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Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten neue Hiillproteine von Bakterien aus Uran-
abfallhalden isoliert und strukturell sowie molekularbiologisch analysiert werden. Dazu
wurden mehrere Haldenisolate der Gattung Bacillus hinsichtlich der Existenz von Hiill-
proteinen hin untersucht. Dies erfolgte mit Hilfe einer neu entwickelten Methode zum
schnellen Nachweis von Hiillproteinen auf Gram-positiven Bakterien. Dabei wird das
Peptidoglycan der Zellwand mit Lysozym verdaut und auf diese Weise die Proteinschicht von
der Zellwand gelost. Die freien Schichten kénnen somit im Transmissionselektronen-
mikroskop oder Atomkraftmikroskop direkt nachgewiesen werden. Es wurde gefunden, dass
nur das Isolat Bacillus sphaericus JG-A12 eine Hiillproteinschicht mit tetragonaler Symmetrie
und einer Gitterkonstante von 12,5 nm besitzt. Die (135+5) kDa schweren Hiillproteinmono-
mere sind nicht glykosyliert, weisen aber zwei verschieden stabil gebundene Phosphorspezies
auf. Mittels molekularbiologischer Analysen konnten Teile der Hiillproteingene von B.
sphaericus JG-A12 (Base 1 bis 1497 des strukturkodierenden Teils des Gens) und des néchst
verwandten Referenzstamms B. sphaericus NCTC 9602 (Base 1 bis 579 des strukturellen
Teils des Gens) entschliisselt werden. Beide Hiillproteine besitzen N-terminal drei S-Layer
homologe Doménen und weisen in den Aminosiuren 1-182 nur sehr geringe Identitéiten zu
bereits entschliisselten Hiillproteinen anderer B. sphaericus Stimme auf. Dem gegeniiber
ergeben sich hohe Identitéiten fiir die Aminoséuren 183-320 fiir Hiillproteine mit tetragonaler
Symmetrie (Hiillproteine der B. sphaericus Stimme P-1 und CCM 2177) und sehr niedrige
fiir das Hiillprotein mit schriger Symmetrie (Hiillprotein von B. sphaericus WHO 2362).

Im Hinblick auf katalytische Anwendungen oder der Entwicklung von Bioremediations-
verfahren auf der Basis immobilisierter Biokomponenten wurden die Wechselwirkungen von
Hiillproteinen mit verschiedenen Metallen untersucht. Es konnten direkte Wechselwirkungen
von Palladium, Platin und Uran mit den Hiillproteinen von B. sphaericus JG-A12 und NCTC
9602 nachgewiesen werden. Die Ergebnisse zeigen fiir beide Proteine eine Komplexierung
von Platin iiber CO- und NH-Gruppen der Peptidbindungen und iiber COOH- und OH-
Gruppen. Das Hiillprotein von B. sphaericus JG-Al2 komplexiert Palladium iiber NH-
Gruppen der Peptidbindung und COOH-Gruppen, wihrend das von B. sphaericus NCTC
9602 Palladium sowohl iiber CO-Gruppen der Peptidbindungen als auch iiber COOH- und
OH-Gruppen bindet. Die Komplexierung von Uran erfolgt vorrangig iiber NH-Gruppen der
Peptidbindungen aber auch iiber OH- sowie zwei verschiedene PO4-Gruppen. Um eine
Anwendung der metallbindenden Eigenschaften von Hiillproteinen im Rahmen von Biore-
mediationsprozessen zu ermdglichen, wurden diese mittels Sol-Gel-Technik in einer SiO,-
Matrix immobilisiert und die Sorption und Desorption von Uran und Kupfer untersucht. Zum
Vergleich wurden intakte Zellen und Sporen immobilisiert und in die Untersuchungen mit
einbezogen. Die biologisierten Keramiken (Biocere) binden 2,7-42fach mehr Uran und
Kupfer als andere zur Sanierung verwendete Materialien, wobei die eingebetteten Bio-
komponenten gegeniiber der SiO,-Matrix deutlich hohere Bindungskapazititen (intakte Zellen
> Hiillprotein = Sporen > Si0O,-Matrix) aufweisen. Weitere Eigenschaften der Biocere sind
die vollstindige Regenerierbarkeit und die Mdoglichkeit, die Porositit der Biocere durch
Gefriertrocknung oder durch Zusatz von Penetrationsmitteln wie Sorbit variieren zu kénnen.
Dies fiihrt zu einer schnelleren Sorption und Desorption des Urans und des Kupfers.

vii



Verwendete Abkiirzungen und Symbole

A
AFM
BSA
CAPS
yAL9)

x KK
AE
DNA
DNAse
DSMZ
EDTA
EDC
EDX
EXAFS

FT
FT-IR
GHCl
HEPES
ICP-MS

IgE
IgG
IR

NIR
oD
PAGE
PCR
Pd

pH

PMSF
PVDF
REM
RFLP
RT

S-Layer
SDS

Absorption

Atomic Force Microscope (Atomkraftmikroskop)

Bovine Serum Albumin (Rinderserumalbumin)
3-(Cyclohexylamino)-propansulfonsiure

EXAFS-Funktion

k® gewichtete EXAFS-Funktion

Energievarianz

Desoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinséure)
Desoxyribonuclease (Desoxyribonuklease)

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Ethylenediaminetetraacetic Acid (Ethylendiamintetraessigséure)
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid

Energy Dispersive X-Ray (Energiedispersive Analyse der Rontgenstrahlung)
Extended X-Ray Absorption Fine Structure

(Eweiterte Rontgenabsorption-Feinstruktur)
Fourier-Transformation

Fourier-Transform-Infrarot

Guanidiniumhydrochlorid
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsiure

Inductive Coupled Plasma Mass Spectroscopy

(Massenspektroskopie mit induktiv gekoppeltem Hochfrequenzplasma)
Immunoglobulin E

Immunoglobulin G

Infrarot

Betrag des Wellenvektors des Photoelektrons

Dalton

relatives Molekulargewicht

Koordinationszahl

Nutrient Broth (Nghrbouillon)

National Collection of Type Cultures

(Nationale Sammlung von Typus Kulturen)

nahes Infrarot

optische Dichte

Polyacrylamide Gel Electrophoresis (Polyacrylamidgelelektrophorese)
Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Ketten-Reaktion)
Palladium

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
isoelektrischer Punkt

Phenylmethylsulfonylfluorid

Polyvinylidendifluorid

Platin

Bindungslénge

Rasterelektronenmikroskop

Restriction Fragment Length Polymorphism
(Restriktionsfragmentléngenpolymorphismus)
Raumtemperatur

Debye-Waller-Faktor

Surface-Layer (Hiillproteine)

Sodium Dodecyl Sulfate (Natriumdodecylsulfat)
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5(6)-TAMRA Gemisch aus 5- und 6-Carboxytetramethylrhodaminsuccinimidylester

TCA Trichloroacetic Acid (Trichloressigsdure)
TEM Transmissionselektronenmikroskop
TEMED N,N,N.N, "-Tetramethylethylendiamin
TG Trockengewicht

TRIS Trishydroxymethylaminomethan

8] Uran

uv Ultraviolet (ultravioletter Spektralbereich)
VIS Visible (sichtbarer Spektralbereich)
VE-Wasser vollentsalztes Wasser

viv Volume per Volume (Volumen pro Volumen)
w/v Weight per Volume (Gewicht pro Volumen)
WT Wild Type (Wildtyp)

Symbole fiir Aminoséuren:

A Ala  Alanin

B Asx  Asparagin oder Asparaginsdure

C Cys Cystein

D Asp  Asparaginsiure

E Glu  Glutaminsiure

F Phe Phenylalanin

G Gly Glycin

H His Histidin

I Ile Isoleucin

K Lys Lysin

L Leu Leucin

M Met Methionin

N Asn  Asparagin

P Pro  Prolin

Q Gln  Glutamin

R Arg  Arginin

S Ser  Serin

T Thr  Threonin

v Val Valin

\'% Trp  Tryptophan

Y Tyr  Tyrosin

Z Glx  Glutamin oder Glutaminsiure

Symbole fiir Nucleotide:

A Adenin

T Thymin

C Cytosin

G Guanin
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1 Einleitung

1.1 Bakterielle Hiillproteine (S-Layer)

1.1.1 Biochemie und molekulare Biologie bakterieller Hiillproteine

Allgemeine Eigenschaften
Als bakterielle Hiillproteine oder auch ,,surface layer* (S-Layer) bezeichnet man die duflerste

Schicht der Zellwand vieler Eubakterien (> 150 Arten) und Archaea (> 40 Arten) (Engelbardt
1988). Es handelt sich dabei nicht um ein katalytisch aktives Protein, sondern um ein
Strukturprotein, dessen zweidimensionale parakristalline Gitterstruktur als einfachste und
zugleich #lteste Form einer biologischen Membran angesehen werden kann. Diese
Proteinschicht wurde erstmals durch Houwink (1953) bei elektronenmikroskopischen
Untersuchungen an Spirillum serpens als hexagonales Gitter beschrieben, setzt sich meist aus
einer oder mehreren Spezies von Protein- oder Glykoproteinmolekiilen zusammen und
tiberzieht das Bakterium mit einem hoch geordneten Gitter. Unabhiingig von der Existenz von
Kapseln und Schleimen sitzt die Hiillproteinschicht entweder direkt der Plasmamembran
(Archaea), der AuBenmembran (Gram-negative Bakterien) oder dem Peptidoglycan (Gram-
positive Bakterien) auf (Sleytr et al. 1993). Dazu siche auch Abb. 1.1.1a

Gram-negative Archaea Gram-positive Eubakterien und Archaea

Hiillprotein- Hillprotein-
schicht schicht
Cytoplasma- = Peptidoglycan oder
membran andere Polymere
Cytoplasma-
membran

Gram-negative Archaea

2008009 -
Hiillprotein- schicht
Y schicht AuBenmembran
Cytoplasma- - .
> Peptidoglycan
membran Cytoplasma-
- membran
v Hiillprotein =] Peptidoglycan oder ‘j] Membranlipide
andere Polymere
. Scheidenprotein 0 Lipoprotein Porenprotein
Lipopolysaccharide

' Membranprotein

-

Abb. 1.1.1a: Lokalisation von Hiillproteinen auf Zellwinden von Archaea und Eubakierien
(Sleytr et al. 1993).



Das Gitter kann dabei theoretisch verschiedene Symmetrien annehmen: triklin (p1), monoklin
(p2), trigonal (p3), tetragonal (p4) und hexagonal (p6) (Abb. 1.1.1b). Hiufig besitzen die
Hiillproteinschichten eine tetragonale oder hexagonale, seltener eine monokline Symmetrie.
Hiillproteingitter mit einer pl Symmetrie wurden bislang nicht beobachtet, und die Existenz
einer trigonalen Symmetrie ist umstritten (Baumeister et al. 1989, Messner und Sleytr 1992).

quadratisch

Abb.1.1.1b: Mogliche Symmetrien bakterieller Hiillproteine (Sleytr et al. 1993)

Eine besondere Eigenschaft der Proteinuntereinheiten ist die Fahigkeit, sich unter geeigneten
Bedingungen spontan zu einem zweidimensionalen Kristallgitter zusammenzulagern (Pum et
al. 1993, Pum und Sleytr 1994, Sleytr und Sara 1997a) und somit charakteristisch geformte
Polymere ausbilden zu konnen (schollen- oder rohrenférmig). In typischen Fillen sind die
Hiillproteinschichten 3-40 nm dick und besitzen Gitterkonstanten von 10-40 nm. Kenn-
zeichnend ist auBerdem die Existenz 2-8 nm grofer Poren, die einen Flichenanteil von 30-
70 % ausmachen (Engelhardt 1988, Sleytr 1997b, Sara und Sleytr 2000). Die ungeladene
AuBenseite der Proteinschicht ist meist glatt, sehr variabel in Struktur und Amino-
sdurezusammensetzung und wird von der leichten Doméne der Proteinuntereinheit gebildet.
Die Innenseite ist negativ geladen, deutlich strukturiert und wird von konservierten Amino-
séuren der schweren Domiine der Untereinheit gebildet (Engelhardt 1988). Bei der Bindung
der Hiillproteinschicht an der Zellwand handelt es sich um nicht kovalente Wechselwirkungen
geringerer Stabilitiit, wihrend die Bindung der Monomere untereinander durch eine sehr
stabile nicht kovalente Wechselwirkung bewerkstelligt wird (Messner und Sleytr 1992). Nur

bei den Archaea wird die kovalente Bindung der Monomere untereinander vermutet (Konig
1988, Beveridge 1994).



Das Hiillprotein macht insgesamt einen Anteil von 10-15 % am Gesamtprotein des

Bakteriums aus. Die Untereinheiten konnen Molekulargewichte von 40-500 kDa besitzen und
haben ihren isoelektrischen Punkt bei pH 3-6. Hiufige Aminosduren sind Lysin (10 mo1%),
Threonin (8-12 mol%), Glutaminsidure und Asparaginsiure (15 mol%) sowie hydrophobe
Aminosduren (40-60%) (Engelhardt 1988, Messner und Sleytr 1992, Sleytr 1997b, Sara und
Sleytr 2000). Bei Eubakterien sind schwefelhaltige Aminoséuren selten, bei Archaea
hingegen hiufig. AuBerdem sind N-terminal hiufig sogenannte S-Layer-homologe (SLH)
Dominen vorhanden, die fiir die Wechselwirkung der Hiillproteine mit der Zellwand oder
sekundéren Zellwandpolymeren relevant sind (Engelhardt 1998, Mesnage et al. 2000, 2001).
Die SLH-Motive sind auch typisch fiir extrazellulire Proteine oder Membranproteine, sind
jedoch in diesem Fall C-terminal lokalisiert. Die Sekundérstruktur besteht typischerweise aus
ca. 20 % oa-Helices, 40 % [-Faltblittern sowie 5-45 % B-Turns und nicht periodischen
Strukturen (Engelhardt 1988, Sleytr 1997b, Sara und Sleytr 2000).

Funktion
Insbesondere dienen die Hiillproteinschichten der Formerhaltung und Formgebung, was bei

den Archaea von besonderer Bedeutung ist (Wildhaber und Baumeister 1987), da diese auBer
der Hillproteinschicht nur die Cytoplasmamembran als Zellwandkomponente besitzen,
welche gegeniiber einem erhthten osmotischen Druck oder mechanischer Belastung sehr
empfindlich ist. So weit dies untersucht wurde, stellen die Hiillproteine ein universelles
Merkmal bei den Archaea dar (Sleytr und Messner 1983, 1988). AuBlerdem wurde die
Bedeutung der Hiillproteine bei pathogenen Keimen nachgewiesen. So stellen die
Hiillproteine zum Beispiel bei deromonas salmonicida ebenso wie die Kapseln und Schleime
anderer Bakterien einen Virulenzfaktor dar und bieten einen Schutz gegen die
Abwehrmechanismen des betroffenen Organismus (Kay et al. 1981, Noonan und Trust 1997).
Die Hiillproteinschichten fungieren aulerdem als Schutzhiille gegen parasitire Bakterien wie
zum Beispiel Bdellovibrio bacteriovorans (Koval und Murray 1986) oder als Molekularsieb
zum Schutz vor lytischem Verdau der Zellwand durch Lysozym. Auf Grund der besonderen
Stellung der Hiillproteinschicht als Grenzfliche zwischen Zellinnerem und umgebendem
Medium liegt es nahe, dass dieser Schicht auch eine Bedeutung im Hinblick auf die
Anheftung der Zelle an Oberflichen zukommt (Baummeister und Hegerl 1986, Baummeister
und Engelhardt 1987). Neben der unspezifischen Anheftung der Bakterien an tote Materie,
wie Substrat, ist hier die spezifische Anheftung an Gewebe zu nennen, wie es fiir
Krankheitserreger, Symbionten oder Kommensalen von Bedeutung ist.



Die metallbindenden Eigenschaften des Gitters liefern auBerdem Hinweise auf eine Funktion

als Molekiil- und Ionenfalle (Beveridge 1979, Sara und Sleytr 1987a, Sara et al. 1992) zur

Bindung relevanter Spurenclemente oder zur Entgiftung von toxischen Metallen durch
Bindung dieser Ionen. Des weiteren wurde nachgewiesen, dass Stimme der Art Bacillus
cereus mit Hiillproteinen eine 2,6fach niedrigere Empfindlichkeit gegeniiber Gammastrahlung
aufweisen, verglichen mit Stimmen ohne Hiillproteinschicht (Kotiranta et al. 1999). Es wird
vermutet, dass die Hiillproteinschicht Radikale, die durch die ionisierende Wirkung der
Gammastrahlung entstehen, bindet und somit deren negative Wirkung auf die Zelle reduziert.
Nicht zuletzt l4sst die exponierte Lage und die RegelméBigkeit der Struktur die Funktion als
Trigermatrix fiir Exoenzyme plausibel erscheinen. Im Falle einer Amylase von Geobacillus
stearothermophilus DSM 2358 konnte dies bereits belegt werden (Egelseer et al. 1995). Die
Bedeutung der posttranslationalen Modifikationen wie Glykosylierung und Phosphorylierung
sind weitgehend ungekldrt. Es wird angenommen, dass die Glykosylierung als Schutz vor
proteolytischem Verdau relevant ist. Anders sieht dies fiir die posttranslationale Abspaltung
von C- oder N-terminalen Fragmenten (Signalpeptiden) aus, die die Information fiir die
Translokation des Hiillprotein-Vorldufers durch die Cytoplasmamembran tragen und wihrend
des Transports abgespalten werden. Hinsichtlich der méglichen Funktionen der Hiillprotein-
schichten gilt nur als gesichert, dass die Hiillproteine multifunktionell sind. Wihrend vieler
Untersuchungen zeigte sich auBerdem, dass die Bakterien oftmals bei langer Kultivierung im
Labor die Hiillproteine irreversibel verlieren. Der Grund hierfiir ist ebenfalls nicht bekannt.
Die Zweifel iiber die Funktion der Hiillproteine sind hauptsichlich darin begriindet, dass die
Hillproteine zwar lange bekannt sind, aber genaue Untersuchungen erst an wenigen
Gattungen durchgefithrt wurden. Neben biochemischen Aspekten wurde vor allem die geneti-
sche Organisation und Regulation der bakteriellen Hiillproteine einiger Bakterienstimme
ndher untersucht. Allerdings muss zu Beginn bemerkt werden, dass der Focus der ver-
schiedenen Arbeiten nicht einheitlich ist und deshalb beim jetzigen Stand des Wissens nur
bedingt Vergleiche méglich sind.

Molekulare Biologie der Hiillproteine
Wie bereits erwihnt, ist von tiber 150 Eubakterien und iiber 40 Archaea bekannt, dass sie
Hiillproteine besitzen. Vollstindige Sequenzen oder Teile von Sequenzen sind derzeit von 79

Hiillproteinen von 70 Stimmen verfiigbar (siche Tab.1.1.1).

Tab. 1.1.1: Bakterien mit bekannter Hitliprotein-Sequenz (komplette Sequenz, Teile davon oder Precursor)
Bakterien Abteilung Gitter | Gen Accession Nummer
EMBL (SWISS-PROT)
Aeromonas hydrophila TF7 v-Proteobakterien S ahs 1.37348 (Q44072)
Aeromonas salmonicida A450 ¥-Proteobakterien S vapA M64655 (P35823)
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Bakterien Abteilung Gitter* | Gen Accession Nummer
EMBL (SWISS-PROT)
Bacillus anthracis Sterne substrain 9131 Bacillus/Clostridium Gruppe | O eag X99724
Bacillus anthracis Sterne substrain 9131 Bacillus/Clostridium Gruppe | O sap 736946 (P49051)
Bacillus licheniformis NM105 Bacillus/Clostridium Gruppe | - olpA U38842 (P49052)
Bacillus firmus OF4 Bacillus/Clostridium Gruppe | O slpA AF242295 (Q9L655)
Bacillus sphaericus P-1 Bacillus/Clostridium Gruppe | S Sequenz 8 | A45814
Bacillus sphaericus WHO 2362 Bacillus/Clostridium Gruppe | O 125 M28361 (P38537)
Bacillus sphaericus WHO 2362 Bacillus/Clostridium Gruppe | - 80 -
Bacillus sphaericus CCM 2177 Bacillus/Clostridium Gruppe | S sbpA AF211170
Bacillus sphaericus JG-A12 Bacillus/Clostridium Gruppe | S S-Layer | A1292965*
Bacillus sphaericus NCTC 9602 Bacillus/Clostridium Gruppe | S S-Layer | AJ292964*
Geobacillus stearothermophilus PV 72/p6 Bacillus/Clostridium Gruppe | H sbsA X71092 (P35825)
Geobacillus stearothermophilus PV72/p2 Bacillus/Clostridium Gruppe | O sbsB X98095
Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980 Bacillus/Clostridium Gruppe | O sbsC AF055578
Bacillus thuringiensis subsp. galleriae NRRL 4045 Bacillus/Clostridium Gruppe | - sipd AJ249446
Bacillus thuringiensis subsp. israelensis 4Q2 Bacillus/Clostridium Gruppe | O slp X62090 (P35826)
Bacillus thuringiensis subsp. Finitimus CTC Bacillus/Clostridium Gruppe | - cte AJ012290
Brevibacillus brevis 47 Bacillus/Clostridium Gruppe | - owp M14238 (P09333)
Brevibacillus brevis 47 Bacillus/Clostridium Gruppe | H mwp M19115 (P06546)
Brevibacillus brevis HPD 31 Bacillus/Clostridium Grappe | H Hwp D90050 (P38538)
Campylobacter fetus ssp. Fetus g-Proteobakterien H,S sapA J05577 (P35827)
Campylobacter fetus ssp. Fetus23B e-Proteobakterien HS sapAl L15800
Campylobacter fetus ssp. Fetus 82-40LP3 e-Protecbakterien H,S sapA2 S76860
Campylobacter fetus ssp. Fetus 84-91 e-Proteobakterien - sapB U25133
Campylobacter fetus ssp. Fetus CIP 5396T e-Proteobakterien - sapB2 AF048699
Campylobacter rectus 314 e-Proteobakterien - crs AF010143
Caulobacter crescentus CB 15 (ATCC 19089) o-Proteobakterien H rsad AE005779 (P35828)
Caulobacter crescentus JS3001 a-Proteobakterien - rsaA AF193063
Caulobacter crescentus 354000 a-Proteobakterien - rsad AF193064
Clostridium difficile C253 Bacillus/Clostridium Gruppe | - sip4 AJ291709
Clostridium difficile R8366 Bacillus/Clostridium Gruppe | - slpA AJ300676
Clostridium difficile R7404 Bacillus/Clostridium Gruppe | - slp4 AJ300677
Clostridium thermocellum NCIB 10682 Bacillus/Clostridium Gruppe | - cipA X67506 (Q06852)
Clostridium thermocellum NCIB 10682 Bacillus/Clostridium Gruppe | - - X67506 (Q06853)
Cory ium gl icum ATCC 17965 Actinobakterien H csp2 X69103
Cytophaga sp. Jeang 1995 Cytophaga - - AF068060
Deinococcus radiodurans SARK Thermus/Deinococcus Gruppe | H hpi M17895 (P13126)
Deinococcus radiodurans R1 Thermus/Deinococeus Gruppe |H DR2508 | AE002080 (P56867)
Halobacterium halobium Halobakterien H osg J02767 (PO8198)
Haloferax volcanii Halobakterien H - M62816 (P25062)
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 Lactobacillen [e] slpd X89375 (P35829)
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 Lactobacillen - sipB X89376
Lactobacillus brevis ATCC 8287 Lactobacillen 0 - Z14250 (Q05044)
Lactobacillus crispatus JCM 5810 Lactobacillen O chsd AF001313
Lactobacillus crispatus M247 Lactobacillen - S-layer AJ007839
Lactobacillus crispatus LMG 12003 Lactobacillen - sipNA AF253043
Lactobacillus crispatus LMG 12003 Lactobacillen - sipNB AF253044
Lactobacillus fermentum BR 11 Lactobacillen 0 bspA U97348
Lactobacillus helveticus ATCC 12046 Lactobacillen - S-layer AJ388558
Lactobacillus helveticus ATCC 15009 Lactobacillen - S-layer AJ388559
Lactobacillus helveticus CNRZ 303 Lactobacillen - | S-layer AJ388560
Lactobacillus helveticus CNRZ, 35 Lactobacillen - S-layer AJ388561
Lactobacillus helveticus IMPC i60 Lactobacillen - S-layer AJ388562
Lactobacitlus helveticus IMPC M696 Lactobacillen - S-layer AJ388563
Lactobacillus helveticus IMPC HL.MI Lactobacillen - S-layer AJ388564
Lactobacillus helveticus CNRZ 892 Lactobacillen o] sipH1 X199
Lactobacillus helveticus CNRZ 1269 Lactobacillen 6] sipH2 X92752 (P38059
Methanobacierium thermoautotrophicum delta H Methanogene/Achchasa - MTH716 | AE0Q0351 (026812)
Methanobacterium thermoautotrophicum delta H Methanogene/Achchaca - MTH7I9 | AE000851 (O26815)
Methanobacterium thermoautotrophicum delta H Methanogene/Achchaca - MTHIS13 | AEODOS11 (027557)
Methanococcus jannaschii ATCC 43067 Methanogene/Achchaca H MJ0822 | U67526 (Q58232)
Methanococcus jannaschii ATCC 43067 Methanogene/Achchaca - MJ0954 | U67539
Methanococcus jannaschii DSMZ 2661 Methanogene/Achchaca - shmyi AJ311636
Methanococcus thermolithotrophicus DSM 2095 Methanogene/Achchaea - simzl AJ308554
Methanococcus vannielii DSM 1224 Methanogene/Achchaca - slmvl AJ308553
Methanococcus voltae DSM 1537 Methanogene/Achchaea H sla M59200 {50833}
Methanosarcina mazei S-6 Methanogene/Achchaca H sigB X77929
Methanothermus fervidus DSM 2088 Methanogene/Achchaea H sigd X58297 (P27373)




Bakterien Abteilung Gitter* | Gen Accession Nummer
EMBL (SWISS-PROT)
Methanothermus sociabilis DSM 3496 Methanogene/Achchaca H sigd X58296 (P27374)
Rickettsia japonica YH a-Proteobakterien H rOmp B AB003681 (006653)
Rickettsia prowazekii Breinl o-Proteobakierien H . | spaP M37647 (Q53020)
Rickettsia rickettsii R a-Proteobakterien - pl20 X16353 (P14914)
Rickettsia typhii Wilmington a-Proteobakterien - sipT 104661 (P96989)
Serratia marcescens _Sr4l Isolat 176 y-Proteobakterien - slad AB007124
Serratia marcescens Sr41 Isolat 8000 y-Proteobakterien - slad AB007125
Staphylothermus marinus F1 Archaea - - U57967
Thermoanagrobacter kivui DSM 2030 Bacillus/Clostridium Gruppe | H M31069 (P22258)
Thermus thermophilus HB8 Thermus/Deinococcus Gruppe | H, S sip X57333 (P35830)

a: O = schriig, S = quadratisch, H = hexagonal, * diese Arbeit

Weit weniger wurden hinsichtlich ihrer molekularen Struktur untersucht. Neun ndher unter-
suchte Gattungen (Adachi et al. 1989, Bowditch et al. 1989, Ebisu et al. 1990, Walker et al.
1992, Thomas et al. 1992, Thomas und Trust 1995, Bahl et al. 1997, Ilk et al. 1999, Gilmour
et al. 2000) sollen im folgenden ausfiihrlicher betrachtet werden, zunichst die Gram-positiven
und nachfolgend die Gram-negativen Bakterien.

Das Hiillprotein (PS2) des Gram-positiven Bakteriums Corynebacterium glutamicum bildet
ein hexagonales Gitter mit einer Gitterkonstante von 13,2 nm (Bahl et al. 1997). Die
Hiillproteinschicht ist in Abhéngigkeit von den Kulturbedingungen zusammenhéngend (festes
Medium) oder inselférmig (fliissiges Medium) (Chami et al. 1995), &hnlich wie bei Bacillus
thuringiensis, bei dem die Vollstindigkeit der Schicht vom Wachstumsstadium abhingt
(Luckevich und Beveridge 1989). Ungekldrt ist, ob es sich dabei eventuell um mehrere
verschiedene Hiillproteinschichten handelt, wie zum Beispiel bei Brevibacillus brevis 47
(Yamada et al. 1981), Corynebacterium diphtheriae C4 (Kawata und Masuda 1972),
Aquaspirillum serpens MWS5 (Stewart und Murray 1982), Nitrosocystis oceanus (Remsen et
al. 1967) und Lampropedia hyalina (Austin und Murray 1990). Das Hiillprotein von
C. glutamicum ist #uBerst stabil gegeniiber Detergenzien wie Harnstoff, Guanidinium-
hydrochlorid sowie 2 % Natriumdodecylsulfat und dies bis zu Temperaturen von 100 °C
(Chami et al. 1995). Ahnlich verhilt es sich bei Deinococcus radiodurans (Baumeister et al.
1982). Die Primirstruktur zeichnet sich durch ein Fehlen signifikanter Homologien zu
anderen Hiillproteinen aus, trotz einer typischen Aminos#ureverteilung. Der C-Terminus von
PS2 ist fiir die Bindung an die Zellwand verantwortlich (vergleiche: Halobacterium halobium
(Lechner und Sumper 1987), Haloferax volcanii (Sumper et al. 1990) und Rickettsia
prowazekii (Carl et al. 1990)), wihrend der N-Terminus fiir die Wechselwirkungen der
Monomere untereinander notwendig ist.

Brevibacillus brevis HPD31 besitzt ebenfalls ein Hiillprotein (HWP), das ein hexagonales
Gitter mit einer Gitterkonstante von 18 nm ausbilden kann (Ebisu et al. 1990).



Das Hiillprotein besitzt eine Ahnlichkeit von 78 % zu dem Hiillprotein von B. brevis 47 und 2
SLH-Dominen. Die Aminosdureverteilung entspricht der typischen Hiillproteinzusammen-
setzung. Die Regulation des Gens erfolgt iiber Tandem-Promotoren (Ebisu et al. 1990)
ghnlich wie bei B. brevis 47 (Adachi et al. 1989).

Bei Geobacillus stearothermophilus PV 72 (frither Bacillus stearothermophilus) konnte hin-
gegen die Existenz zweier Hiillproteine, SbsA und SbsB in Abh#ngigkeit von Sauerstoff-
partialdruck und Kohlenstoffquelle nachgewiesen werden (Séra und Sleytr 1994, Sara et al.
1996, Kuen et al. 1997). SbsA bildet ein hexagonales Gitter mit einer Konstante von 22,5 nm
bei einem Molekulargewicht der Monomere von 130 kDa. SbsB bildet ein monoklines Gitter
bei einem Molekulargewicht von 98 kDa. Des weiteren stimuliert die Supplementierung des
Mediums mit den Aminosduren Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin, Glutaminsiure,
Asparaginsdure und Glutamin die Hiillproteinsynthese, wihrend der Zusatz von aromatischen
(Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan) und basischen Aminosiuren (Histidin, Lysin, Arginin)
den irreversiblen Verlust der Fahigkeit zur Hiillproteinsynthese bewirkt. Ein Erkldrungsansatz
ist, dass die erhohte Konzentration an Sauerstoffradikalen, bedingt durch den erhohten
Sauerstoffpartialdruck, die Bildung von Stressproteinen ausldst, was einen erhshten
Aminoséurebedarf zur Folge hat. AuBerdem koénnte der erhShte Sauerstoffpartialdruck
ermdglichen, Aminosiuren auch als C-Quelle zu verwerten. Aus beiden Griinden konnte nun
ein leichteres Hiillprotein zu Gunsten einer héheren Aminosiurenverfiigbarkeit dominieren.
SbsA und SbsB zeigen zueinander nur eine geringe Ahnlichkeit, auf DNA-Ebene 40 %, auf
Aminosdureebene nur 20 % (Kuen und Lubiz 1996a). AuBerdem besitzt nur SbsB drei N-
terminale SLH-Domiinen. Beide Hiillproteine besitzen eine zus#tzliche N-terminale Doméine
zur Bindung an das sekundire Zellwandpolymer (SCWP) (Egelseer et al. 1998, Ries et al.
1997). Auch hier unterscheiden sich die Bindungsdoménen beider Typen. AuBerdem besitzen
die beiden unabhiingigen Gene der Proteine mehrere Homologe, die durch mehrfache
Rekombinationen entstanden sind. SbsA-homologe Gene sind plasmidkodiert, SbsB-
homologe nicht (Bahl et al. 1997). Die Stammvariante mit SbsB verliert auBerdem das Gen
fiir SbsA. Nicht zuletzt wird das in Escherichia coli klonierte Produkt des Gens von SbsA
transloziert, das von SbsB jedoch nicht (Kuen et al. 1996b, 1997).

Bei dem alkaliphilen Organismus Bacillus pseudofirmus OF4 bildet das Hiillprotein eine
schrige Symmetrie aus, besitzt typische Aminosidurenanteile und drei N-terminale SLH-
Motive (Gilmour et al. 2000). AuBerdem hat die Hiillproteinschicht eine regulatorische
Funktion hinsichtlich Ionenkonzentrationen und Ladungen, ist dabei aber nicht essentiell fiir
ein Wachstum in alkalischen Medien.



Ebenso zeigt das Hiillproteingitter von Bacillus sphaericus WHO 2362 eine monokline
Symmetrie (p2) (R. Wahl, personliche Mitteilung). Die Monomere zeichnen sich durch einen
stark hydrophoben N-Terminus mit drei SLH-Motiven aus (Bowditch et al. 1989). Zusitzlich
befindet sich strangabwirts auf dem Genom ein zweites kryptisches Gen, dessen Produkt
deutlich leichter ist: 80 kDa gegeniiber 125 kDa des eigentlichen Hiillproteins. B. sphaericus
CMM 2177 besitzt demgegeniiber ein tetragonales Hiillproteingitter, dessen Monomere
ghnlich wie bei G. stearothermophilus PV 72 iiber drei N-terminale SLH-Motive an ein
sekundires Zellwandpolymer in der Peptidoglykanschicht gebunden sind (Ilk et al. 1999).
Betrachtet man pathogene Bakterienarten dieser Gattung, wie Bacillus anthracis, so stellen
die Hiillproteine hier einen Virulenzfaktor dar (Messner uns Sleytr 1992), vergleichbar zu
Kapseln und Schleimen anderer pathogener Bakterien. Diese schliefen sich jedoch auch bei
diesen Arten nicht aus, sondern existieren unabhingig voneinander (Mesnage et al. 1998).
Ahnlich wie bei B. brevis 47 (Yamada et al. 1981) und Aquaspirillum serpens MW5 (Stewart
und Murray 1982) liegen auch bei B. anthracis zwei verschiedene Hiillproteine gleichzeitig
vor, EAl und Sap (Etienne-Toumelin et al. 1995, Mesnage et al. 1997). EA1 ist an der
Zellwand gebunden und Sap ist ebenfalls zellwandgebunden und frei im Medium. Die
Monomere Sap und EA1 haben N-terminal zueinander lediglich eine 66 %ige Identitit und C-
terminal eine 22 %ige Identitit. EA 1 zeigt demgegeniiber eine wesentlich héhere Identitit zu
dem Hiillprotein von Bacillus licheniformis OlpA von 93 % N-terminal und 63 % C-terminal.
Entsprechend verhilt es sich mit den Ahnlichkeiten. Zusitzlich muss erwihnt werden, dass
sowohl B. anthracis als auch B. licheniformis einen besonderen Kapseltyp besitzen, eine Poly-
v-D-Glutaminsgurekapsel, die den Hiillproteinschichten von EAl und OlpA aufsitzt. Die
Proteine EA1 (Gen eag) und Sap (Gen sap) besitzen jedoch beide drei N-terminale SLH-
Motive, die iiber Pyruvatgruppen eines peptidoglycangebundenen Polysaccharids an der
Zellwand gebunden sind (Mesnage et al. 2000). EA1 ist auflerdem das Hauptantigen. Erstaun-
licherweise bilden sap-Deletionsmutanten gréBere Kolonien und neigen zur Aggregation,
wihrend eag-Deletionsmutanten keine Unterschiede zum Wildtyp zeigen. Auf genetischer
Ebene sind zwar die Gene eag und sap chromosomal codiert und hintereinander angeordnet,
aber nicht wie bei B. brevis in einem Operon organisiert (Adachi et al. 1989).

Die Hiillproteine der Gattung Lactobacillus besitzen ebenfalls eine hiillproteintypische Ami-
nosiurezusammensetzung, mit schriigem oder quadratischem Gitter, zeigen aber eine hohe
Variabilitéit in der N-terminalen Aminosiuresequenz und einen konservierten C-Terminus.
Dieser ist fiir die Bindung an der Zellwand verantwortlich (Smit et al. 2001), was einen Unter-
schied zu den bisher erwihnten Stimmen darstellt.



Auflerdem fehlen den Hiillproteinen aller Lactobacillus-Arten SLH-Motive (Vidgrén et al.
1992, Boot et al. 1995, Boot und Pouwels 1996b, Morelli und Callegari 1997, Callegari et al.
1998). Zusitzlich binden die Hiillproteinschichten von L. crispatus Typ I und IV Kollagen
(Toba et al. 1995, Sillanapdi et al. 2000), und die von L. brevis vermitieln die Bindung an
Epithelzellen des Darmes. Die Hiillproteine von L. acidophilus und L. helveticus besitzen eine
Ahnlichkeit von 79 %, aber es fehlt eine signifikante Ahnlichkeit zu denen von L. brevis
(Vidgrén et al. 1992). Dies korreliert mit der phylogenetisch néheren Verwandtschaft beider
Arten. Wihrend L. helveticus nur ein intaktes s/p-Gen besitzt, existieren bei L. acidophilus, L.
amylovorans, L. gallinarum und L. crispatus zwei aufeinanderfolgende slp-Gene (Boot et al.
1996a). Wie es am Beispiel des slp-Segments von L. acidophilus gezeigt werden konnte, kann
es innerhalb dieser Kopien zu zufilligen Neuordnungen der Gene kommen, und so eine
Aktivierung oder Inaktivierung der Gene durch eine Verschiebung der Expressionsstelle
durch eine Inversion eines chromosomalen Segments bewerkstelligt werden (Boot und
Pouwels 1996b, Boot et al. 1996¢c, 1996d). Im Gegensatz zur Hiillproteinexpression bei
anderen Bakterien ist im genannten Fall jeweils nur ein Gen aktiv. L. gasseri und L. johnsonii
besitzen demgegeniiber gar keine Hiillproteinschichten (Masuda und Kawata 1983).

Im Falle des Gram-negativen Stammes Thermus thermophilus HB8, bei dem es sich um ein
thermophiles und phylogenetisch sehr altes Bakterium handelt, besitzt die Hiillproteinschicht
eine hexagonale Gittersymmetrie. Die Symmetrie der Hiillproteinschicht kann aber in ge-
reinigtem Zustand in Abhéngigkeit von der Isolierungsmethode variieren und als weiterhin
hexagonales, trigonales oder tetragonales Gitter vorliegen (Faraldo et al. 1988, Castén et al.
1993). Die tetragonale Variante weist eine den bakteriellen Porinen sehr dhnliche Struktur
auf, was auf eine phylogenetische Verwandtschaft beider Proteine hindeutet (Sleytr 1978).
Vorhandene N-terminale SLH-Motive sind fiir die Bindung der Hiillproteine (SlpA) an das
Peptidoglykan verantwortlich (Olabarria et al. 1996). Die Expression von slpA ist bei T.
thermophilus HB8 gut untersucht und es zeigt sich, dass diese und die Synthese von SlpA
streng reguliert sind. Es konnte zum Beispiel SIpA weder in der Zelle noch im umgebenden
Medium nachgewiesen werden. AufBerdem fithrte eine Klonierung von slpA unter
Verwendung eines Multicopy-Vektors nicht zu einer Uberexpression von slpA (Lasa et al.
1992). Nicht zuletzt sind die Zellwandsynthese, die Synthese daran beteiligter Enzyme und
die Expression von sipA eng gekoppelt.

Die Bildung intakter Hiillproteinschichten bei Caulobacter crescentus ist Ca** abhingig und
erfolgt als hexagonales Gitter auf der Zellwand (Walker et al. 1992).



Der N-Terminus des Hiillproteins (RsaA) ist hier fiir die Bindung der Proteinschicht an das

Lipopolysaccharid der Aufienmembran verantwortlich (Walker et al. 1994) und dient als
Schutz vor Bakterienparasiten wie Bdellovibrio bacteriovorans (Koval und Hynes 1991).
Auch bei Campylobacter fetus ist der N-Terminus der Hiillproteine verantwortlich fiir die
Bindung der Proteinschicht an die Lipopolysaccharide der AuBBenmembran. Bemerkenswert
bei diesem pathogenen Bakterium ist der Besitz mehrerer Hiillproteine, die gleichzeitig auch
einen Virulenzfaktor fiir den Organismus darstellen (Blaser und Pei 1993a). Entsprechend des
Typs der Lipopolysaccharide wird C. fetus in 2 Serotypen, Typ A und Typ B eingeteilt. In
Ubereinstimmung damit gibt es auch Hiillproteine vom Typ A (sapA) und vom Typ B (sapB).
Diese bilden tetragonale oder hexagonale Gitter (Blaser 1993b, Dworkin et al. 1995a). Das
Gen sapA besitzt dabei meist 7-9 homologe Genabschnitte, die jeweils ein konserviertes 5'-
Ende und ein variables 3'-Ende besitzen (Tummuru und Blaser 1992, Blaser et al. 1994,
Dworkin et al. 1995b). Bei sapB sieht es dhnlich aus, wobei sich dessen 5’-Ende von dem von
sapA deutlich unterscheidet (Dworkin et al. 1995a). Die homologen Genabschnitte liegen
jeweils gehiuft vor (Dworkin et al. 1995b), entweder zu mehreren hintereinander, als Tandem
oder als Kassette (zum Beispiel: sapA-Homologes-6,2 kb Region-sapA-Homologes), wobei
mindestens ein Homologes immer entgegengesetzt orientiert ist (Tummuru und Blaser 1992,
Blaser et al. 1994, Dworkin et al. 1995b, Dworkin und Blaser 1996). Ein in der 6,2 kb Region
liegender invertierter Promotor fiihrt {iber eine Neuordnung der Genabschnitte durch
reziproke Rekombination zum An- oder Abschalten von Genen (Blaser et al. 1994).
Flankierende nicht-kodierende DNA-Abschnitte sind dabei stets identisch (Dworkin et al.
1995a).

Einige weitere Besonderheiten zeigen die Hiillproteinschichten der Gram-negativen und
pathogenen Bakterien Aeromonas salmonicida vnd Aeromonas hydrophila. Auch hier stellen
die Hiillproteine den entscheidenden Virulenzfaktor dar. Die Hiillproteine bilden tetragonale
Gitter und sind in eine schwere N-terminale und eine leichte C-terminale Doméne unterteilt
(Dooley et al. 1989, Thomas et al. 1992). Letztere ist fiir die Bindung der Hiillproteinschicht
an die Zellwand verantwortlich (Thomas et al. 1992). Das Hiillprotein von 4. salmonicida
(VapA) bindet eine Reihe von Wirtsfaktoren, wie Fibronectin, Laminin, Vitronectin und
Kollagen (vergleiche: Lactobacillus crispatus Hiillprotein bindet Typ I und IV Kollagen
(Toba et al. 1995, Sillanapds et al. 2000)). Interessanterweise fithrt eine Erhohung der
Kultivierungstemperatur bei 4. salmonicida zum Verlust der Hiillproteinschichten und damit
zum Verlust der Pathogenitiit (Ishiguro et al. 1981). Die Hiillproteine von 4. hydrophila

(AhsA) und von 4. veronii sorbia werden posttranslational modifiziert.
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Dabei werden Tyrosin-Reste phosphoryliert (Thomas und Trust 1995). Im Gegensatz zu den
anderen untersuchten pathogenen Bakterien besitzen die Aeromonas-Arten nur ein Hiill-

protein und auch nur eine Kopie von vapA und aksA (Noonan und Trust 1997).

Zusammenfassung

Grundlegend kann gesagt werden, dass die Hiillproteinschichten Gemeinsamkeiten hinsicht-
lich des Struktur- und Funktionsprinzips aufweisen, wie die Ausprigung der Proteinschicht
als zweidimensionales Gitter, die Fahigkeit zur Selbstassemblierung, die iibereinstimmenden
Anteile bestimmter Aminoséuren, hiufig vorhandene SLH-Doménen, die fiir die Bindung an
die Zellwand verantwortlich sind, und die chromosomale Kodierung des Proteins. Zusitzlich
korrelieren Ahnlichkeiten und Ubereinstimmungen in der Sequenz der Hiillproteine mit dem
phylogentischen Verwandtschaftsgrad der untersuchten Species, wie das im Falle der
verschiedenen Lactobacillus-Stamme sehr deutlich wird. Andererseits spielen hier auch
andere Faktoren (wie Umweltbedingungen und Wachstumsfaktoren) eine entscheidende
Rolle, man denke nur an die Hiillproteinvarianten von Geobacillus stearothermophilus in
Abhiingigkeit vom Sauerstoffpartialdruck. Diese Faktoren zusammen lassen nur schwerlich
allgemeingiiltige Aussagen zu. Dies lésst sich am Beispiel der Interaktion der Hiillprotein-
schicht mit der Zellwand besonders gut verdeutlichen.

Die Bindung der Hiillproteinschichten an die darunter liegende Zellwand kann realisiert
werden {iber einen hydrophoben C-Terminus an die AuBenmembran (Rickettsia prowazekii),
iiber kovalent gebundene Fettsiurereste an ein Aulenmembran-Protein (Deinococcus radio-
durans), iber Lipopolysaccharide (Camomonas acidovorans), iiber die SLH-Motive an das
Peptidoglycan (Thermus thermophilus,), iiber SLH-Motive an ein sekundires Zellwand-
polymer (Bacillus thuringiensis subsp.galleriae), iiber SLH-Motive an das Peptidoglycan und
tiber ein zweites Motive an ein sekundires Zellwandpolymer (Geobacillus stearothermophilus
PV72/p2), ohne SLH-Motive an die Zellwand (Geobacillus stearothermophilus, Lacto-
bacteriaceae), iiber hydrophobe Reste an die mycolsdurehaltige Schicht (Corynebacterium
glutamicum) oder der Besitz doppelter Hiillproteinschichten (Brevibacillus brevis und
Lampropedia hyalina). Bei niherer Betrachtung zeigt sich auBerdem, dass die SLH-Motive
stammspezifische Unterschiede aufweisen. Nicht zu vergessen sind die zum Teil grofien
Unterschiede sowohl in der Primér- und Doménenstruktur der Proteine als auch hinsichtlich
der genetischen Organisation mehrerer Kopien oder homologer Gene. Insgesamt handelt es
sich bei den Hiillproteinen verschiedener Bakterien vielmehr um die Variation eines
»Themas®, dem dhnliche Funktionsprinzipien zu Grunde liegen, die Realisierung aber unter
Verwendung verschiedener Strukturen erfolgt.
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Deshalb muss mit dem jetzigen Stand des Wissens angenommen werden, dass es sich bei der
Entstehung der Hiillproteinschichten eher um eine analoge als eine homologe Entwicklung
gehandelt hat (Bahl et al. 1997).

1.1.2 Anwendung bakterieller Hiillproteine

Insbesondere die Eigenschaft der bakteriellen Hiillproteine, sich spontan zu einschichtigen
hochgeordneten Gittern zusammenlagern zu konnen, deren Oberfliche durch eine regel-
miiBige Anordnung funktioneller Gruppen und morphologisch identischer Poren verschie-
dener Klassen gekennzeichnet ist, machte sie besonders interessant fiir unterschiedlichste
Anwendungen. Dies trifft vor allem auf die Bereiche der Biotechnologie, Nanotechnologie
und Biomimetik zu (Sara und Sleytr 1987b, Kiipcii et al. 1995a, Pum et al. 1997, Shenton et
al. 1997, Breitweiser et al. 1996, 1998, Sleytr 1997¢, Sleytr et al. 1999b, Weber et al. 2001).
Auf Grund der hohen Porositit von 30-70 % der Gesamtfliche und der identischen GroBe der
Poren mit spezifischen chemischen Eigenschaften wurden stabilisierte Hiillproteinschichten
von Geobacillus stearothermophilus bereits zur Herstellung von Ultrafiltrationsmembranen,
sogenannten SUM’s verwendet, die eine AusschiuBgrenze von 30 kDa besitzen (Sara und
Sleytr 1987b). Durch Verwendung verschiedener Hiillproteinschichten mit verschiedenen
Porosititen und Porendurchmessern (typischerweise betragen diese 2-8 nm) ergeben sich
diesbeziiglich weitere Moglichkeiten zur Herstellung von Ultrafiltrationsmembranen mit
anderen Ausschlussgrenzen. Eine Erweiterung dieser Moglichkeit stellt die Funktionalisie-
rung der Hiillproteinschichten mit verschiedensten Liganden dar. So kénnen Antikorper fiir
Immunoassays, Antigene oder Haptene zur Entwicklung neuer Vakzine, Enzyme fiir
bioanalytische Sensoren oder andere Liganden immobilisiert werden. Dabei ist von
besonderem Nutzen, dass die Hiillproteinschichten auf unterschiedlichsten Unterlagen
rekristallisiert werden konnen und dabei in verschiedenen Formen, wie flichig als
monomolekulare Schicht oder auf Vesikeln (zum Beispiel Liposomen) Anwendung finden
konnen. Im Falle der Bindung von Antikdrpern wurden bereits positive Ergebnisse mit
immobilisierten monoklonalen IgG’s oder IgE’s fiir Reaktionszonen auf Teststreifen nach
dem Prinzip des Festphasen-Immunoassays erzielt (Breitweiser et al. 1996, 1998). Auch bei
der Vakzine-Entwicklung, wie zum Beispiel bei Versuchen zur Immunisierung von M#usen
gegen Streptococcus pneumoniae, wurden Hiillproteinschichten erfolgreich eingesetzt. Dazu
wurden Oligosaccharide aus Kapseln verschiedener S. pneumoniae-Serotypen an Hiillprotein-
schichten gekoppelt und den Miusen injiziert. Es zeigte sich, dass derartig behandelte Miuse
Antikorper gegen die verschiedenen Serotypen bilden.
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Wurden nun den Miusen thermisch abgetétete S. preumoniae-Zellen verabreicht, so wurde
eine zellulire Immunantwort ausgelost. Vergleichsexperimente mit gekoppelten intakten
Polysacchariden blieben ohne Effekt (Malcolm et al. 1993). Auch verschiedene Enzyme (B-
Glucosidase, Glucoseoxidase, Invertase oder Naringinase) konnten bereits in Form von
dichten Monolagen an Hiillproteinschichten ohne Aktivititsverlust gebunden werden (Kiip-
ciiet al. 1995a, Sara und Sleytr 1989). Ein neuer Ansatz ist die Nutzung vernetzter
Hiillproteine von Thermoanaerobacter thermohydosulfuricans 1111-69 in Form von
Mikropartikeln (Zellbruchstiicke) zur in vifro Reinigung von Blut (Weber et al. 2001). Dabei
wurde Protein A mittels 1-Ethyl-3-(N,N’-dimethyl-aminopropyl)-carbodiimid auf Zellwand-
bruchstiicken immobilisiert und zur spezifischen Bindung von IgG verwendet. Dies soll die
Moglichkeit erdffnen, bestimmte Antikdrper oder andere Molekiile im Blut, die zum Beispiel
fiir verschiedene Autoimmunkrankheiten verantwortlich sind, zu binden und damit die
Krankheit behandeln zu kdnnen.

Eine strukturstabilisierende Rolle spielen die Hiillproteinschichten im Hinblick auf die Ver-
wendung an Lipidmembranen. Insbesondere die Erforschung von Transportvorgidngen, der
Funktion und Bedeutung peripherer und integraler Proteine sowie eine mdgliche Anwendung
dieser Systeme war bislang auf Grund der geringen Stabilitit von Lipidmembranen nur
bedingt moglich. Abhilfe konnte hier durch die Stabilisierung nicht nur planarer, sondern
auch sphérischer Lipid-Doppelschichtsysteme mittels Hiillproteinschichten geschaffen wer-
den (Pum et al. 1993, Pum und Sleytr 1994, Kiipcii et al. 1995b), ohne dabei deren Funktion
zu beintrichtigen. Dadurch erdffnen sich neue Moglichkeiten fiir die Grundlagenforschung
und Anwendung der Membranen in der Diagnostik, Physiologie und Biosensor-Entwicklung.
Als Beispiel konnen hiillproteinstabilisierte Liposomen zur Ummantelung von hochaktiven
Molekiilen in der Pharmazie, oder als Triger von Antigenen oder Haptenen genannt werden.
Eine weitere Anwendung ist die Erzeugung von Fusionsproteinen aus einem funktionellen
Teil, wie dem aktiven Zentrum eines Enzyms und den strukturbildenden Hiillproteinen
verschiedener Bakterien, oder zur Nutzung der Hiillproteine in der Vakzine-Entwicklung, wie
dies im Falle der infektisen hiimatopoetischen Nekrose unter Verwendung von Caulobacter
crescentus Hiillproteinen bereits erfolgreich durchgefiihrt wurde (Simon et al. 2001). Auf
diese Weise entsteht ein funktionelles und zur Selbstassemblierung befihigtes Molekiil.

Eine andere Moglichkeit besteht darin, die Hiillproteinschichten als biologisches Template zur
Erzeugung metallischer Nanostrukturen zu nutzen. Dazu wird die sogenannte ,,Bottom-up*
Strukturierung verwendet, bei der man die Nanostrukturen aus einzelnen Bausteinen, wie

Atome oder Molekiile, aufbaut.
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Mit Hilfe dieses Strukturierungsansatzes konnten bereits hoch geordnete Halbleiterschichten

oder definierte metallische Nanocluster aus CdS (Shenton et al. 1997), Au (Dieluweit et al.
1998, Dieluweit 1999), Pt (Kirsch 1998, Dicluweit 1999, Mertig 1999, Pompe 1999), Pd
(Kirsch 1998, Dieluweit 1999, Pompe et al. 1999, Teil dieser Arbeit, Wahl et al. 2001a) oder
Ni, Pb und Fe (Dieluweit 1999) hergestellt werden. Da die Clusterbildung bevorzugt in den
Poren stattfindet (R. Wahl, personliche Mitteilung), haben die Cluster eine reproduzierbare,
sehr enge Grofenverteilung. Nur durch die Verwendung von Hiillproteinschichten ist es
derzeit moglich, metallische Cluster bestimmter GroBle (variabel von 3-15 nm) und symme-
trischer Anordnung zu erzeugen (Sleytr und Beveridge 1999a). Die mit Platin und Palladium
metallisierten Hiillproteinschichten stellen auf Grund der groBen spezifischen Oberfliche eine
katalytisch hochaktive Schicht dar. Des weiteren kdnnen mit Hilfe von Hiillproteinschichten
nach erfolgter Strukturierung spezifische metallische Konstrukte erzeugt werden. Realisierbar
wurde dies durch einen Abtrag von Teilen der Hiillproteinschichten mittels partieller UV-
Belichtung unter Verwendung von Fotomasken (Pum et al. 1997). Mégliche Anwendungen
zielen auf die Bereiche der Halbleitertechnik oder Fotomikrolithographie, bei denen die
Verwendung von Hiillproteinschichten als neuartiges Resistmaterial auf Grund der geringen
Schichtdicke Vorteile erwarten 1isst.

In anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Hiillproteinschicht des Cyanobakteriums
der Gattung Syrnechococcus hochgeordnete Kristallisationsplitze bietet (Schultze-Lam et al.
1992). Damit konnte erstmals eine kontrollierte Biomineralisation an Hiillproteinschichten am

Beispiel von CaSO4 und CaCO; nachgewiesen werden.

1.2 Perspektiven zur Bioremediation radionuklid- und schwermetallbelasteter
Abwiisser mittels Bakterienisolaten von Uranabfallhalden

In den Bundesléindern Sachsen und Thiiringen wurde durch die Wismut AG im Zeitraum von
1946-1990 im groflen MaBstab Uranerz gef6rdert. Von den 1200 Mio. Tonnen gefordertem
Erz wurden 1000 Mio. Tonnen auf Halde geschiittet und 200 Mio. Tonnen weiterverarbeitet
(Wismut 1999). Insgesamt konnten daraus rund 231000 Tonnen Natururan gewonnen werden,
was die Wismut zu diesem Zeitpunkt zum drittgroBten Uranproduzenten der Erde machte.
Nach der Einstellung der Uranerzgewinnung und der Umwandlung der Sowjetisch-Deutschen
Wismut AG in die bundesdeutsche Wismut GmbH im Jahre 1991 begann diese mit der
Sanierung der Hinterlassenschaften, wie Halden, Schéchten und Absetzanlagen.
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Neben der Sanierung iiber Tage durch die Demontage stillgelegter Betriebsanlagen und die
Verwahrung kontaminierter Betriebsflichen vor Ort begann eine Sanierung unter Tage durch
die Entsorgung, sichere Verwahrung und abschlieende Flutung der untertigigen Hohlrdume
(Wismut 1999).

In beiden Fillen gilt die besondere Aufmerksamkeit umweltgefihrdenden Stoffen, wie zum
Beispiel dem radioaktiven und toxischen Element Uran, anderen toxischen Metallen oder
Halbmetallen wie Nickel, Blei und Arsen oder wassergefihrdenden Stoffen wie Olen, Fetten,
Treibstoffen und S#uren. Neben chemisch-technischen Verfahren zur Reinigung kontami-
nierter Wiisser und Boden bietet auch die Mikrobiologie interessante Anséitze zur Losung
dieser Aufgaben. Betrachtet man insbesondere Bakterien, die aus radionuklid- und schwerme-
tallbelasteten Habitaten isoliert wurden, so konnten bereits zahlreiche Entgiftungsmechanis-
men und Uberlebensstrategien der verschiedenen Bakterien zur Aufrechterhaltung der physio-
logischen Funktionen der Zellen nachgewiesen werden. Aufbauend auf diese spezifische
Anpassung der Bakterien erscheint die Entwicklung neuartiger Bioremediationskonzepte
moglich. Wie im vorigen Kapitel dargelegt, wurden bereits einige interessante Eigenschaften
der Hiillproteinschichten entdeckt. Zum einen ist dies die Funktion des hochgeordneten
Gitters als Molekiil- oder Tonenfalle zu wirken (Beveidge 1979, Séara und Sleytr 1987a, Sara
et al. 1992) und zum anderen die Bedeutung der Poren als Kristallisationsstellen, was letzt-
endlich eine kontrollierte Biomineralisation erméglicht. Bedenkt man auflerdem die be-
sondere Bedeutung der Hiillproteinschichten als Grenzfliche zwischen Zellinnerem und um-
gebendem Medium, ldsst sich vermuten, dass diese an Entgiftungsmechanismen durch
Bindung toxischer Metalle beteiligt sein konnten. Zusétzlich ist aus Untersuchungen bekannt,
dass bakterielle Haldenisolate von Uranabfallhalden in der Lage sind, spezifisch einige
Radionuklide und Schwermetalle reversibel zu binden (Selenska-Pobell et al. 1999).

Unter Ausnutzung der genannten Eigenschaften durch Immobilisierung der intakten
Bakterien, Dauerformen der Bakterien, Teilen der Zellhiille, nativer oder modifizierter Hiill-
proteinschichten in einer geeigneten Trigermatrix konnten metallselektive Filter entwickelt
werden, die in der biologischen Sanierung erwizhnter Sicker- oder Flutungswisser Ver-
wendung finden. Als Trigermatrix eignen sich speziell Sol-Gel-Keramiken (Caturan et al.
1989, Inama et al. 1993, Fennouh et al. 1999, 2000, Finnie et al. 2000). Insbesondere als
Verbundmaterialmaterial besitzen diese gegeniiber anderen Materialien eine Reihe von Vor-
teilen (Bottcher 2000) mit biologischen Komponenten, sogenannten Bioceren: 1) es konnen
sowohl diinne Schichten (Beschichtungen) als auch Bulkmaterialien hergestellt werden, 2)

gute mechanische, thermische und photochemische Stabilitit,
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3) sie kénnen weder von Mikroorganismen umgesetzt werden, noch sind sie fiir diese toxisch

und 4) die Porositéit und der Gehalt an Biokomponente kénnen in bestimmten Grenzen frei
variiert werden. Aus diesen Griinden konnen Diffusionsprozesse und Wechselwirkungen mit
Gasen und geldsten Komponenten sehr effizient erfolgen. Es ist auBerdem mdglich, den
Herstellungsprozess so zu modifizieren, dass eine Schidigung der zu immobilisierenden
Biokomponenten, wie zum Beispiel Enzyme (Braun et al. 1990, Yamanaka et al. 1992),
Bakterien (Armon et al. 2000, Fennouh et al. 1999, 2000, Finnie et al. 2000,) und Hefen (Ca-
turan et al. 1989, Inama et al. 1993, Al-Saraj et al. 1999) minimiert werden kann (Livage
1996, Béticher 2000).
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2 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der Arbeit umfasst mehrere Aspekte. Als erstes sollte aus der Zahl identifizierter
Haldenisolate der Uranabfallhalde ,,Haberlandhalde® bei Johanngeorgenstadt im Bundesland
Sachsen ein Bakterium ausgewdhlt werden, das nicht nur auf Grund des Standorts an die
Gegenwart von Radionukliden und Schwermetallen angepasst ist, sondern auch Hiillproteine
besitzt. Nach erfolgter Auswahl sollte das Protein isoliert und hinsichtlich seiner Struktur
untersucht werden. Ein weiteres Ziel war die Sequenzierung von Teilen des Proteins und der
Vergleich mit anderen bereits bekannten Hiillproteinen. Im folgenden war die Wechsel-
wirkung des Proteingitters mit biotechnologisch relevanten Metallen sowohl im Hinblick auf
katalytische Anwendungen als auch auf Bioremediationsvorhaben von Interesse. Nach
genauerer Kenntnis des Potentials der Hiillproteine sollten erste Versuche zur bio-
technologischen Nutzung der Hiillproteinschichten gemacht werden.

Zur Umsetzung der Ziele sollte innerhalb der identifizierten Bakterienarten, insbesondere der
dominierenden Bacillus-Arten, ein Screening hinsichtlich vorhandener Hiillproteine erfolgen.
Nach positivem Befund sollte eine Isolierungsmethode etabliert und als Routine eingefiihrt
werden. Die Struktur der isolierten Hiillproteine sollte mittels verschiedener mikroskopischer
Techniken, wie Transmissionselektronenmikroskopie und Atomkraftmikroskopie, bestimmt
werden. Des weiteren sollten die Proteine sowohl tiber proteinchemische Methoden als auch
durch Verwendung genetischer Arbeitstechniken ndher charakterisiert und vor allem Teile der
Primérstruktur aufgeklart werden. Die Bestimmung méglicher Metall-Bindungsstellen am
Hiillprotein und in der Zellwand war ein weiterer zu bearbeitender Punkt. Insbesondere
sollten fiir genauere Untersuchungen verschiedene spektroskopische Arbeitsmethoden, wie
die Infrarot-Spektroskopie und die Rontgenabsorptionsspektroskopie (EXAFS) genutzt
werden. Aufbauend auf erhaltene FErgebnisse sollten letztendlich erste Versuche zur
anwendungsorientierten Umsetzung gemacht werden, insbesondere zur Nutzung der Hiill-
proteinschichten in katalytischen Prozessen und zur Konstruktion metallbindender Filter auf
der Basis einer SiO,-Matrix. Im Vergleich dazu sollen die Bindungseigenschaften von auf
gleiche Weise immobilisierten intakten Bakterien oder Dauerformen der Bakterien untersucht

werden.
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3 Material und Methoden

31 Auswahl der Versuchsobjekte

Fiir die Auswahl der Versuchsobjekte als Grundlage dieser Arbeit waren mehrere Aspekte
ausschlaggebend: 1) Bei den verwendeten Bakterien sollte es sich um Isolate von radionuklid-
und schwermetall-belasteten Halden handeln. Der Grund hierfiir ist zum einen die zu
erwartende Adaptation an hohe Konzentrationen radioaktiver und toxischer Metalle oder
Halbmetalle und zum anderen die MaBgabe, dass bei Bioremediationsprozessen Isolate der zu
reinigenden Halde (unter dem Aspekt der ungewollten Freisetzung habitatfremden Bakterien)
vorzuziehen sind. 2) Die Bakterien sollten Gattungen angehoren, die in Kultur hohe Dichten
bei geringen Verdopplungszeiten erreichen, ohne jedoch einen hohen apparativen Aufwand zu
erfordern und 3) die Haldenisolate miissen Hiillproteinschichten mit metallbindenden Eigen-
schaften (Selektivitit und Kapazitiit) besitzen. Bei der Halde handelte es sich um die Uranab-
fallhalde ,,Haberland“ in der Nihe von Johanngeorgenstadt in Sachsen (Deutschland), und
aufbauend auf die Analyse dort vorkommender Bakterien wurden mesophile Arten der
Gattung Bacillus im Hinblick auf die zuvor genannten Bedingungen ausgewéhlt. Auf Grund
des ubiquitdren Vorkommens der Bazillen und der Fihigkeit, Sporen zu bilden, war diese Ga-

ttung besonders erfolgversprechend.

32 Organismen und Zellanzucht

Fiir die Experimente dieser Arbeit wurden die Haldenisolate Bacillus sphaericus JG-A12, B.
megaterium JG-A22, B. cereus JG-A30, B. thuringiensis JG-B10, die Referenzstamme Sporo-
sarcina ureae DSM 320, B. sphaericus NCTC 9602, B. sphaericus WHO 2362, B. sphaericus
CCM 2177, B. megaterium NRRL B5385, B. cereus ATCC 4415 und B. thuringiensis 4045
subsp. galleriae verwendet. Die Haldenisolate wurden aus Bodenproben der Uranabfallhalde
»Haberland“ isoliert. Alle aufgefiihrien Bakterienstimme wurden mit Ausnahme von
Sporosarcina ureae DSM 320 der Stammsammlung der Arbeitsgruppe Molekulare
Mikrobiologie, Institut fiir Radiochemie, Forschungszentrum Rossendorf entnommen.
Letzteres wurde aus der Stammsammlung des Max-Planck-Instituts fiir Biochemie in
Martinsried iiber Dr. Engelhardt bezogen. Fiir die Kultivierung unter sterilen Bedingungen
wurden benétigte Geréite und Medien vor der Verwendung durch Autoklavieren bei 121 °C
fir 20 min sterilisiert (HV 25 und HV 110, Wolf, Bad Uberkingen-Hausen). Hitzelabile
Losungen wurden sterilfiltriert. Zur Herstellung von Losungen wurde entweder vollentsalztes

Wasser (VE-Wasser) oder Seralpur-Wasser (Reinstwasser) verwendet.
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Die Gewinnung des Wassers erfolgte {iber einen Seraldest SD Wasservollentsalzer (Seral,

Ransbach-Baumbach) oder eine Seralpur Delta UV/UF-Anlage (Seral, Ransbach-Baumbach).

3.2.1 Anzucht der Bacillus- und Sporosarcina-Stimme

Die Anzucht der Bacillus-Arten erfolgte unter aecroben Bedingungen bei 30 °C entweder in
Erlenmeyerkolben oder in Laborflaschen von 51 Volumen. Die Erlenmeyerkolben wurden
dazu maximal bis zu einem Drittel mit Medium gefiillt und mit 150 rpm im Schiittel-Wasser-
bad (GFL-1092, GFL Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel) geschiittelt. Die An-
zucht der Zellen erfolgte in modifizierten 5 1 Laborflaschen (Arbeitsvolumen 4 1, Schott Glas,
Mainz), die mit 10 m! Vorkultur beimpft wurden. Die Begasung erfolgte mit Luft mit einer
FluBrate von 3 1 min™. Als Medium wurde NB-Medium 8g 1!, Bacto® Nutrient Broth, Difco
Laboratories, Detroit) verwendet. Feste Medien wurden durch Zugabe von 15 gl Agar
hergestellt.

Sporosarcina ureae DSM 320 wurde in gleicher Weise kultiviert, jedoch in einem anderen
Medium. Fiir einen Liter gebrauchsfertige Kulturbrithe wurden 10 g Trypton, 1 g Hefeextrakt,
1,1 g Glucose, 7,2 g Na,HPO4x12 H,O in 1000 ml VE-Wasser geldist, mit NaOH auf pH 8,0

eingestellt und autoklaviert.

3.22 Ernte und Aufbewahrung der Zellen

Das Zellwachstum wurde durch Messen der optischen Dichte der Zellsuspension bei 436 oder
600 nm (d=1lcm) in einem Spektralfotometer Ultrospec 1000 (Pharmacia Biotech, Cam-
bridge) gegen unbeimpftes Medium als Referenz gemessen. Die Emte erfolgte in der spit-
exponenticllen Wachstumsphase durch Zentrifugation bei 10000 g fiir 20 min (Hochge-
schwindigkeitszentrifuge Sorvall® RC-5B Plus, Kendro Laboratory Products, Osterode).

323 Stammbhaltung und Reinheitskontrolle

Stammkulturen der Bakterien wurden alle 4 Wochen auf Agar-Platten mit NB-Medium oder
Sporosarcina-Medium iiberimpft und unter aeroben Bedingungen bei 30°C inkubiert.
Zusitzlich wurde zu Beginn der Arbeiten frische Zellmasse der Bakterien in frischem Me-
dium resuspendiert, auf Glasperlen pipettiert und bei -80 °C aufbewahrt. Dies ist von be-
sonderer Bedeutung, da hiufiges Uberimpfen und Kultivieren von Bakterien mit Hiill-
proteinen zum irreversiblen Verlust der Hiillproteine filhren kann (persénl. Mitteilung

Engelhardt).
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Reinheitskontrollen wurden vor jedem Uberimpfen durchgefithrt: mikroskopisch im
Durchlicht bei 1000-facher VergroBerung im Phasenkontrast (Mikroskop Amplival, Carl

Zeiss, Jena) und makroskopisch durch Ausstreichen der Bakterien im Verdiimnungsverfahren

auf Agar-Platten.

33 Isolierung von Sporen

Zur Gewinnung von Sporen der Bacillus-Stamme wurden die Zellen in Sporulationsmedium
(8 g 1" Bacto® Nutrient Broth, 10 mg 1" MnSO4xH,0) entsprechend der Angaben in Kap.
3.2.1 fiir mindestens 24 h kultiviert. Dabei wurde die Sporulation der Bakterien mikros-
kopisch verfolgt und fortlaufend das Verhiltnis intakter Zellen zu Sporen mittels einer
Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Nachdem mindestens 70 % der Bakterien sporuliert waren,
wurden die Sporen durch Zentrifugation bei 10000 g fiir 20 min bei 4 °C sedimentiert. Um
das Auskeimen der Sporen zu verhindern, wurden alle weitere Schritte bei 4 °C durchgefiihrt.
Das Pellet wurde danach zweimalig in Seralpur-Wasser gewaschen und in dem 10fachen
Volumen Lysemedium 1 (0,2 mg ml” Lysozym in Seralpur-Wasser) resuspediert. Der Ansatz
wurde fiir 24 h inkubiert. AnschlieBend wurden die Sporen erneut durch Zentrifugation bei
10000g fiir 20 min sedimentiert, zweimalig in Seralpur-Wasser gewaschen, in dem 10fachen
Volumen Lysemedium 2 (0,1 mgml! Trypsin in Seralpur-Wasser) resuspendiert und
wiederum fiir 24h  inkubiert. Dieser abwechselnde Verdau mit Lysozym und Trypsin
(Murrell 1969) wurde fortgesetzt, bis die Suspension maximal 5 % intakte Bakterien oder
Zellhiillen enthielt. Danach wurden die Sporen bei 10000 g fiir 20 min bei 4 °C zentrifugiert,

in dem gleichen Volumen Seralpur-Wasser resuspendiert und bei 4 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.
34 Isolierung von Hiillproteinen und Hiillproteinschichten
34.1 Allgemeine Isolierungsbedingungen

Zur Isolierung der nativen Hiillproteinschichten wurde eine modifizierte Methode nach Engel-
hardt et al. (1986, Sprott et al. 1994) verwendet. Die einzelnen Isolierungsschritte wurden alle
aerob und unter Eiskithlung durchgefiihrt. Alle Suspensionen und Losungen wurden bei 4 °C

gelagert.
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34.2 Herstellung von Zellextrakten

34.2.1 Mechanischer Zellaufschlufl

Zur Herstellung von Zellextrakten wurden 1-30 g Zellen in 50 mM TRIS, 3 mM NaNs, 1 mM
MgCl, pH 7,5 (im Folgenden als Standard-Puffer bezeichnet) im Verhéltnis 1:1 (w/v) re-

suspendiert und mit einer Spatelspitze DNAse II und RNAse versetzt. Im Falle von B.
sphaericus JG-A12 wurden vor weiteren Schritten die Zellen fiir 10 min unter Eiskiihlung
mittels eines Ultra-Turrax bei maximaler Leistung (IKA T8, IKA Labortechnik, Stauffen) von
GeiBeln befreit (Sprott et al. 1994) und die Zellen durch Zentrifugation (Eppendorf Zentrifuge
5403, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg) fiir 10 min bei 6000 g und 4 °C gewonnen.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet erneut mit Standard-Puffer im Verhiltnis 1:1
(w/v) resuspendiert. AnschlieBend wurden der Suspension Glasperlen (& 0,1 mm und kleiner)
im Verhaltnis 1:2 (v/v) zugesetzt und derartig mit Puffer oder Glasperlen korrigiert, dass ein
Gemenge mit honigartiger Konsistenz entstand. Der ZellaufschluB erfolgte in einer
Schwingmiihle (MM 2000, Retsch GmbH & Co. KG, Haan) unter Kiihlung mit fliissigem
Stickstoff fiir 10 min bei maximaler Schwingungsanzahl (Schiitte und Kula 1988). Zur
Trennung der Glasperlen von den Rohextrakten wurden diese mehrfach mit Puffer
gewaschen, die Uberstinde vereinigt und bei 400g fiir 10 min bei 4°C in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Das Pellet (ganze Zellen) wurde verworfen und der Uberstand
(zellfreier Rohextrakt) fiir die Isolierung der Hiillproteine oder fiir weitere Experimente

verwendet.

3.4.2.2 Zellaufschluf mit Guanidiniumhydrochlorid

Zur schnellen Herstellung zellfreier Rohextrakte fiir Analysen der Proteinprofile hinsichtlich
der Existenz pridominanter Banden und damit moglicher Hiillproteine wurde eine modi-
fizierte Methode nach Goundry et al. (1967) verwendet. Dazu wurden Zellen im Verhiltnis
1:10 (w/v) mit 5 M Guanidiniumhydrochlorid in 50 mM TRIS-Base, pH 7,2 resuspendiert
und fiir 3 h bei RT inkubiert. Das chaotrope Guanidiniumhydrochlorid vermindert hydro-
phobe Effekte, die hauptsichlich fiir die Wechselwirkungen der Proteinmonomere unterein-
ander und mit der Zellwand verantwortlich sind. Dies fiihrte im Falle der verwendeten Bakte-

rien neben einer Solubilisierung der Hiillproteine auch zur vollstéindigen Lyse der Zellen.

343 Priiparation der Hiillproteinschichten und Lagerung
Fir die Isolierung der Hillproteinschichten wurde nur der mechanische ZellaufschluB

durchgefiihrt.
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Der so gewonnene zellfreie Rohextrakt (Cytoplasma und Zellwinde) wurde bei 12400 g fiir

60 min bei 4 °C in einer Tischzentrifuge zentrifugiert, der Uberstand (Cytoplasma) verworfen
und das Pellet (komplette Zellwinde aus Plasmamembran, Peptidoglykan und Hiillprotein)
zweimal in Standard-Puffer gewaschen. Zum Losen der Plasmamembran wurde das Pellet in
Standard-Puffer mit 1% Triton X-100 resuspendiert, 20 min bei RT leicht geschiittelt,
anschlieBend bei 12400 g fiir 60 min bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Pellet (Peptidoglykan und Hillprotein) erneut zweimal gewaschen. Die Zellwinde wurden
zum Verdau des Peptidoglykans in Standard-Puffer mit 0,2 mg ml” Lysozym und je einer
Spatelspitze DNAse II und RNAse resuspendiert und bei 30 °C fiir 6h im Wasserbad
geschiittelt. Nach der Zentrifugation des Ansatzes bei 12400 g fiir 60 min bei 4 °C besteht das
Pellet aus einer weiBen und einer beigefarbenen Schicht. Unter Verwendung des Uberstandes
wurden beide Schichten selektiv resuspendiert und durch Zentrifugation bei 12400 g fiir
60 min bei 4 °C voneinander getrennt. Durch mehrfache Wiederholung des Vorgangs und
jeweiliger Vereinigung der Suspensionen der weilen Schicht (Hiillproteine) erhilt man
gereinigte Hiillproteinschichten. Die Verwendung des Uberstandes zur Trennung beider
Schichten ist notwendig, da die polymeren Gitter der Hiillproteine in einem Gleichgewicht
mit den Monomeren stehen und die Verwendung von frischem Puffer zu einer deutlich
verringerten Ausbeute fiihrte (eigene Untersuchungen). Abschliefend wurden die Hill-
proteine einmalig mit Standard-Puffer gewaschen und bei 4 °C gelagert.

35 Rekristallisation von Hiillproteingittern
Die Rekristallisation der Hiillproteinschichten wurde als optionaler Reinigungsschritt zur
Abtrennung sedimentierbarer Verunreinigungen wie GeiBleln oder Zellwandbestandteile

gemdB einer modifizierten Methode nach Messner und Sleytr (1988) durchgefiihrt.

351 Selubilisierung der Hiillproteine

Zur Solubilisierung der Proteine wurde die Hiillproteinsuspension mit einer eingestellten
Proteinkonzentration von 20 mg mlI™! mit der fiinffachen Menge (v/v) 6 M Guanidiniumhydro-
chlorid in 50 mM TRIS, pH 7,2 versetzt und 6 h bei RT geriihrt. Durch erneute Zentrifugation
bei 12400 g fiir 60 min bei 4 °C wurden nicht hydrolysierte Peptidoglykanreste, Geifleln, und

andere sedimentierbare Zellwandbestandteile von den geldsten Hiillproteinen getrennt.
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3.5.2 Dialyse der Proteinproben und Rekristallisation

Die in 3.5.1 gewonnene Proteinlosung wurde in der Folge in einen zuvor in VE-Wasser
ausgekochten und gespiilten Dialyseschlauch (Spectra/Por®, AusschluBgrenze 12-14 kDa,
Spectrum Laboratories, Rancho Dominguez, California, USA) tiberfiihrt und gegen 21 10 mM
CaCl, fiir 24 h bei 4 °C unter stindigem Riihren dialysiert. Wihrend dieser Zeit findet eine
Reassemblierung der Hiillprotein-Monomere zu Schichten statt. Die Hiillproteinschichten
wurden erneut bei 12400 g fiir 60 min bei 4 °C zentrifugiert, in Standard-Puffer resuspendiert

und bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.6 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von Zellextrakten und Proteinsuspensionen der
einzelnen Reinigungsschritte erfolgte nach Lowry et al. (1951) mit dem Proteinbe-
stimmungskit von Sigma (Sigma Diagnostics, Deisenhofen). Dabei erfolgt eine Komplex-
bildung zwischen dem alkali-schen Kupfertartrat mit den Peptidbindungen. Unter Zugabe des
Phenol-Reagenz bildet sich ein violetter Farbstoff, dessen Konzentration durch die Messung
der Absorption im Wellenlingenbereich von 500-800 nm bestimmt werden kann. Dazu
wurden 10-200 ul Probe mit 0,1 M NaCl (zur Reduktion stdrender Einfliisse durch
Ampholyte) auf 1ml aufgefiillt, mit 0,1 ml Natriumdeoxycholat-Losung (1,5 mgmi™)
versetzt, gemischt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 0,1 ml 72 %iger (w/v)
Trichloressigsdure wurde der Ansatz gemischt und bei 23100g fiir 10 min bei 20 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1,0 ml Lowry-Reagenz mit
Natriumdodecylsulfat aufgenommen, mit 1 ml VE-Wasser verdiinnt, gemischt und fiir 20 min
bei RT inkubiert. Der Ansatz wurde dann mit 0,5 ml Folin-Ciocalteu’s Phenol-Reagenz
versetzt, sofort gemischt und fiir 30 min bei RT inkubiert. Die Absorption wurde bei 750 nm
(d=1cm) im Spektralfotometer Ultrospec 1000 (Pharmacia Biotech, Cambridge) gegen eine
Referenz aus Standardpuffer, der entsprechend den Proben behandelt wurde, gemessen, Die
Eichkurve (Abb. 3.6) wurde unter identischen Bedingungen mit 0-400 pg Rinderserum-
albumin (BSA) in 1 ml 0,1 M NaCl erstelit.
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Abb. 3.6: Eichkurve zur Bestimmung der Proteinkonzentration. Die
Eichkurve wurde mit 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 und 400 ug
Rinderserumalbumin pro 1 ml 0,1 M NaCl erstelit.

3.7 Bestimmung von Trockengewichten

Die Bestimmung der Trockengewichte von Zellen, Sporen, Zellwinden oder Proteinen
erfolgte nach Einwaage einer definierten Menge des jeweiligen Feuchtgewichts und der
Trocknung der Proben im Vakuumtrockenschrank (Heraeus Kompakt Vakuumschrank VT
6025, Kendro Laboratory Products, Hanau) bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz (Koch
1994). Die Proben wurden dazu in regelmiBigen Abstinden aus dem Trockenschrank
entnommen, im Exsikkator auf RT abgekiihlt und mittels einer Analysenwaage (MasterPro
LA120S, Sartorius, Géitingen) gewogen. In gleicher Weise wurden zuvor die Leergewichte
der verwendeten ReaktionsgefiiBe und die Trockengewichtsanteile der jeweils verwendeten

Puffer oder von Wasser bestimmt.

38 Analyse von Proteinlosungen mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Analytische denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophoresen (PAGE) wurden im vertikalen
System (Bio-Rad Mini-PROTEAN® II oder DCode®-System, Netzgerit: Bio-Rad PowerPac

200, Bio-Rad Laboratories, Hercules) im diskontinuierlichen Verfahren nach Laemmli (1970)
durchgefiihrt,
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Das Trenngel war entweder 50 mm hoch, 90 mm breit und 0,75, 1 oder 1,5 mm dick (Mini-
Protean® II Kammer) oder 120 mm hoch, 160 mm breit und 1 mm dick (DCode®-System). In
beiden Fillen wurde ein 10 mm hohes Sammelgel auf das Trenngel gegossen, und ein Kamm

zur Ausbildung von 10, 15 oder 20 Probentaschen (39, 49 oder 98 pl Volumen) eingesetzt.

3.8.1 Herstellung der Gele

Benétigte Losungen:

Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (Rotiphorese® Gel 30, Roth, Karlsruhe)
Acrylamid, 30 % (w/v)
N,N’-Methylenbisacrylamid, 0,8 % (w/v)

Trenngelpuffer 1,5 M TRIS/HCI, pH 8,8
Sammelgelpuffer 0,5 M TRIS/HCI, pH 6,8
10x Laufpuffer 0,25 M TRIS, 1,92 M Glycin, 1 % (w/v) SDS (pH =~ 8,3)

Die Komponenten des Trenngels wurden gemil dem Pipettierschema (Tab. 3.8.1), mit
Ausnahme von 10 % SDS, TEMED und Ammoniumperoxodisulfat (APS) in ein Becherglas
pipettiert und unter Rithrung im Vakuum entgast. Nach Zugabe von 10 % SDS, TEMED und
10 % Ammoniumperoxodisulfat wurde die Losung zwischen zwei mit Ethanol gereinigte
Glasplatten gegossen und mit Wassergesittigtem n-Butanol tiberschichtet. Die Polymerisation
dauerte 45-60 min; danach wurde das Butanol entfernt, und die Geloberkante mit VE-Wasser
gespiilt. Die Komponenten des Sammelgels wurden gemischt und auf das Trennngel
gegossen. Zur Ausbildung von 10-15 Probentaschen wurde ein Trogformer eingesetzt. Nach
30-45 min wurde dieser entfernt und die Taschen mit VE-Wasser gespiilt. Das Gel wurde
dann in eine mit Laufpuffer gefiillte Elektrophoresekammer eingesetzt. Fiir denaturierende

Gele wurde ein 4%iges Sammelgel und ein 5 - 12%iges Trenngel verwendet.
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Tab. 3.8.1: Pipettierschema zur Herstellung von Gelen:Die Angaben sind in ml pro zwei Gele in der Mini-
PROTEAN® Il Kammer und in ml pro Gel fiir das DCode®-System (Mengen in Klammern)

Trenngel Sammelgél
5% 7,5 % 10% 12,5% 4%
Acrylamid/Bis (37,5:1) | 3,34 5 6,68 8 1,33
Trenngelpuffer 5 5 5 5 -
Sammelgelpuffer - - - - 2,5
Seralpur-Wasser 11,34 9,7 8,04 6,7 6,07
10 % (w/v) SDS 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1
TEMED 0,01 (0,008) 0,01 (0,008) 0,01 (0,008) 0,01 (0,008) |0,01
10 % (w/v) APS 0,1 (0,08 0,1(0,08) 0,1(0,08 0,1(0,08 0,05
3.8.2 Probenbehandlung und Durchfiihrung der Elektrophorese

Die zu untersuchenden Proben enthielten 0,5-150 pg Protein in maximal 45 pl Volumen. Bei
denaturierenden Gelen wurde die Probe mit Probenpuffer im Verhiltnis 1:1 gemischt und
4 min bei 95 °C im Wasserbad (Typ WB 7, Memmert, Schwabach) inkubiert. Probenpuffer:
TRIS 1,97 g

Bromphenolblau 5 mg
Glycerin 5,8 ml
SDS 1 g

B-Mercaptoethanol 2,5 ml
Seralpur-Wasser ad 50 ml

Als Referenz diente ein Protein-Molekulargewichtsstandard, high range (Gibco BRL GmbH,
Eggenstein, Germany): Myosin (H-Kette, 200 kDa), Phosphorylase b (97,4 kDa), Rinder-
serumalbumin (68 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Carboanhydrase (29 kDa), B-Lactoglobulin
(18,4 kDa), Lysozym (14,3 kDa). Alternativ wurden zusitzlich ay-Makroglobulin (181 kDa)
und B-Galactoosidase (E.coli, 116 kDa) verwendet. Die Proben wurden mit Hilfe einer 100 pl
Hamilton-Spritze in die Taschen pipettiert. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten
Spannung von 50 V im Sammelgel und von 200 V im Trenngel bei RT durchgefithrt und nach
Erreichen der Gelunterkante (Anode) durch die Bromphenolblaufront beendet.
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383 Unspezifische Firbung mit Coomassie Brillant Blue R 250

Proteine konnen im Polyacrylamidgel iiber eine unspezifische Farbung mit dem Triphenyl-
methanfarbstoff Coomassie Brillant Blue nachgewiesen werden. Der Farbstoff bindet dabei
unspezifisch an kationische und nicht polare, hydrophobe Seitenketten der Proteine, insbe-
sondere an Arginin, weniger an Lysin, Histidin, Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin
(Stoschek 1990).

Farbelosung: Coomassie Brillant Blue R-250 500 mg

Methanol (98 %) 408 ml
Essigsiure (100 %) 100 ml
VE-Wasser 492 ml
Entfirbelosung: Methanol (98 %) 500 ml
Essigsaure (100 %) 100 mi
VE-Wasser 1400 ml

Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde dazu das Gel aus der Kammer entnommen
und in einer verschlieBbaren Wanne mit Farbelosung auf einem Horizontalschiittler bei
50 rpm (IKA Vibrax-VXR, IKA Labortechnik, Staufen) fiir mindestens 1h gefiirbt. Die
Entfirbung erfolgte anschlieBend iiber Nacht. Die Empfindlichkeitsgrenze dieser Farbung
liegt bei 0,1-1,0 pg Protein pro Bande.

3.84 Unspezifische Silberfirbung

Nach erfolgter unspezifischer Firbung mit Coomassie Brillant Blue R 250 besteht bei
unzureichender Firbung der Proteine die Moglichkeit einer ebenfalls unspezifischen Silber-
firbung nach einer modifizierten Methode nach Morrissey (1981, Hoefer 1994). Dabei
werden Silber-Ionen von Proteinen gebunden und durch Wechselwitkungen mit den
funktionellen Gruppen und Peptidbindungen zu Silberkeimen reduziert. Unter Verwendung
starker Reduktionsmittel erfolgt eine vollstindige Reduktion aller Silber-Ionen im Gel zu
metallischem Silber. Dies erfolgt in der N#he von Silberkeimen jedoch wesentlich schneller
als im restlichen Gel, was insbesondere zur Braunfiirbung der Proteine fithrt. Damit nicht alle
Tonen im Gel reduziert werden, wird die Reaktion bei ausreichender Firbung der Proteine

durch eine starke pH-Erniedrigung gestoppt.
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Fiir die Farbung werden folgende Losungen bendtigt:

Entfarbelosung I: Methanol (98 %) 400 ml
Essigséure (100 %) 70 ml
VE-Wasser 530 mi
Entfirbelosung II: Methanol (98 %) 50 ml
Essigséure (100 %) 70 ml
VE-Wasser 880 ml
Vernetzer-Losung: Glutaraldehyd (50 %) 20 ml
VE-Wasser 80 ml
DTT-Losung: 1,4-Dithio-DL-threitol (DTT) 5 mg
VE-Wasser ad 1000 ml
Silbernitrat-Losung;: AgNO; 1g
VE-Wasser ad 1000 ml
Natriumcarbonat-Losung: NayCO; 60 g
VE-Wasser ad 2000 ml
Entwicklerlésung: 3 % Natriumcarbonatlosung 200 ml
Formaldehyd (37 %) 100 pl

Das Gel wurde entweder nach erfolgter Coomassie Brillant Blue-Firbung oder direkt nach
Beendigung der Gelelektrophorese in einer verschlieBbaren Wanne mit 100 ml Entfirbe-
1osung 1 auf einem Horizontalschiittler bei 50 rpm fiir mindestens 30 min inkubiert.
Anschliefend wurde die Entfirbeldsung I durch 100 ml Entfirbelosung II ersetzt und
vorsichtig fiir 30 min bei RT geschiittelt. Die Entfirbelosung II wurde verworfen und durch
100 ml Quervernetzungslésung ersetzt und erneut fiir 30 min geschiittelt. Danach wurde die
Quervernetzerlosung abgegossen und das Gel mehrfach fiir 2 h mit Wasser gewaschen
(alternativ kann das Gel in 2 1 Wasser tiber Nacht gelagert und am nichsten morgen 30 min
mit frischem Wasser gespiilt werden). Nach dem letzten Waschschritt wurde das Gel mit
DTT-Lsung iibergossen und 30 min unter leichtem Schiitteln inkubjert. Die Losung wurde
danach sorgfiltig abgegossen, 100 ml der Silbernitrat-Lsung zugegeben und 30 min leicht
geschiittelt. Das Gel wurde emeut in VE-Wasser gewaschen, kurz geschwenkt und das

Wasser wieder abgegossen. 50 ml Entwickler-Losung wurden zugegeben, kurz geschwenkt

und abgegossen.
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Dies wurde insgesamt zweimal wiederholt, dann 100 ml der Entwickler-Losung zum Gel
gegeben. Die Braunfirbung der Banden erfolgte unter leichtem Schiitteln. Um die Férbung zu
stoppen, wurde die Entwickler-Losung abgegossen, das Gel sofort mit Wasser gewaschen und
mit Entfarbelosung II versetzt. Das Gel wurde mehrfach mit Entfirbelosung II gewaschen,
mit Wasser gespiilt und zur Lagerung in Folie eingeschweifit. Die Empfindlichkeitsgrenze

dieser Féarbung liegt bei 2-5 ng Protein pro Bande.

3.8.5 Spezifische Firbung von Glykoproteinen

Der spezifische Nachweis von Glykoproteinen in SDS-Gelen erfolgte mittels der Methode
nach Zacharius et al. (1969, McGuckin und McKenzie 1958). Dabei werden durch
Periodsiureoxidation C-C-Bindungen mit OH-Gruppen in korrespondierender Position
gespalten und in Aldehydgruppen (Dialdehyde) iiberfilhrt. Diese konnen iiber ein
Aldehydreagenz wie das Schiff’s Reagenz unter Bildung eines roten Farbstoffs nachgewiesen

werden. Die Fiarbung erfolgte bei 25 °C. Losungen fiir die Féarbeprozedur:

Trichloressigséure 12,5%

Periodsdure 1 % in 3 %iger Essigsiure
Silbernitratlosung 0,1N

Metabisulfit 0,5%

Essigsture 3-7,5%

Schiff’s Reagenz = Fuchsin-schweflige Saure (hergestellt nach McGuckin 1958)

Zum spezifischen Nachweis von Glykoproteinen wurde das Gel in 25-50 ml 12,5 % Trichlor-
essigsiure fiir 30 min geschwenkt. Danach wurde das Gel mit VE-Wasser gespiilt und in 1 %
Periodsiure, hergestellt in 3 %iger Essigsdure, fir 50 min inkubiert. Anschlieend wurde die
Periodséure durch sechsmaliges Waschen des Gels mit 200 ml VE-Wasser fiir 10 min oder
{iber Nacht entfernt. Alternativ dazu erfolgte nach dem letzten Waschschritt ein Test auf 105~
Ionen durch Inkubation mit 0,1 N Silbernitrat-Losung. Konnten keine IO3-Ionen nachge-
wiesen werden, wurden zwei weitere Waschschritte durchgefiihrt. Das Gel wurde dann unter
LichtausschluB mit Schiff’s Reagenz fiir 50 min inkubiert und 3 mal mit 25-50 ml frisch
hergestellter 0,5 %iger Metabisulfit-Losung fiir 10 min gewaschen. Die Hintergrundfiirbung
konnte durch mehrfaches Waschen mit VE-Wasser entfernt werden. Das Gel ist in 3-7,5 %

Essigséure lagerfihig,
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Als positive Referenzen wurde saures o-Glykoprotein (= Orosomucoid, Sigma, Deisenhofen)
sowie op-Makroglobulin (M;=181 kDa, Sigma, Deisenhofen) und als negativ Referenz
Hiillprotein von Sporosarcina ureae DSM 320 (personliche Mitteilung R. Wahl) verwendet.

3.8.6 Videodensitometrischer Scan und computergestiitzte Auswertung der
Proteinprofile im Polyacrylamidgel

Die Dokumentation analytischer Gele erfolgte mit Gel Print System 2000i (MWG Biotech,

Ebersberg). Die computergestiitzte Auswertung des videodensitometrischen Scans erfolgte

mit dem Programm RFLPScan® (Scanalytics, Billerica, USA). Dabei konnte iiber die

Integration der Peakflichen und tiber die Re-Werte der Proteine sowohl deren relativer Anteil

am Proteingemisch als auch deren Grofie bestimmt werden.

3.9 Bestimmung der N-terminalen Aminosiiuresequenz der Hiillproteine von
B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602
Die Bestimmung der N-terminalen Aminosiure-Sequenzen von Proteinen oder Protein-
fragmenten erfolgte in mehreren Schritten. Zunéichst wurden die Proteine in der Probe mittels
einer denaturierenden PAGE gemif ihrem Molekulargewicht separiert. Die getrennten
Proteine oder Fragmente wurden anschlieffend iiber einen elektrophoretischen Transfer
(Western-Blot) von dem Gel auf eine zur Sequenzierung geeignete Membran mit hoher
Proteinbindungskapazitit (PVDF-Membran) iibertragen. Nach dem vollstindigen Transfer
wurden gebundene Proteine auf der Membran mit dem Farbstoff Ponceau S angefiirbt. Die

gewiinschten Proteinbanden wurden aus der Membran herausgeschnitten und direkt fiir die

Sequenzierung verwendet.

3.9.1 Priiparative SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Préparation der Proteine oder Proteinfragmente zur Sequenzanalyse erfolgte durch die
Auftrennung der nativen Hiillproteine oder der Verdauungsansiitze iiber denaturierende
PAGE. Dazu wurde entsprechend der Beschreibung in Kap. 3.8.1 und 3.8.2 vorgegangen,
jedoch nachfolgende Besonderheiten beriicksichtigt: zur Herstellung der Gele und Losungen
wurden ausschlieBlich hochreine Substanzen verwendet, da Verunreinigungen der Chemi-

kalien mit reaktiven Substanzen zur Blockierung der Seitenketten der Aminosiuren fithren

konnen.
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AuBerdem wurden alle Losungen zusétzlich durch ein 0,45 pm Filter (Rotilabo® Spritzen-
filter, steril aus Zellulosemischester, Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe) filtriert und im Vaku-
um entgast. Um eine Reaktion der Seitenketten der Aminoséuren mit iiberschiissigen freie
Radikale und Oxidantien aus der Polymerisierungsreaktion des Gels zu vermeiden, erfolgte
die Polymerisation der Gele iiber Nacht bei RT (Hunkapiller et al. 1983, Madsudaira 1990).
Ferner wurde die Denaturierung der Proben bei 80 °C fiir 10 min durchgefiihrt, um auch dabei
unspezifische Reaktionen zu verhindern. Da fiir eine Sequenzierung mindestens 100 pg
Protein notwendig sind, wurden in Abhéngigkeit von der Zahl der verwendeten Spuren 20-

150 pg Protein pro Spur aufgetragen.

3.9.2 Western-Blot

Die getrennten Fragmente auf dem Gel wurden auf eine Polyvinyliden-Difluorid-Membran
(Sequi—Blot® PVDF-Membran, Proteinbindungskapazitit 170-200 pgcm'z, Bio-Rad Labora-
tories, Hercules) fibertragen. Der elektrophoretische Transfer erfolgte in einer horizontalen,
halbirockenen Transferkammer (Trans-Blot® SD, Bio-Rad Laboratories, Hercules) im dis-
kontinuierlichen Puffersystem (Westermeier et al. 1988) zur Minimierung von Unterschieden

hinsichtlich der Wanderungsgeschwindigkeiten unterschiedlich grofler Proteine. Fiir den Blot

erforderliche Losungen:

5x TRIS-CAPS-Puffer 60 mM TRIS-Base
40 mM CAPS

Anodenpuffer: 5x TRIS-CAPS-Puffer 20 ml
99,8 % Methanol 15 mi
Seralpur-Wasser 65 ml

Kathodenpuffer: 5x TRIS-CAPS-Puffer 20 ml
10 % (w/v) SDS 1 ml
Thioglycolat 1,14 ¢
Seralpur-Wasser 79 ml

Es wurden eine PVDF-Membran und zwei extra dicke Filterpapiere (7,5x10 em, Bio-Rad
Laboratories, Hercules) auf GelgroBe zurechtgeschnitten. Danach wurde die PVDF-Membran
10-15 min in 99,8%igem Methanol und anschlieBend mindestens 30 min in Anodenpuiffer

dquilibriert. Das Polyacrylamidgel wird wihrenddessen in Kathodenpuffer dquilibriert.
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Die Schichtung fiir den Blot setzte sich wie folgt zusammen: ein in Anodenpuffer getrénktes

Filterpapier wurden luftblasenfrei auf die mit Seralpur-Wasser angefeuchiete Platinanode
gelegt. Darauf wurde zuerst die Membran und dann das Gel gelegt. Es folgte ein mit Katho-
denpuffer getréinktes Filterpapier. Um vorhandene Luftblasen und {iberschiissige Fliissigkeit
zwischen den einzelnen Schichten zu entfernen, wurde jede Lage mit einem Glasstab leicht
gewalzt. Danach wurde die Kathode aus rostfreiem Stahl mit Seralpur-Wasser angefeuchtet
und unter leichtem Druck aufgelegt. Der Transfer erfolgte bei einer konstanten Stromstéirke
von 1,5 mA cm™ (68 mA) und dauerte 30-60 min.

393 Fiirben und Entfiirben der PVDF-Membran
Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran 3 mal fiir jeweils 5 min in VE-Wasser
gespiilt und anschliefend fiir 30 min in 0,1 % (w/v) Ponceau S-Firbelosung (Sambrook et al.

1989) inkubiert und die Hintergrundfirbung mit VE-Wasser ausgewaschen.

Farbelosung Ponceau S 100 mg
Essigséure (100 %) 5 ml
VE-Wasser ad 100 ml

Nach dem Entfirben wurde die Membran mehrere Stunden an der Luft auf Filterpapier

getrocknet, anschlieffend in einen mit N, begasten Gefrierbeutel eingeschweilit und bei

-20 °C bis zur Sequenzierung aufbewahrt.

394 Sequenzanalyse der N-terminalen Aminosiiuren

Die Bestimmung der N-terminalen Aminosiuresequenzen wurde am Institut fiir Biochemie
der Universitit Leipzig durch Hr. Dr. J. Bér durchgefiihrt. Die auf die PVDF-Membran ge-
blotteten Proteinbanden wurden mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten und zur Sequen-
zierung in einen Gas-Fliissigphasensequensator (pulsed liquid phase protein/peptid sequencer
473 A, Applied Biosystems, Funkstadt) mit gekoppeltem Phenylthiohydantoin-Aminoséure-
Analyzer (610 A, Applied Biosystems, Funkstadt) eingesetzt.
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3.10 Limitierte Proteolyse von Hiillproteinen
3.10.1 Vorbehandlung der Proteasen Trypsin, Chymotrypsin, Proteinase K und
Thermolysin
Viele Endoproteasen besitzen die Fahigkeit, in Abhéingigkeit von der Primér-, Sekundir- und
Tertidrstruktur des Proteinsubstrats, der Dauer der Proteolyse, der Inkubationstemperatur,
dem Enzym:Substrat-Verhiltnis sowie der Ionenstirke das Protein vollstindig in einzelne
Aminoséuren zu spalten. Um eine limitierte Proteolyse zu erreichen darf keine vollstindige
Spaltung der Proteine erfolgen. Deshalb wurde mit nativen Hiillproteinen sowie mit langen
Proteolysezeiten bei niedrigen Temperaturen gearbeitet, bei mittleren Enzym:Substrat-K-
onzentrationen und mit Proteasen mit geringer Spezifitit (Beynon und Bond 1989, Carrey
1990). Die folgenden Proteasen wurden dazu kurz vor Gebrauch entsprechend ihrer pH-
Optima in geeigneten Pufferlosungen aufgenommen, gegebenenfalls durch den Zusatz von
Ca®*-Ionen aktiviert sowie stabilisiert (Flannery et al. 1989) und sterilfiltriert:
Trypsin (Serin-Endoprotease, Rinder-Pankreas, Boehringer Ingelheim
Bioproducts, Heidelberg)
in Losung A:100 mM TRIS-Base, 1 mM HCI, 2mM CaCl,,
pH 8,6
a-Chymotrypsin (Serin-Endoprotease, Rinder-Pankreas, Boehringer Ingelheim
Bioproducts, Heidelberg)
in Losung B: 100 mM TRIS-Base, ImM HCI, pH 8,0
Proteinase K (Serin-Endoprotease, Tritirachium album, Sigma, Deisenhofen)
in Losung C: 100 mM TRIS-HCI, 1 mM CaCl,, pH 8.0
Thermolysin (Zink-Endoprotease, Bacillus thermoproteolyticus rokko, Sigma,
Deisenhofen)
in Lésung D: 1 mM CaCl,

3.10.2 Verdau der Hiillproteine

Zur Gewinnung proteolytischer Fragmente der Hiillproteine wurden diese mit Proteasen im
Verhiltnis von 80:1, 50:1 oder 10:1 (w/w) verdaut. Unter Einhaltung steriler Kautelen wurde
dazu entweder isoliertes Hiillprotein oder intakte Zellen durch Zentrifugation bei 12400 g fiir
60 min bei 4 °C oder bei 6000 g fiir 10 min bei 4 °C sedimentiert, in den entsprechenden Lo-
sungen (A, B, C, D) mit geloster Protease gemiB dem Pipettierschema in Tab 3.10.2 re-
suspendiert und bei 4 °C unter Schiitteln inkubiert. Nach 3h, 6h, 1d und 2 d wurde eine

Probe von 50 pl entnommen.
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In Aliquots mit Trypsin, Chymotrypsin und Proteinase K wurde die Proteolyse durch Zugabe
von 2 pl 25 mM PMSF in 100 % Ethanol (Endkonzentration 1 mM) und in Ansétzen mit
Thermolysin durch Zugabe von 2 pl 250 mM EDTA (Endkonzentration 10 mM) gestoppt
(Salvesen und Nagase 1989). Die Charakterisierung der Fragmentgemische erfolgte durch
eine analytische SDS-Gelelektrophorese (siche Kap. 3.8).

Tab. 3.10.2: Pipettierschema zur Herstellung von Proteolyseansitzen

Hillprotein  intakte = Protease Protease- Verhiltnis
(in pg) Zellen (in pg) puffer | Substrat: Protease
(in pg) (in pl)
Ansatz 1 300 - 6 400 |50:1
Ansatz 2 - 300 30 500 10:1
Ansatz 3 1000 - 12,5 150 80:1
Ansatz 4 (1. Blot) 900 - 18 180 50:1
Ansatz 5 (2. Blot) 3200 - 320 150 10:1
311 Stabilisierung nativer Hiillproteingitter von B. sphaericus JG-Al2 und
B. sphaericus NCTC 9602

3111 Verernetzung mit Glutaraldchyd

Die Stabilisierung von nativen oder rekristallisierten Hiillproteinschichten ist durch
irreversible Fixierung der Gitterstruktur mit Glutaraldehyd moglich. Glutaraldehyd besitzt die
Eigenschaft, durch Aldolkondensation Polymere mit o,B-ungesittigten Aldehyden bilden zu
konnen (Abb. 3.11.1a).

0 O _(n+l)
N 7 (
2 C—CH—CH—CH—C  Zo

H H
HO HO
e\ 5 )5 0
~C—(CHy)5—CHF=C—(CHy);—CH=FC—(CH)y—C
H H
n

Abb. 3.11.1a: Polymerisation von Glutaraldehyd (Aldolkondensation)

\

34



Diese Polymere unterschiedlicher Kettenléinge kénnen mit Amino-, Imino- und Guanidino-

gruppen reagieren und so in Abhéngigkeit von dem pH-Wert, der Temperatur, der Glutar-
aldehydkonzentration und der Inkubationszeit Proteine oder andere biologische Molekiile
vernetzen. Bei der Reaktion im leicht basischen Milieu kénnen Aminogruppen mit den
Aldehydgruppen und den C-C-Doppelbindungen des Polymers reagieren (siche Abb.
3.11.1b).

H\ Py
O\\ P
/C“‘CHz_CHz—CHz"‘CH=C_CH2_CH2—“ “ +3 R—NH;, —
H H
H\? NTR
+R—NH;
CH;—CH,—CH,—[CH=C—CH;—CH; —
Schiff'sche Base konjugierte Schiff'sche Base
Schiff'sche Base
H_N—R
¥
R—N=C—CHy—CH;—(H,—CH—CH1CH;—CH,—C=N—R
/N\
H_ R
Michael-Addukt

Abb. 3.11.1b: Reaktionsschema von Glutaraldehyd mit primdren Aminogruppen

Reagieren primire Aminogruppen mit den endstindigen Aldehydgruppen, so entstehen
Schiff’sche Basen. Findet eine Reaktion mit der Aldehydseitenkette statt, so entstcht dabei
eine stabilere konjugierte Schiff’sche Base. Ein noch stabileres Produkt entsteht durch eine
Michael-Addition der Aminogruppe an die C-C-Doppelbindung. Auf Grund dieser Reak-
tionen bewirkt die Vernetzung von Proteinen mit Glutaraldehyd einen Verlust positiver La-
dungen, wodurch das Proteinmolekiil eine negative Nettoladung erhilt.

Zur Vernetzung der nativen Hiillproteinschichten wurden diese in der 50fachen Menge (W/v)
2,5 %iger Glutaraldehyd-Losung in 100 mM HEPES, 2 mM MgCl,, pH 6,8 resuspendiert und
fiir 2 h bei RT geschiittelt. Um die Reaktion zu stoppen, wurde das gleiche Volumen einer
2,5 %igen Ethanolamin-Losung zugegeben und fiir weitere 2 h inkubiert. Danach wurde der
Ansatz bei 12400 g fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet
zweimal mit VE-Wasser gewaschen. Die vernetzten Hiillproteinschichten wurden bis zur

weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.
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3.11.2 Vernetzung mit 1-Ethyl-3-(N,N -dimethylaminopropyl)-carbodiimid

Eine Methode zur Vernetzung von Proteinen im Hiillproteingitter iiber die a-Carboxyl-
gruppen am C-terminalen Ende von Proteinen und die B- und y-Carboxylgruppen von Aspara-
ginsdure und Glutaminsiure stellt die Amidierung der Carboxylgruppen dar. Diese kann iiber
die Aktivierung mit Carbodiimiden wie 1-Ethyl-3-(N,N’-dimethyl-aminopropyl)-carbodiimid
(EDC) in Anwesenheit von Aminen erfolgen (Hoare und Koshland 1967). Dabei bindet das
Carbodiimid an den Sauerstoff des Carboxylatanions, wodurch ein reaktives Zwischenprodukt
entsteht, das mit vorhandenen Aminen zum entsprechenden Amid reagiert (Abb. 3.11.2).
EDC besitzt eine gute Wasserlgslichkeit, hohe Reaktivitit und hohe Spezifitét.

/O- CH3\
Rr—C +H + /N—CHZ—CHZ——CH2-N=C=N—-CH2—~CH3
6] CHj3
Protein 1 EDC
Je CHs,
R—C  + N—CH,—CHy;—CHpy—NH==C=N—CH,—CH; ——>
/
6] CHg
N—CH;—CHs +H"
R—C—0—C
[ b +
0 NH—(CHz)3—N(CHzs), -H
reaktives Zwischenprodukt
Protein 2
,/NHL—CHZ-CH3 + Ro—NH;
Rl-ﬁ—o—-c\ —_—
0 NH—(CHz);—N(CHs)2

R—C—NH—R, + (CH3)2N—(CH2)3—NH—ﬁ—NH—CH2—CH3 + H
o) o)

vernetzie Proteine 1-Ethyl-3~(N,N’-Dimethylaminopropyl)harnstoff
Abb. 3.11.2: Amidierung von Carboxylgruppen mittels EDC

Zur Vernetzung der nativen Hiillproteinschichten wurden der Proteinsuspension der
5000fache molare UberschuB an EDC als Festsubstanz zugesetzt, gelost und fiir zwei Tage
bei RT geschiittelt. Danach wurde der Ansatz bei 12400 g fiir 30 min bei 4 °C zentrifugiert,
der Uberstand verworfen und das Pellet dreimal mit VE-Wasser gewaschen. Die vernetzten

Hiillproteinschichten wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.
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3.11.3 Untersuchungen zur pH-Stabilitiit der Hiillproteingitter

Die Untersuchung der pH-Stabilitéit nativer Hiillproteinschichten erfolgte durch Aufnahme
von UV/VIS-Spektren (siche dazu Kap. 3.18.1) der Proteinsuspension oder Proteinlésung in
Citrat-Dinatriumhydrogenphosphat-Puffer.

Zur Durchfiihrung wurden je 300 pg native oder vernetzte Hiillproteinschichten in 1000 pl
Puffer aus 0,1 M Zitronenséure und 0,2 M Dinatriumhydrogenphosphat mit pH-Werten von
2-9 resuspendiert, 10 min bis 48 h bei RT inkubiert und das Spektrum aufgenommen.

3.12 DNA-Isolierung
Die Isolierung der DNA aus Bakterien erfolgte unter Verwendung des NucleoSpin® C+T Kits

von Macherey-Nagel (Macherey Nagel GmbH, Diiren) und der darin enthaltenen Chemikalien
(Puffer T1, BS, BE). Dazu wurden die Zellen von 1,5 ml einer Ubernachtkultur durch
Zentrifugation bei 6000 g fiir 10 min bei 4 °C gewonnen, in 1ml TEN-Puffer (10 mM TRIS-
Base, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH 8.0) resuspendiert und bei 6000 g fiir 10 min bei 4 °C
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 180 pl T1-Puffer resuspendiert, mit 25 pl Proteinase K
(20 mg ml™") versetzt und nach dem Mischen des Ansatzes bei 56 °C fir 30 min unter
gelegentlichemn Schiitteln lysiert. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 200 pl B3-Puffer
versetzt und bei 70 °C fiir 10 min im Wasserbad inkubiert. Nach Zugabe von 210 ul 96 %
Ethanol wurde der Ansatz gemischt und auf eine NucleoSpin-S&ule in einem 2 ml Eppendorf-
ReaktionsgefiB aufgetragen, 1 min bei 6000 g bei RT zentrifugiert und das Filtrat verworfen.
Die S#ule wurde dann zweimal gewaschen, indem jeweils 500 pl der Losung B5 aufgetragen
und die S#aule fiir 1 min bei 6000 g bei RT zentrifugiert wurde. Es folgte eine weitere
Zentrifugation fiir 2 min bei 6000g und RT, um restliche B5-Losung vollstindig zu
entfernen. Die Sdule wurde in ein neues 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefif gesetzt und 100 pl
auf 70 °C vorgeheizter BE-Puffer aufgetragen. Der Ansatz wurde fiir 1 min bei 70 °C
inkubiert und die DNA durch Zentrifugation fiir 1 min bei 6000 g und RT eluiert. Der Erfolg
der Isolation wurde mittels konventioneller Agarosegelelektrophorese iiberpriift und die DNA

bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.13 Agarosegelelektrophorese

3.13.1 Herstellung konventioneller Agarose-Gele

Fiir konventionelle Agarosegelelektrophoresen wurden submerse, horizontale Gele
verwendet, bei denen die Trennung der DNA im elektrischen Feld fiir 1,5h bei 3.4 V/iem
(Netzgerit Bio-Rad PowerPac 200, Bio-Rad Laboratories, Hercules) erfolgte.
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Dazu waren folgende Losungen erforderlich:

TBE-Puffer: TRIS-Base 90 mM,
Borséure 90 mM
EDTA 2 mM

3x Stopp-Mix:Harnstoff 4 M
Saccharose 50 % (wiv)
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Xylencyanolblau 0,25 % (wiv)
EDTA 50 mM

KBL 1 kb Plus DNA Ladder 3 ul
Stopp-Mix (3x) 6 ul
VE-Wasser 21l

Zur Trennung der DNA wurden 1,2 %ige Agarosegele in TBE-Puffer verwendet. Dazu wurde
die Agarose in den TBE-Puffer gegeben und durch kurzes Kochen in der Mikrowelle gelGst.
Diese Losung wurde luftblasenfrei in die Gelkammer mit eingelegtem Probenkamm gegossen.
Nach dem Erstarren des Gels wurde dieses mit TBE-Puffer iiberschichtet und der Kamm
entfernt. Jeweils 1-2 pl Probe wurden dann mit 2 pl VE-Wasser und 2 pl Stopp-Mix (3x)
versetzt, gemischt und in eine Geltasche pipettiert. Als Langenstandard diente ein Kilobasen-
leiterstandard (1kb Plus DNA Ladder: 100, 200, 300, 400, 500, 650, 850, 1000, 1650, 2000,
3000, 5000 und 12000 bp, GibcoBRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe). Nach
Beendigung der Gelelektrophorese wurden die Gele fir 10 min in einer Ethidium-
bromididsung (0,1 mg ml'l) gefirbt und anschlieBend kurz in VE-Wasser geschwenkt. Die
DNA konnte mittels eines UV-Transilluminators im Gel Print 2000i (MWG Biotech,
Ebersberg) sichtbar gemacht und als digitales Bild gespeichert werden.

3.13.2 Herstellung von Gelen zur Auftrennung von Restriktionsfragmenten

Fiir die Auftrennung der Restriktionsfragmente wurden ebenfalls submerse, horizontale Gele
verwendet, bei denen die Trennung der DNA im elektrischen Feld fiir 4h bei 2,5V em™
(Netzgeriit Bio-Rad PowerPac 200, Bio-Rad Laboratories, Hercules) erfolgte.

Es wurden dieselben Losungen wie in Kap. 3.13.1 beschrieben verwendet. Zur Trennung der
DNA-Fragmente wurden 3,5 %ige Agarosegele (Small DNA Low Melt Agarose, Biozym,
Hess. Oldendorf) in TBE-Puffer verwendet.
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Die Agarose wurde in den TBE-Puffer gegeben, das Gesamtgewicht zum Ausgleich des
Fliissigkeitsverlusts wihrend der Erwirmung bestimmt, griindlich erwidrmt und fiir minde-
stens 1 h bei 70 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurde erneut das Gesamtgewicht bestimmt
und die Differenz mit Seralpur-Wasser ausgeglichen. Das Gel wurde luftblasenfrei in die
Gelkammer mit eingelegtem Probenkamm gegossen. Nach dem Erstarren des Gels wurde
dieses mit TBE-Puffer iiberschichtet, der Kamm entfernt und fiir mindestens 1 h bis iiber
Nacht zur vollstidndigen Verfestigung bei RT stehen gelassen. Es wurde dann der komplette
Verdauungsansatz mit 2 pl dreifach konzentriertem Stopp-Mix versetzt, gemischt und in die
Geltasche pipettiert. Als Lingenstandard diente erneut der Kilobasenleiterstandard (siehe

Kap. 3.13.1). Die Dokumentation der Gele erfolgte in gleicher Weise wie zuvor beschrieben.

3.14 Sequenzanalysen der Hiillproteingene von B. sphaericus JG-Al12 und
B. sphaericus NCTC 9602
Zur Sequenzanalyse der Hiillproteingene beider B. sphaericus-Stimme waren mehrere
Teilschritte notig. Zunichst wurden auf der Basis der N-terminalen Aminoséuresequenzen der
nativen Hiillproteine und der proteolytisch gewonnenen Fragmente Vorwirts- und Riickwiirts-
Primer entworfen. Diese Primer wurden dann zur Vervielfiltigung (Amplifikation) der durch
die Primer begrenzten Genteilstiicke verwendet. Die gereinigten Amplifikate wurde dann
direkt zur Sequenzierung genutzt. Die Arbeiten wurden in Zusammenarbeit mit Frau M.

Schnorpfeil und Frau K. Flemming durchgefiihrt.

3.14.1 Primerdesign auf der Basis der N-terminalen Aminosiiuresequenzen

Das Primerdesign erfolgte auf der Grundlage der N-terminalen Aminosiuresequenzen der
nativen Hiillproteine und der proteolytisch gewonnenen Fragmente. Dazu wurde fiir
Vorwirts-Primer die jeweilige Aminosduresequenz in die entsprechende DNA-Sequenz
umgeschrieben und unter Beriicksichtigung aller Moglichkeiten gemiB des degenerierten
genetischen Codes die Basensequenz im Einbuchstabencode zur Bestellung der Primer
verwendet.

Fiir Riickwérts-Primer wurde erneut die Aminosiuresequenz in die entsprechende DNA-
Sequenz unter Beriicksichtigung aller Moglichkeiten gemiB des degenerierten genetischen
Codes iibersetzt, die Basenabfolge in die komplementire Sequenz umgeschrieben und in
3’— 5’-Richtung gelesen im Einbuchstabencode zur Bestellung der Primer verwendet. Die
Synthese der Primer erfolgte durch MWG-Biotech AG (Ebersberg) im Reinheitsgrad ,,High
Purity Salt Free®* (HPSF®).
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3.14.2 Amplifikation von DNA mittels PCR
Zur Amplifikation von Teilen des Hiillproteingens wurde die Gesamt-DNA der jeweiligen

Bakterien einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) mit hiillproteinspezifischen Primern
unterzogen. Dabei flankieren zwei Primer, ein Vorwérts- und ein Riickwirts-Primer, das
Amplifikat. Es wurden Primer gemil der in Kap. 3.14.1 gemachten Angaben verwendet. Ein
Amplifikationszyklus umfasst insgesamt vier Schritte: 1.) die Denaturierung der DNA in
Einzelstringe bei mindestens 92 °C, 2.) das spezifische Anheften der Primer an die DNA, 3.)
die Kettenverlingerung durch die 7ag-Polymerase (bei dem Temperaturoptimum der Tag-
Polymerase von 72 °C), dabei gilt, dass ca. 1 kb pro min synthetisiert wird und 30-35 Zyklen
zu einer ausreichenden Vervielfiltigung der DNA (nach 30 Zyklen sind theoretisch 2,15 x 10°
Stringe entstanden) notwendig sind und 4.) die Verléingerung, durch die die Synthese
kompletter Stringe sichergestellt wird. Ein PCR-Ansatz mit einem Volumen von 10-100 pl
setzte sich wie folgt zusammen: je 1 uM Primerl oder Primer2, je 1,25 mM dATP, dTTP,
dGTP und dCTP (Gibco BRL GmbH, Eggenstein, Germany), 2,5 mM MgCl, 0,1 % (w/v)
BSA, 10 % (v/v) 10x Polymerase-Puffer (100 mM TRIS-HCI pH 8,3, 500 mM KCl, 15 mM
MgCl, 0,01 % (w/v) Gelatine, PE Applied Biosystems, Foster City, USA) und 0,05 U ul'l
AmpliTaq Gold® (5 U ul'l,PE Applied Biosystems, Foster City, USA). Die genannten Kom-
ponenten wurden als ,,Master-Mix*“ zusammen pipettiert und auf 0,2 ml PCR-Reaktionsgefiifie
(Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) verteilt. Nach Zugabe von 0,05 ng pl? Template-
DNA wurden die Ansiitze gemischt, zentrifugiert und die Reaktionsgefiiie in einen
Thermocycler mit Deckelheizung (105 °C) (T3 Thermocycler, Biometra®, Gottingen)
iiberfiihrt. Es wurde jeweils auch eine Kontrolle in gleicher Weise hergestellt jedoch ohne Zu-
gabe von DNA. In Tabelle 3.14.2 ist beispielhaft ein Programm zur Amplifikation von DNA
aufgefiihrte. Die Temperaturen wihrend der Anheftung wurde dabei entsprechend den

Schmelztemperaturen der verwendeten Primern angepalit.
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Tab. 3.14.2: Temperatur-Programm zur Amplifikation von DNA mittels PCR

Schritte Temperatur  Zeit (inmin)  Wiederholungen

Denaturierung
und Aktivierung

Denaturierung
Anheftung
Verlingerung

Denaturierung
Anheftung
Verldngerung
AbschlieBende
Verlingerung

Pause

Der Erfolg der Amplifikation wurde durch eine konventionelle Agarose-Gelelektrophorese
tiberpriift.

3.14.3 Reinigung der Amplifikate

Zur Verwendung der Amplifikate als Template fiir Sequenzierungsreaktionen war es
notwendig, den Ansatz von Salzen, Primern, Finzelstrang-DNA, dNTP’s, Enzymen und
anderen niedermolekularen Bestandteilen zu befreien. Dies erfolgte unter Verwendung des
QuickStep® PCR Purification Kit (Version4) (MoBiTec, Gottingen) und der darin ent-
haltenen Materialien und S#ulen (SOPE Resin in 0,5 M Kaliumacetat und 0,5 mM EDTA,
Pipettenspitzen, Gelfiltrationsséule in ultra reinem Wasser).

Dazu wurde das SOPE Resin vorsichtig resuspendiert und eine gem#B dem Volumen der
Probe vorgegebene Menge entnommen. Das SOPE Resin wurde erneut vorsichtig mit der
Probe vermischt und fiir 3 min bei RT stehen gelassen. Wihrenddessen wurde die Gelfiltra-
tionssdule in einem Eppendorf-Reaktionsgefél fiir 3 min bei 750 g zentrifugiert und in ein
sauberes Reaktionsgefil umgesetzt. Die vorbereitete Probe wurde dann mittig auf die Siule
aufgetragen und das gereinigte PCR-Produkt durch Zentrifugation fiir 2min bei 750 g

gewonnen. Der Erfolg der Reinigung wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift.

3.144 Sequenzierung
Die Sequenzierungsreaktion beruht auf einer kontrollierten Unterbrechung der enzymatischen
Replikation des Templates durch Zugabe von Didesoxynucleotiden (Didesoxymethode nach

Sanger) unter Verwendung nur eines Primers.
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Zur Durchfiihrung dieser Kettenabbruchreaktion wurde der ABI PRISM™ BigDye™

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE Applied Biosystems, Foster City,
USA) genutzt.

Dazu wurden fiir einen Ansatz insgesamt 50 ng Template-DNA eingesetzt, 1,8 pl BigDye™
Terminator Ready Reaction Mix und 6,2 pmol eines Primers zugefiigt und mit Seralpur-
Wasser auf 10 pl aufgefiillt. Der Ansatz wurde durch kurze Zentrifugation vereinigt und in
den Thermocycler gesetzt. In Tabelle 3.14.4 ist beispielhaft ein verwendetes Programm
aufgefiihrt. Die Temperaturen der Anheftung wurden auch dabei entsprechend den

Schmelztemperaturen der verwendeten Primern angepal3t.

Tab. 3.14.4: Temperatur-Programm fiir die Sequenzierungsreaktion

Schritte Temperatur  Zeit (inmin)  Wiederholungen

Denaturierung
und Aktivierung

Denaturierung
Anheftung
Verlingerung

Zur Reinigung der Amplifikate wurde nach der PCR eine Ethanol/Natriumacetat-Féllung bei
RT durchgefiihrt. Dazu wurde 10 pl Reaktionsansatz mit 90 ul VE-Wasser, 10 pl 3 M Na-
triumacetat, pH 4,6 und 250 pl Ethanol (99,8 %) versetzt. Der Ansatz wurde vorsichtig
gemischt und 15 min bei 12800 g und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das
Pellet mit 250 pl 70 % Ethanol versetzt und vorsichtig gemischt. Nach erneuter Zentrifugation
fiir 5 min bei 12800 g und RT wurde der Uberstand abgesaugt, das Pellet fiir 10 min in der
Sicherheitswerkbank getrocknet und mit 25 pl Template Suppression Reagent (TSR) versetzt.
Nach vorsichtigem Mischen des Ansatzes wurde dieser 2 min bei 95 °C denaturiert und
danach schockartig in Eis gekiihlt, um eine erneute Doppelstrangbildung zu verhindern. Die
automatische Sequenzierung erfolgte in einem ABI PRISM™ 310 Genetic Analyser (PE
Applied Biosystems, Foster City, USA) durch Trennung in einer Kapillare mit einem
Durchmesser von 50 pm und einer Linge von 61 cm in POP6-Gel. Der Auftrag der Probe
erfolgte durch Elektrokinese fiir 50 s bei 2,5 kV. Die eigentliche Trennung wurde mit einer
Spannung von 12,2 kV bei 50 °C fiir 120-150 min durchgefiihrt. Die Auswertung der
erhaltenen Daten erfolgie mit der ,,DNA Sequencing Software” und der ,,Autoassembler
Software” von PE Applied Biosystems.
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3.15 Identifikation und Differenzierang von B. sphaericus JG-A12 und
B. sphaericus NCTC 9602 mittels PCR und RFLP

Zur Identifizierung und Differenzierung der Stimme B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus

NCTC 9602 wurde jeweils isolierte DNA (Kap. 3.12) einer Amplifikation mit hiillprotein-

spezifischen Primern unterzogen (Kap. 3.14.2) und das PCR-Produkt anschlieBend mit der
Endonuclease Msel (Schnittstelle des Enzyms 5 "T'TAA-3 ") verdaut.

Fiir einen Ansatz wurde dazu 25 ng Amplifikat mit 1 pul Msel spezifischem Puffer Reakt 1
(Gibco BRL. GmbH, Eggenstein, Germany) und 5 U Msel (5 U pl’!, Gibco BRL GmbH,
Eggenstein, Germany) versetzt und auf 10 pl mit VE-Wasser aufgefiillt. Der Verdau erfolgte
bei 37 °C iiber Nacht im Wasserbad. Der Verdau wurde durch Zugabe von 2 ul 3x Stopp-Mix
(Kap. 3.13.1) beendet und mittels Agarose-Gelelektrophorese gem#B Kap. 3.13.2 analysiert.

3.16 Mikroskopische Untersuchungen

3.16.1 REM-Abbildung intakter Bakterien

Die rasterelektronenmikroskopischen (REM) Untersuchungen wurden am Institut fiir Werk-
stoffwissenschaft der Technischen Universitét Dresden an einem Niedrigspannungs-Raster-
elektronenmikroskop Gemini 982 (LEO-Elektronenmikroskopie GmbH, Oberkochen) durch
Frau O. Trommer und Frau S. Matys durchgefiihrt. Die Rasterelektronenmikroskopie wurde
in dieser Arbeit zur Betrachtung von Oberflichenformen réumlich strukturierter Objekte und
fir energiedispersive Rontgenmikroanalysen (EDX-Analyse, NORAN Réntgendetektor) auf
den betrachteten Oberflichen eingesetzt. Der nutzbare VergroBerungsbereich bei der Raster-
elektronenmikroskopie reicht von etwa fiinffach bis zu 100000fach. Das erreichbare Auf-
16sungsvermdgen ist im Vergleich zum Lichtmikroskop um den Faktor 100 groBer, die
erreichbare Tiefenschirfe sogar um den Faktor 300.

Die Bakterien wurden dafiir zunéichst in 0,1 M KH;PO4/Na,HPO,-Puffer, pH 7,5 gewaschen
und anschlieBend in 3% Glutaraldehyd-Losung in 0,1 M KH,PO4/Na;HPO,-Puffer, pH 7,5 fiir
16 h bei 4 °C fixiert. Danach wurden die Zellen dreimal in 0,1 M KH,PO,/Na,HHPOs-Puffer
pH 7,5 gewaschen und abschliefend fiir mindestens 18h bei 4°C in 0,1 M KH,PO4/
Na;HPO4-Puffer gelagert. Im folgenden wurden die Zellen auf eine Polycarbonatmembran
(Isopore Membran 0.22 pm, Millipore, Bedford, Massachusetts, USA) aufgebracht und im
Vakuumtrockenschrank bei 30 °C getrocknet. Die Filter wurden auf einem Probenhalter

fixiert.
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Im Falle von Proben mit sorbiertem Metall (Bakterienzellen, Xerogele oder Biocere) wurden
die Proben zunichst dreimal in 0,9 % NaClOs-Losung, pH 4,5 gewaschen, mit Kohle-Leit-
Tabs und in Leitsilber eingebettet direkt auf den Probenhalter aufgebracht. AnschlieBend
wurden die Préparate mit Kohlenstoff besputtert (Baltec MED 010 Kleinbeschichtungsanlage,
BAL-TEC AG, Liechtenstein).

3.16.2 AFM-Abbildung intakter Bakterien und isolierter Hiillproteinschichten

Die rasterkrafimikroskopischen Untersuchungen (AFM) wurden am Institut fiir Werkstoff-
wissenschaft der Technischen Universitit Dresden an einem Nanoscope Illa (Digital Instru-
ments, Veeco Metrology Group Santa Barbara, California, USA) in direkter Zusammenarbeit
mit Herrn R. Wahl und Frau S. Matys durchgefiihrt. Die Rasterkraftmikroskopie wurde zur
Betrachtung von Oberflichenstrukturen (Bakterien und Hiillproteinschichten) verwendet. Der
Vorteil dieser Technik ist, dass Proben unter physiologischen Bedingungen, also im nativen
Zustand betrachtet werden kénnen (Miiller et al. 1996, Dufréne 2001). Der nutzbare maximale
Scanbereich betrigt 150 pm x 150 pm mit einer minimal messbaren vertikalen Auslenkungen
der Spitze im sub-Angstrdm-Bereich. Alle Untersuchungen wurden im Tapping Mode an Luft
durchgefiihrt.

Fir die Untersuchungen wurden die Proben als Suspension auf luftoxidierte Si-Wafer
aufgetropft, 3 min stechen gelassen, dann die iiberstehende Fliissigkeit mittels Filterpapier
abgesaugt und die Prozedur mit VE-Wasser zum Waschen der Probe wiederholt. Die

Trocknung erfolgte an Luft oder im Vakuumtrockenschrank bei 30 °C fiir mindestens 3 h.

3.16.3 TEM-Abbildung isolierter Hiillproteinschichten

Die transmissionselektronenmikroskopischen (TEM) Untersuchungen wurden am Institut fiir
Angewandte Physik der Technischen Universitit Dresden an einem Hochleistungs-
Transmissions-Elektronenmikroskop CM 200 (Philips, Eindhoven, Niederlande) mit einer
Wolfram-Kathode bei 160 oder 200 kV in direkter Zusammenarbeit mit Herrn Dr. R. Kirsch
und Herrn R. Wahl durchgefiihrt. Es sind VergroBerungen zwischen 100fach bis 800000fach
moglich. Die Transmissionselektronenmikroskopie wurde zur Analyse von Gitterstrukturen
von Hiillproteinschichten verwendet.

Zur Probenvorbereitung wurden die Zell- oder Hiillproteinsuspensionen im Verhiltnis 1:25
mit Standard-Puffer verdiinnt, ein Tropfen der Suspension auf ein mit Kohlefilm iiberzogenes
TEM-Netzchen aus Kupfer aufgebracht und fiir 1 min inkubiert.



Danach wurde iiberstehende Fliissigkeit mittels Filterpapier entfernt, ein Tropfen 2 %ige

Uranylacetat-Losung zur Negativ-Kontrastierung aufgebracht und fiir 30 bis 60 s inkubiert.

Die iiberstehende Losung wurde erneut mit Filterpapier entfernt und die Probe an der Luft

getrocknet.

3.17 Untersuchungen zu den Wechselwirkungen intakter Hiillproteinschichten
von B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602 mit Metallen

3.17.1 Metallisierung der Hiillproteinschichten mit Platin oder Palladium

Die Metallisierung der nativen oder rekristallisierten Hiillproteinschichten mit Platin und
Palladium erfolgte am Institut fir Werkstoffwissenschaft der TU Dresden durch Herrn
R. Wahl. Dazu wurden 10-30 mg Hillproteinschichten in 1,5 ml Standard-Puffer mit 5 ml
einer mindestens 24 h im Dunkeln bei RT gealterten 30 mM K,PtCly- oder K,PdCls-Losung
versetzt und fiir 24 h unter LichtausschluB auf einem Schiittler bei 700 Umin™ inkubiert. Die
Ansitze wurden danach bei RT zweimal gegen 800 ml Seralpur-Wasser fiir mindestens 3 h
dialysiert (Dialyseschlauch VISKING type 8/32, mit einer Ausschlufigrenze von 10-20 kDa).
Die metallisierten Hiillproteinschichten wurden durch Zentrifugation bei 15000 g bei 4 °C fiir
10 min sedimentiert und in 1 ml Seralpur-Wasser resuspendiert. Referenzproben von
Hiillproteinschichten ohne Metallisierung wurden in gleicher Weise hergestellt, es wurde
lediglich statt der K,MeCl;-Komponente die entsprechende Konzentration von KCI

verwendet.

3.17.2 Inkubation der Hiillproteinschichten mit Uran

Die Untersuchungen der Wechselwirkungen von Uran mit Hiillproteinschichten sind auf
Grund der Loslichkeit des Urans nur bei sauren pH-Werten moglich, um die Bildung
unloslicher Oberflichenausfillungen zu vermeiden. Dies ist insbesondere bei hoheren
Urankonzentrationen zu bedenken. Die Abbildung 3.17.2 zeigt die Speziesverteilung des
Urans von 9x 10* M Uranylnitrat in 0,9 % NaClOs-Losung, pH 4,5 an Luft. Bei pH 4,5
liegen 49 % des Urans als UO2%" und 30 % als (UO,),(OH),?" vor. Die Anteile der anderen

Spezies liegen alle unter 10 %.
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Speziationsdiagramm von 9x10* M Uranylnitrat in 0,9 % NaClO ~Losung
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Abb. 3.17.2: Speziationskurve von 9x10* M Uranylitrat in 0,9 % NaClO,-Losung, pH4,5 an
Luft, erstellt mit dem Programmpaket "EQ3/6" und der NEA Datenbasis (Wolery 1992, Grenthe et
al. 1992),

Zur Vermeidung von Ausfillungen des Urans durch die Bildung unloslicher Hydrolyse-
produkte, wurden die Experimente bei einem pH-Wert von 4,5 durchgefiihrt. Da bei diesem
pH-Wert native Hiillproteinschichten bereits in Monomere dissoziieren, wurden die
Untersuchungen mit Glutardialdehyd- oder EDC-stabilisierten Hiillproteinschichten (Kap.
3.11.1 und 3.11.2) durchgefiihrt.

Es wurden 20 mg vernetzte Hiillproteinschichten zweimal in 10 ml 0,9 % NaClO4-Losung,
pH 4,5 gewaschen, der pH-Wert kontrolliert und durch Zentrifugation bei 12400 g und 4 °C
fiir 30 min sedimentiert. Das Pellet wurde in 10 ml 9 x 10* M Uranylnitrat in 0,9 % NaClOs-
Losung, pH 4,5 resuspendiert und fiir 2 h unter leichtem Schiitteln bei RT inkubiert. Die
vernetzten Hiillproteinschichten mit sorbiertem Uran wurden erneut durch Zentrifugation bei
12400 g und 4 °C fiir 30 min sedimentiert und je dreimal mit 10 ml 0,9 % NaClO4-Losung,
pH 4,5 und dreimal mit 10 ml VE-Wasser, pH 4,5 gewaschen.
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3.18 Spektroskopische Untersuchungen der nativen und quervernetzten Hiillpro-

teinschichten von B. sphaericus JG-A12 und NCTC 9602 und ihrer Metall-

Protein-Komplexe

3.18.1 UV/VIS-Spektroskopie

Die Aufzeichnung der UV/VIS-Spekiren erfolgte zur Beurteilung der Quartéirstruktur der
Hiillproteine, so dass tiberpriift werden konnte, ob die Hiillproteine als intaktes Gitter
(Polymer) oder als dissoziierte Monomere vorliegen. Die Dissoziation der Hiillprotein-
schichten in die Monomere konnte dabei durch die Anderung der Spektren verfolgt werden.
Hiillproteinschichten zeigen eine Lichtstreuung und ein Absorptionsmaximum bei 280 nm.
Dissozierte Hiillproteine liegen geldst im Puffer vor und zeigen deshalb ausschlieflich ein
Absorptionsmaximum bei 280 nm. Das Absorptionsmaximum bei 280 nm ist auf die Ab-
sorption der Aminosiuren Tryptophan (Absorptionsmaxima bei 219 und 279 nm), Tyrosin
(Absorptionsmaxima bei 193, 222 und 275 nm) und in geringerem MaBle auch auf
Phenylalanin (Absorptionsmaxima bei 188, 206 und 257 nm) bei dieser Wellenlinge
zuriickzufiihren (Lottspeich und Zorbas 1998).

Die UV/VIS-Spektren gereinigter Hiillproteine und Hiillproteinschichten wurden im Bereich
von 200-700 nm in einem Spektralfotometer Ultrospec 1000 (Pharmacia Biotech, Cambridge)
in Prizisions-Kiivetten aus Quarzglas suprasil® (Halbmicro, d = lem, Hellma®, Miihlheim)
gegen eine Basislinie des entsprechenden Probenpuffers aufgezeichnet. Die Spaltbreite betrug

bei allen Messungen 1 nm.

3.18.2 IR-Spektroskopie
Durch die Absorption von Lichtenergie im Bereich von 0,8-500 pm werden in Molekiilen

unterschiedliche mechanische Schwingungen von Atomen und funktionellen Gruppen
angeregt. Diese Schwingungen liefern dem Molekiil entsprechend ein charakteristisches
Spektrum. Binden Liganden spezifisch an diese Molekiile, so veréindern sich die Teile des
Spektrums, die den an der Bindung beteiligten Atomen oder Gruppen zugeordnet werden
konnen. Auf diese Weise lassen sich mogliche Bindungsstellen identifizieren. AuBerdem lisst
die Methode Aussagen iiber die Sekundidr- und Tertifirstrukiur von Proteinen und deren
Anderungen zu. Insbesondere leisten bei Proteinen das Polypeptidriickgrat, die Aminosdure-
seitenketten sowie eventuell vorhandene Kofaktoren einen Beitrag zum Infrarotspektrum.
Ebenso trifft dies fiir hdufig in Proteinproben vorhandene Substanzgruppen wie Detergenzien

und Lipide, aber auch fiir Wasser zu.
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Das Ziel der Aufnahme von Infrarotspektren war die Identifizierung der fiir die Metall-

Bindung relevanten funktionellen Gruppen des Proteins und die gleichzeitige Beurteilung
moglicher Anderungen in der Tertidrstruktur. Die FT-IR-Spektren (Fouriertransformierte
Infrarotspektren) wurden im Bereich von 4000-370 cm™ in einem FT-IR Spektrometer
Spektrum 2000 (PerkinElmer Analytical Instruments, Shelton, USA) aufgenommen.

Die Probenvorbereitung zur IR-spektroskopischen Untersuchung erfolgte durch Trocknung
der Proben im Vakuumtrockenschrank bei 30 °C fiir mindestens 24 h. Die trockenen Proben
wurden anschlieBend mit Hilfe eines Handhomogenisators pulverisiert und als KBr-Prefllinge

(1,2 mg der Probe und 300 g Kaliumbromid) gemessen.

3.18.3 Réntgenabsorptionsspektroskopie (EXAFS) der Protein-Metall-Komplexe
Die Rontgenabsorptionsspektroskopie nutzt die Tatsache, dass die Energie eines monochro-
matischen Rontgenstrahls beim Durchgang durch Materie geschwiicht wird. Auerdem nimmt
der lineare Absorptionskoeffizient mit steigender Energie des einfallenden Rontgenstrahls
zunichst ab, bis ein Energieniveau erreicht wird, das ausreicht, ein Elektron aus einer inneren
Schale abzuspalten. In diesem Fall steigt der Absorptionskoeffizient sprunghaft an (Kante),
um danach wieder kontinuierlich abzufallen. Zum einen sind diese Kanten elementspezifisch
und zum anderen kann der Verlauf des Absorptionskoeffizienten als Funktion der Energie des
cinfallenden Rontgenstrahls an den Kanten und direkt danach bestimmten Modulationen
unterliegen. Diese sind abhéingig vom Abstand, der Zahl und der Art benachbarter Atome.
Dadurch wird es moglich, die atomare Umgebung des absorbierenden Atoms zu bestimmen
(Bertagnolli und Ertel 1994). Der kantennahe Energiebereich wird dabei als XANES- und der
kantenferne als EXAFS-Bereich bezeichnet.

Die Untersuchungen wurden an der Rossendorfer Beamline (ROBL, BM 20) der
Européischen Synchrotron-Strahlungsquelle (European Synchrotron Radiation Facility -
ESRF) in Grenoble, Frankreich (Reich et al. 2000), in direkter Zusammenarbeit mit Herrn Dr.
M. Merroun und Herm Dr. C. Hennig durchgefithrt. Fiir die Wechselwirkungen der Hiill-
proteinschichten mit Uran erfolgte die Messungen an der Ly-Kante. Je nach Konzentration
der Metalle wurden die Spekiren in Transmission oder Fluoreszenz aufgenommen. Nur bei
Fluoreszenzmessungen wurden acht Spekiren jeder Probe aufgenommen und nach Abzug des
Hintergrundsignals gemittelt. Die Energiekalibrierung der Spekiren wurde fiir die Ly-Kante
des Urans bei 17200 eV oder mit Hilfe eines gleichzeitig gemessenen Spektrums von

Yttrium-Folie an der K-Kante bei 17038 eV vorgenommen.
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Die Phasen- und Amplitudenfunktionen bei den EXAFS-Rechnungen wurde mit dem Pro-
gramm FEFF 8 (Ankudinov et al. 1998) erstellt.

Fiir die EXAFS-Untersuchungen wurden die metallisierten Proben im Vakuumtrockenschrank
bei 30 °C fiir mindestens 24 h getrocknet und anschliefend mittels eines Handhomogenisators
pulverisiert. Die Pulver wurden dann auf ein Kapton-Klebeband (Polyimid, 3M, St. Paul,
Minnesota, USA) aufgebracht und in insgesamt 5-6 Lagen iibereinander geklebt.

3.19 Bestimmung der Phosphorgehalte ganzer Zellen, Sporen, Zellwinde und
nativer Hiillproteine von B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC
9602 mittels Massenspektroskopie (ICP-MS)
Die Quantifizierung der Phosphatgruppen von Zellen, Zellwinden und Hiillproteinen diente
der Abschitzung der Anzahl moglicher Gruppen zur Bindung von Metallen. Dazu wurden die
Zellen, Zellwinde oder Hiillproteinschichten mit Trockenmassen von 100-500 mg 10 mal mit
30 ml steriler 0,9 % NaCl-Losung und 1 mal mit 30 ml sterilem Seralpur-Wasser gewaschen.
Die Pellets wurden anschlieBend in 3-8 ml sterilem Seralpur-Wasser aufgenommen, um eine
Endkonzentration von 60 mg Trockengewicht mlI”' zu erhalten. Die Suspensionen wurden
dann mit 3-4 ml HNO3 und 100 pl H,O; in einer Mikrowelle (Biichi Labortechnik GmbH,
Konstanz) aufgeschlossen und auf 20-30 ml mit Seralpur-Wasser aufgefiillt. Der
Phosphorgehalt wurde mittels Massenspektroskopie (Massenspektroskopie mit induktiv
gekoppeltem Hochfrequenzplasma, ICP-MS) in Zusammenarbeit mit Frau Dr. W. Wiesener

und Frau U. Schiifer bestimmt.

3.20 Immobilisierung von B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602-
Zellen, Sporen und ihrer Hiillproteinschichten in SiO;-Xerogelen

3.20.1 Herstellung von Sol-Gel-Keramiken

Zur Immobilisierung verschiedener Biokomponenten wurde die Sol-Gel-Technik (Caturan et
al. 1989, Brau et al. 1990, Inama et al.1993, Fennouh et al. 1999, 2000, Finnie et al. 2000)
genutzt. Dabei werden Siliziumoxid-Nanosole, die durch sauer oder basisch katalysierte
Hydrolyse der korrespondierenden Metallalkoxide (Tetracthylorthosilicate, TEOS) gewonnen
werden, mit der entsprechenden biologischen Komponente vermischt und durch Anderung
des pH-Wertes oder durch Temperaturerhohung geliert (Abb. 3.20.1). In Abhéngigkeit von
den gewidhlten Bedingungen (pH-Wert, Losungsmittel, Ko-Kondensation, Alterung.
Trocknungsstufe, Verwendung von Penetrationsmitteln) konnen Strukturvarianten mit

Porendurchmessern von 5-200 nm bei Oberflichen von bis zu 1000 m* g”! hergestellt werden.
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Nach der Trocknung entstehen auf diese Art Bulkprodukte (Xerogele und Biocere), die fiir die

weiteren Untersuchungen verwendet wurden. Die Herstellung der Xerogele und Biocere
erfolgte in direkter Zusammenarbeit mit Herrn U. Soltmann der Arbeitsgruppe Diinnschicht-
diagnostik der Gesellschaft zur Férderung von Medizin-, Bio- und Umwelttechnologien e.V.
(GMBU) in Sebnitz.

1) Bildung der Siliziumoxid-Sole durch Hydolyse

Si(RO), + n/2 H2O (SiO2)sol + n ROH

2) Bildung der Siliziumoxid-Gele durch Kondensation der Sole

(Sol-Gel-Prozess)

(Si 02)501 pH, T, Konzentrationj‘ (S iOZ)gel M.»Xerogel oder
Nanosol Lyogel Biocer
Entfernen

des Alkohols
Zugabe der
Biokomponente

Abb. 3.20.1: Silizium Sol-Gel-Reaktion

3.20.2 Herstellung von Bioceren mit intakten Zellen, Sporen oder stabilisierten
Hiillproteinschichten ,
Die Herstellung von Xerogelen oder Bioceren mit verschiedenen Biokomponenten erfolgte
entweder mit alkalischem Sol 194KAF oder mit saurem Sol 135AF (beide von Feinchemie
GmbH, Sebnitz). Die Sole hatten einen Feststoffgehalt von 4,2 % gelost in 70 % Ethanol.
Durch Begasung mit Druckluft wurden die Sole von dem Alkohol befreit und mit 5 M NaOH-
Ldsung neutralisiert. Nach Zugabe der Biokomponente (Bakterien in 0,9 % NaCl-Losung, pH
7,5, Sporen in Seralpur-Wasser und stabilisierte Hiillproteine in Seralpur-Wasser, jeweils in
verschiedenen Konzentrationen) wurden die Sole griindlich gemischt und zur Gelierung in
Petrischalen gegossen. Das entstandene Lyogel wurde in Wiirfel mit einer Kantenlinge von
1-2mm zerschnitten, in der Sicherheitswerkbank luftgetrocknet und gegebenenfalls an-
schlieflend im Schiittelsieb (200 mm Durchmesser, Retsch GmbH & Co. KG, Haan) klassiert
(PartikelgroBe 355-500 pm). Als Kontrollen wurde jeweils Xerogele in gleicher Weise ohne
Biokomponente hergestellt. Alternativ wurde dem Sol 20 % Sorbit (bezogen auf den SiO,-

Anteil) als Penetrationsmittel zugesetzt oder die Gele wurden gefriergetrocknet.
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Nach der Trocknung wurden die Xerogele und Biocere mit 0,9 %NaClO4-Losung dquilibriert
und mit 1 M HCI auf pH 4,5 eingestellt.

3.20.3 Mikroskopische Charakterisierung der Biocere

Die mikroskopischen Untersuchungen an Xerogelen oder Bioceren erfolgten im
Stereomikroskop im Auflicht bei 50facher VergroBerung (Stemi SV6, Zeiss, Jena) und im
Rasterelektronenmikroskop (siehe Kap. 3.16.1) in direkter Zusammenarbeit mit Frau S. Matys

am Institut fir Werkstoffwissenschaft der TU Dresden.

3.20.4 Bestimmung der metallbindenden Kapazitéiten von Xerogelen und Bioceren
Die Bestimmung der metallbindenden Eigenschaften der Xerogele und Biocere erfolgte am
Beispiel der Elemente Uran und Kupfer. Aus den in Kapitel 3.17.2 genannten Griinden
wurden die Bindungsexperimente mit Uran bei pH 4,5 durchgefiihrt. Die Berechnung der
Speziationsverteilung des Kupfers unter diesen Bedingungen mittels des Programmpackets
"EQ3/7" ergab, dass Kupfer auschliesslich als freies Ion vorliegt. Aus diesem Grund konnten
die Experimente bei gleichen Bedingungen durchgefiihrt werden.

Dazu wurden 100 oder 200 mg Xerogel und Biocer mit unterschiedlichen Biokomponenten
(verschiedene Konzentrationen von Bakterien, Sporen oder stabilisierten Hiillproteinen)
1-11 mal mit Metallsalz-Losungen versetzt. Parallel dazu wurden als Kontrolle die jeweils
freie Biokomponente in gleicher Weise behandelt. Ebenso wurde mit je einem leeren Inku-
bationsgefiBl verfahren, um die unspezifische Sorption der Metallionen an die GefdBwand
bestimmen zu kénnen

Es wurden pro Ansatz 10-35ml von 1x10™® M, 3x10™* M oder 9x 10* M UOx(NOs),
x 6 H,O oder CuCl, jeweils in 0,9 %iger NaClO4-Losung, pH 4,5 verwendet (Dawson et al.
1998). Die Ansitze wurden mehrfach mit den Metallsalz-Losungen fiir 0,5 bis 120 h bei RT
inkubiert. Die tiberstehende Fliissigkeit wurde danach abgegossen, die Proben 2 mal mit 5 ml
0,9 %iger NaClO4-Losung gewaschen und mit 10-35 ml 0,9 %iger NaClOs-Losung flir 24 h
bei RT geschiittelt. Nach erneutem Dekantieren der Fliissigkeit folgten 2-3 De-
sorptionsschritte durch Inkubation der Ansitze mit 10-35ml 0,5 M Tri-Natriumzitrat
Dihydrat-HCl-Puffer, pH 4,5 fiir je 24 h. Fiir zeitabhéngige Kinetiken wurden nach 0,5, 1, 2,
4, 7, 24 und 48 h je 0,5 ml des Ansatzes entnommen und die Metallkonzentration der
Lésungen mittels ICP-MS in Zusammenarbeit mit Frau Dr. W. Wiesener und Frau U. Schéfer
bestimmt. Bei allen anderen Untersuchungen wurde nach jedem Inkubationsschritt und vor
dem Tausch der Losungen 0,5ml des Ansatzes entnommen und ebenfalls die Metall-

konzentrationen bestimmt.
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3.21 Chemikalien

Mit nachfolgenden Ausnahmen wurden alle Chemikalien fiir die genannten Experimente von
den Firmen Fluka (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen), Merck (Darmstadt), Roth
(Karlsruhe) und Sigma (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen) in den Reinheitsgraden

reinst oder zur Analyse bezogen:

Difco Laboratories, Detroit Agar, Bacto® Trypton, Bacto® Hefeex-
trakt
Linde, Hollriegelskreuth N2 (99,9 % v/v)
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4 Experimente und Ergebnisse

4.1 Charakterisierung verschiedener Bacillus-Haldenisolate und Referenz-
stimme

4.1.1 Wachstumskurve von Bacillus sphaericus JG-A12 und NCTC 9602

Fiir Untersuchungen an vegetativen Zellen ist es von besonderer Bedeutung, die Zellen zum

optimalen Zeitpunkt zu ernten. Um eine genaue Beurteilung der Wachstumsphase wihrend

der Zellzucht zu ermdglichen, wurden Wachstumskurven der ausgewihliten Bakterienstimme

aufgenommen. Je eine reprisentative Wachstumskurve beider Stdmme ist in Abb. 4.1.1a dar-

gestellt. Diese Kenntnis ermdglicht es, eine maximale Ausbeute an vegetativen Zellen bei

gleichzeitigem minimalen Anteil an Sporen zu erhalten

Das Haldenisolat B. sphaericus JG-A12 besitzt unter den gewihlten Wachstumsbedingungen

withrend des exponentiellen Wachstums eine Verdopplungszeit von ts= 0,6 h und eine Wachs-

tumsrate von 1,15 h'l. Der Referenzstamm B. sphaericus NCTC 9602 besitzt demgegeniiber

eine Verdopplungszeit von tg= 0,62 h und eine Wachstumsrate von 1,11 h.
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Abb. 4.1.1a.: Wachstumskurve von B. sphaericus JG-A12 (A) und NCTC 9602 (B). Die Anzucht erfolgte unter
Begasung mit Luft mit einer Durchflussrate von 3 1 min”. Das Wachstum wurde tiber die optische Dichte bei
600 nm verfolgt.

Die Ermnte erfolgte in der spitlogarithmischen Wachstumsphase. Es zeigte sich, dass das
Haldenisolat mit Erreichen der stationdren Wachstumsphase zu sporulieren beginnt, der
Referenzstamm hingegen selbst wihrend der stationdren Phase keine Sporenbildung zeigt.
Nur eine mehrfache Vorbehandlung der Vorkultur durch Pasteurisieren und die Verwendung
von NB-Medium mit MnSO,x 1 H,O (10 mgl™) ermoglicht die teilweise Sporulation auch
beim Referenzstamm NCTC 9602.
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Durchschnittlich konnte ein Zellertrag von 1,4 g Feuchtgewicht pro Liter Kultur erzielt
werden, was einem Trockengewicht von 0,28 gl'1 und einem maximal méglichen Hiill-
proteinertrag von 21 mg Hillprotein pro Liter entspricht. Atomkraftmikroskopische Auf-
nahmen beider Stimme zeigen keine erkennbaren Unterschiede im Habitus (siehe

Abb.4.1.1b). Beide Stimme sind durch Geifieln bewegliche Bakterien.

8.00 pmM o 10.6 1M

]
Abb. 4.1.1b: AFM-Aufhahme (Amplitudenbilder) des Haldenisolats JGA-12 (links) und des
Referenzstamms NCTC 9602 (rechis)

4.1.2 Nachweis der Hiillproteine im Proteinprofil des zellfreien Rohextrakts

Der hohe Anteil der Hiillproteine von 10-15 % am Gesamtprotein ermdglicht eine erste
Einschétzung der Existenz von Hiillproteinen iiber das Proteinprofil des zellfreien Roh-
extrakts in der SDS-PAGE. Sind Hiillproteine vorhanden, so zeigt sich dies in Form einzelner
pradominanter Banden. Auf diese Art wurde in den Haldenisolaten B. sphaericus JG-Al12, B.
megaterium JG-A22, B. cereus JG-A30, B. thuringiensis JG-B10 und den Referenzstaimmen
B. sphaericus NCTC 9602, B. megaterium NRRL B5385, B. cereus ATCC 4415, B. thurin-
giensis 4045 subsp. gallerige ein Hiillproteinscreening durchgefithrt. Im Falle mancher
Bacillus-Stamme ist diese Methode nicht eindeutig, da zum Beispiel die moskitopathogenen
Stamme B. sphaericus WHO 2362 (Lewis et al. 1987) und B. thuringiensis subsp. galleriae
NRRL 4045 (Mesnage et al. 2001) ein weiteres Protein besitzen, das ebenfalls einen hohen
Anteil am Gesamtprotein ausmacht. Es handelt sich dabei um moskitopathogene Proteine,
welche in Form von Einschlusskorper in der Zelle vorliegen. In den Abbildungen 4.1.2a und

4.1.2b sind die verschiedenen Proteinprofile der Rohextrakte erstgenannter Bakterien
abgebildet.
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Abb. 4.1.2a: Proteinprofile der zellfreien Rohextrakte von B. sphaericus JG-A12,
NCTC 9602, WHO 2362 und CCM2177 im 10 %igen silbergefirbten SDS-Gel
Spur 1: Molekulargewichtsstandard (+ 129 kDa Hiillprotein von CCM 2177).

Spur 2: Zellfreier Rohextrakt von JG-A12 (5 pg Protein).

Spur 3. Zelifreier Rohextrakt von NCTC 9602 (5 ug Protein).

Spur 4: Zellfreier Rohextrakt von WHO 2362 (5 pg Protein).

Spur 5: Zellfreier Rohextrakt von CCM 2177 (5 pg Protein).

1 2 3 4 5 6 71 8

f " -~

Abb. 4.1.2b: Proteinprofile der zellfreiecn Rohextrakte verschiedener Bacillus-Stimme
im 10 %igen silbergeftirbten SDS-Gel.

Spur 1: Molekulargewichtsstandard

Spur 2: Zellfreier Rohextrakt von B. cereus ATCC 4415 (5 pg Protein).

Spur 3: Zellfreier Rohextrakt von B. cereus JG-A30 (5 pg Protein).

Spur 4: Zellfreier Rohextrakt von B. megaterium NRRL B5385 (5 pg Protein).

Spur 5: Zellfreier Rohextrakt von B. megaterium JG-A22 (5 pg Protein).

Spur 6: Zellfreier Rohextrakt von B. thuringiensis 4045 subsp. galleriae (5 pg Protein).
Spur 7: Zellfreier Rohextrakt von B. thuringiensis JG-B10 (5ug Protein).

Spur 8: Hiillprotein von B. sphaericus CCM 2177.

Es zeigt sich, dass alle B. sphaericus-Stdmme eine pridominante Proteinbande aufweisen, die
bei den Referenzstimmen NCTC 9602, WHO 2362 und CCM 2177 ein nahezu der Literatur

entsprechendes Molekulargewicht aufweisen.
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So besitzt das Hiillprotein von B. sphaericus JG-A12 ein Molekulargewicht von 129 kDa, das

von NCTC 9602 eines von 127 kDa ((142 +4) kDa, Hastic und Brinton 1979a), das von
WHO 2362 eines von 122 kDa (125 kDa, Bowditch et al. 1989) und das von CCM 2177 eines
von 126 kDa (129 kDa, Ilk et al. 1999). Demgegeniiber zeigen zwar alle anderen Bacillus-
Stamme, mit der Ausnahme von B. megaterium NRRL B5385, ebenfalls pridominate Banden
im Proteinprofil, besitzen aber keine Hiillproteine. Das Fehlen von Hiillproteinen konnte tiber
den Versuch einer Isolierung und mikroskopische Analyse mittels AFM und TEM der
einzelnen Fraktionen nachgewiesen werden. Es war auflerdem nicht mdglich, mittels einer
Literaturrecherche die jeweiligen pridominanten Banden bestimmten Proteinen zuzuordnen.
Aus diesem Grund stellten ausschlieBlich die B. sphaericus-Stamme geeignete Versuchs-
objekte fiir die geplanten Untersuchungen dar. Insbesondere wurde neben dem Haldenisolat
B. sphaericus JG-A12 der phylogenetisch nichstverwandte B. sphaericus NCTC 9602
(Selenska-Pobell et al. 1999) fiir weitere Untersuchungen ausgewéhlt.

4.2 Entwicklung einer schnellen Methode zum Nachweis von Hiillproteinen an
ganzen Zellen mittels AFM und TEM

Die zuvor beschriecbene Methode zur ersten Einschitzung hinsichtlich der Existenz von
Hiillproteinen ist auf Grund der beschriebenen Ergebnisse nur unzureichend. Demgegentiber
gibt es die Mdoglichkeit der Gefrierbruch-Préiparation der Zellen (Sleytr 1970, Sleytr und
Messner 1983) oder die direkte Isolierung méglicher Hiillproteine geméB der in Kap. 3.4
beschriebenen Methode nach Engelhardt et al. (Engelhardt et al. 1986). Beide Methoden sind
aber sowohl vom préparativen als auch vom zeitlichen Aspekt her sehr aufwendig und eignen
sich deshalb nicht fiir ein schnelles Screening vieler Bakterien hinsichtlich der Existenz von
Hiillproteinen. Insbesondere fiir Gram-positive Bakterien konnte im Rahmen dieser Arbeit
und in Zusammenarbeit mit R. Wahl vom Institut fiir Werkstoffwissenschaft der TU-Dresden
eine neue und einfach durchzufilhrende Methode zum Hiillproteinscreening entwickelt
werden, bei der der Nachweis mittels mikroskopischer Abbildungsverfahren wie AFM oder
TEM erfolgen kann (Wahl et al. 2001b). Das Verfahren kann bereits mit geringsten Mengen
an Reinkulturen von Bakterien durchgefithrt werden und macht in vielen Fillen eine
zusitzliche Kultivierung der zu untersuchenden Bakterien unnétig. Der Nachweis beruht auf
dem Ablésen der Hiillproteinschichten direkt von intakten Zellen. Dies erfolgt tiber die
Inkubation der Zellen mit Lysozym und damit iiber die Hydrolyse des Peptidoglycans, das fiir
die Bindung der Hiillproteinschichten auf der bakteriellen Zellwand unerlésslich ist (eigene
Arbeiten).
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Die freien Hiillproteinschichten kénnen dann im AFM oder TEM nachgewiesen werden,
wobei gleichzeitig eine direkte Bestimmung der Gittersymmetrie, Gitterkonstante und im
Falle des AFM auch der Dicke der Hiillproteinschicht méglich wird (Arbeiten von R. Wahl).
Dazu wurden entweder Kolonien von einer Agarplatte mittels einer Impfose aufgenommen
oder minimal 100 pl einer Bakteriensuspension durch Zentrifugation bei 4500g sedimentiert
und jeweils in dem gleichen Volumen Standardpuffer mit 0,2 mg mI™” Lysozym resuspendiert.
Der Ansatz wurde fiir 6 h bei 30 °C inkubiert und direkt fiir elektronenmikroskopische
Untersuchungen verwendet. Je nach Lysozym-Empfindlichkeit der untersuchtem Bakterien
muss die Inkubationszeit eventuell verkiirzt werden, um eine Lyse der Zellen zu verhindern.
Die AFM- und TEM-Proben wurden gemif der in Kap. 3.16 beschriebenen Methode
hergestellt und analysiert. Untersuchungen an B. sphaericus JG-A12, NCTC 9602, WHO
2362, CCM 2177 und an Sporosarcina ureae DSM 320 zeigten eindeutig positive Befunde. In
Abb. 4.2 im linken Bild ist eine AFM-Aufnahme einer B. sphaericus NCTC 9602 Zelle zu

sehen; links neben der Bakterienzelle ist ein freies Stiick der Hiillproteinschicht zu erkennen.

0 ?.98 uM 0 1.36 pu

Abb. 4.2.: Im linken Bild ist eine AFM-Auinahme (Hohenbild) von B. sphaericus NCTC 9602 mit freier
Hiillproteinschicht (siche Pfeil) gezeigt, rechts eine AFM-Aufnahme (Amplitudenbild) freier
Hiillproteinschichten des selben Ansatzes mit eingeblendetem Powerspektrum.

Das rechte Bild der Abb. 4.2 zeigt eine weitere AFM-Aufnahme des selben Ansatzes, bei der
die freie Hiillproteinschicht mit der fiir B. sphaericus NCTC 9602 typischen tetragonalen
Gitterstruktur zu sehen ist (links oben: Einblendung des Powerspektrums des Gitters). Das

Auffinden der freien Hiillproteinschichten ist auf Grund ihrer hiufigen Nahe zum Bakterium

leicht.
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AuBerdem enthielten die Ansatze trotz der verhdltnismiBig geringen Zellzahl viele freie
Hiillproteinschichten gut sichtbarer GroBe (mehrere hundert Nanometer in Lange und Breite)
und Reinheit. Allerdings lasst die Methode nur einen sicheren positiven Befund zu; kénnen
keine freien Hiillproteinschichten detektiert werden, so kann deren Existenz nicht ausge-

schlossen werden.

4.3 Charakterisierung der gereinigten Hiillproteine von B. sphaericus JG-A12
und B. sphaericus NCTC 9602
4.3.1 Reinheitskontrolle und Abschitzung des Molekulargewichts des gereinigten
Hiillproteins mittels SDS-PAGE
Der Erfolg der Hiillproteinisolierung wurde mittels SDS-PAGE (siehe Kap. 3.8) kontrolliert.
Betrachtet man die Proteinprofile des Haldenisolats B. sphaericus JG-A12 und des Referenz-
stammes B. sphaericus NCTC 9602, so lasst sich erkennen, dass bei identischen Kulturbe-
dingungen beide Stémme ein dhnliches, jedoch nicht gleiches Proteinprofil besitzen. Die Pro-
teinprofile beider Stamme und die der isolierten Hiillproteine sind in Abb. 4.3.1a dargestellt.
1 2 3 4 5

Abb. 4.3.1a: Proteinprofile der zellfreien Rohextrakte und der isolierten Hiillproteine
beider B. sphaericus-Stimme JGA-12 und NCTC 9602 im 10 %igen Coomassie
Brillant Blau-gefirbten SDS-Gel

Spur 1: Zellfreier Rohextrakt von JG-A12 (30 pg Protein).

Spur 2: isoliertes Hiillprotein von JG-A12 (6 pg Protein).

Spur 3: Molekulargewichtsstandard.

Spur 4: isoliertes Hiillprotein von NCTC 9602 (6 pg Protein).

Spur 5: zellfreier Rohextrakt von NCTC 9602 (30 pg Protein).
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Auffallend ist auBerdem die Existenz einer zweiten Proteinbande in der Hiillproteinfraktion

des Haldenisolats B. sphaericus JG-Al12. Zur Identifizierung des leichten Proteins und fiir
Vergleichsanalysen mit bereits bekannten Hiillproteinsequenzen wurden alle drei Proteinban-
den durch einen Westernblot auf eine PVDF-Membran tiberfiihrt und so fiir die Bestimmung
der N-terminalen Aminosduren vorbereitet (siche Kap. 3.9). Die computergestiitzte Auswer-
tung des videodensitometrischen Scans mehrerer vergleichbarer Gele mit Hilfe des Pro-
gramms RFLPScan (Scanalytics, Billerica, USA) erméglichte die Bestimmung des appa-
renten Molekulargewichts des schweren Proteins beider Stdimme mit (135 * 5) kDa. Dies ist
in guter Ubereinstimmung mit dem Literaturwert fiir das Hiillprotein von B. sphaericus
NCTC 9602 von (142 + 4) kDa (Hastie und Brinton 1979a). Das Molekulargewicht des
zweiten, leichten Proteins in der Hiillproteinfraktion des Haldenisolats betrigt (30 + 2) kDa.
TEM-Aufnahmen der isolierten Hiillproteine zeigten ebenfalls die Reinheit der Fraktion und
lassen die Vermutung zu, dass es sich bei dem zweiten Protein der Hiillproteinfraktion des
Haldenisolats um das Strukturprotein der Geiflel handelt (Abb. 4.3.1b, ein mdgliches
GeiBelfragment ist mit einem Pfeil gekennzeichnet).

Abb. 4.3.1b: TEM-Aufnahmen der isolierten Hiillproteinschichten des Haldenisolats JG-A12 (links, der
Pfeil kennzeichnet ein mogliches Geifielfragment) und des Referenzstamms NCTC 9602 (rechis)

Beide Hiillproteinschichten zeigen eine tetragonale Symmetrie (p4) mit Gitterkonstanten von
12,5 nm fiir JG-A12 und von 12,9 nm fiir NCTC 9602. Aufbauend auf die Beobachtung
hinsichtlich der Verunreinigung der Hiillproteinfraktion von B. sphaericus JG-A12 wurde die
Isolierungsmethode der Hiillproteine dahingehend modifiziert, dass die Geifleln der JG-A12
Zellen jeweils vor dem Zellaufschluffi mittels 10 miniitiger Homogenmisation der Zull-
suspension mit einen Ultra-Turrax bei maximaler Leistung (siche Kap. 3.4.2.1% und

anschlieBender Zentrifugation fiir 10 min bei 6000 g und 4 °C entfernt wurden.

59



Der Erfolg dieser Methode konnte in der Gelelektrophorese nachgewiesen werden (Abb.
43.1c, Spur 7). Auf diese Weise konnte in weiteren Hiillproteinisolierungen die Ver-
unreinigung der Priparation auf einfache Weise vermieden werden. Die Analyse der

Proteinprofile der einzelnen Fraktionen der Hiillproteinisolierung von B. sphaericus JG-A12

mittels SDS-PAGE ist in Abbildung 4.3.1c¢ dargestellt.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 4.3.1c.: SDS-PAGE (im 7,5 %igen Coomassie Brillant Blau-gefirbten Gel) der einzelnen
Fraktionen wihrend der Hiillproteinisolierung (B. sphaericus JG-A12)
Spur 1: Zellfreier Rohexirakt (34 pg Protein). Spur 6: Lysozym-verdautes Murein (9 ugProtein).

Spur 2: Cytoplasma (25 pg Protein). Spur 7: isoliertes Hiillprotein (5 pg Protein).
Spur 3: Zellwand (18 pg Protein). Spur 8: gereinigtes Hiillprotein (1 pg Protein).
Spur 4: Membran (47 pg Protein). Spur 9: Molekulargewichtsstandard.

Spur 5: Mureinsacculus +
Hiillprotein (11 pg Protein).
Die einzelnen Isolierungsschritte zeigen eine fortschreitende Reinigung des Hiillproteins von
B. sphaericus JG-Al2 (Abb. 4.3.1a). Die Proteinprofile der einzelnen Fraktionen der Iso-
lierungsschritte belegen, dass das Hiillprotein mit der gewahlten Methode bis zur Homo-

genitit gereinigt werden konnte, ohne dass eine erneute Verunreinigung durch ein weiteres

Protein festgestellt wurde.

4.3.2 Ausbeute der Hiillproteinisolierung

Da die Hillproteine keinerlei enzymatische Aktivitit besitzen, ist eine Beurteilung der
Effizienz der Isolierung in diesem Fall nicht iiber die Erstellung einer Anreicherungstabelle
moglich, sondern muss auf der Basis theoretischer Werte erfolgen. Wie bereits in Kap. 4.1.1
beschrieben, wurden durchschnittlich 1,4 g Feuchtgewicht pro Liter Kulturbriihe erhalten.

Dies entspricht bei beiden B. sphaericus-Stimmen einem Trockengewicht von 0,28 g 1™,
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50 % des Trockengewichts sind dem Gesamtprotein zuzuschreiben, woraus resultiert, dass bei
einem maximal moglichen Anteil von 15% der Hiillproteine am Gesamtprotein ein
maximaler Hiillproteinertrag von 21 mg1” moglich ist. Legt man dies zu Grunde, so ent-
spricht die durchschnittlich erreichte Ausbeute der Hiillproteine von (21,9 + 1,8) mg It
(6 ausgewertete Isolierungen) einem Anteil von 100 %. Die Schwankungen sind dadurch zu
erkliren, dass die Hiillproteinmonomere mit den Hiillproteinschichten im Gleichgewicht zu
stehen scheinen und entsprechende Verluste zu verzeichnen sind, wenn bei der Isolierung mit
unterschiedlich groBen Volumina des Waschpuffers gearbeitet wird. Dieser Befund wurde
ausschlieflich aus der Beobachtung abgeleitet, dass die Menge an sedimentierbaren
Hiillproteinschichten direkt vom Volumen des eingesetzten Waschpuffers abhingig ist.
AuBerdem war eine deutliche Steigerung der Ausbeute moglich, wenn zur selektiven
Resuspension des Pellets stets der selbe Waschpuffer verwendet wurde. Dies ist insbesondere
in den letzten Reinigungsschritten relevant, da hier lediglich die oben sitzende Schicht reiner

Hiillproteinschichten von einer darunter liegenden Schicht von Verunreinigungen getrennt

werden muss.

4.3.3 Glykosylierung der S-Layer

Fiir den Nachweis wurden zwei identische 10 %ige SDS-Gele gegossen und zusammen in
eine Gelelektrophoresekammer eingesetzt. Auf beide Gele wurden identische Proben
aufgetragen und anschliefend eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Ein Gel wurde
unspezifisch mittels Coomassie Brillant Blue R 250 (Kap. 3.8.3) gefdarbt. Das zweite Gel
wurde einer Glykoprotein-spezifischen Farbung mittels Schiff’s Reagenz (Kap. 3.8.5)
unterzogen. Ein positiver Befund zeigte sich dabei durch die Bildung einer roten Bande im
Gel. In Abb. 4.3.3a. ist das Coomassie gefirbte und in Abb. 4.3.3b das spezifisch gefarbte Gel
abgebildet.

Sowohl die Positiv- als auch die Negativreferenz zeigen das zu erwartende Ergebnis. Dem-
gegeniiber kann fiir keines der analysierten Hiillproteine der verschiedenen B. spahericus

Stdmme ein positiver Befund erhalten werden.
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Abb. 4.3.3a.: SDS-PAGE (im 10 %igen Coomassie Brillant Blau-gefirbten Gel) verschiedener

Hiillproteine und eines Glykoproteins

Spur 1: Molekulargewichtsstandard (je 10 pg Protein).

Spur 2: gereinigtes Hiillprotein von B. sphaericus JG-A12 (10 pg Protein).

Spur 3: gereinigtes Hiillprotein von B. sphaericus NCTC 9602 (10 pg Protein).

Spur 4: gereinigtes Hiillprotein von B. sphaericus WHO 2362 (10 pg Protein).

Spur 5: gereinigtes Hiillprotein eines anderen B. sphaericus Stammes (Apitz und van Pée
2001, persénliche Mitteilung K.H. van Pée, 10 pg Protein)

Spur 6: gereinigtes Hiillprotein eines anderen B. sphaericus Stammes (Apitz und van Pée
2001, personliche Mitteilung K.H. van Pée 10 pg Protein), isoliert mittels
Triton/GuanidiniumHCl-Methode (Sleytr 1976).

Spur 7: gereinigtes Hiillprotein von S. ureae DSM 320 (10 pg Protein).

Spur 8: saures o;-Glykoprotein (10 pg Protein).

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 4.3.3b.: SDS-PAGE (im 10 %igen Gel) verschiedener Hiillproteine und eines
Glykoproteins nach spezifischer Firbung (Rotfirbung) zum Nachweis von Glykoproteinen.
Die Spurbelegung entspricht der von Abb. 4.3.3a, es wurden lediglich von jeder Probe 30 pg
Protein aufpetragen.

Pfeil 1:  o-Makroglobulin (M, = 181 kDa, 14 pg Protein).

Pfeil 2,3: vermutlich Abbauprodukte des o-Makroglobulins.

Pfeil4  Carboanhydrase (M, = 29 kDa, 30 pg Protein)

Pfeil 5: saures o-Glykoprotein (30 pg Protein).
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4.4 Stabilitit nativer und vernetzter Hiillproteinschichten von B. sphaericus

JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602 in Abhingigkeit vom pH-Wert.

Auf Grund des Ziels, die Hiillproteine zur Entwicklung metallbindender Filter einzusetzen,
und der Tatsache, dass die Bodenproben der verschiedenen Probennahmestellen auf der
Uranabfallhalde ,,Haberland* bei Johanngeorgenstadt pH-Werte zwischen 4 und 7 aufweisen,
musste die pH-Stabilitit der nativen Hiillproteinschichten mit in die Untersuchungen einbe-
zogen werden. Da die Wechselwirkungen der Hiillproteinmonomere untereinander nicht auf
kovalenten, sondern insbesondere auf hydrophoben Wechselwirkungen beruhen, und zwei-
wertige Ionen wie Ca®" oder Mg®" eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung der typischen
Gitterstruktur spielen, zerfallen die Hiillproteinschichten unter Einwirkung von Wasserstoff-
briicken zerstérenden Reagenzien wie Harnstoff oder Guanidiniumhydrochlorid, komplexbil-
denden Reagenzien wie EDTA oder EGTA (Beveridge und Murray 1976), und bei niedrigen
pH-Werten (<pH4). Intakte Hiillproteinschichten zeigen im UV/VIS-Spektrum eine
Absorption plus eine Lichtstreuung. Die Monomere hingegen zeigen ausschlieBlich eine
Absorption bei 280 nm.

Die Untersuchungen mittels der UV/VIS-Spektroskopie zeigten, dass die isolierte Hiill-
proteinschicht des Haldenisolats JG-A12 bei pH-Werten unter 4,5 in Monomere zerfillt,
wihrend die isolierte Hiillproteinschicht des Referenzstammes NCTC 9602 bereits bei pH-
Werten unter 5 in die Monomere dissoziiert (Abb. 4.4a und 4.4b).

Abs pH-Stabilitht nativer JG-A12 S-Layer
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Abb. 4.4a: pH-abhiingige Dissoziation der Hilllproteinschichten von B. sphaericus 1G-A12



Abs pH-Stabilitiit nativer 9602 S-Layer
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Abb. 4.4b: pH-abhingige Dissoziation der Hiillproteinschichten von B. sphaericus NCTC 9602

Dieser Vorgang ist irreversibel und kann durch Titrierung des pH-Werts auf pH 7 nicht
wieder riickgingig gemacht werden. Demzufolge ist die Verwendung nativer Hiillprotein-
schichten in sauren Losungen nicht moglich.

Stabilisiert man die Hiillproteinschichten hingegen mit Vernetzungsreagenzien wie Glutar-
aldehyd oder 1-Ethyl-3-(N,N’-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC), so zeigt sich eine
deutlich hohere Stabilitit gegeniiber niedrigen pH-Werten (Abb. 4.4c-f). Im Falle der
Glutaraldehyd-vernetzten Hiillproteinschichten bleiben diese im untersuchten pH-Bereich als

Schicht erhalten und dissoziieren nicht.

Abs pH-StabilitXt vern. JG-A12 S-Layer (G)
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Abb, 4 4c: pH-abhiingige Dissoziation der Glutaraldehyd-vernetzten (G) Hiillproteinschichten von B.
spahericus JG-A12

64



Abs pH-Siabilitit vern. 9602 S-Layer {(G)
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Abb. 4.4d: pH-abhingige Dissoziation der Glutaraldehyd-vernetzten (G) Hiillproteinschichten von B.
sphaericus NCTC 9602

Vermetzt man die Hillproteinschichten mit EDC, so zeigt sich vor allem bei den Protein-
schichten des Referenzstamms, dass diese trotz der Stabilisierung nur bis zu einem pH-Wert
von 4 stabil sind. Es zeigte sich aulerdem, dass die Stabilitit der EDC-vernetzten Protein-
schichten von dem Uberschuss an EDC und der Inkubationsdauer abhiingig ist. Um die in Ab-
bildung 4.4e und 4.4f dargestellte Stabilitdt zu erreichen, wurde der 5000fache molare Uber-
schufl von EDC verwendet und der Ansatz fiir zwei Tage inkubiert. Bei geringeren Mengen

oder kiirzerer Inkubationszeit dissoziieren die Schichten bereits bei schwach sauren pH-

Werten.
Abs pH-Stabilitdit vern. JG-A12 S-Layer (E)
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Abb. 4.4e: pH-abhingige Dissoziation der EDC-vernetzten (E) Hiillproteinschichten von B.
sphaericus JG-A12
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Abs pH-Stabilitht vern. 9602 S-Layer (E)
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Abb. 4.4f: pH-abhingige Dissoziation der EDC-vernetzten (E) Hiillproteinschichten von B. sphaericus
NCTC 9602

AFM-Aufnahmen der vernetzten Hiillproteinschichten bestitigen auBerdem die Unver-
sehrtheit der Gitterstruktur (siche Abb. 4.4¢g), zeigen allerdings auf Grund einer deutlichen
Schichtdickenzunahme und sichtbaren Uberlagerung mehrerer Hiillproteinschichten, dass die

Vernetzung auch zwischen den einzelnen Hiillproteinschichten erfolgte.

500

250

Abb. 4.4g: AFM-Aufnahmen vernetzter Hiillproteinschichten von B. sphaericus JG-A12 (links,
Vernetzung mit EDC) und von NCTC 9602 (rechts, Vernetzung mit Glutardialdehyd)
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4.5 N-terminale Aminosiuresequenz der nativen Hiillproteine von B. sphaericus
JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602
Die gereinigten Hiillproteine beider Stimme wurden iiber eine SDS-PAGE getrennt (Kap.

3.8). Das Gel wurde im Fall des gereinigten JG-A12 Hiillproteins 3 mal mit je 30 ug Protein
beladen und im Fall des 9602 Hiillproteins 3 mal mit 20 pg. Die erhaltenen Banden wurden in
einer semitrockenen Transferkammer im diskontinuierlichen Puffersystem auf eine Sequi-
Blot® PVDF-Membran mit einer Bindungskapazitit von 170-200 pg Protein cm™ geblottet
(Kap. 3.9). Die Vollstindigkeit des Transfers wurde durch Fiarbung des geblotteten Gels be-
stitigt. Auf der Blotmembran wurden die Banden anschlieBend iiber eine Farbung mit Pon-
ceau S sichtbar gemacht, die 135 kDa und 30 kDa Bande des Ansatzes von JG-A12 sowie die
135 kDa Bande des 9602 Ansatzes ausgeschnitten, und in einem automatischen EDMAN-
Abbau (Kap. 3.9.4) die N-terminalen Aminosiuren bestimmt. Es konnten 26, 27 und 20

Aminosduren der entsprechenden Proteine sequenziert werden. Der jeweilige N-Terminus ist

in Abb. 4.5a dargestellt.

1 11 21
B. sphaericus JG-A 12 (135kDa) AGFSDVAGND BEVHIUALAD AGHVNE

(30 kDa) MRIQHNISAL NTHRNLTFNN TQASKRL
B. sphaericus NCTC 9602 (135 kDa) AGFSDVAGND BIEVHIUALAD

Abb. 4.5a.; N-terminale Aminosiuresequenzen der isolierten Proteine

Die beiden 135 kDa schweren Proteine beider Stimme zeigen eine 100 %ige Uberein-
stimmung der N-terminalen Sequenz. Dieser Befund ist nicht iiberraschend, da im Rahmen
genomischer Analysen B. sphaericus JG-A12 und NCTC 9602 sehr dhnliche Fingerabdriicke
aufweisen und es sich bei dem N-Terminus der Hiillproteine von Bazillen um die zellwand-
bindende Region handelt. Dies wird auch durch das Vorhandensein mehrerer Konsensus-
sequenzen der SLH-Doméne bestitigt. Die zur Konsensussequenz iibereinstimmenden
Aminosduren sind grau unterlegt dargestellt, die hdufig in SLH-Doménen vorhandenen Reste
schwarz unterlegt. Bei dem zweiten 30 kDa schweren Protein des JG-A12 Ansatzes handelt ¢s
sich nicht um ein zweites Hiillprotein. Sequenzvergleiche mit bekannten Proteinen miitels
BlastP-Analysen unter Verwendung der Datenbanken PIR und NR-AA zeigten, dass es sich
bei diesem Protein um Flagellin handelt. Vergleiche mit ndchst verwandten Flagellinen
anderer Bakterienstimme sind in Abb. 4.5b dargestellt. Ubereinstimmende Aminosduren sind
grau unterlegt. Die gleichzeitige Isolierung der Geillelproteine ist in der Methodik der
Hiillproteinisolierung begriindet.
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Wihrend der Hiillproteinisolierung werden alle niedermolekularen Proteinoligomere

abgetrennt, da diese sich in Losung befinden und lediglich ungeldste Proteinpolymere werden
durch Zentrifugationen sedimentiert. Ubrig bleiben alle Proteinpolymere mit dhnlichem Sedi-
mentationskoeffizienten. Offensichtlich ist dies beim Haldenisolat JG-A12 der Fall, nicht aber
bei dem Referenzstamm NCTC 9602.

P 2
B. sphaericus JG-A 12 (30kDa) MRIQHNISAL NTHRNLTFNN TQASKRL

Leptospira interrogans (34K core) MRINHNIAAL ﬁLNRLSS@I’N SASQKNM
B. subtilis 1168 (hag) MIINHENLAAT NSHRVLKFQN NEVAKNM

Abb. 4.5b.: N-terminale Aminoséuresequenzen verschiedener Flagelline

Damit konnte die Vermutung, dass es sich bei dem zweiten Protein in der Hiillproteinfraktion

des Haldenisolates um das Strukturprotein der Geiflel (Flagellin) handelt, eindeutig bestétigt

werden.

4.6 Proteolytische Analyse der Hiillproteine des Haldenisolats B. sphaericus JG-
Al12 im Vergleich zu den Hiillproteinen der Referenzstiimme B. sphaericus
NCTC 9602, B. sphaericus WHO 2362 und B. sphaericus CCM 2177
Eine umfassendere Analyse der Hiillproteine des Haldenisolats B. sphaericus JG-A12 und des
Referenzstamms B. sphaericus NCTC 9602 war durch eine limitierte Proteolyse mdglich.
Durch den Verdau von nativen Proteinen mit verschiedenen Proteasen lassen sich zum einen
Doménenstrukturen erkennen und zum anderen ist eine Abschitzung der Unterschiede der
Primérstruktur beider Proteine mdglich. Die Voraussetzung fiir einen proteolytischen Verdau
von nativem Protein ist das Vorhandensein von spezifischen Spaltsequenzen in zugéinglichen
oder exponierten Bereichen. Derartige Bereiche sind zum Beispiel Schlaufen oder Regionen
zwischen verschiedenen Doménen. Dies ist bei schweren, komplex strukturierten Proteinen
leichter als bei leichten einfach strukturierten (North 1989). Die Bedeutung der Hiillprotein-
schicht als Grenzfliche zwischen dem Zellinneren und der Umgebung 146t vermuten, dass

Hiillproteine allgemein eine hohere Stabilitit gegeniiber Proteasen zeigen als andere Proteine.
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4.6.1 Limitierte Proteolyse der Hiillproteine mit Trypsin, Chymotrypsin,
Proteinase K und Thermolysin
Die Analyse der proteolytischen Ansétze erfolgte mittels SDS-PAGE (Abb. 4.6.1a). Erste
Versuche wurden mit den beiden B. sphaericus Stimmen JG-Al2 und NCTC 9602
durchgefiihrt. Zundchst fallt auf, dass bei erfolgreicher limitierter Proteolyse beider
Hiillproteine stets eine identische Bande zu detektieren ist, der in beiden Féllen ein apparentes
Molekulargewicht von 105 kDa entspricht. Zusétzliche auffallende Banden waren nicht zu
erkennen. Im weiteren zeigte sich ein Unterschied zwischen den Ansétzen des JG-A12- und
des NCTC 9602-Hiillproteins hinsichtlich der Stabilitit gegeniiber Proteasen. So besitzt das
Hiillprotein des Haldenisolats gegeniiber allen drei untersuchten Proteasen eine deutlich
geringere Bestindigkeit unter den gewéhlten Versuchsbedingungen und im Vergleich zu dem
Hiillprotein des Referenzstamms. Besonders deutlich zeigt sich dies durch den vollstindigen
Abbau des Hiillproteins bei Verwendung von Proteinase K. Die Bandenmuster der proteo-
Iytischen Ansitze mit Trypsin und Chymotrypsin sind jeweils vollig unterschiedlich und

weisen darum auf eine Verschiedenheit der Primirstruktur beider Proteine hin.
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Abb. 4.6.1a.: SDS-PAGE (im 10 %igen silbergefirbten Gel) der proteolytlschen Ansitze
(Ansatz 1, Kap 3.8.2) der Hiillproteine von B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC
9602, verdaut mit Trypsin, Chymotrypsin und Proteinase K.
Spur 1, 18: Molekulargewichtsstandard.
Spur 2: 5 pg Trypsin.
Spur 3: 10 pg JG-A12 Hiillprotein + 0,2 pg Trypsin (einen Tag).
Spur 4: 10 pg JG-A12 Hillprotein + 0,2 pg Trypsin (zwei Tage).
Spur 5: 10 pg 9602 Hiillprotein + 0,2 pg Trypsin (einen Tag).
Spur 6: 10 pg 9602 Hiillprotein + 0,2 ug Trypsin (zwei Tage).
Spur 7: 5 ug Chymotrypsin.
Spur 8: 10 pg JG-A12 Hiillprotein + 0,2 pg Chymotrypsin (einen Tag).
Spur 9: 10 pg JG-A12 Hiillprotein + 0,2 pg Chymotrypsin (zwei Tage).
Spur 10: 10 pg 9602 Hiillprotein + 0,2 pg Chymotrypsin (einen Tag).
Spur 11: 10 pg 9602 Hiillprotein + 0,2 pg Chymotrypsin (zwei Tage).
Spur 12: 5 pg Proteinase K.
Spur 13: 10 pg JG-A12 Hiillprotein + 0,2 pg Proteinase K (einen Tag).
Spur 14: 10 pg JG-A12 Hiillprotein + 0,2 pg Proteinase K (zwei Tage).
Spur 15: 10 pug 9602 Hiillprotein + 0,2 pg Proteinase K (einen Tag).
Spur 16: 10 pg 9602 Hiillprotein + 0,2 pug Proteinase K (zwei Tage).
Spur 17: 2 ug gereinigtes JG-A12 Hiillprotein.

In weiteren Experimenten wurde eine proteolytische Vergleichsanalyse mit den Hiillproteinen
der B. sphaericus Staimme JG-A12, NCTC 9602, WHO 2362 und CCM 2177 durchgefiihrt. In
Abbildung 4.6.1.b ist das Gel einer SDS-PAGE der Verdauungsansitze dargestellt. Auch hier

ergibt sich ein zur vorherigen Situation unveriandertes Bild.
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Abb. 4.6.1b.: SDS-PAGE (im 10 %igen silbergefirbten Gel) der proteolytischen Ansitze
(Ansatz 3, Kap 3.8.2) der Hiillproteine von B. sphaericus JG-A12, B. sphaericus NCTC 9602,
B. sphaericus WHO 2362 und B. sphaericus CCM 2177 mit Trypsin, Chymotrypsin, Pro-
teinase K und Thermolysin. Alle Verdauungsansitze wurden fiir zwei Tage bei 4°C inkubiert
Spur 1, 6, 15, 20: Molekulargewichtsstandard.

Spur 2: 20 ug JG-A12 Hiillprotein + 0,25 pg Trypsin.

Spur 3: 20 pg 9602 Hiillprotein + 0,25 pg Trypsin.

Spur 4: 20 pg 2362 Hiillprotein + 0,25 pg Trypsin.

Spur 5: 20 pg 2177 Hiillprotein + 0,25 pg Trypsin.

Spur 7: 20 pg JGA12 Hiillprotein + 0,25 pg Chymotrypsin.

Spur 8: 20 ug 9602 Hiillprotein + 0,25 pg Chymotrypsin.

Spur 9: 20 pg 2362 Hiillprotein + 0,25 pg Chymotrypsin.

Spur 10: 20 pg 2177 Hiillprotein + 0,25 pg Chymotrypsin.

Spur 11: 20 pg JG-A12 Hiillprotein + 0,25 pg Proteinase K.

Spur 12: 20 pg 9602 Hiillprotein + 0,25 pg Proteinase K.

Spur 13: 20 ug 2362 Hiillprotein + 0,25 pg Proteinase K.

Spur 14: 20 pug 2177 Hiillprotein + 0,25 pg Proteinase K.

Spur 16: 20 pg JG-A12 Hiillprotein + 0,25 pg Thermolysin.

Spur 17: 20 pg 9602 Hiillprotein + 0,25 pg Thermolysin.

Spur 18: 20 ug 2362 Hillprotein + 0,25 pg Thermolysin.

Spur 19: 20 pg 2177 Hilllprotein + 0,25 pg Thermolysin,

Im Falle des Verdaus mit Trypsin, Chymotrypsin und Thermolysin entsteht nach einer limit-
ierten Proteolyse eine identische Bande mit hohem Molekulargewicht, das bei B. sphaericus
JG-A12 ein apparentes Molekulargewicht von (116,6 + 5,1) kDa, bei B. sphaericus NCTC
9602 von (117,8 % 3,8) kDa, bei B. sphaericus WHO 2362 von (101,5 £ 5,4) kDa und bei B.
sphaericus CCM 2177 von (111,0 £ 3,5) kDa besitzt. Insgesamt sieht auch hier die Frag-
mentverteilung sehr uneinheitlich aus, so dass bei den Hiillproteinen der untersuchten B.

sphaericus-Stamme deutliche Unterschiede hinsichtlich der Primérstruktur zu erwarten sind.
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Dennoch zeigen die Bandenmuster der proteolytischen Ansétze mit Trypsin, Chymotrypsin,
Proteinase K und Thermolysin auch einige Ubereinstimmungen bei den entstehenden Frag-

menten, die in Tabelle 4.6.1 aufgelistet sind.

Tab. 4.6.1: Entstehende Fragmente mit identischem Molekulargewicht nach einem proteolytischen Verdau der

Hiillproteine der B. sphaericus-Stimme JG-A12, NCTC 9602, WHO 2362 und CCM 2177 mit Trypsin,
Chymotrypsin, Proteinase K und Thermolysin.

Molekulargewicht der proteolytischen Fragmente (in kDa)

JG-A12 9602 2362 2177 2362 2177 JG-A12 2362 2177
Trypsin ~ Trypsin  Trypsin  Trypsin Chymo- Chymo- Thermo- Thermo- Thermo-

trypsin  trypsin lysin lysin ysin
F1 104+ 0,2 104+ 0,2
F2 55,8+0,2 55,8+0,2
F3 55,0+0,2 55,0+0,2
F4 42,4+0,0 42,4+0,0
F5 37,4+ 0,3 37,4+03 37,4+0,3
F6 36,410,3 36,4+0,3
F7 30,1+ 0,3 30,1+0,3
F8 29,1+ 0,6 29,1£0,6 29,1%£0,6
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Abb. 4.6.1c: SDS-PAGE aus Abb. 4.6.1b mit Markierungen der ibereinstimmenden
proteolytischen Fragmente und den enthaltenen Proteasen.
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Der intensive Verdau der Hiillproteine mit Proteinase K ist darauf zuriickzufiihren, dass die
Inhibierung dieser Protease mit den verwendeten PMSF-Konzentrationen nur bedingt méglich
ist. Offensichtlich widersteht dieses Enzym der Proteindenaturierung wihrend der Proben-
vorbereitung fiir die SDS-PAGE lingere Zeit, was zu einem weiteren Verdau der partiell

denaturierten Hiillproteinfragmente fiihrt.

4.6.2 N-terminale Aminosiuresequenzen ausgewihlter Fragmente des proteo-
lytischen Verdaus
Nach der proteolytischen Spaltung der Hiillproteine der B. sphaericus Stimme JG-A12 und
NCTC 9602 mit Trypsin, Chymotrypsin, Proteinase K und Thermolysin konnte von beiden
Proteinen pridominante Fragmente mit einem apparenten Molekulargewicht von je 105 kDa
gewonnen werden (Kap. 4.6.1). Die Fragmentgemische der entsprechenden Verdauungs-
ansitze wurden zunichst mittels einer priparativen SDS-PAGE (Kap. 3.9.1) im 5% oder
10%igen Trenngel aufgetrennt. Dabei wurde die Gelelektrophorese lidnger fortgefiihrt, um
ausschlieBlich die schweren Fragmente zu erhalten. Es wurden pro Spur 100 pg Protein
aufgetragen. Nach der elektrophoretischen Trennung wurden die Fragmente mittels Western

Blot (Kap. 3.9.2) vollstindig auf eine PVDF-Membran iiberfithrt und diese nachfolgend mit
Ponceau S gefdrbt (Abb. 4.6.2a und c).



1.Ansatz

Abb. 4.6.2a.: PVDF-Membran gefirbt mit Ponceau S (Ansatz 4, Kap 3.10.2): Hiillproteine von
B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602, verdaut mit Trypsin, Chymotrysin,
Proteinase K und Thermolysin. Alle Verdauungsansitze wurden fir zwei Tage bei 4°C
inkubiert

Spur 1: 100 pg JG-A12 Hiillprotein + 2 pg Trypsin.

Spur 2: 100 pg JG-A12 Hiillprotein + 2 pg Chymotrypsin.

Spur 3: 100 pg JG-A12 Hiiliprotein + 2 pg Proteinase K.

Spur 4: 100 pg JG-A12 Hiillprotein + 2 pg Thermolysin.

Spur 5: 10 pg natives 9602 Hiillprotein.

Spur 6: 100 pg 9602 Hiillprotein + 2 pg Trypsin.

Spur 7: 100 pg 9602 Hiillprotein + 2 pg Chymotrypsin.

Spur 8: 100 pg 9602 Hiillprotein + 2 pg Proteinase K.

Spur 9: 100 pg 9602 Hiillprotein + 2 ug Thermolysin.

Markierte und bezeichnete Fragmente wurden zur Sequenzierung verwendet.

Die in Abbildung 4.6.2a markierten Fragmente (F1, F2, F3) wurden aus der Membran
ausgeschnitten und in einem automatischen EDMAN-Abbau (Kap. 3.9.4) die N-terminalen
Aminosiuren bestimmt. Es konnten 13, 17 und 14 Aminosduren der entsprechenden Protein-

fragmente eindeutig bestimmt werden. Der jeweilige N-Terminus ist in Abb. 4.6.2b dar-

gestellt.

B. sphaericus JG-A 12 F1 (Chymotrypsin) RIENV VNNPP AGV
B. sphaericus NCTC 9602 F2 (Trypsin) TIENV VLNAP EAGAA AV
F3  (Thermolysin) VLNAP EAGAA AVKA

Abb. 4.6.2b.: N-terminale Aminosiuresequenzen der isolierten Fragmente

Betrachtet man die N-terminalen Aminosduren der Fragmente F2 und F3 von B. sphaericus

NCTC 9602, zeigt sich trotz der verschiedenen Spezifitidten der verwendeten Proteasen eine

iiberlappende Sequenz.
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2.Ansatz

1 2 3 4 5 6 7 8
Twewwew

B1

Abb. 4.6.2c.: PVDF-Membran gefirbt mit Ponceau S (Ansatz 5, Kap 3.10.2): Hiillprotein von
B. sphaericus JG-A12, verdaut mit Thermolysin. Alle Verdauungsansitze wurden fiir zwei
Tage bei 4°C inkubiert

Spur 1: Molekulargewichtsstandard.

Spur 2-4: je 100 pg JG-A12 Hiillprotein + 10 pg Thermolysin.

Spur 5-8: je 200 pg JG-A12 Hiillprotein + 20 pg Thermolysin.

Markierte und bezeichnete Fragmente aller Spuren wurden zur Sequenzierung verwendet.

Mit den in Abbildung 4.6.2c markierten Fragmenten (B1, B2) wurde wie oben beschrieben

verfahren. Es konnten 18 und 20 Aminosduren der entsprechenden Fragmente eindeutig be-

stimmt werden. Der jeweilige N-Terminus ist in Abb. 4.6.2d dargestellt.

B. sphaericus JG-A 12 Bl (Thermolysin) AVITT SYTQK YTADI LQA
B2 (Thermolysin) VVNNP EAGVA AVEAI NNTTV

Abb. 4.6.2d.: N-terminale Aminosiuresequenzen der isolierten Fragmente

Die Sequenz des Fragments B2 besitzt eine Uberlappung zur Sequenz des Fragments F1.
Wahrscheinlich erfolgte die proteolytische Spaltung hauptsichlich C-terminal, wodurch das
Fragment den nahezu urspriinglichen N-Terminus besitzt. Moglich ist auch, dass dicse

Aminosiureabfolge mehrfach im Protein existiert.
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4.7 Primerdesign auf der Basis der N-terminalen Aminosiuresequenzen der
nativen Hiillproteine und proteolytischen Fragmente
Fiir eine genaue Analyse der N-terminalen Doménen der Hiillproteine von B. sphaericus JG-
A12 und B. sphaericus NCTC 9602 auf DNA-Ebene wurden aufbauend auf der Kenntnis der
N-terminalen Aminosduren der nativen Proteine und der dominierenden proteolytisch
gewonnenen Fragmente geeignete Primer entworfen (Kap.3.14.1). Dazu wurden zunéchst die
den Aminosduren zuzuordnenden Codons aufgeschrieben und entsprechend der Variabilitat
im Einbuchstabencode als degenerierte Sequenz dargestellt. Fiir Vorwérts-Primer entsprach
dies bereits den zu bestellenden Primern. Fiir die entsprechenden Riickwérts-Primer wurde die
degenerierte Sequenz komplementir umgeschrieben und die Basensequenz von 3'—5'-

Richtung gelesen. Das Ergebnis dieser Prozedur ist nachfolgend ausfiihrlich dargestellt.

1.Ansatz

1) Primerdesign auf der Basis der identischen N-Termini der nativen Hiillproteine von B.
sphaericus JG-Al2 und B. sphaericus NCTC 9602

i : 10
AMINOSAUREN: A G F S8 D V A G N D H E V
DNA CODONS: GCU GGU UUU UCU GAU GUU GCU GGU AAU GAU CAU GAA GUU
(5'—3") GCC GGC UUC UCC GAC GUC GCC GGC AAC GAC CAC GAG GUC
GCA GGA UCA GUA GCA GGA GUA
GCG GGG uce GUG GCG GGG GUG
PRIMER: GCN GGN TTY TCN GAY GTN GCN GGN AAY GAY CAY GAR
BLV3  m o -
SLVA e e

2) Primerdesign auf der Basis des N-Terminus des Hiillproteinfragments F1 von B.
sphaericus JG-A12, gewonnen durch einen proteolytischen Verdau mit Chymotrypsin

AMINOSAUREN: R I E N V V N N P P A G V

DNA CODONS: CGU AUU GAA AAU GUU GUU AAU AAU CCU CCU GCU GGU GUU

(5'—3") CGC AUC GAG AAC GUC GUC AAC AAC CCC CCC GCC GGC GUC
CGA AUA GUA GUA CCA CCA GCA GGA GUA
CGG GUG GUG CCG CCG GCG GGG GUG
AGA
AGG

DIREKT: MGN ATH GAR AAY GTN GTN AAY AAY CCN CCN GCN GGN GTN

KOMPLEMENTAR: KCN TAD CTY TTR CAN CAN TTR TTR GGN GGN CGN CCN CAN

PRIMER (REV): NAC NCC NGC NGG NGG RTT RTT NAC NAC RTT YTC DAT NCK
SLR3  —--—m = emmm s mmmmmmmmmmmmmmmmm e
SLRE e
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3) Primerdesign auf der Basis des N-Terminus des Hiillproteinfragments F2 von B. sphae-
ricus NCTC 9602, gewonnen durch einen proteolytischen Verdau mit Trypsin

AMINOSAUREN T I E N V Vv L N A P E A G

DNA CODONS: ACU AUU GAA AAU GUU GUU CUU AAU GCU CCU GAA GCU GGU

(5*—>3") ACC AUC GAG AAC GUC GUC CUC AAC GCC CCC GAG GCC GGC
ACA AUA GUA GUA CUA GCA CCA GCA GGA
ACG GUG GUG CUG GCG CCG GCG GGG
UUA
uuGe
DIREKT: ACN ATH GAR AAY GTN GTN YTN AAY GCN CCN CAR GCN GGN

KOMPLEMENTAR: TGN TAD CTY TTR CAN CAN RAN TTR CGN GGN CTY CGN CCN
PRIMER (REV): NCC NGC YTC NGG NGC RTT NAR NAC NAC RTT YTC DAT NGT

SERL  m oo s m oo o
SLR2 e

2. Ansatz

4) Primerdesign auf der Basis des N-Terminus des Hiillproteinfragments von B. sphaericus
JG-A12, gewonnen durch einen proteolytischen Verdau mit Thermolysin

AMINOSAUREN A V T T T 8 Y T Q K Y T 2
DNA CODONS: GCU GUU ACU ACU ACU UCU UAU ACU CAA ARA UAU ACU GCU
(5'—3") GCC GUC ACC ACC ACC UCC UAC ACC CAG AAG UAC ACC GCC
GCA GUA ACA ACA ACA UCA ACA ACA GCA
GCG GUG ACG ACG ACG UCG ACG ACG GCG

AGU

AGC
DIREKT: GCN GTN ACN ACN ACN WSN TAY ACN CAR AAR TAY ACN GCN
KOMPLEMENTAR: CGN CAN TGN TGN TGN WSN ATR TGN GTY TTY ATR TGN CGN
PRIMER (REV) : NGC NGT RTA YTT YTG NGT RTA
SLR10 S e e e me e o m s

Durch die bekannten N-terminalen Aminosduresequenzen der nativen Hiillproteine konnten
auf diese Weise zwei fiir beide B. sphaericus-Stamme spezifische Vorwiérts-Primer (SLV3
und SVL4) abgeleitet werden. Durch die Kenntnis der N-terminalen Aminoséuresequenzen
der verschiedenen proteolytisch gewonnenen Hiillproteinfragmente konnten demgegeniiber
mehrere stammspezifische Riickwirts-Primer entworfen werden. Die Riickwirts-Primer von
B. sphaericus JG-A12 (SLR3 und SLR4) zeigen jedoch entsprechend ibrer Reihenfolge
Ahnlichkeiten zu den Riickwiérts-Primern von B. sphaericus NCTC 9602 (SLR1 und SLR2),
was in der Ahnlichkeit der N-terminalen Aminosiuresequenzen beider Fragmente begriindet
ist. AuBerdem konnte ein zusitzlicher Rickwirtsprimer fiir die spezifische Amplifikation

eines Teils des Hiillproteingens von B. sphaericus JG-A12 gewonnen werden.
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Der komplette Primersatz sah wie folgt aus:

PRIMER
SLV3: 5'-GCN
SLV4: 5'-GAY
SLR1: 5'-NCC
SLR2: 5'-RTT
SLR3: 5'-NAC
SLR4: 5'-NGG

SLR10: 5'-NGC

4.8

4.8.1

GGN
GTN
NGC
NAR
NCC
RTT
NGT

TTY
GCN
YTC
NAC
NGC
RTT
RTA

TCN
GGN
NGG
NAC
NGG
NAC
YTT

GAY
ARY
NGC
RTT
NGG
NAC
YTG

GTN
GAY
RTT
YTC
RTT
RTT
NGT

GCN GGN-3"
CAY GAR-3!
NAR NAC-3‘
DAT NGT-3‘
RTT NAC-3"
YTC DAT-3"
RTA-3"

fur JG-A12 und 9602
fir JG-A12 und 9602
fiir 9602

fiir 9602

fir JG-A12

fir JG-A12

fir JG-Al12

Nukleinsiiuresequenzen von Teilen der Hiillproteingene von B. sphaericus

JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602

Nukleinsiuresequenzen des 5-Endes des strukturellen Teils der Hiillprotein-
gene von B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602

Zur hiillproteinspezifischen Amplifikation des 5’-Endes des strukturellen Teils der

Hiillproteine von B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602 wurde zunichst von
beiden Bakterien aus 1 und 1,5 ml Kultur DNA isoliert (Kap. 3.12). Der Erfolg der DNA-

Isolierung wurde mittels einer konventionellen Agarose-Gelelektrophorese (Abb. 4.8.1a)

iiberpriift. Es zeigte sich, dass die Isolierung der DNA fiir beide Bakterienstimme erfolgreich

war.

genomische DNA

23S rRNA

165 rfRNA

Abb. 4.8.1a.: Agarosegel der elekirophoretisch aufgetrennten DNA von B. sphaericus JG-A12
und B. sphaericus NCTC 9602. Neben genomischer DNA der Bakterien ist in Form
niedermolekularer Banden die 23 S- (2,9 kb) und die 16 S-TRNA (1,5 kb) zu sehen.

Spur 1: Melekulargewichtsstandard (KBL).
Spur 2: 2 ul der DNA-Ldsung isoliert von 1 ml JG-A12 Kultur.
Spur 3: 2 pl der DNA-Lsung isoliert von 1,5 ml JG-A12 Kultur.
Spur 4: 2 pl der DNA-Lésung isoliert von 1 ml 9602 Kuliur.
Spur 5: 2 ul der DNA-Lésung isoliett von 1,5 ml 9602 Kultur.

78



Im nidchsten Schritt wurde eine PCR mit den hiillproteinspezifischen Primern durchgefiihrt
(Kap. 3.14.2). Um zu schen, inwieweit die entworfenen Riickwirts-Primer wirklich stamm-
spezifisch sind, wurde die Amplifikation der Genteile beider Bacillus-Stimme jeweils mit den
Primerkombinationen V3R1, V3R2, V3R3, V3R4, V4R1, V4R2, V4R3 und V4R4, und in
einem zweiten Schritt mit den Primerkombinationen V3R10 und V4R10 durchgefiihrt und die
Ergebnisse mittels Agarose-Gelelektrophorese tiberpriift. Die erfolgreiche Amplifikation der
ersten Primerkombinationen ist in Abb. 4.8b abgebildet. Unter Verwendung der zweiten

Primerkombinationen konnten keine PCR-Produkte gewonnen werden.

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17

Abb. 4.8.1b.; Agarosegel der elektrophorstisch aufgetrennten Amplifikate der hiillprotein-
spezifischen PCR mit DNA von B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602. Es
wurde jeweils 1 pl des Ansatzes aufgetragen.

Spur 1: Molekulargewichtsstandard (KBL).

Spur 2: Amplifikation von JG-A 12 DNA mit den Primemn V3RI1.

Spur 3:  Amplifikation von JG-A 12 DNA mit den Primern V3R2

Spur 4: Amplifikation von JG-A 12 DNA mit den Primern V3R3.

Spur 5: Amplifikation von JG-A 12 DNA mit den Primern V3R4.

Spur 6: Amplifikation von JG-A 12 DNA mit den Primern V4R 1,

Spur 7:  Amplifikation von JG-A 12 DNA mit den Primern V4R2,

Spur 8: Amplifikation von JG-A 12 DNA mit den Primern V4R3,

Spur 9: Amplifikation von JG-A 12 DNA mit den Primern V4R4.

Spur 10: Amplifikation von 9602 DNA mit den Primem V3R1.

Spur 11: Amplifikation von 9602 DNA mit den Primern V3R2.

Spur 12: Amplifikation von 9602 DNA mit den Primern V3R3,

Spur 13: Amplifikation von 9602 DNA mit den Primern V3R4.

Spur 14: Amplifikation von 9602 DNA mit den Primern V4R1.

Spur 15: Amplifikation von 9602 DNA mit den Primemn V4R2.

Spur 16: Amplifikation von 9602 DNA mit den Primem V4R3.

Spur 17: Amplifikation von 9602 DNA mit den Primern V4R4.

Die Kontrolle wurde nicht mit dargestellt, da keine unspezifischen Reaktionen detektiert
wurden.

Die hiillproteinspezifische Amplifikation bei B. sphaericus JG-A12 war fiir die Primer-
kombinationen V3R3, V3R4 und besonders fiir V4R3 sowie V4R4 erfolgreich. Dies ent-
spricht der Spezifitit der Riickwirtsprimer R3 und R4 fiir B. sphaericus 3G-A12.
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Fiir die Amplifikation bei B. sphaericus NCTC 9602 waren die Primerkombinationen V3R1,
V3R2, V3R4 und V4R1, V4R2 sowie V4R4 erfolgreich. Auch hier entspricht dies der Spezi-
fitdt der Riickwirtsprimer R1 und R2. R4 konnte fiir beide Stimme erfolgreich verwendet
werden. Die funktionierenden Primerkombinationen wurden fiir eine Reamplifikation der

einzelnen PCR-Produkte ausgewdhlt. Die Frgebnisse wurden mittels Agarose-Gel-
elektrophorese iiberpriift (Abb. 4.8c¢).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

- -
- -
- -
- ~
-

Abb. 4.8.1¢c.: Agarosegel der elektrophoretisch getrennten PCR-Produkte der Reamplifikation

der PCR-Produkte von B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602. Es wurde jeweils
1 pl des Ansatzes aufgetragen.

Spur 1: Molekulargewichisstandard (KBL).

Spur 2: Reamplifikation von JG-A 12 DNA mit den Primem V3R3.
Spur 3: Reamplifikation von JG-A 12 DNA mit den Primem V3R4
Spur 4: Reamplifikation von JG-A 12 DNA mit den Primern V4R3.
Spur 5: Reamplifikation von JG-A 12 DNA mit den Primern V4R4.
Spur 6: Reamplifikation von 9602 DNA mit den Primern V3R1
Spur 7: Reamplifikation von 9602 DNA mit den Primern V3R2.
Spur 8: Reamplifikation von 9602 DNA mit den Primern V3R4.
Spur 9: Reamplifikation von 9602 DNA mit den Primemn V4R1.
Spur 10: Reamplifikation von 9602 DNA mit den Primern V4R2.
Spur 11: Reamplifikation von 9602 DNA mit den Primern V4R4.

Die Kontrolle wurde nicht mit dargestellt, da keine unspezifischen Reaktionen detektiert
wurden.

Wie in Abbildung 4.8.1c zu erkennen ist, konnten alle Fragmente erfolgreich reamplizifiert
werden. Insbesondere fiihrte die Primerkombination V3R4 zu der spezifischsten Ampli-
fikation der strukturellen 5'-Teile der Hiillproteingene beider Bacillus-Stdimme. Zusétzlich
dazu stellt das Amplifikat, das mittels dieser Primer gewonnen wurde, das léngste Teilstiick
dar. Die in diesen beiden PCR-Ansitzen amplifizierte DNA (Abb. 4.8.1¢c, Spur 3 und Spur 8)

wurde einer Reinigung unterzogen (Kap. 3.14.3) und fiir die Sequenzierung verwendet.
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Dazu wurde mit den gereinigten PCR-Produkten eine Sequenzierreaktion durchgefiibrt, die

Kettenabbruchprodukte gereinigt und in einem ABI PRISM™ 310 Genetic Analyser se-
quenziert (Kap. 3.14.4).

4.8.2 Nukleinsiiuresequenz der zentralen Region des strukturellen Teils der Hiill-
proteingene von B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602

Aufbauend auf der gewonnenen Kenntnis des ersten Teils der Basenabfolge der
Hiillproteingene beider Stdmme wurde ein weiterer Primer konstruiert (SLV8: 5'-AAA
GAA ATC GCA GGC GTA GAC-3‘). Dazu wurde eine mittige DNA-Sequenz von Position
355-375 ausgewdhlt. mit der Primerkombination V8R10 konnte fiir B. sphaericus JG-A12 ein
anndhernd 1200 bp langes PCR-Produkt amplifiziert werden, welches anschlieBend gereinigt
und sequenziert wurde. In der Sequenzierreaktion konnten mit dem Primer V8 erfolgreich
Kettenabbruchprodukte synthetisiert werden, nicht jedoch mit dem Primer R10. Aus diesem
Grund wurde ein weiterer Vorwértsprimer auf der Grundlage der mit V8 erhaltenen Sequenz
konstruiert (SLV14: 5'-CTA CTA AAG TAG ATT TAG TAG-3‘ an Position 830-850)
und fiir die Sequenzierreaktion verwendet.

AuBerdem wurde eine identische Strategie fiir die Amplifikation von Teilen des Hiillprotein-
gens von B. sphaericus NCTC 9602 unter Verwendung des Vorwérts-Primer V8 und
verschiedener Riickwirts-Primer angewandt. Erstaunlicherweise konnte aber in keinem Fall

ein PCR-Produkt erhalten werden.
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4.8.3

Nukleinsiure- und Aminosiuresequenzen der entschliisselten Teile der Hiill-

proteingene von B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602

61
121
181
241
301

361
421
481
541

601
661
721
781

841

901

S61
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

B.

61
121
181
241
301
361
421
481
541

GCCGGGTTTIT
GCAGGTATCA
GGTCAAGTGG
GACTGGAATT

ARAATATGCTG
GCTTCACARA

ATCGCAGECE
arcececee
GACTTAGACA
GGTATTACAA
TCATIETAT

GTAAAAGCTA
CAAGCTCTTA
AACAAAAAAG
TCTCTTGGCG

GTAGATTTAG

GTAGATTTAG
CAAGTAACTG
GGTTCTGCTA
ATCGCAACTT
AACGGTGACC
GAAATCACTG
GTTACTTACA
GTAAAAGAAA
GCTGTAGTTC
GGTGAAGCAA
GCAACTCCAG

B. sphaericus JG-Al2

_CNGAYGTNGC

CGGATGTTGC
TCAATGGATA
TTAAATTATT
CARAACAACG
CACTI®GCAAR
CAATGCAACG

NGGN Primer V3

GGGTAACGAC
CGCTGACGGC
AGGTCGTTAT
CTTCAACGAT
AGATGCAGGC
TCAACAAATG

TAGAC Primer V8
TAGACTTAGT AGCTGAGTAC

AAGCTTACTC
ATGTTGCTCA
ACCGEACAAT

TGCAGAACAA
CTTCAACCCA
=GAAAACGTT

Primer R4 GTN

TCAACAACAC
ACTTCTTAAT
TTGTTGTATT
AAGAAAAAAT

TAG Primer
TAGAAAAATC
TTGCTGAAGG
ATGGCGTGAA
ACTCTTACAC
GTTCTAAATT
AAGTAACAAC
AACACCCAGA
ACATTGACGT
AAACAAGCGA
CATTCACAGT
TACAAGTTAC

AACTGTTGAA
CTCTGATCTT
AACAACTGCT
CGGTACATTC

vi4

AGTTCAAGGT
TCAAACAARR
AACTCCAGTA
TCETTATGCT
CTCAACTGGT
TGGETGCTACT
DAACTGGTARA
AACTGTTGAT
TAACAACACA
TTCAGGTTCT
TAACACAAAT

AARTAYACNGCN Primer R10

sphaericus NCTC

”; 7'7

GCCGGGTTTT
GCAGGTATCA
GGTCAAGTGG
GACTGGAATT
AAATATGCTG
GCTTCACAAA
ATCGCRGECG
GACTTAGACA
GGTATTACAA
TCATETATAC

9602

creaveTNGC
CGGATGTTGC
TCAARTGGATA
TTAAATTATT
CAAARCAACG
CACTGCAAA
CAATGCAACG
TAGACTTAGT
AAGCTTACTC
ATGTTGCTCA
CGACAATRGA

CACGAAGTAG
BCATTCAAAC
TTAGAAGCAC
CTACCAGTAA
GTATTCAACG
GCAGTAGTTT

AAAAAAGCGA
CGCACAGCGA
GGETAACAGCG
GTAAACAACC
GTNAAYAAYC

GTAACATTCG
GAAGTGAAAA
GCTCAAACAG
AAAGGTATCG

AAACTTGGCC
GCTGGTATTC
ACAGTTGRAG
GCAACAAACG
TATGTATTCT
ATCAACAACG
CCAGTATCAG
AAATTACAAA
CGTGCTGCTC
AACGCTGAAG
GGTGCAGTAA

NGGN Primer V3

GGGTAACGAC
CGCTEACGGC
AGGTCGTTAT
CTTCAACGAT
AGATGCAGGC
TCAACARATG
AGCTGAGTAC
TGCAGARCAA
CTTCAACCCA
ARACGTTGTA

GTNGTN

CACGAAGTAG
BCATTCAAAC
TTAGAAGCAC
CTACCAGTAA
GTATTCAACG
GCAGTAGTTT
ARAAAAGCGA
CGCACAGCGA
GGTAACAGCG
AACAACCCA

AAYARYCCNC

CAATCAACGC
CAAACCARAC
ARGGCCAAGA
CAGCTGAAGH
GTTCARARGGG
TAGTACGTGC

AETTCGTAAC
TCGTTGCTTT
TAACACGCGG
CAGARGCTGG

el CCillels el

ACGRAGAAGT
ACGCAGCTGT
CTGACAARAGA
CAGCTGTAGT

AACRAGTAAC
CAGTAACTTT
CTGTAACAAA
ACACTGTAAC
GGGCAGTTGA
GCGCTAACAA
GTAAAGTACT
ACGTTACGGT
AAATCACAAC
TAACTCCAGT
CAACAACTAG

CAATCAACGC
CAARCCARAC
AAGGCCAAGA
CAGCTGAAGE
GTTCAAREGG
TAGTACGTGC
ABTTCGTAAC
TCGTTGCTTT
TAACACGCGG
579

ACTTGCTGAT
AATTAACCGC
AATTCCAGCT
AGAATTAGT}
CAACETAAAC
TATTAAAGAA

AAAGAA

AGAAATTGGT
AGAATATGCG
ACAATTCGCT
TGTTGCGGCA
N

AGACAACGTA
TAAATTAACA
GTACACTGTA
TCCTACTAAA

CTACTARA

ACTTARAGCA
CTTCATCCCA
CGAAGAAGGT
TGTATATGCA
CCAAACTTTA
AACTTACAAA
TAACGTTTCA
GAATGGTATT
TGACTCTAAA
GGTATTTGAA
CTACACC
TAYACNCAR

ACTTGCTGAT
AATTAACCGC
AATTCCAGCT
AGAATTAGTH
CAACHTAAAC
TATTARAAGAA
AGAAATTGGT
AGAATATGCG
ACAATTCGCT

CNGCNGGN Primer R4

Abb. 4.8.3a: DNA-Sequenzen der 5 -Enden der strukturellen Teile der Hiillproteingene von B. sphaericus
JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602. Unterstrichen dargestellt sind abgeleitete oder nicht eindeutige
Basen. Schwarz unterlegt sind auf Abweichungen in der Protein- und DNA-Sequenzierung zuriickzufiihrende
Basen gekennzeichnet. Unterschiedliche Basen beider Stimme sind dunkelgrau unterlegt mit weiBer Schrift,
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B. sphaericus JG-A12
1 AGFSDVAGND HEVAINALAD AGIINGYADG EFKPNQTINR GQVVKLLGRY LEAQGQEIPA
61 DWNSXQRFND LPVTAEEELV KYAALAKDAG VFNGSNGNLN ASQTMQRQOOM AVVLVRAIKE
121 IAGVDLVAEY KKANFVTEIG DLDKAYSAEQ RTAIVALEYA GITNVAHFNP GNSVTRGQFA
181 SELYRTIENV VNNPEAGVAA VKAINNTTVE VIFDEEVDNV QALNFLISDL EVRKNAAVKLT
241 NERVVVLTTA AQTADKEYTV SLGEEKIGTF KGIAAVVPTK VDLVEKSVQG KLGQQVTLKA
301 QVIVAEGQTK AGIPVIFFIP GSANGVKTPV TVEAVTNEEG IATYSYTRYA ATNDTVIVYA
361 NGDRSKFSTG YVFWAVDQTL EITEVITGAT INNGANKTYK VTYKHPETGK PVSGKVLNVS
421 VKENIDVTVD KLONVIVNGI AVVQTSDNNT RAAQITTDSK GEATFTVSGS NAEVTPVVFE
481 ATPVQVINTN GAVTT
B. sphaericus NCTC 9602
1 AGFSDVAGND HEVAINALAD AGIINGYADG EFKPNQTINR GQVVKLLGRY LEAQGQEIPA
61 DWNSKQRFND LPVTAEaELV KYAALAKDAG VFNGSNGNLN ASQTMQORQOQOM AVVLVRAIKE
121 IépVDLVAEY KKANFVTEIG DLDKAYSAEQ RTAIVALEYA GITNVAHFNP GNSVTRGQFA
181 S§

Abb. 4.8.3b: N-terminale Aminosiuresequenzen, abgeleitet aus den DNA-Sequenzen der 5-Enden der
strukturellen Teile der Hiillproteingene von B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602, Die Basen-
sequenzen wurden nur soweit beriicksichtigt, wie die Bestimmung eindeutig erfolgen konnte. Unterschiedliche
Aminosiuren sind dunkelgrau unterlegt mit weiler Schrift.

Alignment der N-terminalen Teile der Aminosiuresequenzen der Hiill-

proteine der B. sphaericus Stimme JG-A12 und NCTC 9602 mit bereits

4.9

sequenzierten Hiillproteinen anderer B. sphaericus Stimme

Zur Analyse sowie dem Vergleich der entschliisselten Aminosduren der ersten Teile der
Hiillproteine der B. sphaericus Stimme JG-A12 und NCTC 9602 mit den bereits bekannten
Aminosguresequenzen der Hiillproteine von B. sphaericus P-1, CCM 2177 und WHO 2362
wurde ein Alignment mittels dem Programm SEAVIEW (Galtier et al. 1996) unter
Verwendung der CLUSTAL-Methode durchgefiihrt. Dabei wurden insbesondere auch die drei
N-terminalen SLH-Motive (Engelhardt und Peters 1998, Beginn an Position 3, 71 und 136)
beriicksichtigt (Abb. 4.9). In der Abbildung sind die Farben der Aminosduren im
Einbuchstabencode entsprechen den Gruppen dhnlicher Aminoséuren (GAILPV = griin, CM
= dunkelgriin, NQ = pink, ST = ocker, DE = rot, HKR = hell-/dunkelblau, YWF = schwarz)
gewihlt. Mit X sind unbekannte Aminosduren bezeichnet.

Wie sich im Alignment zeigt, ist bis Position 192 eine sehr hohe Identitdt zwischen den
Hiillproteinen von B. sphaericus JG-A12 und NCTC 9602 zu erkennen, Ebenso zeigen dic
Hiillproteine von B. sphaericus P-1, CCM 2177 und WHO 2362 zueinander hohe Identitiiten.
Ab Position 193-348 trifft dies fiir die Hiillproteine von B. sphaericus JG-A12, P-1 und CCM
2177 und ab Position 349-560 nur noch fiir die von B. sphaericus JG-A12 und P-1 zu.
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B.sph.JGAl2 ATINNGA--- ~-- NKIYKVT YRKHPETGKPV SGKVLNV ENIDVTIVDEKL QNVIVNG---
B.sph.P-1 ASVNNGA--~ --- NKTYRKVT YRNPKTGKPE ANKTFNVGFV ENMNVTSDKV ANATVNG---
B.sph.2177 NTLANGV- -~ --- KRKTYKVT FKDPKTGAAL TNKKLNVSFV ENTMVAFNAI SKATVTNPSS
B.sph.2362 KAYFGNVV-M GAGNKTVILT PYSSSALSVG DHKLTVSGAK DFAGFVSLNS THEFKVVEDK
B.f£.OF4 QPVASGFDAL TGPTNKLTFA RPSSVATGTN ATIYIAGFSD AAGNFVIP-- -----—-—--- B8
490 500 510 520 530 540
B T L N [Pt I I RIS N I
B.gph.JGALl2 ---IAVVQTS D~NNTRAAQI TTDSKGEATF TVSGSNAEVT PVVFEATP--~ ~---------
B.gph.P-1 ---VRALQLS NGTALDAAQT TTDSKGEATF TVSGTINAAYVT PVVYDLHS-- ----------
B.sph.2177 GLIVIPYQTT T-GLQEEIQV TTDSNGQATF VVSGINTAVT PYVFVDGESSS VLGVSTVIGT
B.sph.2362  EAPTVTEATA TLETVTLTFS EDIDMDTVKA SNVYWKSGDS KKEASEFERI ADN-------
B.f.OF4 TTTVPVTQDT TALAVASLEQ VINQKVRLTF NKELNSASKT ALESGTGVVV TRPNGSTTSN
550 560
S I T P Abb. 4.9: Vergleichsanalyse der nichst verwandten
B.sph.JGAl2 ---VQVINTN ----- eavrT  Hillproteine verschiedener B.sphaericus-Stamme
B.sph.P-1 ---TNNSTSN KKYSASALQT und von B. firmus OF4. Zusitzlich ist zum Vergleich
B.sph.2177  NNVTQATTAN KKWEATELTA  die Konsensussequenz von SLH-Doménen mit auf-
B.sph.2362  ---------- KYEFVFRGSE gefiihrt. Konservierte ~ Aminoséurereste der
B.L.0F4 FIVAQNLIVD NTGKTYDITL Konsensussequenz sind mit einem Stern gekenn-
zeichnet.
4.10 Nachweis und spezifische Diskriminierung von B. sphaericus JG-A12 und

B. sphaericus NCTC 9602 mittels PCR-RFLP der Hiillproteingene

Die Kenntnis der 5'-Enden der strukturellen Teile der Hiillproteingene ermdglicht es, mittels
einer geeigneten Endonuclease, die innerhalb dieser amplifizierbaren Teile der Fragmente
beider Stimme unterschiedliche Schnittstellen besitzt, das Haldenisolat und den
Referenzstamm auf genetischer Ebene zu unterscheiden. Auf Grund der Spezifitit fiir das
Hiillproteingen ist es aulerdem moglich, diese beiden Bacillus-Stdimme von anderen Bak-
terien zu differenzieren. Die einzige dafiir geeignete Endonuclease von insgesamt 85 bei Gib-
coBRL Lifetechnologies verfiigharen Endonucleasen ist Msel. Dieses Enzym besitzt die
Schnittstelle 5"-T'TAA-3". Verdaut man die hiillproteinspezifischen PCR-Produkte der
Primerkombination V3R4 mit dieser Endonuclease (Kap. 3.15), ergeben sich fiir das B.
sphaericus JG-A12 Amplifikat mit 579 bp Fragmente mit 18, 108, 113, 114 und 226 bp. Fiir
das B. sphaericus NCTC 9602 Amplifikat mit 578 bp ergeben sich Fragmente mit 18, 58,
113, 164 und 225 bp. Der theoretische und der reale Verdau sind in Abbildung 4.10a

dargestelit.
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Abb. 4.10a: Theoretisches und reales Banden-Muster des Verdaus der B.
sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602 Amplifikate mit Msel.

Spur 1:  JG-A12 Amplifikat theoretisch verdaut mit Msel.

Spur 2: 9602 Amplifikat theoretisch verdaut mit Msel.

Spur 3: Molekulargewichtsstandard (KBL).

Spur 4.  JG-Al2 Amplifikat real verdaut mit Msel.

Spur 5: 9602 Amplifikat real verdaut mit Msel.

Spur 6: Molekulargewichtsstandard (KBL).

Die entstandenen Bandenmuster des Verdaus beider PCR-Produkte lassen sich im Agarosegel
deutlich voneinander unterscheiden. Damit ist in beiden Fillen sowohl ein Nachweis als auch
eine Diskriminierung des jeweiligen Stammes moglich. Der Verdau von Amplifikaten der
gesamten Gene, was nach erfolgter Entschliisselung der kompletten Sequenz beider Hiill-

proteingene moglich wird, wird ebenfalls stammspezifische Bandenmuster liefern.

4.11 Wechselwirkungen von Metallionen mit Hiillproteinen von B. sphaericus
JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602

Werden Hiillproteine mit wissrigen Losungen verschiedener Metallsalze inkubiert, so werden

die Metallionen durch Gruppen des Proteins gebunden. Als bindungsrelevante funktionelle

Gruppen von Hiillproteinen koénnen grundsdtzlich NH,-, NH-, OH-, CO-,

COOH-, SH- und PO4Gruppen in Frage kommen. Zur Identifizierung der beteiligten

Gruppen des Proteins wurden Untersuchungen an Hiillproteinen mit gebundenem Uran,

Palladium und Platin durchgefiihrt.
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4.11.1 IR-Analysen von Uran-Hiillprotein-, Palladium-Hiillprotein- und Platin-
Hiillprotein—Komplexen

Mit Hilfe der Infrarotspektroskopie wurden das native Protein und die Protein-Metallkom-

plexe untersucht, um die funktionellen Gruppen des Proteins zu identifizieren, die fiir die

Metallbindung verantwortlich sind.

4.11.1.1 IR-Analysen von Uran-Hiillprotein-Komplexen

Aufgrund der Instabilitit der nativen Hiillproteinschichten bei niedrigen pH-Werten wurden
die Experimente zu den Wechselwirkungen zwischen Uran und den Hiillproteinschichten von
B. sphaericus JG-A12 und B. sphaericus NCTC 9602 (Kap. 3.17.2) an stabilisierten
Proteinschichten vorgenommen (Kap. 3.11). Die Untersuchungen wurden sowohl an Glutar-
aldehyd- als auch an EDC-vernetzten Hiillproteinschichten durchgefiihrt (Kap. 3.18.2).

Die Ergebnisse mit Glutaraldehyd-vernetzten Hiillproteinschichten sind in Abbildung
4.11.1.1a (Hiillproteinschichten von B. sphaericus JG-A12) und in Abbildung 4.11.1.1b
(Hiillproteinschichten von B. sphaericus NCTC 9602) und die der EDC-vernetzten Hiill-
proteinschichten in Abbildung 4.11.1.1c (Hiillproteinschichten von B. sphaericus JG-A12)
und in Abbildung 4.11.1.1d (Hiillproteinschichten von B. sphaericus NCTC 9602) dargestellt.

T T T T T d T T T T T T T d T
vernetzte Hiillproteine E
vernetzte Hiillproteine+Uran

Transmission

PR |

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wellenzahl (em™)

Abb. 4.11.1.1a: FT-IR-Spekirum der Glutaraldehyd-vernetzten Hillproteinschichten son B,
sphaericus JG-A12 inkubiert mit Uranylnitrat (Referenz: 20 mg Protein. Probe 20 mg Protein 4 20
mg Uran). Die Spektren sind in y-Richtung versetzt dargestelit,
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Abb. 4.11.1.1b: FT-IR-Spektrum der Glutaraldehyd-vernetzten Hiillproteinschichten von B.
sphaericus NCTC 9602 inkubiert mit Uranylnitrat (Referenz: 20 mg Protein, Probe 20 mg Protein +
10 mg Uran). Die Spekiren sind in y-Richtung versetzt dargestellt.

Beide Referenzen (Glutaraldehyd-stabilisierte Hiillproteinschichten der Stimme JG-A12 oder
NCTC 9602) zeigen Absorptionsmaxima aliphatischer Streckschwingungen zwischen
2961 cm™ und 2839 cm™ sowie zwischen 2961 cm™ und 2843 cm™ und asymmetrischer C-H
Streckschwingungen bei 1458 oder 1456 cm™ und 1378 cm™. AuBerdem kdnnen weitere
Absorptionsmaxima symmetrischen Streckschwingungen von gebundenem O-H und freiem
NH, (3424 oder 3423 cm™), asymmetrischen C=0 Streckschwingungen (Amid I, 1646 cm™)
und asymmetrischen N-H Streckschwingungen (Amid II, 1516 cm™) zugeordnet werden.
Betrachtet man die Spekiren der mit Uranylnitrat versetzten stabilisierten Hiillprotein-
schichten, so fallen zunéchst die zusétzlichen Absorptionsmaxima bei 914 oder 916 em™ auf,
die auf asymmetrische Streckschwingungen der Uranylionen zuriickzufiihren sind. Auflerdem
kommt es vor allem im Falle der aliphatischen C-H Streckschwingungen zu einer

Verschiebung der Absorptionsmaxima.
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Abb. 4.11.1.1c: FT-IR-Spektrum der EDC-vemetzten Hiillproteinschichten von B. sphaericus JG-A12
inkubiert mit Uranylnitrat (Referenz: 20 mg Protein, Probe 20 mg Protein + 20 mg Uran). Die
Spekiren sind in y-Richtung versetzt dargestellt.
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Abb. 4.11.1.1d: FT-IR-Spekirum der EDC-vernetzten Hiillproteinschichten von B. sphaericus NCTC
9602 inkubiert mit Uranylnitrat (Referenz: 20 mg Protein, Probe 20 mg Protein + 10 mg Uran). Die
Spektren sind in y-Richtung versetzt dargestellt.
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Die Absorptionsmaxima beider Referenzspektren (EDC-stabilisierte Hiillproteinschichten der

Staimme JG-Al2 oder NCTC 9602) zeigen Absorptionsmaxima aliphatischer Streck-
schwingungen zwischen 2965 und 2876 cm™ sowie zwischen 2964 cm™ und 2873 cm™,
symmetrischer O-H und N-H Streckschwingungen (3429 oder 3425 cm™), asymmetrischer
C=0 Streckschwingungen (Amid I, 1639 oder 1641 cm™), asymmetrischer N-H Streck-
schwingungen (Amid IT, 1518 oder 1528 cm™) und asymmetrischer O-H oder asymmetrischer
P-O Streckschwingungen (1097 und 1075 cm™ oder 1099 und 1064 cm™). Fiir letzteren Fall
ist die Zuordnung nicht eindeutig moglich. Betrachtet man die Spektren der mit Uranylnitrat
versetzten stabilisierten Hiillproteinschichten, so fallen zunidchst die zusitzlichen Absorp-
tionsmaxima bei 922 cm™ auf, die auf asymmetrische Streckschwingungen der Uranylionen
zuriickzufiihren sind. Auflerdem kommt es vor allem im Falle der asymmetrischen N-H
Streckschwingungen (Amid II, 1528 oder 1534 cm™) und der asymmetrischen O-H oder
asymmetrischen P-O Streckschwingungen (Wegfall des Absorptionsmaximun bei 1075 cm™

oder 1098 und 1068 cm™) zu einer Anderung der Absorptionsmaxima.

4.11.1.2 IR-Analysen von Palladium-Hiillprotein- und Platin-Hiillprotein-Komplexen
Inkubiert man native bakterielle Hiillproteine mit einer K,PdCls- oder KyPtCly-Losung, so
kommt es zu einer Reduktion der Metallsalze und einer Bindung des metallischen Platins oder
Palladiums in Form von Nanoclustern auf den Hiillproteinschichten (Kap. 3.15.1). Diese
werden vorzugsweise in den Poren gebildet und besitzen einen mittleren Durchmesser von
1,9nm (Kirsch 1998). Zur Identif