AACGCTAATACCAAT
N A N T N
ACAAAGGTAAAAACA
T K V K T
AATGATGCGACGCTC
N D A T L
ATTAATGCAGCAGAT
I N A A D
CCAGCGACACAAGTT
P A T Q V

GCTATGACCATGCAG
>SM T M Q
GTACTCGATGGCATC
vV L D G I
ACCAGCCTGATTGCC
T S L I A
GCGGGCTACATTCCC
A G Y I P
AACGACGTCAACAGC
N D V N S
CTGCGGCAAGCGGGC
L R QO A G
GAGTTTCGCGTGAAG
E F R V K
GCGGTCAAGGTGATC
AV K V I
CTGTCCAACTTCCGC
L S N F R
CGGCGGGCTGCAGGG
R R A A G
AAAGCTGATCAAATG
K A D Q M
GTTATCGAGGAACAT
V I E E H
AAAGATCAAGGTATA
K D Q G I
CGTGATAAAGCAACG
R D K A T
ATAAATCAATTAGCT
I N Q L A
ACAGCTAAAAATAAT
T A K N N
GCAATTAACCAAGCA
A I N Q A
GCAGCATTGAACGAA
A A L N E
GTTGATAACGCCAAA
V D N A K
AGGGATGCTGTATCA
R D A V S
AGACAAGCAGCAATT
R 0 A A I
GCTGATGTTGAACAA
A D V E OQ
GATGCAAAAAATGCC
D A K N A
GAAGAACAACAAGCA
E E Q0 Q A
ACGAATCAAGAAGTT
T N Q E V
AAAACGGATGCTCGT
K T D A R



1951 AATACTGTAAATGAA
N T V N E
2026CAAGAAGCGATAGAT
QO E A I D
2101ATGGTCAATAGCATT
M V N S I
2176GCTACAGGTGTATTA
A T G V L
2251GAAAAGCAAATGGCT
E K 0 M A
2326AACACGGAAGTAGAT
N T E V D
2401CCTGCAGCATTAGCA
P A A L A

H pKT25-SasC-NT

1  AGGCACCCCAGGCTT
76 CAGGAAACAGCTATG
>M
CCCGCAGCCGTACTC
P A A V L
CCCCATTCCACCAGC
P HS T S
GGGTTGCAGGCGGGC
G L Q A G
CGGGCCGACAACGAC
R A D N D
CTTGACTATCTGCGG
L DY L R
GAGCAGTTCGAGTTT
E Q F E F
GATTTCGAGGCGGTC
D F E A V
ATGCCGCATCTGTCC
M P H L S
GCGCGCACGCGGCGG
A R T R R
GCAACACCTGTAAAT
AT P V N
AATCAATCTGCAACA
N Q S A T
GCTACGCCAACATCA
A T P T S
1051ACTGAGACAGTGTCA
T E T V S
1126AATGAAAATGGTTCA
N E N G S
1201GAGCTAGTTGCAATT
E L V A I
1276AATGCAACTCCAGCA
N A T P A
1351ACGCCGACAACTGAT
T P T T D
1426GGTATTAGACCAAGT
G I R P S
1501AATGGTGGTAAAGTA
N G G K V
1576 TATCAAGCACAAGGC
Y O A QO G

151

226

301

376

451

526

601

676

751

826

901

976

AAAGCACGTGAGGCG
K A R E A
CGTGTCAATGCACTT
R V N A L
AGAGACGATGCAGTC
R D D A V
AACGATTTAGCAACT
N D L A T
TTAAATCAAGTGGAT
L N Q V D
CAAGCGCAACAATTA
Q A Q Q L
CGGTACCTAAGTAAC
R Y L S N

TACACTTTATGCTTC

ACCATGCAGCAATCG
T M Q Q S
GATGGCATCAAGGCC
D G I K A
CTGATTGCCGAAGGG
L I A E G
TACATTCCCGTCAAC
Y I P V N
GTCAACAGCAGCCTG
v N s s L
CAAGCGGGCCTGGTC
Q A G L V
CGCGTGAAGGAAACC
R vV K E T
AAGGTGATCGGCAAT
K v I G N
AACTTCCGCGACTCG
N F R D S
GCTGCAGGGTCGACT
A A G S T
TCACAAGATAAAGAT
S Q D K D
ACCAATCAAGCAACG
T N Q A T
GTGCAATCAAGTACG
v ¢ s S T
AACGCTAATAATAAT
N A N N N
GGAGGACATCTAACT
G G H L T
GCTGAACCAGCATCT
A E P A S
GATCCAGCGGCTGCA
D P A A A
CCTAATGCCAATAAT
P N A N N
ACCAACCGTTCTGTA
T N R S V
GGTGTGTTTAGTCAT
G vV F S H
AATGTAATTGCATTA
N V I A L

ATAACAAATATCAAT
I T N I N
AAAAATAGAGCATTA
K N R A L
AATCAAATCGGCGCT
N O I G A
GCTAAAAAGCAAGAG
A K K O E
CAAGATTTAGCAACG
O D L A T
GTGGCACAAGCAATT
Vv A QO A I

TAAGAATTCGGCCGTC

*

CGGCTCGTATGTTGT

CATCAGGCTGGTTAC
H Q A G Y
GTGGCGAAGGAAAAA
V A K E K
GTGGCCACCAAAGGA
V A T K G
CCGAATCTTTCCAAA
P N L S K
GCGCATGGCCATACC
A H G H T
ACCGGCATGGCCGAT
T G MA D
TCGGACGGGCGCTAT
S D G R Y
GCCGCCGGTATTCCA
A A G I P
GCGCGCAGTTCGGTG
A R S S V
CTAGAGGATCCTACG
L E D P T
GTTGCTAATAACAGA
V A N N R
AATCAAGCATTGGTT
N O A L V
CCTTCAGCACAAAAC
P S A Q N
GATGCAGTGTCGAAT
D A V S N
TTAAAGGAAATTCAA
L K E I 0
AATAGACCGAAAAAG
N R P K K
GCGGCAGGAAACGGT
A A G N G
GCAGGACAAAATGCA
A G QO N A
CCATCAGTAACAGTT
P S V T V
GCAATGGTAAGAACG
A M V R T
GGTCGTATTAATGGA
G R I N G

GCTACACCTGGTGCG
A T P G A
ACTGATATTGGTGTG
T D I G V
GTTCAACCGCATGTA
V Q P H V
ATTAATCAAAATACA
I N Q N T
GCAATTAATAATATA
A I N N I
AATGCGATTCAGCCA
N A I Q P

GTGGAATTGTGAGCG

GCAAACGCCGCCGAC
A N A A D
AACGCCACATTGATG
N A T L M
TTGGGCGTGCACGCC
L G V H A
CTGTTCGGCCGTGCG
L F G R A
GCGGTCGACCTGACG
AV D L T
GGCGTGGTCGCGAGC

G V V A S
GCCGTGCAGTATCGC
AV O Y R
CTGACGGCGGATATC
L T A D I
ACCAGCGGCGATTCG
T S G D S
GATAATAATGTACAA
D N N V Q
GGTTTAGCAAATAGT
G L A N S
AATCATAATAATGGT
N H N N G
AATAATCATACAGAT
N N H T D
AATACCACATTAAAT
N T T L N
GAAGATGTTCGTCAT
E D V R H
AGAAGTAGACGTGCG
R S R R A
GGTGCACCAGTAGCA
G A P V A
CCTAACGAAGTGCTG
P N E V L
GTTGATAATTTACCA
V D N L P
AGCATGTTTGATTCA
S M F D S
ACTGATACGAATGAC
T D T N D

ACTCGAGAAGAGAAA
T R E E K
ACGTCTACTACTGCG
T S T T A
ACTAAGAAGCAAACA
T K K Q T
AATGCAACAACTGAA
N A T T E
AATCAAGCTGATACA
N O A D T
AATATTGTAAAAAAA
N I V K K

GATAACAATTTCACA

CGGGAGTCTGGCATC
R E S G I
TTCCGCCTGGTCAAC
F R L V N
AAGTCGTCCGATTGG
K S S D W
CCCGAGGTGATCGCG
P E VvV I A
CTGTCGAAAGAGCGG
L S K E R
AACCACGCAGGCTAC

N H A G Y
CGCAAGGGCGGCGAC
R K G G D
GACATGTTCGCCATT
D M F A I
GTGACCGATTACCTG
v T D Y L
AGCGATACTAATCAA
S D T N Q
GCGCAGAATACACCT
A Q N T P
AGTATAGTAAATCAA
S I V N Q
GGCAATACAACAGCA
G N T T A
GTACCAAATAAAACA
v P N K T
TCTTCAGATAAACCA
S S D K P
GCACCGGCAGATCCT
A P A D P
ATTACAGCGCCATAC
I T A P Y
TCTTTTGATGACAAT
S F D D N
GGCTTTACACTTATC
G F T L I
GGAGATAATAAGAAC
G D N K N
CATGGCGATTTTAAT
H G D F N



1651GGTATCGAGAAAACA
G I E K T
1726GGTCAAGGCGCAACA
G Q G A T
1801GGTCCAACTTTGCGT
G P T L R
1876GCAATAACAGATGCG
A I T D A
1951CTTCATTCTGGGTCA
L H S G s
2026GTTACAACATCACTA
vV T T S L
2101TTACCTGAAGGGGTA
L P E G V
2176AATGATATGAATGTT
N DM N V
2251TCACCTGCACGACTA
S P A R L
2326AGAACAGTAACATTT
R T V T F
2401CATACTGTAAGTACA
H T V S T
2476CGTATTCAACAAGCT
R I 0 QO A
2551 TTAGCTGAAAATCGT
L A E N R
2626ATGCAACATACGTTA
M Q H T L

TTAACAGTAAATCCG
L T V N P
AATGTTATTATCAAA
N V I I K
TTATTTAAAGTACCT
L F K V P
CGTGGCATTTATCAA
R G I Y 0
CATGTTTATGTTGAA
H V Y V E
AAAAATAATGGTAAT
K N N G N
GAATATGTGAACAAT
E Y V N N
ACATATGATGCAGCA
T Y D A A
ATGCCTGATAAAATA
M P D K I
AATGATACATTAACG
N D T L T
AATCCATATACTATC
N P Y T I
GATTATACATTTGCA
D Y T F A
AACAATGTACCATTA
N N V P L

AATTCTGAATTAATC
N S E L I
AATGCTGATACTAAT
N A D T N
GATAATGTGAGAAAT
D N V R N
CTAAAAGATGGTTAC
L K D G Y
AGACGAACAATGGAA
R R T M E
TCTGGTGCTTCTTTA
S G A S L
TCATTGACTAAAGAT
S L T K D
AATCGTGTGATAACA
N R Vv I T
TTGGATTTAAAGTAT
L D L K Y
TATAAAACATATACA
Yy K T Y T
GATATCATCATGAAT
D I I M N
TCATTAGATATCTTT
s L D I F
AATAAAAGAGTATCT
N K R V S

ATTCGAAGTTTGGTA

I R S L V

CCTAAGTAACTAAGA
P K *

TTTGAATTTAATACA
F E F N T
GATACGATTGCTGAA
D T I A E
CTCAAAATTCAATTT
L K I Q F
AAATACTATAGCTTT
K Y Y S F
CCCACAGCAACGAAT
P T A T N
GACACAGATGAATTT
D T D E F
TTTCCAAGTAACAAT
F P S N N
ATTAAAAGCACTGGT
I K S T G
AAGTTGCGTGTTAAT
K L R V N
CAAGATTTCATTAAT
O D F I N
ABAGATGCATTACAA
K D A L O
AATGATCTTAAAAAA
N D L K K
CAAGCAGATATTGAT
O A D I D
ATTCGGCCGTCGTTT

ATGACTACTAAAAAC
M T T K N
AAGACTGTTGAAGGC
K T V E G
GTATCTAAAAATGAC
V S K N D
GTTGACTCTATCGGA
V D S I G
AATAAAGAATTTACA
N K E F T
GTTTATAAAATTCAA
V Y K I 0
TCAGGCGTTGATGTT
S G V D V
GGTGGCACAACGAAT
G G T T N
AATGTACCGACACCA
N V P T P
TCAGCTGCAGARAAGT
S A A E S
GCCGAAGTTGACAGA
A E V D R
CGTGCACAAACAATT
R A QO T I
ACATTAACTAATCAG
T L T N OQ
TACAACGTCGTGACT



A1.2.3 Derivate von pUT18C

A pUT18C-zip

flac DEE rator

_EcoRV (830)
Pcil (B95)
PStI (1004)

Xbal (1013)
BamHI (1019)

pUT18C-zip
3556 bp

Smal (1026)
- BbsI {1063)
Eco53kI (1073)
| Sacl (1075)
Bpu10l {1077)

Apol - EcoRI {1159)
Pvul (1279)

C pUT18C-SasC-F2

fac ogeratoﬂ

- BamHI (734)

pUT18C-SasC-F2
3436 bp

Kpnl {1156)

E pUT18C-SasC-F4
lac operatey

BamHI (734)

pUT18C-SasC-F4
3880 bp

Kpnl (1610)

£ TepMI - Xmal (1024)

B pUT18C-SasC-F1

(G operaten

BamMI (734)

pUT18C-SasC-F1
3703 bp

Kpnl (1433)

D pUT18C-SasC-F3

BamHI (734)

pUT18C-SasC-F3

KpnI (1172)

F pUT18C-SasC-F5
RTIE)

BamHI (734)

pUT18C-5asC-F5

KpnI (354}



G pUT18C-SasC-DUF1542 1-6

(2339) Kpnl

A pUT18C-zip

76

151

226

301

376

451

526

601

676

CAGGAAACAGCTATG
>M

ATCGACTTGTTGTGG
I D L L W
TACGACGGCGACATG
Y D G D M
CACGCCGTCGGCGCG
H A VvV G A
ATTTTCGTCGTATCG
I F vV V S
CGCGGCGAGGGCTAT
R G E G Y
GGAGCCGCGCCCGGL
G A A P G
GGATTGCGGCGGCCG
G L R R P
CAGCGTATGAAACAG

ACCATGATTACGCCA
T M I T P

AAAATCGCTCGCGCC
K I A R A
AATATCGGCGTGATC
N I G V I
CAGGACGTGGTCCAG
Q D VvV V Q
GCCACCGGTGAAAGC
A T G E S
GTCTTCTACGAGAAC
v F Y E N
GTGCCGAGCGGACGT
Vv P S G R
TCGCTGGGCGCAGTG
s L G AV
CTGGAAGACAAAGTT

) BamHI (734)

H pUT18C-SasC-NT

AGCTTAGCCGCCAGC
s L A A S

GGCGCCCGTTCCGCA
G A R S A
ACCGATTTCGAGCTG
T D F E L
CATGGCACTGAGCAG
H G T E Q
CAGATGCTCACGCGC
O M L T R
CGTGCATACGGCGTG
R A Y G V
TCGAAGTTCTCGCCG
s K F S P
GAACGCCACTGCAGG
E R H C R
GAAGAGCTCCTGAGC

Vit

| tae py
AP binding ;’”:»

pUT18C-SasC-NT
4874 bp

(2604) Kpnl

GAGGCCACGGGCGGC
E A T G G

GTGGGCACCGAGGCG
v G T E A
GAAGTGCGCAATGCG
E VvV R N A
AACAATCCTTTCCCG
N N P F P
GGGCAACTGAAGGAA
G Q0 L K E
GCGGGGAAAAGCCTG
A G K S L
GATGTACTGGAAACG
D vV L E T
TCGACTCTAGAGGAT
S T L E D
AAAAACTACCACCTG

e >
Mot \

BamHI (714}

CTGGATCGCGAACGC
L D R E R

CGTCGCCAGTTCCGC
R R Q0 F R
CTGAACAGGCGGGCG
L N R R A
GAGGCAGATGAGAAG
E A D E K
TACATTGGCCAGCAG
Yy I G Q Q
TTCGACGATGGGCTG
F D D G L
GTGCCGGCGTCACCC
V P A S P
CCCCGGGTACCTATC
P R V P I
GAGAACGAAGTTGCG

QO R M K Q
CGCCTGAAAAAACTG

L E D K V
GTGGGTGAACGTGGG

E E L L S
AATTCATCGATATAA

R L K K L

B pUT18C-SasC-F1

76

151

226

301

CAGGAAACAGCTATG

>M
ATCGACTTGTTGTGG
I DL L W
TACGACGGCGACATG
Y D G D M
CACGCCGTCGGCGCG
H A V G A
ATTTTCGTCGTATCG
I F V V s

v G E R G

ACCATGATTACGCCA
T M I T P
AAAATCGCTCGCGCC
K I A R A
AATATCGGCGTGATC
N I G V I
CAGGACGTGGTCCAG
Q D VvV VvV Q
GCCACCGGTGAAAGC
A T G E S

N S s I *

AGCTTAGCCGCCAGC
s L A A S
GGCGCCCGTTCCGCA
G A R S A
ACCGATTTCGAGCTG
T D F E L
CATGGCACTGAGCAG
H G T E Q
CAGATGCTCACGCGC
O M L T R

K N Y H L
CTAAGTAATATGGTG

GAGGCCACGGGCGGC
E A T G G
GTGGGCACCGAGGCG
v 6 T E A
GAAGTGCGCAATGCG
E vV R N A
AACAATCCTTTCCCG
N N P F P
GGGCAACTGAAGGAA
G O L K E

E N E V A
CACTCTCAGTACAAT

CTGGATCGCGAACGC
L D R E R
CGTCGCCAGTTCCGC
R R Q F R
CTGAACAGGCGGGCG
L N R R A
GAGGCAGATGAGAAG
E A D E K
TACATTGGCCAGCAG
Yy I G QO O



376

451

526

601

676

751

826

901

976

CGCGGCGAGGGCTAT
R G E G Y
GGAGCCGCGCCCGGC
G A A P G
GGATTGCGGCGGCCG
G L R R P
GTACAAAGCGATACT
V Q9 S D T
AATAGTGCGCAGAAT
N S A Q N
AATGGTAGTATAGTA
N G S I V
ACAGATGGCAATACA
T D G N T
TTAAATGTACCAAAT
L N V P N
CGTCATTCTTCAGAT
R H S S D

1051CGTGCGGCACCGGCA

R A A P A

1126GTAGCAATTACAGCG

v A I T A

1201GTGCTGTCTTTTGAT

v L S F D

1276TGGTACCGAGCTCGA

W Y R A R

C pUT18C-SasC-F2

76

151

226

301

376

451

526

601

676

751

826

901

976

CAGGAAACAGCTATG
>M
ATCGACTTGTTGTGG
I DL L W
TACGACGGCGACATG
Y D G D M
CACGCCGTCGGCGCG
H A V G A
ATTTTCGTCGTATCG
I F V V s
CGCGGCGAGGGCTAT
R G E G Y
GGAGCCGCGCCCGGC
G A A P G
GGATTGCGGCGGCCG
G L R R P
GTAAGAACGAGCATG
V R T s M
ATTAATGGAACTGAT
I N G T D
GAATTAATCTTTGAA
E L I F E
GATACTAATGATACG
D T N D T
GTGAGAAATCTCAAA
V R N L K
GATGGTTACAAATAC
D G Y K Y

GTCTTCTACGAGAAC
V F Y E N
GTGCCGAGCGGACGT
V P S G R
TCGCTGGGCGCAGTG
S L G A V
AATCAAGCAACACCT
N Q A T P
ACACCTAATCAATCT
T P N Q S
AATCAAGCTACGCCA
N O A T P
ACAGCAACTGAGACA
T A T E T
AAAACAAATGAARAT
K T N E N
AAACCAGAGCTAGTT
K P E L V
GATCCTAATGCAACT
D P N A T
CCATACACGCCGACA
P Y T P T
GACAATGGTATTAGA
D N G I R
ATTCATCGATATAAC
I H R Y N

ACCATGATTACGCCA
T M I T P
AAAATCGCTCGCGCC
K I A R A
AATATCGGCGTGATC
N I G V I
CAGGACGTGGTCCAG
Q D V V 0
GCCACCGGTGAAAGC
A T G E S
GTCTTCTACGAGAAC
v F Y E N
GTGCCGAGCGGACGT
v P S G R
TCGCTGGGCGCAGTG
S L G A V
TTTGATTCAGGAGAT
F D S G D
ACGAATGACCATGGC
T N D H G
TTTAATACAATGACT
F N T M T
ATTGCTGAAAAGACT
I A E K T
ATTCAATTTGTATCT
I 0 F V S
TATAGCTTTGTTGAC
Y S F V D

CGTGCATACGGCGTG
R A Y G V
TCGAAGTTCTCGCCG
S K F S P
GAACGCCACTGCAGG
E R H C R
GTAAATTCACAAGAT
V N S O D
GCAACAACCAATCAA
A T T N 0Q
ACATCAGTGCAATCA
T S V Q S
GTGTCAAACGCTAAT
V S N A N
GGTTCAGGAGGACAT
G S G G H
GCAATTGCTGAACCA
A I A E P
CCAGCAGATCCAGCG
P A D P A
ACTGATCCTAATGCC
T D P N A
CCAAGTACCAACCGT
P S T N R
TAAGTAATATGGTGC

*

AGCTTAGCCGCCAGC
s L A A S
GGCGCCCGTTCCGCA
G A R S A
ACCGATTTCGAGCTG
T D F E L
CATGGCACTGAGCAG
H G T E Q
CAGATGCTCACGCGC
o M L T R
CGTGCATACGGCGTG
R A Y G V
TCGAAGTTCTCGCCG
S K F S P
GAACGCCACTGCAGG
E R H C R
AATAAGAACTATCAA
N K N Y Q
GATTTTAATGGTATC
D F N G I
ACTAAAAACGGTCAA
T K N G Q
GTTGAAGGCGGTCCA
v E G G P
AAAAATGACGCAATA
K N D A I
TCTAGGTACCGAGCT
S R Y R A

GCGGGGAAAAGCCTG
A G K S L
GATGTACTGGAAACG
D v L E T

TTCGACGATGGGCTG
F D D G L
GTGCCGGCGTCACCC
v P A S P
CCTACGGATAATAAT

TCGACTCTAGAGGAT

S T L E D
AAAGATGTTGCTAAT
K D V A N
GCAACGAATCAAGCA
A T N Q A
AGTACGCCTTCAGCA
S T P S A
AATAATGATGCAGTG
N N D A V
CTAACTTTAAAGGAA
L T L K E
GCATCTAATAGACCG
A S N R P
GCTGCAGCGGCAGGA
A A A A G
AATAATGCAGGACAA
N N A G 0Q
TCTGTACCATCAGTA
S V P S V
ACTCTCAGTACAATC

GAGGCCACGGGCGGC
E A T G G
GTGGGCACCGAGGCG
v G T E A
GAAGTGCGCAATGCG
E V. R N A
AACAATCCTTTCCCG
N N P F P
GGGCAACTGAAGGAA
G Q0 L K E
GCGGGGAAAAGCCTG
A G K S L
GATGTACTGGAAACG
D VvV L E T

P T D N N
AACAGAGGTTTAGCA
N R G L A
TTGGTTAATCATAAT
L V N H N
CAAAACAATAATCAT
O N N N H
TCGAATAATACCACA
S N N T T
ATTCAAGAAGATGTT
I 0 E D V
AAAAAGAGAAGTAGA
K K R S R
AACGGTGGTGCACCA
N G G A P
AATGCACCTAACGAA
N A P N E
ACAGTTGTTGATAAT
T V V D N
TGCTCTGATGCCGCA

CTGGATCGCGAACGC
L D R E R
CGTCGCCAGTTCCGC
R R QO F R
CTGAACAGGCGGGCG
L N R R A
GAGGCAGATGAGAAG
E A D E K
TACATTGGCCAGCAG
Y I G Q Q
TTCGACGATGGGCTG
F D D G L
GTGCCGGCGTCACCC
v P A S P
CCTAGTCATGCAATG

TCGACTCTAGAGGAT

S T L E D
GCACAAGGCAATGTA
A Q G N V
GAGAAAACATTAACA
E K T L T
GGCGCAACAAATGTT
G A T N V
ACTTTGCGTTTATTT
T L R L F
ACAGATGCGCGTGGC
T D A R G
CGAATTCATCGATAT
R I H R Y

P S H A M
ATTGCATTAGGTCGT
I A L G R
GTAAATCCGAATTCT
v N P N S
ATTATCAAAAATGCT
I I K N A
AAAGTACCTGATAAT
K Vv P D N
ATTTATCAACTAAAA
I Y O L K
AACTAAGTAATATGG

N *



D pUT18C-SasC-F3

76

151

226

301

376

451

526

601

676

751

826

901

976

CAGGAAACAGCTATG
>M
ATCGACTTGTTGTGG
I D L L W
TACGACGGCGACATG
Y D G D M
CACGCCGTCGGCGCG
H A V G A
ATTTTCGTCGTATCG
I F V V S
CGCGGCGAGGGCTAT
R G E G Y
GGAGCCGCGCCCGGC
G A A P G
GGATTGCGGCGGCCG
G L R R P
GTTGAAAGACGAACA
v E R R T
GGTAATTCTGGTGCT
G N S G A
AACAATTCATTGACT
N N s L T
GCAGCARATCGTGTG
A A N R V
AAAATATTGGATTTA
K I L D L
TTAACGTATAAAACA
L T Y K T

E pUT18C-SasC-F4

1

76

151

226

301

376

451

526

601

676

751

826

901

CAGGAAACAGCTATG
>M
ATCGACTTGTTGTGG
I DL L W
TACGACGGCGACATG
Y D G D M
CACGCCGTCGGCGCG
H A V G A
ATTTTCGTCGTATCG
I F V V s
CGCGGCGAGGGCTAT
R G E G Y
GGAGCCGCGCCCGGC
G A A P G
GGATTGCGGCGGCCG
G L R R P
GTAAGAACGAGCATG
V R T s M
ATTAATGGAACTGAT
I N G T D
GAATTAATCTTTGAA
E L I F E
GATACTAATGATACG
D T N D T
GTGAGAAATCTCAAA
V R N L K

ACCATGATTACGCCA
T M I T P
AAAATCGCTCGCGCC
K I A R A
AATATCGGCGTGATC
N I G V I
CAGGACGTGGTCCAG
O D V V 0
GCCACCGGTGAAAGC
A T G E S
GTCTTCTACGAGAAC
V F Y E N
GTGCCGAGCGGACGT
V P S G R
TCGCTGGGCGCAGTG
S L G A V
ATGGAACCCACAGCA
M E P T A
TCTTTAGACACAGAT
S L D T D
AAAGATTTTCCAAGT
K D F P S
ATAACAATTAAAAGC
I T I K S
AAGTATAAGTTGCGT
K Y K L R
TATACACAAGATTTC
Y T Q D F

ACCATGATTACGCCA
T M I T P
AAAATCGCTCGCGCC
K I A R A
AATATCGGCGTGATC
N I G VvV I
CAGGACGTGGTCCAG
Q D V V 0
GCCACCGGTGAAAGC
A T G E S
GTCTTCTACGAGAAC
v F Y E N
GTGCCGAGCGGACGT
v P S G R
TCGCTGGGCGCAGTG
S L G A V
TTTGATTCAGGAGAT
F D S G D
ACGAATGACCATGGC
T N D H G
TTTAATACAATGACT
F N T M T
ATTGCTGAAAAGACT
I A E K T
ATTCAATTTGTATCT
I 0 F V S

AGCTTAGCCGCCAGC
S L A A S
GGCGCCCGTTCCGCA
G A R S A
ACCGATTTCGAGCTG
T D F E L
CATGGCACTGAGCAG
H G T E 0
CAGATGCTCACGCGC
O M L T R
CGTGCATACGGCGTG
R A Y G V
TCGAAGTTCTCGCCG
S K F S P
GAACGCCACTGCAGG
E R H C R
ACGAATAATAAAGAA
T N N K E
GAATTTGTTTATAAA
E F V Y K
AACAATTCAGGCGTT
N N S G V
ACTGGTGGTGGCACA
T G G G T
GTTAATAATGTACCG
V N N V P

ATTAATTCAGGGTAC

I N s G Y

AGCTTAGCCGCCAGC
s L A A S
GGCGCCCGTTCCGCA
G A R S A
ACCGATTTCGAGCTG
T D F E L
CATGGCACTGAGCAG
H G T E Q
CAGATGCTCACGCGC
O M L T R
CGTGCATACGGCGTG
R A Y G V
TCGAAGTTCTCGCCG
S K F S P
GAACGCCACTGCAGG
E R H C R
AATAAGAACTATCAA
N K N Y Q
GATTTTAATGGTATC
D F N G I
ACTAAAAACGGTCAA
T K N G Q
GTTGAAGGCGGTCCA
v E G G P
AAAAATGACGCAATA
K N D A I

GAGGCCACGGGCGGC
E A T G G
GTGGGCACCGAGGCG
v G T E A
GAAGTGCGCAATGCG
E V R N A
AACAATCCTTTCCCG
N N P F P
GGGCAACTGAAGGAA
G O L K E
GCGGGGAAAAGCCTG
A G K S L
GATGTACTGGAAACG
D v L E T

CTGGATCGCGAACGC
L D R E R
CGTCGCCAGTTCCGC
R R 0 F R
CTGAACAGGCGGGCG
L N R R A
GAGGCAGATGAGAAG
E A D E K
TACATTGGCCAGCAG
Y I G Q Q
TTCGACGATGGGCTG
F D D G L
GTGCCGGCGTCACCC
V P A S P

TCGACTCTAGAGGAT

S T L E D
TTTACAGTTACAACA
F T V T T
ATTCAATTACCTGAA
I 0 L P E
GATGTTAATGATATG
D V N D M
ACGAATTCACCTGCA
T N S P A
ACACCAAGAACAGTA
T P R T V
CGAGCTCGAATTCAT
R A R I H

GAGGCCACGGGCGGC
E A T G G
GTGGGCACCGAGGCG
v G T E A
GAAGTGCGCAATGCG
E V. R N A
AACAATCCTTTCCCG
N N P F P
GGGCAACTGAAGGAA
G Q0 L K E
GCGGGGAAAAGCCTG
A G K S L
GATGTACTGGAAACG
D vV L E T

CCGTCACATGTTTAT
P S H VvV Y
TCACTAAAAAATAAT
s L K N N
GGGGTAGAATATGTG
G V E Y V
AATGTTACATATGAT
N VvV T Y D
CGACTAATGCCTGAT
R L M P D
ACATTTAATGATACA
T F N D T
CGATATAACTAAGTA

R Y N *

CTGGATCGCGAACGC
L D R E R
CGTCGCCAGTTCCGC
R R Q F R
CTGAACAGGCGGGCG
L N R R A
GAGGCAGATGAGAAG
E A D E K
TACATTGGCCAGCAG
Y I G Q Q
TTCGACGATGGGCTG
F D D G L
GTGCCGGCGTCACCC
v P A S P

TCGACTCTAGAGGAT

S T L E D
GCACAAGGCAATGTA
A Q G N V
GAGAAAACATTAACA
E K T L T
GGCGCAACAAATGTT
G A T N V
ACTTTGCGTTTATTT
T L R L F
ACAGATGCGCGTGGC
T D A R G

CCTAGTCATGCAATG
P S H A M
ATTGCATTAGGTCGT
I A L G R
GTAAATCCGAATTCT
v N P N S
ATTATCAAAAATGCT
I I K N A
AAAGTACCTGATAAT
K v P D N
ATTTATCAACTAAAA
I Y QO L K



976

GATGGTTACAAATAC
D G Y K Y

1051ACAATGGAACCCACA

T M E P T

1126GCTTCTTTAGACACA

A S L D T

1201ACTAAAGATTTTCCA

T K D F P

1276GTGATAACAATTAAA

v I T I K

1351TTAAAGTATAAGTTG

L K Y K L

1426ACATATACACAAGAT

T Y T Q D

F pUT18C-SasC-F5

1

76

151

226

301

376

451

526

601

676

751

CAGGAAACAGCTATG
>M
ATCGACTTGTTGTGG
I D L L W
TACGACGGCGACATG
Y D G D M
CACGCCGTCGGCGCG
H A V G A
ATTTTCGTCGTATCG
I F V V S
CGCGGCGAGGGCTAT
R G E G Y
GGAGCCGCGCCCGGC
G A A P G
GGATTGCGGCGGCCG
G L R R P
TTACAAGCCGAAGTT
L Q A E V
AAAAAACGTGCACAA
K K R A O
ATTGATACATTAACT
I DT L T

TATAGCTTTGTTGAC
Y S F V D
GCAACGAATAATAAA
A T N N K
GATGAATTTGTTTAT
D E F V Y
AGTAACAATTCAGGC
S N N S G
AGCACTGGTGGTGGC
s T G G G
CGTGTTAATAATGTA
R V N N V
TTCATTAATTCAGGG

TCTATCGGACTTCAT
S I G L H
GAATTTACAGTTACA
E F T V T
AAAATTCAATTACCT
K I QO L P
GTTGATGTTAATGAT
V D V N D
ACAACGAATTCACCT
T T N S P
CCGACACCAAGAACA
P T P R T

TACCGAGCTCGAATT

F I N S G

ACCATGATTACGCCA
T M I T P
AAAATCGCTCGCGCC
K I A R A
AATATCGGCGTGATC
N I G V I
CAGGACGTGGTCCAG
O D V V 0
GCCACCGGTGAAAGC
A T G E S
GTCTTCTACGAGAAC
V F Y E N
GTGCCGAGCGGACGT
V P S G R
TCGCTGGGCGCAGTG
S L G A V
GACAGACGTATTCAA
D R R I 0
ACAATTTTAGCTGAA
T I L A E
AATCAGATGCAACAT
N O M Q H

G pUT18C-SasC-DUF1542 1-6

1

76

151

226

301

376

451

526

CAGGAAACAGCTATG
>M
ATCGACTTGTTGTGG
I DL L W
TACGACGGCGACATG
Y D G D M
CACGCCGTCGGCGCG
H AV G A
ATTTTCGTCGTATCG
I F V V S
CGCGGCGAGGGCTAT
R G E G Y
GGAGCCGCGCCCGGC
G A A P G
GGATTGCGGCGGCCG
G L R R P

ACCATGATTACGCCA
T M I T P
AAAATCGCTCGCGCC
K I A R A
AATATCGGCGTGATC
N I G VvV I
CAGGACGTGGTCCAG
Q D V V 0
GCCACCGGTGAAAGC
A T G E S
GTCTTCTACGAGAAC
v F Y E N
GTGCCGAGCGGACGT
v P S G R
TCGCTGGGCGCAGTG
s L G AV

Y R A R I

AGCTTAGCCGCCAGC
S L A A S
GGCGCCCGTTCCGCA
G A R S A
ACCGATTTCGAGCTG
T D F E L
CATGGCACTGAGCAG
H G T E O
CAGATGCTCACGCGC
O M L T R
CGTGCATACGGCGTG
R A Y G V
TCGAAGTTCTCGCCG
S K F S P
GAACGCCACTGCAGG
E R H C R
CAAGCTGATTATACA
O A D Y T
AATCGTAACAATGTA
N R N N V
ACGTTAATTCGAAGT
T L I R S

AGCTTAGCCGCCAGC
S L A A S
GGCGCCCGTTCCGCA
G A R S A
ACCGATTTCGAGCTG
T D F E L
CATGGCACTGAGCAG
H G T E Q
CAGATGCTCACGCGC
O M L T R
CGTGCATACGGCGTG
R A Y G V
TCGAAGTTCTCGCCG
S K F S P
GAACGCCACTGCAGG
E R H C R

TCTGGGTCACATGTT
S G S H V
ACATCACTAAAAAAT
T S L K N
GAAGGGGTAGAATAT
E G V E Y
ATGAATGTTACATAT
M N V T Y
GCACGACTAATGCCT
A R L M P
GTAACATTTAATGAT
v T F N D
CATCGATATAACTAA
H R Y N *

GAGGCCACGGGCGGC
E A T G G
GTGGGCACCGAGGCG
v G T E A
GAAGTGCGCAATGCG
E V R N A
AACAATCCTTTCCCG
N N P F P
GGGCAACTGAAGGAA
G QO L K E
GCGGGGAAAAGCCTG
A G K s L
GATGTACTGGAAACG
D v L E T

TATGTTGAAAGACGA
Y vV E R R
AATGGTAATTCTGGT
N G N S G
GTGAACAATTCATTG
vV N N S L
GATGCAGCAAATCGT
D A A N R
GATAAAATATTGGAT
D K I L D
ACATTAACGTATAAA
T L T Y K
GTAATATGGTGCACT

CTGGATCGCGAACGC
L D R E R
CGTCGCCAGTTCCGC
R R 0 F R
CTGAACAGGCGGGCG
L N R R A
GAGGCAGATGAGAAG
E A D E K
TACATTGGCCAGCAG
Yy I G Q O
TTCGACGATGGGCTG
F D D G L
GTGCCGGCGTCACCC
V P A S P

TCGACTCTAGAGGAT

s T L E D
TTTGCATCATTAGAT
F A S L D
CCATTAAATAAAAGA
P L N K R
TTGGTACCGAGCTCG
L v P S S

GAGGCCACGGGCGGC
E A T G G
GTGGGCACCGAGGCG
v G T E A
GAAGTGCGCAATGCG
E V. R N A
AACAATCCTTTCCCG
N N P F P
GGGCAACTGAAGGAA
G Q0 L K E
GCGGGGAAAAGCCTG
A G K S L
GATGTACTGGAAACG
D vV L E T

CCGAATAAAGATGCA
P N K D A
ATCTTTAATGATCTT
I F N D L
GTATCTCAAGCAGAT
v S Q A D
AATTCATCGATATAA
N S s I *

CTGGATCGCGAACGC
L D R E R
CGTCGCCAGTTCCGC
R R QO F R
CTGAACAGGCGGGCG
L N R R A
GAGGCAGATGAGAAG
E A D E K
TACATTGGCCAGCAG
Y I G QO Q
TTCGACGATGGGCTG
F D D G L
GTGCCGGCGTCACCC
v P A S P

TCGACTCTAGAGGAT

S T L E D

CCTACTTTAATTCGA
P T L I R



601

676

751

826

901

976

AGTGTTGATGCTGAA
S V D A E
ACAGATGAAGAAAAA
T D E E K
CAAACGACTGATGAT
O T T D D
GTTGTTAAACCAAAT
VvV V K P N
GATGCTACTGAAGGC
D A T E G
ACGAATGCTACTACA
T N A T T

1051CAAGTAACTCATAAA

Q0 V T H K

1126AATAGAGAAGCAACT

N R E A T

1201CAAATCAATCAAGCA

0 I N Q A

1276GCTCCTGTAACTGTT

A P V T V

1351AATGCTAATCCTGAT

N A N P D

1426AACACAAACATTTTA

N T N I L

1501GCAATTACACCAGCT

A I T P A

1576ACGATATTTAATAAT

T I F N N

1651ACAGCGAAGCAAAAT

T A K Q N

1726ATAGTTGTGATTCAA

I VvV V I 0

1801ATAACAAATTTAGCA

I T N L A

1876AGCATTAGAGACGAT

S I R D D

1951GTATTAAACGATTTA

v L N D L

2026ATGGCTTTAAATCAA

M A L N Q

2101GTAGATCAAGCGCAA

v D Q A Q

2176TTAGCACGGTACCGA

H pUT18C-SasC-NT

1

76

151

226

301

376

451

L A R Y R

CAGGAAACAGCTATG
>M
ATCGACTTGTTGTGG
I DL L W
TACGACGGCGACATG
Y D G D M
CACGCCGTCGGCGCG
H AV G A
ATTTTCGTCGTATCG
I F V V S
CGCGGCGAGGGCTAT
R G E G Y
GGAGCCGCGCCCGGC
G A A P G

AATGCAGTAAATCAA
N A V N O
CAAGCAGCAATACAA
0O A A I O
GGCGTTACTAGAATC
G V T R I
GCTAAAAAAGCAATA
A K K A I
GAGATTCAAGATGCA
E I QO D A
AATGCTGACGTTGAA
N A D V E
AAAGCTGCAAGAGAT
K A A R D
CAGGAAGAGAAAAAT
0 E E K N
ACAACAAATGCTGAT
T T N A D
GTTAAGCAAGCTGCA
V K QO A A
GCGACTCAAGAAGAA
A T Q E E
AACGCTAATACCAAT
N A N T N
ACAAAGGTAAAAACA
T K V K T
AATGATGCGACGCTC
N D A T L
ATTAATGCAGCAGAT
I N A A D
CCAGCGACACAAGTT
P A T Q V
GCACTTAAAAATAGA
A L K N R
GCAGTCAATCAAATC
AV N Q I
GCAACTGCTAAAAAG
A T A K K
GTGGATCAAGATTTA
V D Q D L
CAATTAGGTGCACAA
0O L G A 0
GCTCGAATTCATCGA
A R I H R

ACCATGATTACGCCA
T M I T P
AAAATCGCTCGCGCC
K I A R A
AATATCGGCGTGATC
N I G V I
CAGGACGTGGTCCAG
Q D VvV VvV Q
GCCACCGGTGAAAGC
A T G E S
GTCTTCTACGAGAAC
vV F Y E N
GTGCCGAGCGGACGT
v P S G R

AAAGCTGATCAAATG
K A D Q M
GTTATCGAGGAACAT
VvV I E E H
AAAGATCAAGGTATA
K D QO G I
CGTGATAAAGCAACG
R D K A T
ATAAATCAATTAGCT
I N O L A
ACAGCTAAAAATAAT
T A K N N
GCAATTAACCAAGCA
A I N QO A
GCAGCATTGAACGAA
A A L N E
GTTGATAACGCCAAA
V D N A K
AGGGATGCTGTATCA
R D A V S
AGACAAGCAGCAATT
R O A A I
GCTGATGTTGAACAA
A D V E OQ
GATGCAAAAAATGCC
D A K N A
GAAGAACAACAAGCA
E E O QO A
ACGAATCAAGAAGTT
T N Q E V
AAAACGGATGCTCGT
K T D A R
GCATTAACTGATATT
A L T D I
GGCGCTGTTCAACCG
G A V Q P
CAAGAGATTAATCAA
O E I N 0
GCAACGGCAATTAAT
A T A I N
GCAATTAATGCGATT
A I N A I
TATAACTAAGTAATA

Y N *

AGCTTAGCCGCCAGC
s L A A S
GGCGCCCGTTCCGCA
G A R S A
ACCGATTTCGAGCTG
T D F E L
CATGGCACTGAGCAG
H G T E Q
CAGATGCTCACGCGC
O M L T R
CGTGCATACGGCGTG
R A Y G V
TCGAAGTTCTCGCCG
S K F S P

GAAGATTTAGTTAAT
E D L V N
AAAGGCAATATTATT
K G N I I
CAGACCTTAAGTGGG
O T L S G
AAACAAAGGGAAATT
K O R E I
ACGGATGAAACAGAT
T D E T D
GGCATCAATACTATT
G I N T I
ACAGCAACGAAAAGA
T A T XK R
TTAACTCAAGCAACC
L T Q A T
GGAGATGGTCTAAAT
G D G L N
CATGATGCACAACAA
H D A Q O
GACAAAGTGAATGCT
D K V N A
GTAAAGACAAATGCG
V K T N A
ATCGATAAAAGTGCG
I D K S A
GCACAACAATTACTT
A QO O L L
GCACAAGCAAAAGAT
A Q A K D
AATACTGTAAATGAA
N T V N E
GGTGTGACGTCTACT
G V T S T
CATGTAACTAAGAAG
H V T K K
AATACAAATGCAACA
N T N A T
AATATAAATCAAGCT
N I N Q A
CAGCCAAATATTGTA
O P N I V
TGGTGCACTCTCAGT

GAGGCCACGGGCGGC
E A T G G
GTGGGCACCGAGGCG
v 6 T E A
GAAGTGCGCAATGCG
E VvV R N A
AACAATCCTTTCCCG
N N P F P
GGGCAACTGAAGGAA
G Q0 L K E
GCGGGGAAAAGCCTG
A G K S L
GATGTACTGGAAACG
D v L E T

CAAAATGATGAACTG
O N D E L
GGTGATATTGGTGAT
G D I G D
GATACTGCAACACCG
D T A T P
ATCAATGCAACACCA
I N A T P
GCTATTGATAATGTT
A I D N V
GGAGCAGTTGTTCCT
G A V V P
CAACAAATAAATAGT
0O 0 I N S
AACCATGCTTTAGAA
N H A L E
GCCATTAATCCAATT
A I N P I
CATATCGCAGAGATC
H I A E I
GCTGTAACTGCAGCA
AV T A A
ATTCAAGGAATACAA
I 0 G I 0
GAAACGCAACATAAT
E T Q0 H N
GATCAAGCTGTAGCT
D O A V A
CAAGGTATGCAAAAT
0O G M QO N
AAAGCACGTGAGGCG
K A R E A
ACTGCGATGGTCAAT
T A M V N
CAAACAGCTACAGGT
O T A T G
ACTGAAGAAAAGCAA
T E E K 0Q
GATACAAACACGGAA
D T N T E
AAAAAACCTGCAGCA
K K P A A
ACAATCTGCTCTGAT

CTGGATCGCGAACGC
L D R E R
CGTCGCCAGTTCCGC
R R Q F R
CTGAACAGGCGGGCG
L N R R A
GAGGCAGATGAGAAG
E A D E K
TACATTGGCCAGCAG
Yy I G QO O
TTCGACGATGGGCTG
F D D G L
GTGCCGGCGTCACCC
v P A S P



526 GGATTGCGGCGGCCG
G L R R P
GTACAAAGCGATACT
V Q S D T
AATAGTGCGCAGAAT
N S A Q N
AATGGTAGTATAGTA
N G S I V
ACAGATGGCAATACA
T D G N T
TTAAATGTACCAAAT
L N V P N
CGTCATTCTTCAGAT
R H S S D
1051CGTGCGGCACCGGCA

R A A P A
1126GTAGCAATTACAGCG
v A I T A
1201GTGCTGTCTTTTGAT
vV L S F D
1276 TTACCAGGCTTTACA
L P G F T
1351GATTCAGGAGATAAT
D S G D N
1426AATGACCATGGCGAT
N D H G D
1501AATACAATGACTACT
N T M T T
1576GCTGAARAGACTGTT
A E K T V
1651CAATTTGTATCTAAA
Q0 F V S K
1726AGCTTTGTTGACTCT
S F V D S
1801ACGAATAATAAAGAA
T N N K E
1876GAATTTGTTTATAAA
E F V Y K
1951AACAATTCAGGCGTT
N N S G V
2026ACTGGTGGTGGCACA
T G G G T
2101GTTAATAATGTACCG
V N N V P
2176ATTAATTCAGCTGCA
I N S A A
2251 TTACAAGCCGAAGTT
L Q0 A E V
2326AAAAAACGTGCACAA
K K R A 0Q
2401ATTGATACATTAACT
I DT L T

601

676

751

826

901

976

TCGCTGGGCGCAGTG
S L G A V
AATCAAGCAACACCT
N Q A T P
ACACCTAATCAATCT
T P N Q S
AATCAAGCTACGCCA
N Q A T P
ACAGCAACTGAGACA
T A T E T
AAAACAAATGAARAT
K T N E N
AAACCAGAGCTAGTT
K P E L V
GATCCTAATGCAACT
D P N A T
CCATACACGCCGACA
P Y T P T
GACAATGGTATTAGA
D N G I R
CTTATCAATGGTGGT
L I N G G
AAGAACTATCAAGCA
K N Y QO A
TTTAATGGTATCGAG
F N G I E
AAAAACGGTCAAGGC
K N G QO G
GAAGGCGGTCCAACT
E G G P T
AATGACGCAATAACA
N D A I T
ATCGGACTTCATTCT
I G L H S
TTTACAGTTACAACA
F T V T T
ATTCAATTACCTGAA
I 0 L P E
GATGTTAATGATATG
D V N D M
ACGAATTCACCTGCA
T N S P A
ACACCAAGAACAGTA
T P R T V
GAAAGTCATACTGTA
E S H T V
GACAGACGTATTCAA
D R R I 0Q
ACAATTTTAGCTGAA
T I L A E
AATCAGATGCAACAT
N O M Q H

GAACGCCACTGCAGG
E R H C R
GTAAATTCACAAGAT
V N S Q D
GCAACAACCAATCAA
A T T N 0Q
ACATCAGTGCAATCA
T S V Q S
GTGTCAAACGCTAAT
V S N A N
GGTTCAGGAGGACAT
G S G G H
GCAATTGCTGAACCA
A I A E P
CCAGCAGATCCAGCG
P A D P A
ACTGATCCTAATGCC
T D P N A
CCAAGTACCAACCGT
P S T N R
AAAGTAGGTGTGTTT
K V G V F
CAAGGCAATGTAATT
O G N V I
AAAACATTAACAGTA
K T L T V
GCAACAAATGTTATT
A T N V I
TTGCGTTTATTTAAA
L R L F K
GATGCGCGTGGCATT
D A R G I
GGGTCACATGTTTAT
G S H V Y
TCACTAAAAAATAAT
S L K N N
GGGGTAGAATATGTG
G V E Y V
AATGTTACATATGAT
N V T Y D
CGACTAATGCCTGAT
R L M P D
ACATTTAATGATACA
T F N D T
AGTACAAATCCATAT
S T N P Y
CAAGCTGATTATACA
O A D Y T
AATCGTAACAATGTA
N R N N V
ACGTTAATTCGAAGT
T L I R S

TCGACTCTAGAGGAT

S T L E D
AAAGATGTTGCTAAT
K D V A N
GCAACGAATCAAGCA
A T N Q A
AGTACGCCTTCAGCA
S T P S A
AATAATGATGCAGTG
N N D A V
CTAACTTTAAAGGAA
L T L K E
GCATCTAATAGACCG
A S N R P
GCTGCAGCGGCAGGA
A A A A G
AATAATGCAGGACAA
N N A G 0Q
TCTGTACCATCAGTA
S V P S V
AGTCATGCAATGGTA
S H A M V
GCATTAGGTCGTATT
A L G R I
AATCCGAATTCTGAA
N P N S E
ATCAAAAATGCTGAT
I K N A D
GTACCTGATAATGTG
V P D N V
TATCAACTAAAAGAT
Y 0 L K D
GTTGAAAGACGAACA
V E R R T
GGTAATTCTGGTGCT
G N S G A
AACAATTCATTGACT
N N S L T
GCAGCAAATCGTGTG
A A N R V
AAAATATTGGATTTA
K I L D L
TTAACGTATAAAACA
L T Y K T
ACTATCGATATCATC
T I D I I
TTTGCATCATTAGAT
F A S L D
CCATTAAATAAAAGA
P L N K R
TTGGTACCGAGCTCG
L V P S S

CCTACGGATAATAAT
P T D N N
AACAGAGGTTTAGCA
N R G L A
TTGGTTAATCATAAT
L V N H N
CAAAACAATAATCAT
O N N N H
TCGAATAATACCACA
S N N T T
ATTCAAGAAGATGTT
I 0 E D V
AAAAAGAGAAGTAGA
K K R S R
AACGGTGGTGCACCA
N G G A P
AATGCACCTAACGAA
N A P N E
ACAGTTGTTGATAAT
T V V D N
AGAACGAGCATGTTT
R T S M F
AATGGAACTGATACG
N G T D T
TTAATCTTTGAATTT
L I F E F
ACTAATGATACGATT
T N D T I
AGAAATCTCAAAATT
R N L K I
GGTTACAAATACTAT
G Y K Y Y
ATGGAACCCACAGCA
M E P T A
TCTTTAGACACAGAT
S L D T D
AAAGATTTTCCAAGT
K D F P S
ATAACAATTAAAAGC
I T I K S
AAGTATAAGTTGCGT
K Y K L R
TATACACAAGATTTC
Y T Q D F
ATGAATAAAGATGCA
M N K D A
ATCTTTAATGATCTT
I F N D L
GTATCTCAAGCAGAT
V S Q A D
AATTCATCGATATAA
N S s I ~*



A1.3 SasC — Strukturelles Alignment

Jeder Aminoséure in der SasC-Sequenz ist ein Buchstabe eines Codes zugeordnet. Die Buchstaben
reprasentieren verschiedene Tertidrstrukturen, die theoretisch aus der gegebenen Aminosiuresequenz
resultieren konnen.

Alpha helix (Hh) : 935 is 42.77%
310 helix (Gg) : 0 is 0.00%
Pi helix (Ii) = 0 is 0.00%
Beta bridge (Bb) : 0 is 0.00%
Extended strand (Ee) : 24 is 1.10%
Beta turn (Tt) - 0 is 0.00%
Bend region (S=) 0 is 0.00%
Random coil (Cc) : 1227 is 56.13%
Ambigous states (?) : 0 is 0.00%
Other states : 0 is 0.00%
10 20 30 40 50 60 70

| | | | | | |
MNLLKKNKYSIRKYKVGIFSTLIGTVLLLSNPNGAQALTTDNNVQSDTNQATPVNSQDKDVANNRGLANS
e eeEEeeechHHHHHHHhheEEe

AONTPNQSATTNQATNQALVNHNNGSIVNQATPTSVQSSTPSAQNNNHTDGNTTATETVSNANNNDVVSN

NTALNVPTKTNENGSGGHLTLKEIQEDVRHSSNKPELVATAEPASNRPKKRSRRAAPADPNATPADPAAA

AVGNGGEPVAITAPYTPTTDPNANNAGONAPNEVLSEDDNGIRPSTNRSVPTVNVVNNLPGEFTLINGGKV

ee eeee ee

GVFSHAMVRTSMFDSGDNKNYQAQGNVIALGRIHGTDTNDHGDENGIEKALTVNPNSELIFEENTMTTKN
ee e

GQGATNVIIKNADTNDTIAEKTVEGGPTLRLEFKVPDNVRNLKIQFVPKNDAITDARGIYQLKDGYKYYSE
hhhhh hhhcchhhh hHH

VDSIGLHSGSHVEFVERRTMDPTATNNKEFTVTTSLKNNGNSGASLDTNDEVYQVQLPEGVEYVNNSLTKD
HhhcchhhhhHhhhhhh hhhhh

FPSNNSGVDVNDMNVTYDAANRVITIKSTGGGTANSPARLMPDKILDLRYKLRVNNVPTPRTVTENETLT
YKTYTODFINSAAESHTVSTNPYTIDIIMNKDALQAEVDRRIQQOADYTFASLDIFNGLKRRAQTILDENR
hhhhhhhhhhhhhhh

NNVPLNKRVSQAYIDSLTNOMOHTLIRSVDAENAVNKKVDOMEDLVNONDELTDEEKQAATQVIEEHKNE
hhhhhHHHHHhhhhhhh hhhHHhhhh

IIGNIGDQTTDDGVTRIKDQGIQTLSGDTATPVVKPNAKKAIRDKATKQREIINATPDVTEDEIQDALNQ
hHHHHHHHHhhHh hhhHHHHHH

LATDETDAIDNVTNATTNADVETAKNNGINTIGAVVPQVTHKKAARDAINQATATKROQQINSNREATQEE
HhhHhhhhhhhhhh hhh hhhHHHHHHHHHHHHHHHHhh hhHH

KNAALNELTQATNHALEQINQATTNADVDNAKGDGLNAINPIAPVTVVKQAARDAVSHDAQOHTIAEINAN
HHHHHHHHHHHHHHHHHHHhhh hhHHHHHHHHHHHHHhhhh



PDATQEERQAAIDKVNAAVTAANTNILNANTNADVEQVKTNAIQGIQAITPATKVKTDAKNAIDKSAETQ
hHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHhhh hhh hHHHHHHHHHHH

HNTIEFNNNDATLEEQQAAQQLLDQAVATAKQONINAADTNQEVAQAKDOGTONIVVIQPATQVKTDTRNVV

Hhhh hHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHhhh hhhhh hHHHHHH
NDKAREAITNINATTGATREEKQEAINRVNTLKNRALTDIGVTSTTAMVNSIRDDAVNQIGAVQPHVTKK
HHHHHHhhhh HHHHhhHHHHHHHHHHHHHHHhhh hhhh

QTATGVLNDLATAKKQEINONTNATTEEKQVALNQVDQELATATINNINQADTNAEVDOQAQQLGTKAINAT
hHHHHHHHHHHHHhhh HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHhhchhhhHHHhhh

QPNIVKKPAALAQINQHYNAKLAEINATPDATNDEKNAAINTLNQDRQQATESIKQANTNAEVDQAATVA
hhHHHHHHHHHHHhhhhh hHHHHHHHHHHHHhhhhHHHHHHhhh

ENNIDAVQVDVVKKQAARDKITAEVAKRIEAVKQOTPNATDEEKQAAVNQINQLKDQAINQINQONQTNDQV
hhhHHHHHHhhhhhh hHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHhhh

DTTTNQAVNAIDNVEAEVVIKPKAIADIEKAVKEKQQQIDNSLDSTDNEKEVASQALAKEKEKALAATIDQ
hhh hhHHHHHHHHHHHhhhh hHHHHHHHHHHHHHHHHHHHhhhh

AQTNSQVNQAATNGVSAIKIIQPETKVKPAAREKINQKANELRAKINQDKEATAEERQVALDKINEEFVNQ
h hhHHHHHHHHHHHHHhhhh hhhHHHHHHHHHHHHH

AMTDITNNRTNQQVDDTTSQALDSIALVTPDHIVRAAARDAVKOQYEAKKREIEQAEHATDEEKQVALNQ
HHHHHhhhh hhh hhhh hhhhhhHHHHHhhhhhhh HHHHHHHHHH

LANNEKRALONIDQATANNDVKRVETNGIATLKGVQPHIVIKPEAQOQATKASAENQVESIKDTPHATVDE
HHHHHHHHHHHhhhh hhHHHHHHhhhh hhH

LDEANQLISDTLKQAQQEIENTNQDAAVTDVRNQTIKAIEQIKPKVRRKRAALDSTEENNKNQLDAIRNT
HHHHHHhHHhHhhhhh hhhh hhHHHHHHHHHHhhhh

LDTTODERDVAIDTLNKIVNTIKNDIAQNKTNAEVDRTETDGNDNIKVILPKVQVKPAARQSVGVKAEAQ
hHHHHHHHHHHHHHHHHHhh hHHHHHHHHHHHH

NALIDQSDLSTEEERLAAKHLVEQALNQATIDQINHADKTAQVNQODSINAQONITISKIKPATTVKATALQQI
Hhhh hHHHHHHHHHHHHHHHhhhhhh hHHHHH

ONIATNKINLIKANNEATDEEQNIATAQVEKELIKAKQQIASAVTNADVAYLLHDEKNEIREIEPVINRK
HHHHHHhhhh hhhcHHHHHHHHHHHHHHhhhHhhHhhHHHHHHHHHchhhhHHhhhhh

ASAREQLTTLENDKKOQATEANIQATVEERNSILAQLONIYDTAIGQIDQODRSNAQVDKTASLNLOQTIHDL
hhHHHHHHHHHhhhHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHEhOh hhHHHhhhhhhhh

DVHPIKKPDAEKTINDDLARVTALVONYRKVSNRNKADALKAITALKLOMDEELKTARTNADVDAVLKRE
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