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[. Einleitung 1

l. Einleitung

"Die Mikrobe ist so klein, sie wird nie gesehen sein”, schrieb einst Hilaire Belloc!, obwohl die
Erfindung des Mikroskops eine Beobachtung der Mikroorganismen schon lange erméglichte.
Gerade weil Bakterien so winzig sind, fiel es lange schwer zu glauben, welch groRartigen
Fahigkeiten sie besitzen. Doch Erkenntnisse tber Mikroorganismen sorgen immer wieder fur
Uberraschungen. Eine der erstaunlichsten Entdeckungen war hierbei die bakterielle GeilRel.
Sie stellt, neben den Spermien, die einzige bekannte Form rotierender Organellen in der
Natur dar und befahigt Mikroorganismen zu einer gerichteten Bewegung, der Taxis (Berg et
al., 1973; Silverman et al., 1974; Denehy et al., 1971). Diese beiden Tatsachen erfordern die
Verknlpfung einer &uf3erst komplexen Struktur mit einem ausgefeilten Sensorik- und
Regulationssystem. Der Antrieb ist dabei in der Zellmembran lokalisiert und stellt eine Art
"Nano-Motor" dar. Dieser wird in den meisten Fallen durch Protonen angetrieben. Die Taxis
befahigt die Organismen zur gerichteten Bewegung in ihrem Lebensraum als Reaktion auf
bestimme Reize. Als modulierende Komponenten kdnnen vielerlei Substanzen wirken und
somit zu verschiedensten Formen der Taxis fuhren, wie z.B. Aerotaxis, Chemotaxis,
Osmotaxis, Phototaxis, Thermotaxis etc. Die Evolution und verschiedenste Anforderungen
an die Umwelt fuhrten zur Auspragung zahlreicher Organellen und Motilitatsformen. Neben
der bereits oben erwahnten bakteriellen Geilel, gibt es eine Vielzahl weiterer Umsetzungen
in der Natur zur Generierung von Moatilitat. Die archaeelle Flagelle zum Schwimmen,
bakterielle Typ IV Pili fur die "twitching maotility" (Mattick et al., 1995), eine "ratchet"-Struktur
die Bakterien der Cytophaga-Flavobacterium-Gruppe zum Gleiten dient (McBride, 2001), der
"junctional pore complex”, der durch Ausscheidung von Schleim Cyanobakterien und
Myxobakterien ebenfalls zum Gleiten befahigt (Wolgemuth et al., 2002; Hoiczyk et al.,
1998), ein kontraktiles Cytoskelett bei Spiroplasma melliferum (Trachtenberg et al., 2001)
oder periplasmatische Flagellen der Spirochaeten (Li et al., 2000 a und b; Motaleb et al.,
2000). Diese variablen Fortbewegungs-Formen beféahigen die Organismen dazu, zahlreiche
Lebensraume aufzusuchen und sich dort zu etablieren. Dabei findet eine Besiedlung in
nahezu allen bekannten Habitaten statt. Die Zellen leben in Populationen, in denen sie sich
vermehren, wobei diese nur in den seltensten Fallen als "Reinkulturen" anzutreffen sind.
Verschiedenste Populationen leben in einem Habitat in gemischten mikrobiellen
Gemeinschaften miteinander. Die Anzahl der Zellen oder der verfligbaren Komponenten
innerhalb dieses Systems wird dabei durch die Nahrungsquellen oder die
Umweltbedingungen beeinflusst. Die Ubergeordneten Strukturen die dabei ausgebildet
werden konnen, werden als Biofilm bezeichnet. Biofilme entstehen an Grenzflachen und

kdnnen in zahlreichen Formen vorkommen. Als Film auf Oberflachen, als dicke

! Hilaire Belloc: britischer Schriftsteller; 27. Juli 1870 — 16. Juli 1953
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schleimartige Aggregate oder als "Flockchen" frei schwimmend. Das Leben in einem Biofilm
bietet entscheidende Vorteile, denn es gewahrt Schutz vor der Aul3enwelt und eine optimale
Nahrstoffversorgung. Die Ausbildung einer EPS (Matrix aus extrazellularen polymeren
Substanzen) stellt dabei einen zusatzlichen Schutzfaktor dar. Diese Schicht ist sehr
heterogen in der Zusammensetzung und kann neben einem hohen Anteil von Wasser auch
Polysaccharide, (Glyco)Proteine, (Phospho/Glyco)Lipide oder Nukleinsauren enthalten
(Flemming et al., 2002). Die EPS bietet somit einen idealen Raum fir einen
Nahrstoffaustausch und einen zusétzlichen Schutz vor Umwelteinfliissen.

Den initialen Schritt zur Etablierung in einem neuen Lebensraum stellt die Adhasion dar. Der
als Primarbesiedler bezeichnete zuerst anhaftende Mikroorganismus bietet eine Plattform
fir eine nachfolgende Adhasion von weiteren Organismen, dann als Zweitbesiedler
bezeichnet. So wird durch Anheftung und Zellteilung nach und nach ein Biofilm ausgebildet.
Ein Biofilm stellt im Grunde ein dynamisches System dar, denn neben der Besiedlung und
der Zellteilung kdnnen Zellen sich auch wieder aus dem Verband I6sen, unter anderem um
in neue Habitate zu gelangen und diese zu besiedeln (Flemming et al., 2001).

Wie bereits erwéhnt spielt die Adhasion eine entscheidende Rolle um sich in einem neuen
Lebensraum etablieren zu konnen. Hierfir werden sehr oft Zellanhange genutzt
(Flagellen/Geil3eln oder Pili), diese sind aber nicht in jedem Fall zwingend notwendig. Die
ausfihrlichsten Untersuchungen wurden an Pseudomonas aeruginosa durchgefihrt
(Flemming et al., 2001). P. aeruginosa erhalt durch die Typ IV Pili die Beféahigung, sich aktiv
auf Oberflachen fortzubewegen. Diese Motilitat wird twitching motility genannt (Mattick et al.,
1995), da sie dhnlich dem Auswerfen eines Ankers, aus einem "Auswerfen" der Pili besteht,
welche dann an der Oberflache adhéarieren und anschlie@end ruckartig durch eine

Retraktion des Pilus "eingeholt" werden (Bradley, 1980).

Daten Uber die Ausbildung von Biofilmen bei Archaeen sind nur sehr spéarlich vorhanden.
Einige Erkenntnisse konnten durch Untersuchungen von Laborkulturen gewonnen werden.
Ein Beispiel stellt hier die stressinduzierte Biofilm-Bildung bei Archaeoglobus fulgidus dar
(LaPaglia et al., 1997). Durch Kombination mehrerer Stressfaktoren kommt es zur
Ausbildung eines Biofiims in Verbindung mit dem Ausschleusen von extrazellularen
polymeren Substanzen. Die Zellen erhéhen so ihre Uberlebenschancen (LaPaglia et al.,
1997). Ahnliche Effekte wurden auch von weiteren Archaeen, wie Archaeoglobus profundus,
Methanococcus janaschii und Methanothermobacter thermoautotrophicus (friher:
Methanobacterium thermoautotrophicum) berichtet. Die gesammelten Erkenntnisse filhrten
zu der Annahme, dass die Biofilmbildung auch unter Archaeen ein weit verbreitetes

Ph&nomen darstellen kdnnte (LaPaglia et al., 1997).
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Einer der wenigen in der Natur beobachteten Biofilme stellt eine Kooperation von Bakterien
mit Archaeen in kalten sulfidischen Gewassern des Islinger Muhlbaches dar (Rudolph et al.,
2001). Es handelt sich dabei um eine morphologisch mitunter mit bloRem Auge
wahrnehmbare Struktur, welche die Form einer Perlenkette zeigt. Die einzelnen Perlen
setzten sich dabei aus einer auf3eren Schicht, in der sich filamentose Bakterien der Gattung
Thiotrix befinden (Moissl et al., 2002) zusammen, im Inneren der Perle hingegen liegen die
neuartigen kokkoiden SM1-Euryarchaeoten vor (Rudolph et al., 2001). Die Interaktion, die
zur Ausbildung einer Kugelform fihrt, wird hier wahrscheinlich von einer vollkommen
neuartigen Struktur des SM1 Archaeums vermittelt. Es handelt sich um Zellanhdnge die eine
stacheldrahtdhnliche Struktur aufweisen. An deren Ende befindet sich eine Struktur, die
einem Angelhaken &hnelt, weshalb die gesamte Struktur als Hamus bezeichnet wurde
(Moissl et al., 2003 und 2005). Innerhalb des untersuchten Biotops konnten jedoch auch
schleimartige Biofilme gefunden werden, die ausschlie3lich aus dem beschriebenen SM1
Archaeum bestanden (Henneberger et al., 2006). In den beiden beschriebenen Biofilmen
fuhrten die zahlreichen Hami zu einer dichten Vernetzung der Zellen miteinander. Es wird
angenommen, dass die initiale Adhasion auch hier durch die Zellanh&nge, die Hami,

vermittelt werden konnte.

Unter diesen Voraussetzungen ist es natirlich von groRem Interesse, die archaeellen
Zellanhange genauer zu untersuchen. Die ausfuhrlichsten Untersuchungen erfolgten dabei
bislang fiur die archaeelle Flagelle, da sie nach dem géangigen Verstandnis flur die
Fortbewegung der Achaeen genutzt wird.

Interessanterweise scheint die archaeelle Flagelle selbst weniger der bakteriellen Geil3el zu
entsprechen, sondern viel mehr den bakteriellen Typ IV Pili, die fiir die oben beschriebene
twitching motility verantwortlich sind (Bardy et al., 2004; Bardy et al., 2003b; Cohen-Krausz
et al.,, 2002; Peabody et al., 2003;Thomas et al., 2001b). Betrachtet man den Aufbau der
Flagelle, so wird schnell deutlich, dass der Assemblierungsmechanismus der archaeellen
Flagelle vollkommen anders ablaufen muss, als im Fall der bakteriellen Geif3el (Bardy et al.,
2003b). Die bakterielle Geil3el besitzt einen Durchmesser von 20 nm und weist im Inneren
einen ca. 2 nm messenden Kanal oder Hohlraum auf (Jones et al., 1991). Dieser Hohlraum
dient dem Transport neuer Untereinheiten nach auf3en zum Einbau in die Flagelle (Abb.1a).
Die Verlangerung der bakteriellen Geil3el geschieht also an der Spitze der Struktur. Die
Geil3el selbst wird dabei von einem einzigen Flagellin gebildet. Die Geil3el steht Uber einen
Haken mit dem Antriebsmechanismus, dem Basalkorper, in Verbindung. Der Basalkorper
verankert Uber verschiedene Ringstrukturen die Geilel in der Cytoplasma-Membran (MS-

Ring), in der Peptidoglykanschicht (P-Ring) und der &ufReren Membran (L-Ring).
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Archaeelle Flagellen sind wesentlich dinner und besitzen einen durchschnittlichen
Durchmesser von 10 — 13 nm (Black et al., 1979; Cruden et al., 1989; Fedorov et al., 1994;
Jarrell et al., 1989; Southam et al., 1990). Tomographische Analysen der Flagelle von
Halobacterium salinarum zeigten, dass dieses dinne Filament keinerlei zentralen Hohlraum
aufweist (Cohen-Krausz et al., 2002; Trachtenberg et al., 2005). Dieser Befund legt nahe,
dass die Assemblierung der archaeellen Flagelle wohl einen &hnlichen Polymerisations-
Mechanismus wie die Typ IV Pili besitzt (Bardy et al., 2003b). Hier werden die neuen
Untereinheiten in tausendfacher Kopie an der Basis der Struktur eingebaut (Abb.1b). Ahnlich
einem Haar schiebt sich der Pilus immer weiter nach auRen. Uber die
Verankerungsstrukturen der archaeellen Flagelle kann noch sehr wenig ausgesagt werden.
Der Fund knopfartiger Strukturen liel3 jedoch vermuten, dass es sich hierbei um den
Verankerungsmechanismus oder einen Teil davon handeln kénnte (Kupper et al., 1994;
Bardy et al., 2002a).

a) Modell zur Assemblierung der b) Modell zur Assemblierung der
bakteriellen GeiBel (Macnab, 1999) {\YP IV Pili Wolfgang et al., 20030]
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surface localization 8
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Abbildung 1: Vergleich der bakteriellen GeiB3el, der Typ IV Pili und der archaeellen Flagelle
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Archaeelle Flagellen sind aus mehreren Flagellinen aufgebaut, die gewohnlich
posttranslational durch Glykosylierung modifiziert werden (Thomas et al., 2001a; Bardy et
al., 2003b). Auch dies stellt die archaeellen Flagellen in die Nahe der Typ IV Pili, da einige
Strukturpiline ebenfalls glykosyliert vorliegen kénnen.

Die Flagellingene sind im Regelfall in Clustern im Genom angeordnet und werden
unterschiedlich stark transkribiert (Gerl et al., 1988; Ng et al., 2000; Patenge et al., 2001).
Dies fuhrt zu unterschiedlichen Anteilen der Flagellinproteine, die dann als Haupt (major)-
und Neben (minor)-Flagelline bezeichnet werden. Sowohl Haupt- als auch Neben-Flagelline
spielen eine wichtige Rolle beim Aufbau der Flagelle und sind nicht gegeneinander
austauschbar (Bardy et al., 2003b; Bardy et al., 2004).

Die vergleichbaren Eigenschaften der archaeellen Flagelle und der Typ IV Pili lieBen sich
auch auf Proteinebene zeigen. Piline und Flagelline besitzen ein sehr &hnliches Signalpeptid
am N-Terminus des Proteins (Faguy et al.,, 1994a). Fur dieses Signalpeptid konnte eine
Konsensussequenz  festgelegt  werden, welche inzwischen als  typisches
Einordnungsmerkmal fur Flagelline und Piline dient (Faguy et al., 1994a).

Abbildung 2: Pyrococcus furiosus

(-]

fEe e Innerhalb der Archaeen stellt Pyrococcus
' s . _ furiosus zunehmend eine Art
, Modellorganismus der Archaeenforscher
T dar. Der Mikroorganismus wurde aus

: " ~ geothermal aufgeheizten marinen
Sedimenten am Strand von Porto di

il Levante vor der italienischen Insel

‘ Vulcano isoliert (Fiala et al., 1986). Die

\ ~ Gattung Pyrococcus entspringt sehr

nahe an der Wurzel des

: WX & ” phylogenetischen Stammbaumes und
s eV B 2pm  pidet zusammen mit der Gattung

Thermococcus die Familie der Thermococcaceae, die innerhalb der Ordnung der

Thermococcales zu finden ist.

P. furiosus stellt eine 0,8 — 2,5 um grol3e, strikt anaerob und heterotroph lebende Kokke dar.
Der optimale pH-Wert liegt dabei im neutralen Bereich bei einem pH-Wert von ca. 6,5 — 7.
Bei einem Wachstumsoptimum von 100°C werden unter idealen Bedingungen lediglich 37
Minuten fur eine Verdopplung bendtigt. Zudem kann P. furiosus zu sehr hohen Zellzahlen
und Zellmassen angezogen werden (Verhagen et al., 2001). Die Verfugbarkeit des Genoms

(Robb et al,. 2001) tragt ebenso zur regen Forschung an diesem Organismus bei, wie die



[. Einleitung 6

Erkenntnisse auf genomischer, physiologischer und molekularer Ebene, was bis zum
heutigen Tag alleine 770 Veroffentlichungen in PubMed nach sich zog.

P. furiosus besitzt 50 monopolar inserierte Flagellen (Fiala et al., 1986). Die Namensgebung
"Pyrococcus furiosus", die rasende Feuerkugel, spricht dabei fur sich. Ob die Flagellen
jedoch tatsachlich mit der Motilitat in Zusammenhang stehen, wurde bislang nicht direkt
gezeigt. In Anbetracht der hohen Anzahl an Flagellen stellt sich die Frage, wie eine

koordinierte Motilitéat ermdglicht wird.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten vertiefte Erkenntnisse Uber die Flagellen des
hyperthermophilen Archaeums Pyrococcus furiosus gewonnen werden. Von Interesse war
dabei nicht nur der Aufbau der Flagellen selbst, sondern auch die Verankerung der Flagelle.
Im Verlauf der Arbeit konnten den Zellanhdngen von P. furiosus neuartige Funktionen
zugeordnet werden. Genetische Analysen sollten dartber hinaus Aufschluss lber den

Ablauf der Assemblierung der Flagelle geben.
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1. Bezugsquellen

1.1 Chemikalien und Biochemikalien

Chemikalie
Acrylamid (37,5:1) 30%
Agar
peqGold Universal-Agarose, RNase-frei
Agarose
AlexaFluor 488 und 555
Ampicillin, Na-Salz
APS (Ammoniumpersulfat)
Bromphenolblau
BSA (Rinderserumalbumin)
Casiumchlorid
Chloramphenicol
Coomassie Brilliant Blue G250
CTAB (Cetyltrimethylammoniumchlorid)
DEPC (Diethylpyrocarbonat)
DMSO (Dimethylsulfoxid)
DAPI (4,6 Diamidino-2-Phenylindol)
DNA aus Heringssperma
DTT (Dithiothreitol)
EDTA, Naz-Salz (Ethylendiamintetraessigsaure)
Ethanol p.a.
Ethidiumbromid
Ficoll 400
Glutardialdehyd
Glycerin
Hefeextrakt
HEPES
Imidazol
IPTG (Isopropyl-R-d-Thiogalactosid)
Magermilchpulver
Methanol p.a.
MOPS (3-Morpholinopropansulfonsaure)
Natriumcarbonat
Natriumdisulfit
Natriumsulfid
Natriumthiosulfat
Pepton
Periodsaure
Phenol

PCI (Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol; 25:24:1)

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

Resazurin

Saccharose

Sepharose 2B

Schiffs Reagenz

Silbernitrat

TEMED (N,N,N°,N’-Tetramethylethylendiamin)
Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)

Trizol

Triton X-100

Bezugsquelle
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
New England Biolabs GmbH, Frankfurt
Biomol GmbH, Hamburg
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
ICN Biomedicals GmbH, Eschwege
ICN Biomedicals GmbH, Eschwege
Mallinckrodt Baker, Griesheim
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
ICN Biomedicals GmbH, Eschwege
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
ICN Biomedicals GmbH, Eschwege
Biomol GmbH, Hamburg
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Milchwerke Regensburg eG, Regensburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Biomol GmbH, Hamburg
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala (S)
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
USB Europe GmbH, Staufen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
ICN Biomedicals GmbH, Eschwege
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Triton X-114 Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Tween 20 Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
UltraPure H2O, RNase-frei GIBCO (Invitrogen GmbH), Karlsruhe
Uranylacetat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Tabelle 1: Bezugsquellen der Chemikalien und Biochemikalien
Alle sonstigen verwendeten Substanzen und Chemikalien wurden von VWR International
GmbH, Darmstadt bezogen. Der Reinheitsgrad betrug, sofern nicht anders angegeben,

immer p.a..

1.2 Molekularmassenstandards

Molekularmassen-Standard Bezugsquelle
DNA Marker | for Genomic DNA Analysis Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
GeneRuler, 1 kb DNA ladder, ready-to-use Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Protein Marker, Broad Range New England Biolabs GmbH, Frankfurt
Prestained Protein Marker, Broad Range New England Biolabs GmbH, Frankfurt
RNA Ladder, High Range Fermantas GmbH, St. Leon-Rot
ssRNA Ladder New England Biolabs GmbH, Frankfurt

Tabelle 2: Bezugsquellen der Molekularmassenstandards

1.3 Primare Antikdrper

Antikérper erzeugt in Hersteller
Anti-'FlaB0’ Kaninchen Davids Biotechnologie, Regensburg
Anti-'FlaB1’ Kaninchen Davids Biotechnologie, Regensburg
Anti-'FlaB2' - MT Kaninchen Davids Biotechnologie, Regensburg
Anti-'FlaB2 - CT Kaninchen Davids Biotechnologie, Regensburg
Anti-Fla Pfu Kaninchen Davids Biotechnologie, Regensburg
Anti-Pol UE D Kaninchen Eurogentec GmbH Deutschland, KéIn

Tabelle 3: Bezugsquellen der priméren Antikérper

1.4 Sekundare Antikdrper

Antikérper gekoppelt mit erzeugt in Hersteller
Anti-rabbit IgG (whole molecule)  Peroxidase Ziege Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen
Anti-rabbit IgG (whole molecule) 6 nm Gold Ziege Aurion Co., Wageningen (NL)
Anti-rabbit IgG (whole molecule) 10 nm Gold Ziege Aurion Co., Wageningen (NL)
Anti-rabbit IgG (whole molecule)  AF 488 Ziege Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Tabelle 4: Bezugsquellen der sekundéren Antikérper

1.5 Reaktionskits

Reaktionskit Hersteller
Expand Long Range, dNTPack Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Expand Long Template PCR System Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit | PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Fast Start GC-rich PCR System Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Fast Start High Fidelity PCR System Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Megaprime™ DNA Labelling Systems GE Healthcare, Miinchen
MinElute PCR Purification Kit QIAGEN GmbH, Hilden

Protino Ni-TED 2000 Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren
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QIAEX |l Gel Extraction Kit

QIlAquick PCR Purification Kit

RNase-free DNase-Set

Taq PCR Master Mix Kit

Tabelle 5: Bezugsquellen der Reaktionskits

1.6 Enzyme und Vektoren

Enzyme und Reaktionspuffer
Chymotrypsin
DNase, RNase-frei
Lysozym

QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden

Hersteller
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Proteinase K
RNase

Super Script Il Reverse Transkriptase

T4 Ligase
Trypsin

VWR International GmbH, Darmstadt
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

New England Biolabs GmbH, Frankfurt
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Tabelle 6: Bezugsquellen von Enzymen

1.7 PCR-Primer und Oligonukleotidsonden

Alle verwendeten Primer und Oligonukleotidsonden wurden von der Firma Metabion GmbH,

Martinsried, synthetisiert.

Bezeichnung Sequenz (5 — 3) Verwendung
B1_f CGTGTTTGGCTATATAAACGCC NH
B1_r TTCCATTCTTGCTCTTATAATTAAAGA NH
Ecoli GAPDH 1_f ATGACTATCAAAGTAGGTATCAACGGT NH
Ecoli GAPDH 996 r TTATTTGGAGATGTGAGCGATC NH
FlaBO cut_f GGATCCGAGAAAACAGCATATCACAAAGGA GK
FlaBO cut_r AAGCTTACCGAAAACTCCATTTCCCT GK
FlaB1 cut_f GGATCCAGTGGAGAACTGTACACTGGAAAGA GK
FlaB1 cut_r AAGCTTGCTCTTATAATTAAAGACATCATCCGT GK
HTH_f GTGCCACCAATAATCGACC NH
HTH_r TTACAACTTTTCAATGAGAAGAATTGC NH
Methyltrans_r TTACAACTTTTCAATGAGAAGAATTGC NH
PFLAB-17_f ATATCATATGATGCAGTGAGGTGAGAAAATGA MS, GK
PFLAB+2n_r AATCTCGAGTCGAGTGGCATAACAACCAC MS, GK
PFLAB 241 GCTCCAAATGCAGGGACTAG MS
PFLAB 529 AGCAAGCTACTCTTCGGGATT MS
PFLAB 241_rk CTACTCCCTGCATTTGGAGC MS
PF0329_f AGTAACAGTTATAGCACTCATTTGGGT NH
PF0329_r GCTGATCTACGAGTTCTGGAAAC NH
PF0329/2_r AACCTGCTGGCGGTAGTTAA NH
Pfu flabO_f GAACCCTTATAGTGTTTATTGCCAT NH
Pfu flab0_r AATACCCTTACCGAAAACTCCATT NH
Pfu fla1b_f CGACACTGTTGCACTGCTTC NH
Pfu flatb_r CACTGCAGTTCTATCACATTATACTCA NH
Pfu flatbm_f TGGATATTTGCAGCAGAAGG NH
Pfu flab1bm_r TCATTGAAGTTCCATTAAGTTTTGG NH
Pfu fla1c_f ATGCCACTCGACTTCCTTTC NH
Pfu flatc_r ATGTTGTCAATGCTTATCTTTATCC NH
Pfu fla1d_f GGATTCCTTAACCCCTAGACAA NH
Pfu fla1d_r GCTATTCAATCCTGGCTTTG NH
Pfu fla1f_f GTATGCAGCATGGGACAGTG NH
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Pfu fla1f_r TTTGGAAGTAGTCCCCAGGT NH
Pfu fla1g_f AGTACGGTTGCTGGAGCATT NH
Pfu fla1g_r GAACAACGACGATTCTGTGTG NH
Pfu fla1h_f GCAAGCTATGTTTCAAGCCAAT NH
Pfu flath_r CCACCTTGGGTTCGACTCTA NH
Pfu flai_f CACTTGAAGATGCCATGAGAAG NH
Pfu flai_r TGTCCCCCATGCAACTAACT NH
Pfu flaj_f GGCAGACATAGACCCCAAAG NH
Pfu flaj_r CCAACTTCAGCTGCCAAGAT NH
Pfu met_f AATATTAGATGAGGGATTCGAAGTTAA NH
Pfu met_r TATTGCCATCTTAACTATGGTCCC NH
Pfupk 1_f GTGAGAAGGGTGAAGCTCCC NH, MS
Pfu pk 1434 _r TCAAGCTATTTGGAATATCTTAATTGA NH, MS
pQE30_f CCCGAAAAGTGCCACCTG MS
pQE30_r GTTCTGAGGTCATTACTGG MS
Seq41 353420 f ATGGAAAAACTAGAGAAGACCGTTG NH, MS
Seq541 352920 _f TGGCTCAGCTTCACCAGC MS
Seq919 352542 f AATATTAGATGAGGGATTCGAAGTTAA MS
Seq1302 352159 r TATTGCCATCTTAACTATGGTCCC MS
Seq1700 351761 _r ATCACATTATACTCAAATGTTGGGG MS

Tabelle 7: Zusammenstellung der verwendeten Primer
NH= Northern Hybridisierung; MS= Manuelle Sequenzierung; GK= Genklonierung

1.8 Gase

Alle Gase wurden von der Firma Linde AG, Geschéftsbereich Linde Gas, Pullach, bezogen.

1.9 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial
Aluminiumkappen (20 mm, ohne Septum)
Deckglaser fiir Mikroskopie, 20 x 20 mm
Dialyseschlauche ZelluTrans
DryEase™ Mini Cellophane
Einmalkanilen
Einmalskalpelle
Einmalspritzen 1 mi
Einmalspritzen 5 ml, 10 ml, 20 ml
Einwegpasteurpipetten 2,5 ml, weite Offnung
Eppendorf-Reaktionsgefalte (1,5 und 2,0 ml)

Filterpapier Whatman 3MM

Glaskapillaren (Sodaklarglas), Enden offen
Gummistopfen

Immersionsol

kontaminationsfreie Aerosolfilter Pipettenspitzen

Nylonmembran Hybond N*
Objekttrager

Parafilm ,M“® Laboratory Film
Pasteurpipetten
PCR-Reaktionsgefalte (0,2 ml)
pH-Indikatorstabchen
Pipettenspitzen
Plastikpetrischalen
PVDF-Membran Immobilon - P*¢

Bezugsquelle
WICOM GmbH, Heppenheim
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kénigshofen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Terumo Europe N.V., Leuven (B)
VWR International GmbH, Darmstadt
CODAN Medical ApS, Rgdby (DK)
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Eppendorf AG, Hamburg;
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Whatman Biometra GmbH, Géttingen
Hilgenberg GmbH, Malsfeld

Deutsch & Neumann GmbH, Berlin

Carl Zeiss AG, Oberkochen

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
GE Healthcare, Miinchen

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kdnigshofen
American National Can™, Chicago (USA)
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
VWR International GmbH, Darmstadt
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Millipore GmbH, Schwalbach
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Rundfilter 90 mm, 110 mm
SchraubdeckelgefaRe (Falcon Tube™), 15 und 50 ml
Sterilfilter (0,22 mm Porenweite)

Tragernetzchen fiir Elektronenmikroskopie
Kupfernetzchen (G200, G400, Hex600, G100x400)
Goldnetzchen (G200, G400)

Nickelnetzchen (400 mesh)
Titannetzchen (300 mesh)

Zahnstocher

Tabelle 8: Bezugsquellen des Verbrauchsmaterials

1.10 Gerate

Gerit
Anaerobenkammer
Blockthermostat Thermomixer compact 5350
Dispensette
DryEase™ Mini - Geltrockungssystem
Econo Chromatographie System
Elektroporationsapparatur GenePulser |l
GeneAmp® PCR System 9600
GS Genelinker UV Chamber
Gyrotory Water Bath Shaker, Model G76
Magnetriihrer MR3002
Minigel-Twin-Apparatur
NanoDrop ND-100 Spectrophotometer
pH-Meter
SANOclav (,Autoklav*)
Schiitteltisch
Spektralphotometer Genesys 5
Spektralphotometer HeAios y
ST305 (Spannungsquelle fir die Elektrophorese)
Sterilbank Microflow Biologicaal Safety Cabinet

Thomazahlkammer

Tissue Culture Roller Drum, Model TC7
Trans Blot SD Semi Dry Transfer Cell
Turbo Blotter™ Apparatur

Ultraschall Desintegrator Sonifier 250
UV-Schirm

Vortex Genie 2

Waage MC1-Analytic AC 120 S

Waage Precision Standard TP400D
Wasserbad

Inkubatoren:

Heraeus Typ T6 und Typ B12
Hybridisierungsofen Hybridizer HB1000
Memmert Typ ULE 700

Mytron WB 120

Kameras:

EasyStore Imaging System
Nikon Coolpix 950 und 995
PixelFly CCD Kamera PC0O.1600
Lichtmikroskope:

Nikon Labophot

Olympus BX 50

Zentrifugen:

Biofuge 13 (Rotor 3757)

Schleicher & Schuell GmbH, Dassel
Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Pall GmbH, Dreieich

Plano GmbH, Wetzlar
TAAB Laboratories Equipment Ltd., Berkshire (GB)
Plano GmbH, Wetzlar
Plano GmbH, Wetzlar

Fackelmann GmbH & Co. KG, Hersbruck

Bezugsquelle
CQY Laboratory Products Inc., Ann Arbor (USA)
Eppendorf AG, Hamburg
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Biorad Laboratories GmbH, Miinchen
Biorad Laboratories GmbH, Miinchen
Perkin Elmer Cetus, Norfolk, USA
Biorad Laboratories GmbH, Miinchen
New Brunswick Scientific Co., New Brunswick, USA
Heidolph GmbH & Co. KG, Kehlheim
Whatman Biometra GmbH, Géttingen
NanoDrop Technologies, Wilmington (USA)
WTW GmbH, Weilheim
Wolf SANOclav, Geislingen
IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Milton Roy Europe, Pont Saint Pierre (F)
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Invitrogen GmbH (GIBCO), Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific Inc. (Nunc), Waltham
(USA)

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

New Brunswick Scientific, New Brunswick, USA
Biorad Laboratories GmbH, Miinchen
Whatman Biometra GmbH, Géttingen

Branson Ultrasonic Corp., Danbury (USA)
Herolab GmbH, Wiesloch

Scientific Industries, Inc., Bohemia (USA)
Sartorius AG, Gottingen

Ohaus Corp., Cambridge (UK)

Memmert GmbH & CO. KG, Schwabach

Heraeus Holding GmbH, Hanau

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Memmert GmbH & CO. KG, Schwabach

Mytron Bio-und Solartechnik GmbH, Heiligenstadt

Herolab GmbH, Wiesloch
Nikon GmbH, Dusseldorf
PCO AG, Kehlheim

Nikon GmbH, Disseldorf
Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg

Heraeus Holding GmbH, Hanau
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Biofuge 28 RS — Heraeus Sepatech
Centrifuge 5402 (Rotor F45-18-11)

Labofuge GL (Rotor 2150)

Optima™ LE-80K Ultrazentrifuge (Rotoren 60Ti, 70-Ti,

SW-GO%

Sorvall™ RC 5C Plus (Rotoren GSA, GS-3, SS-34)
Vakuumzentrifuge DNAmini

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Eppendorf AG, Hamburg

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham (USA)

Heto-Holten A/S, Alleroed (DK)

Tabelle 9: Bezugsquellen der Geréte

1.11 Materialien fur Aufwuchsversuche

Material
Aluminium (Alufolie)

Emaille (beschichteter Stahl)

Glas (Deckglaschen)

Glimmer

Gold (Tragernetzchen)

Holz (Zahnstocher)

Kupfer (Tragernetzchen)
Nickel (Tragernetzchen)
Nylon (Strumpfhosen)

PC

PE

Plexiglas

PTFE
PVC

Quarz (gesintert)

Sand vom Originalisolationsort

von P. furiosus
Si-Wafer

Stahl

Styropor (=Polystyrol)

Titan (Tragernetzchen)

Bestandteile, falls bekannt

Al-Gehalt mind. 99%; nicht bis schwach legiertes
Aluminium

23% Borax, 52% Feldspat, 5% Flussspat, 5%
Quarz, 5% Soda, 2,5% Natriumnitrat, je 0,5 bis
1,5% Cobalt-, Mangan- und Nickeloxid und 6,5%
Kryolith; weiterhin 6 bis 10% Trubungsmittel
(Zinnoxid, Titansilikate, Antimontrioxid) und
Farboxide

Borsilikatglas der 1. hydrolytischen Klasse; DIN
ISO 8255

Chemische Bestandteile (u.a.) in veranderlichen
Anteilen: SiO2, AlOs, Fe;03, K20, MgO, H»0,
Spuren von F

Lineare aliphatische Polyamide mit dem
patentierten Handelsnamen Nylon; Farbung mit
verschiedensten Substanzen (z.B. Saure-,
Metallkomplex-, Dispers- oder Reaktivfarbstoffe)

Synthetisches Polymer

Entsteht durch Polymerisation von Ethen; PE-
HD, schwach verzweigtes Polymer

Polymethylmethacrylat ; synthetischer,
thermoplastischer Kunststoff

Polytetrafluorethylen

Polyvinylchlorid; amorpher thermoplastischer
Kunststoff

L~Substrat Pro“; SiO,

Gereinigt mit Chromschwefelsaure

Polykristallines Silizium

Hauptbestandteil Fe, genauer als Legierung aus
Eisen und Eisenkarbid FesC bezeichnet, wobei
der Gesamtkohlenstoff-Anteil bei weniger als 2%
liegt

transparenter, amorpher oder teilkristalliner
Thermoplast — Polymer

Tabelle 10: Bezugsquellen der Aufwuchsmaterialien

Bezugsquelle
diverse

Materialprobestiick
Pfaudler Werke GmbH,
Schwetzingen

Paul Marienfeld GmbH &
Co. KG, Lauda-
Kdnigshofen

BAL-TEC GmbH, Witten

TAAB Laboratories
Equipment Ltd., Berkshire
(GB)

Fackelmann GmbH & Co.
KG, Hersbruck

Plano GmbH, Wetzlar
Plano GmbH, Wetzlar
diverse

Makrolon®; Bayer AG,
Leverkusen

Bezug Uber mechanische
Werkstatt der Universitat
Regensburg

mechanische Werkstatt

mechanische Werkstatt
mechanische Werkstatt

Eheim GmbH GmbH & Co.
KG; Deizisau
Originalprobe VCA1
genommen vor Porto di
Levante, Vulcano (1)

Infineon Technologies AG,
Regensburg

mechanische Werkstatt

diverse

Plano GmbH, Wetzlar


http://de.wikipedia.org/wiki/Kryolith
http://de.wikipedia.org/wiki/Zinn
http://de.wikipedia.org/wiki/Titan_%28Element%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Antimon
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2. Kulturmedien und Kulturbedingungen

2.1 Medien

2.1.1 Luria-Bertani-Medium (LB-Medium; Miller, 1972)
Pepton 1049
Hefe-Extrakt 59

NaCl 1049

H2Obidest 1000 ml

Zur Herstellung von festen Nahrmedien wurde zusatzlich 1,5% (w/v) Agar zugesetzt.
Je nach Bedarf wurden dem Medium nach der Sterilisation und dem Abklhlen auf 55°C

Antibiotika in den folgenden Konzentrationen zugegeben:

Ampicillin 50 pg/ml
Chloramphenicol 34 pg/ml

2.1.2 Modifiziertes ¥2 SME-Medium fiur P. furiosus und P. woesei (Stetter et al., 1983)
11

Substanz

NaCl 27749
MgSO4 x 7 H.O 79
MgCl; x 6 H,O 559
CaCl; x 2 H,O 159
KCI 0.65¢g
NaBr 019
H3BO3 0.03 g
SrClz x 6 H20 0.015g
0.1% Hefe-Extrakt 19
0.1% Pepton 19
0.2% KJ 25yl
0.1% Resazurin 0.5 ml
NazS x 7 - 9 H,0O 059
H2Obidest ad 1000 ml

Far P. furiosus konnte dem Medium alternativ 0,1% (w/v) Starke, 0,1% (w/v) Maltose und/
oder 0,0046% (w/v) Trehalose zugefiigt werden. P. woesei bendtigte obligat 0,1% (w/v)

Schwefel und 0,5% (w/v) Pepton im Medium.

2.2 Herstellung

2.2.1 Aerobe Medien

LB-Medium wurde zu je 10 ml in Reagenzglaser abgefillt und diese mit Alukappen
versehen. Fur groRere Anzuchten wurden Erlenmeyerkolben verwendet, die maximal zu

20% befillt, mit Zellstoffstopfen verschlossen und sterilisiert wurden.

2.2.2 Anaerobe Medien
Das Kulturmedium (2 SME fiur Pyrococcus furiosus) wurde in eine 1 | Duranglasflasche

(Schott AG, Mainz) abgefiillt, und diese mit einem Gummistopfen und einer durchbohrten
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Schraubkappe (Schott GL 45, Schott AG, Mainz) verschlossen. Anschlielend wurde das
Medium fir 30 min unter Druckausgleich mit N,/CO, (80:20, v/v) durchgast. Der restliche
Sauerstoff im Medium wurde durch Zugabe von 0,5 g/l Na,S x 7 - 9 H,O gebunden. Als
Redoxindikator wurden 2 mg/l Resazurin zugesetzt. Der pH-Wert wurde bei Bedarf mit 1 M
NaOH eingestellt, und das Medium in einer Anaerobenkammer zu je 20 ml in 120 ml
Serumflaschen (Natronkalk-Silikat-Glas, Stute GmbH, Rheinbreitbach) oder zu 500 ml in 1 |
Druckflaschen abgefillt. Diese wurden mit Gummistopfen verschlossen und mit
Aluminiumkappen gesichert. AbschlieRend wurden die Serumflaschen an der Gasstation je
dreimal evakuiert und 300 kPa N,/CO, (80:20, v/v) aufgepresst. Die Druckflaschen wurden
mit 150 kPa N,/CO, (80:20, v/v) begast. Die Sterilisation erfolgte wie unter Il.4 angegeben.

2.2.3 Anaerobe Gelriteplatten

Die Herstellung des Mediums fir anaerobe Platten folgte der Beschreibung unter 11.2.2.2,
wobei dem Medium zusatzlich 3% (w/v) Gelrite zugesetzt wurde. Nach dem Sterilisieren
wurde das Medium bereits bei 95 — 100°C dem Autoklaven entnommen und nach
vorsichtigem Entgasen der Flasche in die Anaerobenkammer eingeflhrt. Dort wurde das
Medium in vorbereitete Glaspetrischalen gegossen und nach Verfestigung bis zur weiteren
Verwendung in einem Anaerobentopf (Oxoid GmbH, Wesel) in der Anaerobenkammer

aufbewahrt.

3. Verwendete Organismen und deren Kultivierung

3.1 Stamme
Stamm Kulturensammliung Vertrieb/ Literatur

E. coli BL21 (DE3) pLysS BB LRW Novagen, Madison (USA)

E. coli BL21 Star (DE3) BB LRW Invitrogen GmbH (GIBCO), Karlsruhe
E. coli Rosetta (DE3) pLysS BB LRW Novagen, Madison (USA)

E. coli JM 109 BB LRW New England Biolabs GmbH, Frankfurt
Pyrococcus furiosus VC1 BRB 19/12/3 DSMZ 3638; Fiala et al. (1986)
Pyrococcus woesei AN1 BRB 19/12/4 DSMz 3773; Zillig et al. (1987)

Tabelle 11: Verwendete Stémme und Kulturen
BRB= Bakterienbank Regensburg; BB LRW = Bakterienbank Labor R. Wirth

3.2 Routinemafige Kultivierung

Die Anzucht der hyperthermophilen Organismen P. furiosus und P. woesei erfolgte bei 90°C
in Heilluftinkubatoren unter Schiitteln bei ca. 50 Upm. Im Fall von E. coli-Stammen wurden
Anzuchten bis zu einem Kulturvolumen von 10 ml in Reagenzglasern bei 37°C “gerollt”.
GroRere Volumina wurden in maximal zu 20% geflllten Erlenmeyerkolben in einem

wassergefillten Horizontalschdittler bei 37°C angezogen.
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Anaerobe Platten wurden ausschlie8lich in der Anaerobenkammer ausgestrichen und in
Anaerobentdpfen (Eigenbau der mechanischen Werkstatt der Universitat Regensburg) mit
100 kPa N,/CO,-Gasphase (80:20, v/v) bei 85°C in Heil}luftinkubatoren bebritet.

3.3 Kultivierung im GroRRmalistab

Zur Gewinnung groflerer Zellmassen wurden die Kulturen anaerob in 300 |- bzw. 50 I-
Fermentern (Bioengineering AG, Wald, Schweiz) gezichtet. Die Medienbestandteile (2
SME-Medium) wurden eingewogen, im Fermenter in HyOpigest gelést und 40 min bei 121°C
autoklaviert. Anschlielend wurde steriler Hefe-Extrakt (Endkonzentration 0,1% (w/v)) und
steriles Pepton (Endkonzentration 0,1% (w/v)) zugegeben und das Medium mit sterilem
Na,S (0,5 g/l) reduziert. Der pH-Wert wurde mit steriler 5 M NaOH auf 6,5 — 7,0 eingestellt.
Die Animpfdichte lag bei ca. 10° Zellen/ml und die Fermentationstemperatur wurde stetig bei
90°C gehalten. Als Gasphase wurde N,/CO, (80:20, v/v) mit einer Flussrate von 2 |/ min
verwendet.

Zur Zellernte wurden die Zellen zunachst auf 4°C gekihlt (Durchlaufkihler,
Feichtenschlager GmbH, Neusal), anaerob in einen Edelstahltank (Gresser GmbH,
Regensburg) Uberfiuhrt und mittels einer Durchlaufzentrifuge (Biofuge 28 RS) bei einer
Durchlaufgeschwindigkeit von 70 ml/min und 5000 Upm geerntet. Die geernteten
Zellmassen wurden in dem im Zentrifugenrotor verbliebenen Medienrestvolumen

resuspendiert und sofort weiterverarbeitet (11.7.2).

4. Sterilisation

Medien, Puffer und Stammlésungen wurden unter feuchter Hitze in einem Autoklaven fir 20
min bei 121°C und 200 kPa Druck sterilisiert. Wenn Schwefel in den Medien enthalten war,
wurden diese flir 1 h bei lediglich 110°C sterilisiert. Glasgerate, Reaktionsgefale und
Pipettenspitzen, sowie mit Diethylpyrocarbonat behandelte Losungen oder HoOpigest, das zur
Herstellung von Stammldsungen fir RNA-Arbeiten verwendet wurde, wurden unter den
gleichen Bedingungen fur 40 min autoklaviert. Des Weiteren wurden Glaswaren und Spatel
fur RNA-Arbeiten 3 h bei 200°C zur Sterilisation bei trockener Hitze gebacken. Glaspipetten
wurden fur 4 h bei 160°C unter trockener Hitze gebacken. Hitzeempfindliche Ldsungen

wurden mittels eines Cellulose-Acetat-Sterilfilters (PorengroRe 0,22 um) sterilisiert.
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5. Mikroskopie

5.1 Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie

5.1.1 Lichtmikroskopie

Zur standardmaRigen Mikroskopie wurde ein Nikon Labophot-2 Phasenkontrastmikroskop
verwendet, das mit einem Olimmersionsobjektiv (100x/1,25; Nikon) bzw. drei Luftobjektiven
(4x/0,10; 10x/0,25; 40x/0,65; jeweils Nikon) ausgestattet war. Die Dokumentation erfolgte
mittels einer Nikon Coolpix 950 Digitalkamera welche durch einen Adapter am Mikroskop
befestigt werden konnte. Die Aufnahmen wurden mit Photoshop CS2 (Adobe Suite 2.3)

digital nachbearbeitet.

5.1.2 (Hochtemperatur-) Phasenkontrast- und Fluoreszenzmikroskopie

Die Epifluoreszenzmikroskopie wurde an einem Olympus BX 50 Phasenkontrastmikroskop
mit UV-Ausstattung durchgefuhrt.

Folgende Filtersatze (AHF Analysentechnik AG, Tulbingen) standen fur die

Epifluoreszenzmikroskopie zur Verfugung:

Farbstoff Filter Anregungsfilter Teilerspiegel Emissionsfilter
Alexa Fluor 532 oder 555 F41 - 003 HQ 546 + 6 Q560 LT HQ 585 £ 20
AlexaFluor 488 F41 — 054 HQ 480 + 20 QS505LT HQ 520 £ 15
DAPI U — MNU2 360 - 370 DM 400 Sperr + 420

Fluorescence Brightener 28
(Calcofluor)

Tabelle 12: Filtersétze des Hochtemperaturmikroskops

Zusatzlich verfugte das Mikroskop Uber ein extern steuerbares Heizgerat, das
Mikroskopiearbeiten bei Temperaturen von bis zu 95°C erlaubte. Das Mikroskop war hierflr
in einem Plexiglasgehduse (Eigenbau der mechanischen Werkstatt der Universitat
Regensburg) untergebracht. Uber eine Steuereinheit konnten das Objektiv, der Objekttisch
und die Umluftheizung gesteuert werden. Detaillierte Beschreibungen zur Anwendung und
Bedienung konnen den Arbeiten von C. Horn (1999) und M. Leisner (2004) entnommen
werden.

Zur Dokumentation stand eine PixelFly CCD Kamera PCO.1600 mit der Steuerungssoftware
CamWare v2.02 zur Verfugung. Es konnten sowohl Fotos als auch Kurzfiime erstellt
werden. Die Aufnahmen wurden mit Photoshop CS2 (Adobe Suite 2.3) digital

nachbearbeitet.

5.1.3 Mikroskopie in Kapillaren
Zur Mikroskopie unter erhohten Temperaturen mussten die Zellkulturen in Laserkapillaren
untersucht werden, welche anaerob befiillt und beidseitig verschlossen wurden. Dies

verhinderte ein Eintrocknen der Proben bei Mikroskopiearbeiten Uber langere Zeitraume
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oder/und erhéhten Temperaturen. Detaillierte Beschreibungen zur Herstellung und Befullung

der Kapillaren kénnen der Arbeit von S. Schopf (2006) enthommen werden.

5.1.4 Bestimmung von Zellzahlen
Die Bestimmung der Gesamtzellzahl, insbesondere zur Erstellung von Wachstumskurven,
erfolgte mittels einer Thoma-Zahlkammer (Kammervolumen: 0,02 mm x 0,0025 mm? pro

Kleinstquadrat) und wurde nach folgender Formel ermittelt:

Gesamtzellzahl/ml = Anzahl der Zellen / Kleinstquadrat x 2 x 107

5.1.5 Fluoreszenzfarbungen
5.1.5.1 DAPI-Féarbung
DAPI-Gebrauchslésung

3 M Natriumacetat pH 4,7 200 pl
0,5 M Nax-EDTA 100 pl
10% (w/v) SDS 10 pl
DAPI (400 ug/ml) 200 pl
H20bidest ad 500 pl

Zu einem Tropfen zu betrachtender Kultur wurde je 1 pl der Gebrauchslésung auf einen
Objekttrager gegeben. Zellen, die auf festen Oberflachen aufgewachsen waren, wurden mit
2 — 3 ul DAPI-Gebrauchslosung versetzt. Die Losung konnte bis zu einem Monat

lichtgeschiitzt bei 4°C aufbewahrt werden.

5.1.5.2 Calcofluor-Farbung (Fluorescence Brightener 28)

Calcofluor-Gebrauchslésung
Calcofluor 0,05% (w/v)

Verwendung und Lagerung erfolgten analog wie fir die DAPI-Farbung angefihrt (11.5.1.5.2).

5.1.5.3 (An)Aerobe Alexafluor-Farbung

Alexafluor-Farbstoffe als Succinimidylester binden kovalent an primadre Amingruppen
(Lysine). Mittels dieser Farbung konnten die Zellen, aber auch deren Zellanhange, im
Fluoreszenzmikroskop analysiert werden.

Eine ausfuhrliche Anleitung zur Portionierung des gelieferten Farbstoffes und der
Durchfiihrung des Farbeprotokolls kann der Arbeit von S. Schopf (2006) enthommen
werden. Die Farbung konnte je nach Bedarf und der weiteren Verwendung der gefarbten

Zellen entweder aerob oder anaerob im Anaerobenzelt durchgefiihrt werden.
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5.2 Rasterelektronenmikroskopie

Fixanspuffer |

HEPES pH 7,0 100 mM
Glutardialdehyd 2,5% (viv)

Zellen aus der FlUssigkultur wurden mittels Gefrierbruch prapariert. Hierzu wurde ein
Tropfen der Zellkultur auf einen Objekttrager gegeben, mit einem Deckglas abgedeckt und
unverziglich in flissigem Stickstoff gefroren. Das Deckglas wurde mit einer Rasierklinge
entfernt und die noch gefrorene Probe einer Fixierung mit 2,5% Glutardialdehyd in 75 mM
Cacodylatpuffer (pH 7,0) und einer Postfixierung mit Osmiumtetroxid unterzogen.
AnschlieBend wurde die Probe durch eine Acetonreihe entwassert und einer kritisch-Punkt-
Trocknung mit CO, unterzogen.

Auf verschiedenen Materialien aufgewachsene Zellen, wurden bis zur weiteren Bearbeitung
in Fixanspuffer | aufbewahrt. Wie bereits oben beschrieben wurden eine Postfixierung mit
Osmiuntetroxid, eine Aceton-Entwasserungsreihe und abschlieRend eine kritisch-Punkt-
Trocknung durchgefihrt.

Die so praparierten Objekttrager konnten auf dem Probenhalter montiert, mit 3 nm Platin
(Magnetron sputter coater, model SCD 050; BAL-TEC, Walluf) beschichtet und
anschlielRend mikroskopiert werden.

Alle rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden von Prof. Gerhard Wanner am
Botanischen Institut  der LMU Minchen mit  einem Hitachi S-4100
Rasterelektronenmikroskop und dem Kamerasystem ,Digiscan” erstellt. Die Bildverarbeitung
wurde unter Verwendung der Digital micrograph 3.4.4. Software (Gatan Digital Micrograph

Inc., Pleasanton, CA) durchgeflhrt.

5.3 Transmissionselektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden an einem Philips CM12
Transmissionselektronenmikroskop (FEI Co., Eindhoven, NL) durchgefuhrt. Die
Beschleunigungsspannung der durch eine LaB6-Kathode erzeugten Elektronen betrug 120
kV. Zur Dokumentation wurde eine Slow-Scan-CCD-Kamera TEM 1000 (TVIPS-Tietz
GmbH, Gauting) verwendet.

5.3.1 Herstellung und Kontrastierung von Suspensionspréparaten

Zellsuspensionen konnten wahlweise fir 15 min mit Glutardialdehyd (Endkonzentration
2,5% (v/v)) fixiert werden, dies war fur P. furiosus jedoch nur nétig, wenn die Proben nicht
sofort weiter verarbeitet werden konnten. 20 ml der Zellsuspension wurden dann durch
Zentrifugation (30 min, 5000 Upm; Labofuge GL) und Resuspendieren in einem kleinen

Medienrestvolumen aufkonzentriert. Diese Suspension oder alternativ eine Proteinlésung
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wurde auf befilmte und beglimmte Tragernetzchen der Wahl aufgetragen und dort fir 1 - 10
min belassen. Die FlUssigkeit wurde vorsichtig von dem Tragernetzchen mit Hilfe eines
Filterpapiers abgezogen und danach mit einem Tropfen essigsaurer, 2%iger (w/v)
Uranylacetatlésung fir 2 - 30 min kontrastiert. Je nach Dauer der Kontrastierung konnte so
eine Negativ- oder Positivkontrastierung herbeigefiihrt werden. Wiederum wurde die
Flissigkeit vorsichtig auf einem Filterpapier abgezogen und das Tragernetzchen 2 - 5 x mit

quarzdestilliertem H,O gewaschen.

5.3.2 Gefrieratzung

Die zu verarbeitende Zellkultur wurde durch Zentrifugation (30 min, 5000 Upm; Labofuge
GL) in einem sehr kleinen Volumen eingeengt. 1,4 ul dieser aufkonzentrierten
Zellsuspension wurden in einen Goldtrager (BAL-TEC GmbH, Witten) Gberfiihrt und sofort in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Auf eine chemische Fixierung konnte somit verzichtet
werden. Die so gefrorene Probe wurde anschlieRend in eine auf —180°C vorgekuhlte
Hochvakuum-Bedampfungsanlage (CFE 50, Cressington Scientific Instruments Ltd.,
Watford, UK) tberflhrt und auf -97°C erwarmt. Die Probe wurde mit einem —180°C kalten
Messer gebrochen und das Oberflaichenwasser im Hochvakuum fir 10 — 15 min
absublimiert. Zur Stabilisierung wurde das Praparat senkrecht mit Kohle (19 nm) und
weiterhin im 25°-Winkel mit Pt/ Kohle (1 nm) bedampft. Das Metall-Kohle-Replika wurde
anschlielend auf H,SO,4 (70% (v/v)) abflottiert und darauf Gber Nacht inkubiert. Das Replika
wurde durch zweimaliges Umsetzen in quarzdestilliertes Wasser gewaschen und
abschlieRend vorsichtig auf ein beglimmtes, jedoch unbefiimtes hexagonales

Kupfernetzchen (G600) aufgebracht.

5.3.3 Tomographie

Zur Tomographie von Objekten und Strukturen mussten spezielle Kupfernetzchen
(G100x400 mesh) verwendet werden. Diese wurden mit Kohlefolie belegt. Zur spateren
Alignierung der Objekte wurden nach dem Beglimmen der Netzchen 40 ul (im Falle von
darzustellenden Zellhlllen) oder 80 pl (im Falle von darzustellenden Flagellen) kolloidales
Gold (10 nm; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) konsekutiv auf das Netzchen
aufgetragen. Eine homogene Verteilung der Goldkérnchen wurde elektronenmikroskopisch
kontrolliert und dann die gewinschte Probe aufgetragen und negativ/positiv kontrastiert
(11.5.3.1). Mikroskopiert wurde mittels eines speziellen Hochkipphalters, dessen Kippwinkel
zwischen +70° und —70° variiert werden konnte. Es wurden Serien mit jeweils 2°
Winkelabstand aufgezeichnet, also jeweils 71 Bildern, die weiterhin verrechnet werden

mussten.
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5.3.4 Bildverarbeitung elektronenmikroskopischer Daten

Die digitale Verarbeitung von Tomographie-Aufnahmen fand mittels einer Alignierung der
Einzelbilder aus den Aufzeichnungsserien und Verrechnung als 3D-Struktur
(Rauschreduzierung und Fourier-Filterung) mit dem SEMPER image processing system
(Saxton, 1996) statt. Alle weiteren elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mittels
Photoshop CS2 (Adobe Suite 2.3) bearbeitet, im Fall der REM-Aufnahmen wurden die

primaren Umrechnungsschritte durch Prof. Wanner an der LMU Miinchen durchgeflhrt.

6. Molekulargenetische Methoden
6.1 Isolierung von Nukleinsauren

6.1.1 Puffer und Lésungen

TNE-Puffer

Tris/HCI pH 8,0 100 mM
NaCl pH 8,0 50 mM
Na,-EDTA pH 8,0 50 mM
TE-Puffer

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

6.1.2 DNA-Isolierung

40 ml einer UN-Kultur wurden nach dem Abkihlen auf RT fir 15 min bei 5000 Upm
zentrifugiert (Labofuge GL). Falls sich Schwefel im Medium befand, wurde die Kultur vorher
uber einen Faltenfilter abfiltriert. Das Pellet wurde in 800 pl TNE resuspendiert, 100 pyl 10%
(w/v) SDS und 100 pl 10% (w/v) Sarkosyl zugegeben. Die Lésungen wurden durch
vorsichtiges Invertieren gemischt. Nach Zugabe von 10 pyl RNase (10 mg/ml) wurde der
Ansatz fir 15 min bei RT gehalten und nach Zugabe von 50 pl Proteinase K (20 mg/ml) fir
1 h bei 55°C inkubiert. Es wurde 1 ml PCI (Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol) zugegeben,
die Losung fir 30 min geschittelt und danach fir 15 min bei 10000 Upm und 4°C
zentrifugiert (Centrifuge 5402). Dieser Schritt wurde so lange wiederholt, bis die jeweils
danach abgenommene wassrige Phase vollkommen klar war. AnschlieRend wurde diese mit
1 ml Chloroform versetzt, gut gemischt und zentrifugiert (15 min, 10000 Upm, 4°C;
Centrifuge 5402). Die abgenommene wassrige Phase wurde mit 800 pl Isopropanol
ausgeschuttelt und fur 5 min bei hdchster Geschwindigkeit zentrifugiert (Centrifuge 5402).
Die DNA wurde schlieBlich mit 70%igem (v/v) Ethanol geféllt, das Pellet fur 5 min
luftgetrocknet und in der gewtnschten Menge H,O (GIBCO) gel6st.
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6.1.3 Gesamt-RNA-Isolierung

Gesamt-RNA von P. furiosus wurde in drei verschiedenen Wachstumsstadien (fruh
exponentiell: ca. 1 x 10 Zellen/ml; spat exponentiell: 5 x 107 Zellen/ml; stationar: 1 x 108
Zellen/ ml) isoliert. Hierzu wurden dementsprechend 40 — 200 ml Kultur fur 15 min bei 5000
Upm (Labofuge GL) abzentrifugiert, das Pellet in 1 ml Trizol resuspendiert und fir 10 min bei
RT inkubiert. Danach wurden 0,2 ml Chloroform zugegeben und nochmals unter leichtem
Schwenken fir 3 min bei RT inkubiert. Es wurde flr 15 min bei 12000 Upm und 4°C
(Centrifuge 5402) zentrifugiert und dann die obere wassrige Phase abgenommen, welche
mit 0,5 ml eiskalten Isopropanol gemischt und 10 min bei RT inkubiert wurde. Nach
zehnminutiger Zentrifugation bei 12000 Upm und 4°C (Centrifuge 5402) wurde wiederum
der Uberstand abgenommen, mit 1 ml 70%igem (v/v) Ethanol versetzt und zentrifugiert (5
min, 7500 Upm, 4°C; Centrifuge 5402). Nach Entfernen des Uberstandes wurde das Pellet
fur 15 min luftgetrocknet und schlieflich in 100 pl H,Opgpc gelost.

Zur Entfernung von DNA-Kontaminationen (die sich in spateren Versuchen stérend
auswirken wurden) wurde die RNA mit 10 yl DNasel und 70 pl RDD-Puffer versetzt (RNase-
free DNase-Set) und fiir 15 min bei RT inkubiert.

AnschlieRend wurde eine Phenol-Chloroform-Fallung durchgefiihrt. Hierzu wurde die
Lésung mit einem Volumenanteil Phenol versetzt und fur 10 min bei 13000 Upm und 4°C
(Centrifuge 5402) zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde mit einem Volumenanteil PCI
versetzt, zentrifugiert (s.0.) und die wassrige Phase wiederum mit einem Volumenanteil
Chloroform ausgeschittelt und zentrifugiert (s.0.). AbschlieBend wurde mit der
abgenommenen wassrigen Phase eine Ethanolfallung durchgefihrt. Hierfir wurden 0,6
Volumenanteile eiskalter Isopropanol und 0,1 Volumenanteile 3 M Na-Acetat pH 7,5
zugegeben und zentrifugiert (s.0.). Das Pellet wurde in 1 ml 70%igem (v/v), eiskalten
Ethanol geldst und wiederum zentrifugiert (s.0.). Das gewonnene RNA-Pellet wurde fur 15
min luftgetrocknet, in 50 ul H,O (GIBCO) gelést und bei —20°C aufbewahrt.

6.2 Quantifizierung von Nukleinsduren

6.2.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration und Reinheit von Nukleinsaure-Lésungen wurde durch die Messung der
optischen Dichte bei den Wellenlangen 260 nm und 280 nm in einem Spektralphotometer
HeAios y bestimmt. Aus der Absorption bei 260 nm konnte die Konzentration nach folgender

Formel berechnet werden:

Konzentration = OD,g x Verdiinnungsfaktor x spezifische Konstante
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Aus dem Quotienten OD,5/OD2g9 konnte die Reinheit der Nukleinsduren abgeschatzt

werden.

Reine Nukleinséure Spez. Konzentration (ODzgo= 1) OD26¢/OD2g9
genomische DNA 50 pg/ml 1,8
DNA-Oligonukleotide 20 pg/ml 1,8
Plasmid-DNA 20 pg/ ml 1,8-2,0
RNA 40 pg/ml 1,8-2,0

Tabelle 13: Konzentrationsbestimmung nach Maniatis et al., 1989

Verdinnungen wurden im Fall von DNA in sterilem HoOpigest, fir RNA in HyOpgpc
vorgenommen.
Die Proben konnten wahlweise auch am NanoDrop ND-100 Spectrophotometer vermessen

werden.

6.2.2 Konzentrationsbestimmung mittels Ethidiumbromidplatten

Zur Abschatzung geringster DNA-Konzentrationen wurde auf eine Ethidiumbromidplatte (1%
Agarose (w/v) in TE-Puffer (11.6.1), mit 5 pg/ml Ethidiumbromid) DNA-Mengenstandard
bekannter Konzentration (6, 12, 25, 50, 100 ug/ul) aufgetropft. Parallel dazu wurde 1 pl der
zu analysierenden DNA-LOsung aufgebracht und nach 10 min Einwirkzeit die
Fluoreszenzstarken im UV-Licht (A = 254 nm) miteinander verglichen und hieraus wiederum

die DNA-Konzentration abgeschatzt.

6.3 Agarosegelelektrophorese

6.3.1 Puffer und L6ésungen

TAE-Puffer

Tris/Acetat pH 8,3 40 mM
Nay-EDTA pH 8,0 50 mM
MOPS-Puffer

MOPS 20 mM
Natriumacetat 5mM
Nax-EDTA 1 mM

DNA-Auftragspuffer (6x)

Tris/HCI pH 7,6 10 mM
Na-EDTA 60 mM
Xylencyanol 0,03% (w/v)
Bromphenolblau 0,03% (w/v)

Glycerin 60% (v/v)
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RNA-Auftragspuffer (2x)

Formamid 95% (v/v)
SDS 0,025% (w/v)
Bromphenolblau 0,025% (w/v)
Xylencyanol 0,025% (w/v)
Ethidiumbromid 0,025% (w/v)
Nax-EDTA 0,5mM

6.3.2 Native Agarose-Gelelektrophorese

Die Analyse von PCR-Produkten, Plasmiden und genomischer DNA erfolgte auf 0,7 -
2,0%igen (w/v) Agarosegelen. Hierzu wurde die Agarose in TAE-Puffer durch Aufkochen
geldst, nach Abkuhlen auf ca. 55°C mit Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) in 0,01%iger
Endkonzentration versetzt und anschliel3end in eine horizontale Gelkammer (5 x 6 cm; 11 x

12 cm) gegossen.

6.3.3 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

RNA wurde auf 1,2%igen (w/v) Agarose-Formaldehydgelen analysiert. Hierzu wurde 2,4 g
peqGold Agarose (RNase-frei) in 200 ml 1x MOPS aufgekocht. Nach Abklhlung der Lésung
auf 60°C wurden 3,6 ml 37%iges (v/v) Formaldehyd zugegeben und das Gel in eine
horizontale Elektrophoreseapparatur (11 x 12 cm) gegossen. Die Elektrophorese erfolgte flr
2,5 h unter einer Spannung von 40 V. Aufgetragen wurden jeweils 5 ug RNA, die vorher mit
RNA-Auftragspuffer im Verhaltnis 1:1 versetzt wurden. Als RNA-Marker wurden 5 ug RNA-
Standard aufgetragen. Da der Auftragspuffer bereits Ethidiumbromid enthielt, musste dieses

nicht dem Gel zugesetzt werden.

6.4 Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Zur Reinigung von DNA-Fragmenten oder PCR-Produkten aus nativen Agarosegelen
wurden die gewlnschten Banden nach entsprechender elektrophoretischer Auftrennung
unter UV-Licht (A = 254 nm) mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten. Die DNA wurde
anschliefend mit Hilfe des QIAEX II Gel Extraction Kits nach Angaben des Herstellers aus
dem Agarosebléckchen gereinigt. Die Konzentration wurde mittels Auftrag auf einer
Ethidiumbromidplatte abgeschatzt (siehe 11.6.2.2).

6.5 Autoradiographie

Die Detektion radioaktiv markierter RNA erfolgte mittels Autoradiographie. Es wurden Kodak
BioMAX MS Filme (Eastman Kodak Co., Rochester, USA) in Kombination mit einem
BioMAX MS Intensifying Screen (Eastman Kodak Co., Rochester, USA) verwendet. Die
Exposition erfolgte bei —70°C fiir einige Stunden oder mehrere Tage. Alternativ konnten die

markierten Membranen auf Storage Phosphor Imaging plates BAS-MS 2025 (Fujifilm
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Europe GmbH, Disseldorf) ausgelegt werden und die Signale mittels des Phospholmagers
Fla-5000 (Fujifilm Europe GmbH, Dusseldorf) und der dazugehérigen Software Image
Reader Fla-5000 v2 (Fujifilm) ausgelesen werden. Eine Quantifizierung erfolgte mittels der
Software Aida Image Analyzer v.3.28. Die angeregten Kristalle der gebrauchten Storage
Phosphor Platten wurden mittels eines Erasers (Raytest GmbH, Straubenhardt) in den

Ausgangszustand zurtickgefihrt.

6.6 Restriktionshydrolyse
Die Hydrolyse doppelstrangiger DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte fiir ein bis drei
Stunden bei 37°C in dem vom Hersteller mitgelieferten, bzw. bei Doppel- oder

Mehrfachverdau, in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer.

6.7 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Alle PCR Reaktionen nach Saiki et al. (1985 und 1988) wurden in 0,2 ml Reaktionsgefallen
in einem Thermocycler als Hot-Start-PCR-Reaktionen durchgefiihrt. Fir jeden Lauf wurden
eine Nullkontrolle (ohne Zugabe von DNA) und eine Positivkontrolle (u.a. E. coli) mitgefuhrt.
Je nach Anwendung und GroRe des zu amplifizierenden Templates wurde zwischen

verschiedenen Systemen und Programmen ausgewahilt.

6.7.1 Routine-PCR/Ganzzell-PCR (Kolonie-PCR)

Routine-PCR-Anwendungen sowie PCR-Anséatze zur Identifikation positiver Transformanden
nach Klonierungsexperimenten wurden mit dem Tag PCR Master Mix Kit durchgefiihrt. Bei
einer Kolonie-PCR wurden anstatt isolierter DNA die Zellen direkt der PCR-Reaktionslésung
zugesetzt. Der Hitzeschock einer Hotstart-PCR flihrte zum Lysieren der Zellen und der
Freisetzung der DNA.

.Routine“-PCR: Taq PCR Master Mix Kit

PCR-Ansatz (20 pl):

2x Master Mix 10 pl
F-primer (25 ng/ul) 0,4 pl
R-primer (25 ng/pl) 0,4 pl
DNA (10 ng/pl) 0,5 pl
H20 (QIAGEN) 8,7 pl
Programm:
Zyklenzahl Zeit Temperatur

1 3 min 94°C

1 min 94°C

35 1 min 57°C

5 min 72°C

1 10 min 72°C

1 00 4°C
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6.7.2 Reverse Transkriptions-PCR (, RT-PCR"/cDNA-Synthese)

Durch die Verwendung der reversen Transkriptase konnte (m)RNA in cDNA umgeschrieben
werden. Dies ermdglichte es unter anderem in spateren Versuchen (11.6.7.3) verschiedenste
Transkripte mittels PCR nachzuweisen.

Alle ,RT-PCR*-Arbeiten wurden nach Protokollangaben des Herstellers (Invitrogen GmbH,
Karlsruhe) mit der Super Script Il reversen Transkriptase in RNase-freier Umgebung
durchgeflhrt. Bei jedem Lauf wurde eine Negativkontrolle (ohne RNA) mitgeflhrt.
PCR-Ansatz (20 pl):

RNA (1 ug) 1,5l

random primer 1ul 10 m!n . 70°C
HoOpepc 9.5 4l 2 min auf Eis

5x First strand buffer 4 ul 10 min 25°C
0,1 MDTT 2l 2 m!n . 42°C
dNTPs (je 2 mM) 1l 2wl AL 2
Super Script Il RT 1ul 50 min 42°C

15 min 70°C

Je 3 yl der umgeschriebenen cDNA wurden elektrophoretisch aufgetrennt und dabei ebenso

die Nullkontrolle kontrolliert. Die Lagerung erfolgte bei —20°C.

6.7.3 Nachweis spezifischer mRNA-Transkripte mittels PCR

Zur Analyse von mRNA-Transkripten wurde die mRNA wie unter 11.6.7.2 beschrieben in
cDNA umgeschrieben. Mittels der Kombination verschiedener Primer und unterschiedlicher
PCR-Systeme konnten die gesuchten Transkripte nun aus dem cDNA-Pool heraus nach
dem unten aufgefihrten Schema amplifiziert werden.

Fir jede durchgefuhrte PCR-Reaktion, in die cDNA eingesetzt wurde, wurde jeweils eine
Positivkontrolle mit DNA unter Verwendung der gleichen Primerkombination angesetzt.
Zudem wurde neben der Ublichen Nullkontrolle ohne DNA eine weitere Nullkontrolle mit
cDNA mitgefiihrt, die nach der ,RT-PCR* (11.6.7.2) zusatzlich mit RNase verdaut wurde.

Fragmente < 3 kb: Fast Start GC-rich PCR System
PCR-Ansatz (20 pl):

10x buffer 2 ul
MgCl; (25 mM) 2 ul
dNTPs (je 2 mM) 2 ul
GC-rich solution (5 M) 4 ul
Polymerase (2 U/pl) 0,16 ul
F-primer (25 ng/ul) 0,4 pl
R-primer (25 ng/pl) 0,4 pl
(c)DNA (10 ng/pl) 0,5 pl

H,0 (GIBCO) 8,54 yl
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Programm:
Zyklenzahl Zeit Temperatur

1 4 min 95°C

30s 95°C

40 30s 57°C

3 min 72°C

1 7 min 72°C

1 ) 4°C

Fragmente 3 kb bis 5 kb: Fast Start High Fidelity PCR System

PCR-Ansatz (20 pul):

10x buffer mit MgClz (18 mM) 2l
DMSO 2l
dNTPs (je 2 mM) 2 pl
Polymerase Enzyme Blend (5 U/ul) 0,2 yl
F-primer (25 ng/ul) 0,4 ul
R-primer (25 ng/ul) 0,4 pl
(c)DNA (10 ng/pl) 0,5 ul
H.O (GIBCO) 12,5 ul
Programm:
Zyklenzahl Zeit Temperatur

1 2 min 94°C

30s 94°C

10 30s 57°C

5 min 68°C

30s 94°C

25 30s 57°C

7 min 68°C

1 7 min 68°C

1 o0 4°C

Fragmente > 5 kb: Expand Long Template PCR System

PCR-Ansatz (20 pl):

10x buffer 3 mit MgClz (2,75 mM) 2l
dNTPs (je 2 mM) 2 ul
Polymerase (5 U/pl) 0,3 pl
F-primer (25 ng/ul) 0,4 pl
R-primer (25 ng/ul) 0,4 pl
(c)DNA (10 ng/pl) 0,5 pl

H>0O (GIBCO) 14,4 pl

26
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Programm:

Zyklenzahl Zeit Temperatur

1 2 min 94°C

10s 94°C

10 30s 57°C

8 min 68°C

10s 94°C

10 30s 57°C

8 min 30s 68°C

10s 94°C

10 30s 57°C

9 min 68°C

10s 94°C

5 30s 57°C

10 min 68°C

1 7 min 68°C

1 o 4°C

Fragmente > 9 kb: Expand Long Range, dNTPack
PCR-Ansatz (20 pl):

5x buffer mit MgClz (12,5 mM) 4 pl
MgClz (25 mM) 1ul
dNTPs (je 10 mM) 1,5 ul
DMSO 2,4 ul
Polymerase (5 U/ul) 0,28 pl
F-primer (25 ng/ul) 0,4 pl
R-primer (25 ng/pl) 0,4 pl
(c)DNA (10 ng/pl) 0,5 pl
H>O (GIBCO) 9,52
Programm:
Zyklenzahl Zeit Temperatur

1 2 min 92°C

10 10s 92°C

15s 57°C

12 min 68°C

25 10s 92°C

15s 57°C

8 min 68°C

1 7 min 68°C

1 ') 8°C

6.7.4 Aufreinigung von PCR-Produkten
Um nicht inkorporierte Primer, Nukleotide sowie Tag-Polymerase aus dem PCR-Ansatz
wieder zu entfernen und die Probe gegebenenfalls aufzukonzentrieren, wurde der QlAquick

PCR-Purification Kit nach Angaben des Herstellers verwendet.

6.7.5 Einfihrung von Restriktionsschnittstellen
Zur Konstruktion von Expressionsklonen mussten DNA-Fragmente in einem genau
definierten Leseraster in die entsprechenden Expressionsvektoren eingebracht werden.

Hierfir mussten am 5’-Ende und 3°-Ende des proteinkodierenden Gens zusatzliche
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Restriktionsschnittstellen eingefihrt werden. Es wurden Primer verwendet, welche die
gewlnschten Restriktionsstellen im entsprechenden Leseraster enthielten. Zur DNA-
Synthese wurde die Pfu-Polymerase (Fast Start GC-rich System; siehe 11.6.7.1.2)
verwendet, da diese Uber einen Korrekturlesemechanismus verflgt. Zur Kontrolle erfolgte
eine Sequenzierung (I1.6.10), um mdglicherweise erfolgte Basenaustausche bei der

Genamplifikation auszuschlief3en.

6.7.6 Ligation von PCR-Produkten
Die Ligation gereinigter PCR-Produkte in den Vektor pQE30 (QIAGEN GmbH, Hilden)
erfolgte mit einer Gradientenligation (4 - 37°C) Gber Nacht mittels T4 Ligase.

6.8 Klonierung und Plasmidpraparation

6.8.1 Herstellung kompetenter Zellen

Aus einer Uber Nacht-Kultur des gewlnschten E. coli-Stammes wurden Kolben zu je 100 ml
LB-Medium beimpft und bei 37°C bis zu einer OD von 0,6 inkubiert. Die Zellen wurden
abzentrifugiert (10 min, 8000 Upm; Labofuge GL) und in 50% des urspringlichen Volumens
mit HoOpigest resuspendiert. Diese Schritte wurden wiederholt und die Pellets schrittweise in
25% und dann in 2% des vorangegangenen Volumens mit H,Opigest resuspendiert. Nach
einer weiteren Zentrifugation (s.o.) wurde das Pellet schlie3lich 1:1 mit Glycerin (87%, v/v)
versetzt und geldést. Die Zellen wurden gebrauchsfertig aliquotiert und bei —70°C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

6.8.2 Elektroporation

Der Ligationsansatz (11.6.7.5) wurde zu 40 pl der gewlinschten kompetenten E. coli-Zellen
gegeben und diese 5 min auf Eis equilibriert. Der Ansatz wurde dann in eine
Elektroporationsklvette (Biorad Laboratories GmbH, Mdinchen) geflllt und in der
Elektroporationsapparatur GenePulser® 1l einer Spannung von 2000 V bzw. 800 Q
ausgesetzt. Die so behandelten Zellen wurden mit 200 ul LB-Medium aus der Kivette
gespult und fur 1 h bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden zu 10, 25, 50 und 175 pyl auf LB-
Platten mit den jeweiligen Antibiotikazusatzen ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht
inkubiert.

6.8.3 Plasmidpraparation

STET-Puffer

Tris/HCI pH 8.0 50 mM
Nax-EDTA 50 mM
Saccharose 8% (w/v)

Triton X-100 0,1% (v/v)
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Plasmidpraparationen konnten mit zwei verschiedenen Verfahren durchgefihrt werden. Zur
qualitativen Analyse, beispielsweise fir Sequenzierungen, wurden die gewilnschten
Plasmide Uber den GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit gereinigt. Zur Analyse im Fall von zu
testenden Transformanden aus Klonierungsexperimenten wurden 1,5 ml GN-Kultur zunachst
fur 5 min bei 13000 Upm (Biofuge 13) abzentrifugiert. Dem Pellet wurden 300 pl STET-
Puffer zugegeben, der Ansatz wurde zunachst flir 5 min bei RT inkubiert und anschliel3end
fur 45 min bei 100°C gekocht. Nach Zentrifugation flr 10 min bei 13000 Upm (Biofuge 13)
konnte das Pellet mittels eines sterilen Zahnstochers entfernt und dem verbliebenen
Uberstand 8 pl 5%iges (w/v) CTAB und 300 pl 1,2 M NaCl zugesetzt werden. Die Plasmide
wurden nun mit 750 pl EtOH.psot prazipiert und fir 10 min bei 14000 Upm und 4°C
(Centrifuge 5402, Eppendorf AG, Hamburg) abzentrifugiert. Die DNA wurde mit 1 ml
70%igem (v/v) Ethanol gewaschen, abzentrifugiert (s.0.) und das Pellet, nachdem es fir 15
min luftgetrocknet wurde, in 20 pl H,O (GIBCO) gelost.

6.8.4 Hinterlegung von Klonen

Die gewunschten positiven Klone wurden als Glycerinkulturen hinterlegt. Hierzu wurde eine
UN-Kultur angezogen, daraus 10 ml LB-Medium im Verhaltnis 1:200 beimpft und die Kultur
bei 37°C bis zu einer OD von 2 — 3 herangezogen. 3 ml dieser Kultur wurden fur 10 min bei
14000 Upm (Biofuge 13) abzentrifugiert und in 0,5 ml sterilem LB-Medium aufgenommen.
Zudem wurden 0,5 ml steriles Glycerin zugegeben und die Kulturen dann bei —20°C

hinterlegt.

6.9 Sequenzierung von PCR-Produkten und Plasmid-DNA
Die Sequenzierungen von PCR-Produkten und Plasmid-DNA wurde von der Firma Geneart,
Regensburg durchgeflihrt.

Sequenzieransatz:

Plasmid-DNA oder PCR-Produkt 150 — 300 ng
Primer (10 pg/ul) 1l
H>O (GIBCO) ad 8 pl

6.10 Sequenzdatenanalyse

Multiple Sequenzalignments wurden mit den Programmen BioEdit (Hall, 1999), ClustalW
(Higgins et al, 1994) und T-COFFEE (Notredame et al., 2000) vorgenommen.
Umrechnungen von Gensequenzen wurden mit den Programmen EMBOSS Revseq und
EMBOSS Transeq (Rice et al., 2000) durchgefihrt.
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6.11 Nachweis spezifischer Transkripte in der Gesamt-RNA von Pyrococcus furiosus
6.11.1 Herstellung *P-markierter dsDNA-Sonden

Zur Analyse des Operons wurden entscheidende Schlisselfragmente per PCR mittels
‘Random Priming“ markiert (Feinberg und Vogelstein, 1983 und 1984). Hierbei fand das
Megaprime™ DNA Labelling System Verwendung, wobei mit dem Standardprotokoll nach
Angaben des Herstellers gearbeitet wurde. Der Reaktionsansatz setzte sich

folgendermalRen zusammen.

Ansatz:

DNA (5 ng/pl) 5ul
Primerldsung 5ul
dTTP 4l
dGTP 4 ul
dCTP 4 ul
[o- ¥P] dATP 5ul
Reaktionspuffer 5l
Klenow-Fragment 2 ul
H>O (GIBCO) 16 pl

Die DNA wurde vor Zugabe der dNTPs fir 5 min bei 95 — 100 °C denaturiert. Der
Gesamtansatz wurde fir 10 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde schliellich durch
Zugabe von 5 ul 0,2 M Na,-EDTA gestoppt. Nicht eingebaute Nukleotide wurden mittels des
Prinzips der Gelfiltration Uber lllustra Probe Quant G-50 Micro Colums (Radiolabeled Probe

Purification Kit, GE Healthcare, Minchen) nach Angaben des Herstellers entfernt.

6.11.2 Northern Blotting
6.11.2.1 Puffer und Lésungen

20 x SSC
Nas-Citrat 0,3 M
NacCl 3M

Denaturierungslésung
NaOH 0,5N

6.11.2.2 Durchfihrung

Nach elektrophoretischer Auftrennung der RNA (11.6.3.3) wurde das Gel fur 30 min in der
Denaturierungslésung geschwenkt, was den Transfer groler RNA-Moleklle erleichtern
sollte. Nachdem das Gel mit H,Opepc gesplilt wurde, folgte die Aquilibrierung fir 20 min in
20 x SSC. Der Northern Blot wurde in die Turbo Blotter™ Apparatur nach Angaben des
Herstellers geschichtet und geniigend 20 x SSC in die Pufferrinne gefillt, so dass der
Transfer der RNA auf die Nylonmembran Uber Nacht gewahrleistet wurde. Die Membran
wurde kurz in H,Opepc geschwenkt, um Salz- und Gelreste zu entfernen und anschlief3end

eine halbe Stunde bei 80°C im Warmeschrank gebacken, was zu einer irreversiblen
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Fixierung der transferierten RNA auf der Membran flhrte. Die Membran konnte so bei

Raumtemperatur bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt werden.

6.11.3 Hybridisierung mit radioaktiv markierten dsDNA-Sonden
6.11.3.1 Puffer und Losungen

Denaturierte DNA aus Heringssperma

DNA aus Heringssperma wurde in HxOpigest ZU €iner Konzentration von ca. 10 mg/ml geldst
und jeweils einmal mit Phenol und Phenol:Chloroform (1:1, v/v) ausgeschiittelt. Die wassrige
Phase wurde 12x zligig durch eine Spritze mit einer gelben Kanlle gepresst. Die gescherte
DNA wurde dann mit 2 Volumenanteilen eiskaltem Ethanol prazipitiert, abzentrifugiert und
zu einer Konzentration von 10 mg/ml in HoOpigest geldst. Die Lésung wurde fir 10 min
aufgekocht, aliquotiert und bei -20°C gelagert. Kurz vor Gebrauch wurde die DNA fir 5 min
in einem kochenden Wasserbad denaturiert, auf Eis kurz abgekuhlt und zur

Prahybridisierungs-/ Hybridisierungslésung zugegeben.

Denhardt’s (100x)

Ficoll 400 1049
Polyvinylpyrrolidon 1049
BSA 109
H2Obidest ad 500 ml

Prahybridisierungslosung

Formamid 50% (v/v)
SSC (20x) 5x
Denhardt’s (100x) 5x
SDS 1% (wiv)
Denaturierte DNA aus Heringssperma 100 pg/ml

(Zugabe erst unmittelbar vor Gebrauch)

Formamid
Formamid 200 ml
Serdolit 20g

Die Losung wurde 30 min bei RT gerthrt, tiber einen Cellulose-Filter abfiltriert und in

Aliquots bei —20°C gelagert.

Waschpuffer 1

ssc 0,2x
SDS 0,1 %(WHv)

Waschpuffer 2
SSC 2x
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6.11.3.2 Durchfihrung

Die Prahybridisierung der Nylonmembran wurde in 20 ml bereits auf 42°C vorgewarmter
Prahybridisierungslésung in einem Hybridisierungsrohrchen (Whatman Biometra GmbH,
Gattingen) fur mindestens 4 h unter Rotation in einem Hybridisierungsofen durchgefuhrt. Zur
Hybridisierung wurde die dsDNA-Sonde flir 5 min bei 95°C denaturiert, kurz auf Eis
abgekihlt und anschlie®end zur Prahybridisierungslésung zugegeben. Die Hybridisierung
erfolgte UN. Die Membran wurde anschliefend zunachst zweimal flir 5 min bei RT, dann
zweimal je 15 min bei 60°C in Waschpuffer 1 gewaschen. AbschlieRend wurde die Membran
bei RT in Waschpuffer 2 geschwenkt und war bereit flir die Detektion mittels

Autoradiographie (I1.6.6).

7. Proteinbiochemische Methoden
7.1 Zellaufschluss

Aufschlusspuffer

Lysozym (100 pg/pl) 25 ul
Dnase (30 pg/pl) 25 pl
Sarkosyl (20 mg/pl) 25 i
SDS 1% (w/v) 10 pl
H2Opidest ad 100 pl

Der Aufschlusspuffer wurde jeweils kurz vor Zugabe zur Zellsuspension frisch hergestellt.

TE-Puffer
Tris 10 mM
Na-EDTA 1 mM

SME-Waschlésung (aerob)

2 SME-Medium ohne Zugabe von Pepton bzw. Hefe-
Extrakt und ohne Reduktion durch Na,S.

Von einer friih stationdren Kultur (Zellzahl von mindenstens 8 x 10’ Zellen/ml) wurden 100
ml durch Zentrifugation (15 min, 5000 Upm; Labofuge GL) geerntet. In einem weiteren
Ansatz wurden 5 ml Zellen verwendet, deren Flagellen abgeschert wurden (11.7.2.2), wobei
die Zellen durch Zentrifugieren fir 15 min bei 8000 Upm (Biofuge 13) pelletiert wurden. Das
Pellet wurde in 100 pl (nicht gescherte Zellen) bzw. in 20 pl (gescherte Zellen) TE-Puffer
resuspendiert und dann im Verhaltnis 1:1 mit Aufschlusspuffer versetzt.

Die Zellsuspension wurde dann abwechselnd fiir 30 min bei —20°C eingefroren und fir 15
min auf 60°C erhitzt. Diese Prozedur wurde dreimal durchgefiihrt. Die aufgeschlossenen

Zellen konnten dann elektrophoretisch (11.7.7.2) analysiert werden.



ll. Material und Methoden 33

7.2 Flagellenpraparation
Fir alle Praparationsschritte wurden Pipettenspitzen verwendet, deren Enden abgeschnitten
wurden. Die entstehenden Scherkrafte die zum unerwiinschten Abscheren der Flagellen

fuhren kénnten, sollten dadurch herabgesetzt werden.

7.2.1 Puffer und Lésungen

HEPES-Puffer (pH 7,0)
HEPES 0,1M

HEPES-X-114-Puffer (pH 7,0)

HEPES 10 mM
NaCl 2% (wlv)
Triton X-114 1% (viv)

HEPES-X-100-Puffer (pH 7,0)

HEPES 10 mM
NaCl 2% (wiv)
Triton X-100 0,5% (v/v)

HEPES-Waschpuffer (pH 7,0)
HEPES 10 mM

7.2.2 Praparation durch Abscheren (modifiziert nach Kalmokoff et al., 1988)

Diese Methode stellte die gangige Form der Flagellenisolierung dar.

P. furiosus wurde in mindestens 50 | GroRanzucht (11.3.3) bis zur gewlinschten Zellzahl von
mindestens 8 x 10’ herangezogen. Die Zellen wurden wie unter 11.3.3 beschrieben schonend
geerntet. In einem nachfolgenden Zentrifugationsschritt wurden die Zellen fir 30 min bei
8000 Upm (Sorvall® RC 5C Plus) pelletiert. Dieses Pellet wurde in maximal 50 ml HEPES-
Puffer mit einer Glaspipette vorsichtig gelést. Die Flagellen wurden durch eine
anschlieRende Ultraturrax-Behandlung (1 min, 13500 Upm; 10 s, 20500 Upm) von den
Zellen abgeschert. Durch Zentrifugation fir 30 min bei 17000 Upm (Sorvall® RC 5C Plus,
SS34-Rotor) verblieben die Flagellen im Uberstand und eine Pelletierung erfolgte
anschlielRend mittels Zentrifugation (1h, 28000 Upm; Optima™ LE-80K Ultrazentrifuge, 60Ti-
Rotor). Da sich in der Regel nicht nur Flagellen in dem Pellet befanden, wurde dieses uber
eine Dichtegradienten-Zentrifugation (11.7.4.1) weiter aufgetrennt. Die erhaltene
Flagellenlésung wurde dialysiert (11.7.4.2) und konnte bis zur weiteren Verwendung bei 4°C

gelagert werden.
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7.2.3 Praparation durch Phasentransition mittels Triton X-114
(modifiziert nach Kalmokoff et al., 1988)

Ein Liter einer frilh stationdren P. furiosus (N-Kultur, deren Zellzahl mindestens 8 x 10’
Zellen/ml betragen sollte, wurde fiir 30 min bei 8000 Upm (Sorvall® RC 5C Plus; Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, USA; GSA-Rotor) zentrifugiert, in 2 ml des Zentrifugations-
Uberstandes resuspendiert, 28 ml H,Opigest und 500 pl DNase (2,5 mg/ml) zugegeben. Dann
wurde fiir 30 min bei 17000 Upm (Sorvall® RC 5C Plus, SS34-Rotor) zentrifugiert, das Pellet
in 10 ml eiskaltem HEPES-X-114-Puffer gelést und fir 60 min bei RT gerihrt. Die
Phasenseparation erfolgte durch eine dreiRigminitige Inkubation bei 37°C und
Zentrifugation flr 5 min bei 300 Upm (Heraeus Labofuge GL). Die wassrige Phase konnte
bei eindeutiger Trennung der Phasen abgenommen werden und wurde zunéachst gegen
HEPES-Dialyse-Puffer dialysiert (11.7.4.2), um eventuell verbliebene Triton-X-114-Reste zu
entfernen. Die Probe musste mit der Vakuumzentrifuge DNAmini (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, USA) fir die spatere Reinigung mittels Sdulenchromatographie (11.7.4.3)

zudem auf ca. 1,5 ml eingeengt werden.

7.2.4 Praparation durch Zelllyse mittels Triton X-100
(modifiziert nach Kalmokoff et al., 1988)

Ein Liter einer friih stationaren P. furiosus (iN-Kultur (Zellzahl mindestens 8 x 10’ Zellen/ml)
wurde fiir 30 min bei 8000 Upm (Sorvall® RC 5C Plus, GSA-Rotor) zentrifugiert und das
erhaltene Pellet in 200 ml HEPES-X-100-Puffer gelést. Um die Viskositat der Losung
herabzusetzen, wurden zudem 100 pl DNase (2,5 mg/ml) und 100 yl 1M MgCl, zugegeben.
Anschlieend wurde flir 1 h bei 28000 Upm (Optima™ LE-80K Ultrazentrifuge, 60Ti-Rotor)
zentrifugiert, um die Flagellen zu ernten. Eine weitere Reinigung fand Uber
Dichtegradienten-Zentrifugation (11.7.4.1) statt. Die Flagellenlosung wurde schlieflich

dialysiert (11.7.4.2) und konnte bei 4°C bis zur weiteren Verwendung gelagert werden.

7.3 Zellhullenpraparation

Fur eine Tomographie der Flagellen-Insertionsstelle in der Membran wurden die Zellhdllen
von Pyrococcus furiosus schonend isoliert. Die Praparation lehnte sich sehr stark an die
Flagellenpraparation durch Phasentransition mit Triton X-114 an. Ein Liter einer
exponentiellen P. furiosus (IN-Kultur (Zellzahl mindestens 8 x 10" Zellen/ml) wurde fiir 30
min bei 8000 Upm (Sorvall® RC 5C Plus, GSA-Rotor) zentrifugiert, das Pellet in 2 ml des
Zentrifugationsuberstandes resuspendiert und 8 ml HyOcgptionisert UNd 500 pl DNase (2,5
mg/ml) zugegeben. Der Ansatz wurde UN bei 4°C inkubiert um eine moglichst gute Lyse der
Zellen herbeizufuhren und lichtmikroskopisch kontrolliert. AnschlieRend wurde zentrifugiert
(30 min, 17000 Upm; Sorvall® RC 5C Plus, SS34-Rotor) und der Uberstand vorsichtig
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abgezogen. Das dunkle Pellet war von einer hellgrauen Schicht Uberlagert, die durch
vorsichtiges Aufschwemmen mit 10 mM HEPES-Puffer (pH 7,0) von dem darunter
liegenden, dunkleren Pelletanteil getrennt werden konnte. Eine lichtmikroskopische Kontrolle
ergab, dass in dem dunklen Teil des Pellets intakte Zellen vorlagen, in dem helleren Teil

Zellhillen. Diese Zellhillen konnten wie unter 1.5.3 flr die Tomographie prapariert werden.

7.4 Proteinreinigung

7.4.1 CsCl-Dichtegradienten-Zentrifugation

Abgescherte Flagellen (l1.7.2) wurden anhand ihrer Dichte von anderen Zellbestandteilen
aufgereinigt. Hierzu wurde die Proteinlésung mit CsCl (Endkonzentration 0,45 g/ml) versetzt
und in durchsichtige Ultra Clear™-Rohrchen (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) gefiillt.
AnschlieBend wurde bis zur Gleichgewichtseinstellung zentrifugiert (48 h, 48000 Upm;
Optima™ LE-80K Ultrazentrifuge, SW60-Rotor). Die entstandene(n) Flagellenfraktion(en)
wurde(n) mittels einer Spritze mit blauer Kanlle durch seitliches Durchstechen des
Rohrchens abgezogen. Zur Entfernung von CsCl aus den Fraktionen wurden diese einer

Dialyse unterzogen.

7.4.2 Dialyse
7.4.2.1 Puffer und Lésungen

Lésung D1

NaHCOs 0,1M
Naz-EDTA 1mM

Lésung D2 (pH 7,0)

NaCl 0,88 g/l
Nas-Citrat 0,44 g/l

HEPES-Dialyse-Puffer (pH 7,0)
HEPES 5mM

7.4.2.2 Vorbereitung der Dialyseschlauche

Dialyseschlduche verschiedener Cut-off-Grenzen (=MWCO, molecular weight cut off)
wurden in ca. 30 cm lange Stlcke geschnitten und unter Rihren fir 15 min in Ldsung D1
gekocht. Die Schlduche wurden auflen und innen mit HyOpigest gespult, in Lésung D2
autoklaviert und bei 4°C gelagert.

7.4.2.3 Durchfiihrung

Die Dialyse gewahrleistete einen Pufferaustausch oder die Entfernung stérender
Substanzen wie z.B. CsCl. Die zu dialysierende Proteinldsung wurde in entsprechende
Dialyseschlauche mit gewinschter Cut-off-Grenze (MWCO 8000 — 10000) gefillt, wobei die
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beiden Enden mit je zwei Klemmen verschlossen wurden. Es wurde zunachst zweimal 2 h
unter Rihren bei 4°C gegen 500 ml und abschlief’end UN gegen 1000 ml HEPES-Dialyse-
Puffer dialysiert. Die Proteinlésung konnte danach dem Dialyseschlauch enthommen und

weiter verarbeitet oder bei 4°C gelagert werden.

7.4.3 Saulenchromatographische Reinigung

HEPES-NaClI-Puffer (pH 7,0)

HEPES 10 mM
NaCl 150 mM

HEPES-Waschpuffer (pH 7,0)
HEPES 10 mM

Durch Phasentransition (11.7.2.3) gewonnene Flagellen konnten mittels
Saulenchromatographie aufgereinigt werden. Die Sepharose 2B-Saule wurde an das Econo
Chromatographie System angeschlossen. Zunachst musste die Saule mit 10
Saulenvolumen HEPES-NaCl-Puffer aquilibriert werden. Die Durchlaufgeschwindigkeit
betrug zu jedem Zeitpunkt 0,5 mil/min. Die auf 1,5 ml aufkonzentrierte Flagellenldsung wurde
fur 1 min bei 14000 Upm (Biofuge 13) zentrifugiert, um ein Verstopfen der Saule durch
grobere Bestandteile der Lésung zu verhindern. Danach konnte die Lésung auf die Saule
geladen werden und wiederum mit HEPES-NaCl-Puffer gewaschen werden. Sieben Minuten
nach dem Probenauftrag wurde die Sammlung der Fraktionen a 0,5 ml gestartet, wobei die
Proteinkonzentration der Fraktionen nach Wunsch photometrisch Gberwacht werden konnte.
Die Flagellenfraktion befanden sich in der Regel innerhalb der Fraktionen 20 — 60. Die
vereinigten Fraktionen konnten bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert werden. Die
Saule wurde nach Gebrauch mit einem Saulenvolumen 0,5 M NaOH gewaschen, mit 5
Saulenvolumen HEPES-Waschpuffer aquilibriert und schliel3lich in HEPES-Waschpuffer mit
20% (v/v) Ethanol bei 4°C gelagert.

7.5 Heterologe Genexpression

Zur Expression von rekombinantem FlaB2 wurde das pET Vektor-System (Novagen,
Madison, USA) verwendet. Transformiert wurde in die E. coli Stamme BL21 (DE3) pLysS
und Rosetta (DE3) LysS. Der Rosetta™-Stamm trug ein Plasmid mit Genen, die flir in E. coli
seltene tRNA-Spezies (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC und GGA) codieren, wodurch die
Expression von rekombinantem Protein verbessert werden konnte. Zur Expression des
Flagellins Fla B2 wurden die Vektoren pET 14b und pET 15b verwendet, wobei dem
rekombinanten Protein N-terminal ein His-Tag, bestehend aus 6 konsekutiven

Histidinresten, angefigt wurde. Zudem war eine Thrombin-Schnittstelle vorhanden. Durch
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die hohe Affinitat des His-Tags zu Ni*-NTA, wurde eine stringente Reinigung des
Fusionsproteins, auch unter denaturierenden Bedingungen ermoglicht. Die Elution von
gebundenem Protein von der Ni*-NTA-Saule erfolgte mittels kompetitiver Verdrangung
durch 5 bis 1500 mM des Histidin-Analogons Imidazol.

Des Weiteren wurde zur Expression von ‘FlaB0' und 'FlaB1' aus dem pQE-Vektorsystem
(QIAGEN GmbH, Hilden) der low copy Expressionsvektor pQE30 verwendet, wobei die
grundsatzlichen Bedingungen denen des pET-Systems entsprechen, aulier dass keinerlei
N-terminale Schnittstelle vorliegen. Fur diesen Fall wurden die E. coli-Stamme BL21 (DE3)
pLysS, BL21 Star (DE3) LysS und Rosetta (DE3) LysS flr die Transformation verwendet.
Zur Expression der gewilinschten Proteine wurden 500 ml LB-Medium mit 50 pg/ml
Ampicillin und 34 ug/ml Chloramphenicol versetzt, mit 5 ml einer Transformanden-UuN-Kultur
beimpft und bei 37°C oder 30°C unter Schiitteln bis zu einer ODgo von 0,4 — 0,5 angezogen.
Dann wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG (Endkonzentration) induziert und bis zur
Genexpression fiur weitere 16 h bei 37°C schuttelnd inkubiert. AbschlieRend wurden die
Zellen auf 4°C abgekihlt, fiir 30 min bei 5000 Upm abzentrifugiert (Sorvall® RC 5C Plus;
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA; GSA-Rotor) und bis zur Proteinisolierung bei -
20°C gelagert. Die Zellen wurden zur weiteren Verarbeitung aufgeschlossen und nur das
Pellet mit den Einschlusskdrperchen (inclusion bodies) zur Gewinnung von rekombinanten

Protein (s. 11.7.6) weiter bearbeitet.

7.6 Reinigung rekombinanter Proteine aus E. coli
7.6.1 Puffer und Lésungen
LEW-Puffer (Lyse-Equilibrierungs-Waschpuffer; pH 8,0)

NaH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM

DS-Puffer (Denaturierender Solubilisierungspuffer; pH 8,0)

NaH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Harnstoff 6 M

DW-Puffer (Denaturierender Waschpuffer; pH 8.0)

NaH>PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Harnstoff 6 M
Imidazol 10 mM

7.6.2 Durchfihrung

Rekombinante Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen durch Zugabe von 8 M
Harnstoff gereinigt. Hierzu wurden 500 ml E. coli-Kultur zentrifugiert (30 min, 8000 Upm;
Sorvall® RC 5C Plus, GS 3-Rotor) und das gewonnene Zellpellet in 5 ml LEW-Puffer
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resuspendiert und 125 pl PMSF (7 ng/pl in Isopropanol) und 100 pl Lysozym (50 mg/ml)
zugegeben. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis gerthrt und einer zweimindtigen
Ultraschallbehandlung (diinne Spitze; Stufe 2; output 0,2) unterzogen. Anschlieltend wurde
fir 30 min bei 11500 Upm und 4°C (Sorvall® RC 5C Plus, SS-34-Rotor) zentrifugiert und die
im Pellet verbliebenen Einschlusskérperchen (Inclusion Bodies) durch Zugabe von 5 ml
LEW-Puffer und 125 pyl PMSF solubilisiert. Nach einem weiteren Zentrifugationschritt (s.o.)
wurde das Pellet in 1 ml DS-Puffer und 25 yl PMSF resuspendiert. Die Losung wurde
wiederum einer zweiminuitigen Ultraschallbehandlung (s.o.) unterzogen und nochmals fir 1
h auf Eis geruhrt. Unlésliches Material wurde durch Zentrifugation fir 30 min bei 11500 Upm
bei 20°C (s.0.) pelletiert und der Uberstand mit den gelésten rekombinanten Proteinen
abgenommen.

Die bereits mit 4 ml DW-Puffer gewaschene Protino® Ni-TED Saule wurde mit dem
Uberstand beladen und die gebundenen rekombinanten Proteine durch anschlieRende
Zugabe von DW-Puffer eluiert. AbschlielRend wurde die Saule mit zweimal 4 ml DS-Puffer
gewaschen. Die Eluatfraktion konnten bei 4°C aufbewahrt werden und elektrophoretisch

analysiert werden.

7.7 Analyse von Proteinldsungen
7.7.1 Proteinmengenbestimmung
Die Proteinkonzentration konnte am Spektralphotometer HeAios y nach folgender Gleichung

bestimmt werden (Ehresmann et al., 1973):

Proteinkonzentration (ug/ml) = (OD2285— OD2345) X 317,5 x Verdlinnungsfaktor

Des Weiteren konnte die Konzentration auch unter Verwendung des NanoDrop ND-100

Spectrophotometer ermittelt werden.

7.7.2 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese)

Je nach Bedarf wurden die Proteine auf Polyacrylamidgele nach dem System nach Lammli
(1970) oder nach Schagger und von Jagow (1987) aufgetrennt. Hierbei war zu beachten,
dass es sich um verschiedene Auftrags- und Laufpuffer-Systeme handelte. Die Herstellung

der Gele erfolgte jedoch nach dem gleichen Schema.
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7.7.2.1 SDS-Polyacrylamidgele
Trenngel (fur 1 Gel)

Prozentigkeit 8% 10% 11,5%
H2Obidest 2,9 ml 2,5 ml 2,2 ml
Acrylamid 30% 1,6 ml 2,0 ml 2,3 ml
1,5 M Tris/HCI (pH 8,8) 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml
APS (10%, wiv) 30 pl 30 pl 30 ul
TEMED 5ul 5yl 5ul

Sammelgel (fur 1 Gel)

Prozentigkeit 4%
H2Obidest 1,2 ml
Acrylamid 30 300 pl
0,5 M Tris/HCI (pH 6,8) 500 pl
APS (10%, w/v) 15yl
TEMED 3l

7.7.2.2 SDS-PAGE nach Lammli (1970)
Auftragspuffer

Glycerin 10 ml
SDS (10%, wiv) 20 ml
1M Tris/HCI (pH 7.5) 6 ml
Bromphenolblau (1%, w/v) 1ml
B-Mercaptoethanol 10 ml
H2Obidest ad 100 ml

12,5%
2,0 ml
2,5 ml
1,5 ml
30 i

5l

20%
0,5ml
4,0 ml
1,5 ml
30 ul
5l

Der Auftragspuffer konnte wahlweise als Stammldésung ohne B-Mercaptoethanol hergestellt

und bei 4°C aufbewahrt werden oder als Gebrauchslésung in kleinen Aliquots bei — 20°C

gelagert werden.

Laufpuffer (4x)

Tris 129
Glycin 576 ¢
H2Obidest ad 1000 ml

7.7.2.3 SDS-PAGE nach Schégger und von Jagow (1987)
Auftragspuffer (2x)

Glycerin (87%) 1,2 mi
SDS (10%, w/v) 5 ml
1M Tris/HCI (pH 7,5) 0,5 ml
Bromphenolblau (1%, w/v) 0,1 mi
0,1 M Nax-EDTA 1ml
H20bigest ad 10 ml

Die Stammldsung wurde in Aliquots bei 4°C aufbewahrt und erst vor Gebrauch 0,1 M DTT

im Verhaltnis 1/20 zugegeben.
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Laufpuffer: Kathodenpuffer

Tris/HCI pH 8,3

Tricin
SDS
H2Obidest

Laufpuffer: Anodenpuffer

Tris/HCI pH 8,8

H2Obidest

12,114 g
17,92 g
19

ad 1000 ml

24,228 g
ad 1000 ml

7.7.2.3 Coomassie-Farbung (modifiziert nach Neuhoff et al., 1988)

SDS-Polyacrylamidgele wurden

routinemalig einer

Hierbei kdnnen minimal 200 — 400 ng Protein/ Bande detektiert werden.

Coomassie-Farbung (30 min)

Coomassie Brilliant Blue G250

Methanol
Eisessig

Entfarben (UN)

Methanol
Eisessig

0,25% (w/v)

50% (v/v)
20% (v/v)

30% (v/v)
10% (v/v)

7.7.2.4 Silberfarbung (Blum et al., 1987)

SDS-Polyacrylamidgele konnten alternativ direkt oder nach vollstandiger Entfarbung von

Coomassie-Farbung unterzogen.

Coomassie-gefarbten Gelen mittels einer Silberfarbung ausgewertet werden. Der Vorteil lag

hier in einer niedrigeren Detektionsgrenze von bis zu 5 ng Protein/ Bande.

Fixierung

Waschen
Waschen
Blockierung
Waschen
Farbung

Waschen
Entwicklung

Stoppen

Methanol
Eisessig

Ethanol

Ethanol

Na28203

H2Obidest

AgNO3

37% Formaldehyd
H2Obidest

N32003
37% Formaldehyd

Eisessig

50% (v/v) 30 min
10% (v/v)
10% (v/v) 10 min
50% (v/v) 10 min
0,02% (w/v) 1 min
3x20s
0,1% (wiv) 20 min

0,028% (v/v)
2 x 20s

6% (w/v) Bis zur deutlichen
0,012% (v/v) Entwicklung von
Proteinbanden

10% (v/v) N
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7.7.2.5 Periodat-Schiff-Farbung (PAS-Farbung)
Protein-Glykosylierungen wurden durch eine nicht reversible Farbung der glykosidischen

Reste mittels der PAS-Farbung nachgewiesen.

Fixierung Ethanol 40% (v/v) 30 min
Eisessig 5% (vIv)

Oxidation Periodsaure 0,7% (w/v) 2h
Eisessig 5% (vIv)

Waschen NazS205 0,2% (w/v) 30 min
Eisessig 5% (vIv)

Farbung Schiffs Reagenz UuN

Entfarbung NazS205 0,1% (w/v) Bis zur Entfarbung des
Eisessig 5% (v/v) Hintergrunds

7.7.2.6 Trocknung von Gelen

Geltrockungslosung

Ethanol 22% (viv)
2-Propanol 1% (viv)
Glycerin 2% (viv)

SDS-Polyacrylamidgele konnten durch ein Trocknungsverfahren dauerhaft aufbewahrt
werden. Hierzu musste das zu trocknende Gel und jeweils zwei Cellophanfolien fir eine
halbe Stunde in die Geltrockungslésung eingelegt werden und dann in die
Trocknungsrahmen geschichtet und mit Klammern fixiert werden. Die Trocknung erfolgte UGN

im Abzug.

7.8 Western Blot
7.8.1 Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran

Towbinpuffer

Tris 48 mM
Glycin 39 mM
Methanol p.a. 20% (v/v)

Der Transfer von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen auf eine PVDF-Membran erfolgte
mittels eines elektrischen Feldes in einer Western-Blot-Apparatur nach Anleitung des
Herstellers. Auf das SDS-Gel wurde zusatzlich ein Prestained-Proteinmarker aufgetragen,
was die Uberwachung des Transfers erleichterte. Vor dem Blot wurde die Membran fiir 1 — 2
min in Methanol p.a. aquilibriert. Anschlielend wurden die Membran und die bendtigten
Sticke Whatman 3MM Filterpapiere fur 30 min in Towbinpuffer, das Gel hingegen nur fur 15
min darin aquilibriert. Danach wurden Gel, Membran und die Filterpapiere nach Angaben
des Herstellers in die Apparatur geschichtet. Die Blot-Dauer betrug 1 h bei einer konstanten
Spannung von 10 V. Der Erfolg des Transfers konnte anschlieBend durch Farbung mit

Coomassie (11.7.8.2) oder Ponceau S (11.7.8.3) kontrolliert werden.
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7.8.2. Coomassie-Farbung von Western Blots

Im Falle einer nachfolgenden Sequenzierung einzelner Proteine mittels Edman-Abbau
(11.7.9) wurde die PVDF-Membran mit einer Coomassie-Losung gefarbt und anschlief3end
entfarbt.

Coomassie-Farbung (5 — 10 min)

Coomassie Brilliant Blue G250 0,1% (w/v)
Methanol 50% (v/v)
Eisessig 10% (v/v)

Entfarben (GUN)

Methanol 50% (v/v)
Eisessig 10% (v/v)

7.8.3. Ponceau S-Farbung (modifiziert nach Zacharius et al., 1969)
Zur schnellen Kontrolle eines erfolgreichen Transfers der Proteine auf eine PVDF-Membran

wurde eine reversible Farbung mit Ponceau S durchgeflihrt.

Ponceau S Farbung

Ponceau S 2% (wiv)
TCA 30% (v/v)

Durch mehrmindtiges Schwenken der Membran in HyOpigest Wurde zunachst der Hintergrund
entfarbt, die transferierten Proteinbanden traten rot hervor. Durch weiter andauerndes
Schwenken in HoOpigest Wurde die Membran schlieBlich vollstandig entfarbt und konnte fir

andere Versuche verwendet werden.

7.9 Sequenzierung von Proteinen mittels Edman-Abbau

Die Sequenzierung gewtlinschter Proteinbanden wurde durch die AG PD Dr. Deutzmann
(Lehrstuhl fir Biochemie, Universitat Regensburg) durchgefiihrt. Eine direkte, N-terminale
Ansequenzierung, ausgehend von einer geblotteten Bande, war nicht immer erfolgreich. Aus
diesem Grund musste das Protein nach einem vorgegebenen Protokoll (Deutzmann, pers.
Mitteilung; modifiziert nach Stone et al., 1989; Allen, 1989) aufgetrennt und tryptisch bzw.
chymotryptisch verdaut werden. Die Proteine wurden zundchst in einem 10%igen
Polyacrylamidgel aufgetrennt und das Gel anschlieRend mit Coomassie gefarbt (11.7.7.2.3).
Die gewlnschten Proteinbanden wurden exakt mit einem Skalpell ausgeschnitten, das
Volumen der Stiicke abgeschatzt und in Eppendorf-ReaktionsgefaRen® gesammelt.

AnschlieRend wurden die Gelstiicke aufeinanderfolgend mit den angegebenen Substanzen

2 Fur die Probenvorbereitung zum Edman-Abbau war es wichtig, ausschlieRlich Reaktionsgefalke der Firma
Eppendorf zu verwenden. Diese waren unbedenklich in Hinsicht auf ein Herauslésen von Polypropylen wahrend
des Verdaus (personl. Mitteilung von E. Hochmuth; AG Deutzmann). Polypropylen Uberlagert das durch die
Massenspektrometrie erhaltene Peakmuster und erschwert oder verhindert dessen Auswertung.



ll. Material und Methoden 43

(jeweils 2 ml, jeweils 30 min) unter Schutteln inkubiert: NH;HCO; (50 mM), NH4HCO; (50
mM) in Acetonitril (25%, v/v), Acetonitril (25%, v/v), Acetonitril (50%, v/v), Acetonitril (100%).
Danach wurden die Gelstlicke bei Raumtemperatur getrocknet und Uber Nacht bei 37°C mit
Trypsin/ Chymotrypsin in 50 mM NH4HCO; (1 ug Trypsin/ Chymotrypsin pro 100 ul Gel)
inkubiert (Gesamtpuffermenge: 1,5 x Ursprungsvolumen der Gelstlicke). Die Zugabe dieses
Puffers erfolgte dabei in zwei gleich gro3en Portionen (15 min Abstand), wobei der erste Teil
die Gesamtmenge an Trypsin/ Chymotrypsin enthielt. Die Extraktion der entstandenen
Spaltprodukte erfolgte durch Zugabe von 500 pl TFA (5%, w/v) und Inkubation fir 1 h.
Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt, beim dritten Mal wurde jedoch TFA (5%, w/v) mit
Acetonitril  (1:1) eingesetzt. Die drei Uberstdnde wurden vereint und lyophilisiert
(Vakuumzentrifuge DNAmini). In einer anschlieBenden HPLC wurden die Peptide
aufgetrennt und die Ergebnisse durch Eduard Hochmuth vom Labor von PD Dr. Deutzmann

ausgewertet.

8. Immunologische Methoden

8.1 Produktion von spezifischen (primaren) Antikérpern

Spezifische, polyklonale Antikérper wurden durch die Firma Davids Biotechnologie GmbH
(Regensburg) hergestellt. Fur die Produktion Flagellen-spezifischer Antikérper wurde
Aufreinigung der Flagellen mittels des gangigen Protokolls durchgefihrt (11.7.2.1). Zur
Immunisierung gegen Peptidfragmente der einzelnen Flagellenuntereinheiten wurden
heterolog exprimierte Proteine herangezogen (11.7.5). 0,2 — 2 mg des gewlinschten Proteins
bzw. Proteingemisches wurden zur konsekutiven Immunisierung eines Kaninchens bendtigt.
Eine Portion wurde dem Kaninchen gespritzt, zwei weitere wurden mit 2% (v/v) DMSO
versetzt und bis zum weiteren Gebrauch tiefgefroren. Die Antikorper wurden im Regelfall
mittels Ausbluten des Kaninchens gewonnen. Das Serum wurde danach durch eine
Affinitatschromatographie (Protein G-Saule, s. 11.11.8.2) aufgereinigt.

Um den Erfolg der Immunisierung zu Uberprifen, wurde zudem ein Praimmunserum fir

Kontrolltests zur Verfigung gestellt.

8.2 Antikorper-Affinitatsreinigung

Waschpuffer (pH 7,0 bei 25°C)

NazHPO4 x 2 H.0 57,7 ml
NaH2PO4 x H20 42,3 ml

Elutionspuffer |
Glycin/HCI (pH 2,7) 0,1M
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Elutionspuffer I
Glycin/HCI (pH 2,0) 0,1 M

Die Reinigung des gelieferten Serums erfolgte tber eine Protein G-Saule. Protein G weist je
nach Streptococcus-Stamm ein Molekulargewicht von etwa 58 bis 65 kDa und besitzt am C-
Terminus drei homologe Bindungsdomanen mit hoher Bindungsaffinitat fur die Fc-Region
von Immunglobulinen des Isotyps IgG. Deshalb kénnen die spezifischen IgGs sehr gut aus
dem Gemisch des Serums aufgereinigt und v.a. von Serumalbumin entfernt werden.

Die Pumpgeschwindigkeit Gber die Saule betrug durchgehend 0,5 ml/min. Die Saule wurde
zunachst mit 10 Saulenvolumen (SV) Waschpuffer aquilibriert. Das Serum wurde fiir 10 min
bei 5000 Upm (Biofuge 13) zentrifugiert, um ein Verstopfen der Saule durch grobere
Bestandteile des Serums zu verhindern. Nach dem Aufpumpen des Serums wurde zunachst
mit 9 SV Waschpuffer gewaschen, bevor die Immunglobuline zunachst mit 7 SV
Elutionspuffer | und dann mit 1 SV Elutionspuffer Il von der Saule abgeldst und in Fraktionen
gesammelt wurden. Die Fraktionen mussten beim Sammeln sofort mit einer entsprechenden
Menge 1M Tris/HCI (pH 7,5) neutralisiert werden (hier 300 ul Tris-Puffer auf 1,7 ml
gesammelte Fraktion). Letztendlich wurde die Saule mit 8 SV Waschpuffer gewaschen und
konnte dann bei 4°C gelagert werden. Nach elektrophoretischer Kontrolle konnten die

entscheidenden Fraktionen, welche die gereinigten Antikdrpern enthielten, vereinigt werden.

8.3 Puffer und Lésungen
TBST-T-Puffer

Tris/HCI pH 7.6 0,24% (Wiv)
NaCl 0,8% (Wiv)
Tween 20 0,1% (VIV)

TBST-T*-Puffer

Tris/HCI pH 7.6 0,24% (w/v)
NaCl 0,8% (wiv)
Tween 20 0,1% (v/v)
Magermilch 5% (w/v)

Aminoethylcarbazol-Detektionsldsung

3-Amino-9-Ethylcarbazol (in 1 ml EtOH p.a. geldst) 20 mg Vereinigte LOosung Uber einen

0,02 M K-Acetat pH 5,0 49 m| Faltenfilter filtrieren und nur Filtrat
weiterverwenden

10% (v/v) Triton X-100 100 pl Erst kurz vor Gebrauch zum Filtrat

H,0, 10 I zugeben

Inkubationspuffer

BSAc in PBS 0,0005 M


http://de.wikipedia.org/wiki/Carboxyl-Terminus
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PBS (10x; pH 7,4)

NaCl 80g
KCl 29
Na;HPO4 x 2 H,O 14,2 g
KH2PO, 244
H20bigest ad 1000 ml

PBS-Glycin-L6sung
Glycin in PBS 0,05 M

PBS-Blockierungslosung

BSA 0,259
CWFS-Gelatine 5ul
PBS ad 5 ml

8.4 Immuno-Blot

Die zu untersuchenden Proteine mussten zunachst mittels Western Blot (11.7.8.1) auf eine
PVDF-Membran Ubertragen werden. Die gesamte Membran wurde dann Uber Nacht durch
Schwenken in TBST-T*-Puffer blockiert. Der primare Antikdrper wurde in der gewlnschten
Verdlinnung zum TBST-T*-Puffer gegeben und die Membran darin fir mindestens 4 h bei
4°C geschwenkt. Danach wurde dreimal je 10 min mit TBST-T*-Puffer gewaschen und dann
der sekundare Antikdrper (anti-rabbit IgG gekoppelt mit Peroxidase; Verdinnung 1:2000 in
TBST-T*) zugegeben und die Membran darin 1 h geschwenkt. Abschlieliend wurde dreimal
je 10 min mit TBST-T* und zweimal je 10 min mit TBST-T-Puffer gewaschen.

Zur Detektion der markierten Proteine wurde die Membran solange in Aminoethylcarbazol-
Detektionslosung geschwenkt, bis rotliche Banden sichtbar wurden. Die Membran wurde
dreimal mit H,Opiqest gewaschen und konnte nach dem Trocknen lichtgeschitzt aufbewahrt

werden.

8.5 Immunmarkierung fur die Fluoreszenzmikroskopie

8.5.1 Immunmarkierung an Aufwuchspraparaten

Aus UN-Kulturen wurde das entsprechende Zusatzmaterial in ein Reaktionsgefaly gegeben,
dieses mit 2 ml einer 1:250-Verdliinnung des anti-Fla Pfu-Antikérpers (in SME-Waschlésung,
siehe 11.7.1) befillt und fir 90 min unter sanften Schitteln bei 600 Upm (Thermomixer
compact) inkubiert. Das bewachsene Material wurde mit einer Pinzette in ein neues
Reaktionsgefal® mit 2 ml steriler SME-Waschlésung gegeben und fir 5 min inkubiert. Es
wurden jeweils zwei Negativkontrollen mitgefuhrt, wobei einmal kein Antikdrper und einmal
anti-Pol UE D Antikorper (gerichtet gegen die Untereinheit D der P. furiosus Polymerase)
verwendet wurden. Eine Kontrolle der Proben fand mittels DAPI-Farbung am

Fluoreszenzmikroskop (11.5.1.3) statt.
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8.5.2 Immunmarkierung von Flagellen aus Flussigkulturen

Hierzu wurden Zellen aus einer frischen Zellkultur verwendet, wobei 20 ml der Kultur fur 30
min bei 5000 Upm (Heraeus Labofuge GL) abzentrifugiert wurden und vorsichtig, unter
Verwendung einer Pipettenspitze deren Ende abgeschnitten wurde, in 80 ul PBS-Puffer
geldst wurden. Es wurden 20 pl des primaren Antikorpers (siehe 11.1.3) zugegeben und der
Ansatz fur 1 h bei 37°C im Thermoblock (Thermomixer compact) inkubiert. Die Zellen
wurden fir 5 min bei 10000 Upm (Biofuge 13) abzentrifugiert und zweimal je 5 min bei
10000 Upm (s.o0.) mit je 100 pl PBS-Puffer gewaschen. Der sekundare Antikérper (anti-
rabbit IgG gekoppelt mit AF 488) wurde in einer Konzentration von 10 ug/ul (in 100 pl PBS)
eingesetzt. Es wurde zweimal mit je 100 yl PBS-Puffer gewaschen (s.0.) und die Zellen in
50 pulI PBS-Puffer aufgenommen. Die markierten Zellen konnten dann mittels

Fluoreszenzmikroskopie untersucht werden.

8.6 Immunmarkierung fur die Elektronenmikroskopie

8.6.1 Transmissionselektronenmikroskop

Verwendung fanden frische Zellkulturen, die auf Nickelnetzchen (G400) aufgetragen
wurden. Es wurden auch Suspensionspraparate von isolierten Flagellen (Nickelnetzchen
G400) verwendet oder Tragernetzchen aus Aufwuchsversuchen (Gold- oder
Nickelnetzchen, je G400). Keines der Praparate durfte hierfur kontrastiert werden. Fur den
primaren Antikérper wurden Verdinnungsstufen zwischen 1:1000 und 1:20000 gewahlt. Die
Netzchen wurden jeweils mit der Oberseite nach unten auf die jeweiligen Fllssigkeitstropfen
(ca. 50 ul) gesetzt und vor Uberfiihrung auf das nachste Tropfchen feucht (mit der Riickseite
des Netzchens) auf einem Filterpapier abgezogen. Es wurde je Versuchsansatz eine

Negativkontrolle mitgefiihrt (ohne primaren Antikorper).

Lésung Dauer
PBS-Glycin 15 min
PBS-Blockierungslosung 20 min
PBS 3 x5 min
Primarer Antikérper verdiinnt in PBS 1-2h
Inkubationspuffer 6 X 5 min

anti-rabbit IgG gekoppelt mit 6 oder 10 nm 1 h
Gold; 1:30 in PBS

Inkubationspuffer 6 X 5 min
PBS 3 x5 min
Hzobidest 2 x5 min
Kontrastieren mit 2%iger UAc-Lésung 15 min
H2Opidest 5 min

8.6.2 Rasterelektronenmikroskop
Zur Untersuchung des Anheftungsverhaltens von P. furiosus wurden UN-Kulturen in

Flissigmedium mit Sand der Originalisolationsstelle angezogen (siehe auch 11.9). Etwa flnf
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Kdrnchen des Sandes wurden mit Hilfe eines kleinen Loffelspatels in ein Reaktionsgefald
Uberfuhrt und 50 ul PBS zugegeben. Der primare Antikdrper (anti-Fla Pfu; anti-Pol UE D)
wurde in einer Verdinnung von 1:250 eingesetzt. Aulerdem wurden zwei Nullkontrollen
(ohne Zugabe eines Antikorpers; Zugabe von anti-Pol UE D) mitgefuhrt. Die Ansatze wurden
fur 1,5 h bei 37°C unter leichtem Schitteln mit 600 Upm in einem Thermoblock
(Thermomixer compact) inkubiert. Danach wurde der Uberstand vorsichtig abgezogen und
je zweimal mit 50 yl PBS gewaschen (Schiutteln mit 1000 Upm; Thermomixer compact). Der
sekundare Antikorper (anti-rabbit IgG gekoppelt mit 6 nm Gold) wurde in einer Verdinnung
von 1:30 (in PBS) zugegeben und fir 1,5 h bei 37°C unter leichtem Schitteln (600 Upm) im
Heizblock inkubiert. AbschlieRend wurden die Sandkdérnchen nach Abziehen des
Uberstandes wiederum zweimal gewaschen (siehe oben) und in 50 pl Fixanspuffer fixiert
(siehe 11.5.2). Die weitere Verarbeitung und Analyse fand am Lehrstuhl fiir Botanik der LMU

Miinchen durch Herrn Wanner und dessen Mitarbeiter statt.

9. Physikalisch-biochemische Untersuchungen

9.1 Aufwuchs- und Anheftungsversuche

P. furiosus wurden in Flussigkultur verschiedene biotische und abiotische Oberflachen zur
Anheftung angeboten. Die unter 11.1.10 (Tabelle 9) angegebenen Materialien wurden auf
eine Gréfle von maximal 1 cm Kantenlange zugeschnitten, so dass sie noch durch den Hals
einer Serumflasche passten. Die Materialien wurden dem Medium zugefligt und mit diesem
sterilisiert und mit einer Vorkultur beimpft. Nach der Inkubation (4N wurden die Materialien
entnommen und ein maoglicher Bewuchs konnte wahlweise mittels
Rasterelektronenmikroskopie (11.8.6.2) oder durch DAPI-Farbung (I11.5.1.5.1) am

Fluoreszenzmikroskop (11.5.1.2) analysiert und dokumentiert werden.

9.2 Untersuchungen zur Flagellenausbildung in verschiedenen Medien

Medien (jeweils 500 ml) mit den unten genannten Zusatzen wurden jeweils zu 0,01% mit
einer frischen P. furiosus-Kultur beimpft und UGN inkubiert. Uber die gesamte
Inkubationsdauer wurden die Zellzahlen bestimmt. Die Zellen wurden fir 15 min bei 8000
Upm (Sorvall® RC 5C Plus, SS34-Rotor) geerntet, in 1 ml SME-Waschlésung (s. 11.7.1)

resuspendiert und fir die Elektronenmikroskopie prapariert (11.5.3.1).

Medium
Medium1 :Modifiziertes 2SME fiir Pyrococcus furiosus

Medium 2:Modifiziertes ¥2SME fiir Pyrococcus furiosus
+ 0,1% (w/v) Starke
+ 0,0046% (w/v) Trehalose

Medium 3:Modifiziertes ¥2SME fir Pyrococcus furiosus
+0,1% (w/v) Starke
+ 0,0046% (w/v) Trehalose
+0,1% (w/v) Maltose
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9.3 Untersuchungen zur Stabilitat der Flagellen

9.3.1 Einfluss des pH-Wertes

Fir die pH-Bereiche zwischen pH 2 und pH 10 wurden jeweils Puffer aus den
Puffersubstanzen hergestellt, die in den entsprechenden pH-Bereichen Pufferkapazitat
besalRen. Falls fir einen pH-Bereich keine entsprechende Puffersubstanz vorhanden war,
wurde SME-Waschpuffer (s. I1.7.1) verwendet und der pH-Wert entsprechend eingestellt.
Die Inkubation in den jeweiligen Puffern wurde bei 20°C durchgefihrt.
Flagellenpraparationen wurden im Verhaltnis 1:1 in den jeweiligen Puffern verdinnt und fir
15 min der jeweiligen Temperatur ausgesetzt. In ,nicht-puffernden® Lésungen wurde die
Flagellenpraparation 1:10 verdinnt und ebenfalls fir 15 min bei den jeweiligen
Temperaturen inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben fiir die SDS-Gelelektrophorese

(siehe 11.7.7.2) und Elektronenmikroskopie vorbereitet (siehe 11.5.3.1).

pH Puffersubstanz oder L6sung PKa Pufferbereich

2 SME-Waschlésung nicht bekannt nicht bekannt

3 SME-Waschlésung nicht bekannt nicht bekannt

4 SME-Waschlésung nicht bekannt nicht bekannt

5 SME-Waschlésung nicht bekannt nicht bekannt
55 MES 6,1 55-6,5

6 MES 6,1 55-6,5
6,5 BisTris 6,5 58-7,2

7 MOPS 7,2 6,5-7,9
7,5 HEPES 7,5 6,8 -8,2

8 Tricin 8,1 7,4-88
8,5 Tricin 8,1 7,4-8,8

9 AMPSO 9,0 8,3-97
10 CAPS 10,4 9,7-111

Tabelle 14: Zusammenstellung der Puffersubstanzen

9.3.2 Einfluss von Salzen und Detergentien

Der Einfluss verschiedenster Detergentien, chaotroper oder denaturierender Substanzen
oder auch Proteasen wurde getestet. Hierzu wurde die Flagellenlésung in den in Tabelle 13
aufgeflhrten Verhaltnissen mit der jeweiligen Lésung gemischt und fir 1 h bei RT inkubiert.
AnschlieRend konnten die Proben fir das Elektronenmikroskop prapariert werden und auch

elektrophoretisch untersucht werden.

Substanz/ Lésung Mischungsverhiltnis (Flagellenprdp:Lésung)
MeOH/Chloroform (1:1) 5:1

6 M Harnstoff 1:1

3 M Harnstoff 1:1

3 M Guanidin x HCI 1:1

5 M Guanidin x HCI 1:1

1% (v/v) Triton X-100 1:1

1% (w/v) CTAB 1:1

1% (v/v) Tween 20 1:1
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1% (v/v) Tween 80 1:1
1% (w/v) Taurodeoxycholat 1:1
1 mM, 10 mM, 100 mM Nax-EDTA 1:1
SME-Waschlésung mit 5 mM DTT 1:1
SME-Waschlésung mit 10% (v/v) R-EtSH 1:1

Tabelle 15: Zusammenstellung der verwendeten Substanzen

9.3.3 Einfluss der Temperatur

Der Einfluss verschiedener Temperaturen auf die Flagellenstruktur bzw. der
Proteinkomplexe wurde getestet. Die Flagellenpraparation wurde hierzu 1:1 in SME-
Waschlosung, SME-Waschlosung mit 0,005 M DTT oder SME-Waschlésung mit 10% R-
EtSH verdunnt und anschliefiend fur 15 min bei 20°C, 40°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C
und 121°C inkubiert. Die Proben konnten dann elektronenmikroskopisch oder mittels Auftrag

auf ein SDS-Polyacrylamidgel untersucht werden.

10. Proteinsequenzdatenanalyse und Primerdesign

Alle Analysen zur Strukturberechnung oder zur Vorhersage von Sekundarstrukturen von
Proteinsequenzen oder Teilsequenzen wurde mit dem Programm PredictProtein (Rost et al.,
2004) und zusatzlich mit Programmen, die auf der Webseite http://expasy.org/ aufgefiihrt
werden, durchgefiihrt. Untersuchungen zu offenen Leserahmen wurden mit dem Programm
BioEdit (Hall, 1999) angefertigt.

Primer wurden vergleichend mit den Programmen Primer 3 (Rozen et al., 2000) und

Invitrogen Oligo Perfect™ Designer (Webseite der Firma Invitrogen) berechnet.


http://expasy.org/
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lll. Ergebnisse

A) Charakterisierung der Zellanhénge

Gemald der Erstbeschreibung (Fiala et al.,, 1986) hat Pyrococcus furiosus zahlreiche
Flagellen, die monopolar inseriert vorliegen. Zudem legt P. furiosus innerhalb seines
Wachstumsoptimums ein ausgepragtes Schwimmverhalten an den Tag. Um mehr Gber den
Aufbau der Flagellen zu erfahren, mussten diese zunachst isoliert und charakterisiert
werden. Physiologische, biochemische und mikroskopische Untersuchungen sollten
Aufschluss Uber die Beteiligung der Flagellen an der Motilitat oder dartber hinaus gehenden

Funktionen geben.

1. Strategien zur Isolierung
Fir eine moglichst grole Ausbeute an Flagellen, mit moglichst geringer Verunreinigung
durch andere Proteine, wurden die von Kalmokoff et al. (1988) beschriebenen Methoden

getestet und fur die Verwendung fur P. furiosus modifiziert.

1.1 Abscheren der Flagellen

Mit dieser Methode wurden die Flagellen mittels eines Ultraturrax-Gerates von den Zellen
abgeschert. Dies stellte die Standardmethode zur Gewinnung von Flagellen dar, da eine
ausreichende Menge an reinem Protein gewonnen werden konnte. Nach der isopyknischen
Zentrifugation in einem CsClI-Gradienten konnten zwei Fraktionen, eine sogenannte ,obere®
und eine ,untere“ Fraktion isoliert werden. Die Benennung bezog sich dabei auf die

Anordnung innerhalb des CsCI-Gradienten.

a) SDS-PAGE b) untere Fraktion im EM Abbildung 3: Flagellen-Préparation
1 2

kDa am a) SDS-PAGE der dialysierten oberen (1)

07 9 2% und unteren Fraktion (2); es wurde jeweils

6b.4— = 1 ug Gesamiprotein in die SDS-PAGE

55,6— % eingesetzt. Der Proteinmassenstandard ist
42,7— ' links angegeben.

34,6— b) Elektronenmikroskopische Darstellung

der dialysierten unteren Fraktion der

27— lagellenpréaparation. Die Probe wurde mit

00— HEPES-Puffer (0,1 M; pH 7) in einem

Verhdltnis von 1:10 verdinnt und einer
i Negativkontrastierung unterzogen.
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Im SDS-Polyacrylamidgel (Abb.3a) wird deutlich, dass in der unteren Fraktion die
Hauptmenge des gesuchten Flagellenproteins mit einem Molekulargewicht von ca. 30 kDa
isoliert werden konnte. Eine elektronenmikroskopische Analyse bestatigte dies (Abb.3b), da
in der oberen Fraktion kaum Flagellen zu finden waren. Die so gewonnenen
Flagellen(proteine) der unteren Fraktion wurden dialysiert und standardmafig (wenn nicht
anders angegeben) far elektronenmikroskopische, immunologische oder
proteinbiochemische Analysen herangezogen.

SDS-PAGEs von frisch abgescherten Flagellen ergaben im Vergleich zu Abb.3a meist eine
Vielzahl von Banden mit Molekulargewichten von 21 kDa, 30 kDa, 60 kDa und 90 kDa (SDS-
PAGE nicht gezeigt). Nach mehrmaligen Einfrier- und Auftauvorgangen oder aber einer
Lagerung bei 4°C konnten zumeist nur noch die in Abb.3 bzw. Abb.4 gezeigte Bande bei 30

kDa nachgewiesen werden.

Eine elektronenmikroskopische Kontrolle der gescherten Zellen zeigte, dass die Entfernung
der Zellanhange nicht vollstandig durchfiihrbar war. Ein GroBteil der Zellen besitzt im
Regelfall noch Flagellen, wenn auch nur sehr wenige im Vergleich zu den unbehandelten
Zellen oder aber durch die mechanische Einwirkung sehr stark verkurzte, vermutlich
abgebrochene Zellanhange. Gescherte und nicht gescherte Zellen wurden aufgeschlossen
und deren Proteine in einer SDS-PAGE aufgetrennt (Abb.4). Im Zellaufschluss der nicht
gescherten Zellen ist nur eine sehr schwache Bande bei dem entsprechenden
Molekulargewicht von 30 kDa zu erkennen. Deutlicher fiel der Nachweis mittels einer
Immunmarkierung aus. In diesem Fall wurde ein Antikérper verwendet, der gegen die untere
Fraktion der Flagellenpraparation (anti-Fla Pfu) gerichtet war. Vergleicht man nun die
Zellaufschllsse, so ist eine schmale Bande mit einem Molekulargewicht von 30 kDa in dem
Zellaufschluss der unbehandelten Zellen, jedoch keine Bande in dem Zellaufschluss der
gescherten Zellen nachzuweisen. Die Flagellen wurden also mehr oder weniger quantitativ
abgeschert. Zusatzlich wurde durch die Antikorper ein Protein mit einem Molekulargewicht
von 21 kDa markiert (s. auch 1l1.4.1), das schon zuvor in frischen Flagellenisolierungen
nachgewiesen werden konnte und deshalb wohl zu einer Immunreaktion des Kaninchens bei

der Generierung der Antikorper geflihrt hatte.
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a) SDS-PAGE b) Immuno-Blot

1 2 3 1* 2* 3*
kDa _ kDa
32,5— _ | 32,5—

25—

~ -

16,5 16,5—

Abbildung 4: Vergleich der Zellaufschlisse von nicht behandelten und gescherten Zellen

In a) ist die SDS-PAGE dargestellt, in b) die jeweilige Immunmarkierung (gekennzeichnet mit *).
Links ist jeweils der Proteinstandard angegeben.

I: Zellaufschluss einer unbehandelten Kultur; 2: Zellaufschluss von Zellen, deren Flagellen
abgeschert wurden; 3: aufgereinigte Flagellenpréparation. Es wurden jeweils 10 ug (1 und 2) bzw.
2 ug (3) Gesamtprotein aufgetragen; die SDS-PAGE in a) wurde einer Silberférbung unterzogen; in
b) erfolgte die Detektion mittels anti-Fla Pfu (1:20000).

Zellen, deren Flagellen abgeschert wurden, zeigten keine Beweglichkeit mehr. Um zu
untersuchen, ob dies auf eine Schadigung der Zellen und nicht auf das bloRRe Abscheren der
Flagellen zurlickzuflihren ist, wurde die Lebensfahigkeit der Zellen mit zweierlei Methoden
getestet. Die behandelten Zellen wurden Uber mehrere Stunden bei 80°C mittels
Thermomikroskopie (vgl. 111.LA.9.1) beobachtet. Es konnten keine schwimmfahigen Zellen
beobachtet werden. Zudem wurden die Zellen mittels einer BacLight™-Farbung (,Lebend-
Tot-Farbung®, Invitrogen GmbH, Karlsruhe) kontrolliert. Weniger als 1% der Zellen zeigten
laut der Farbung ein positives Membranpotential auf, konnten also demzufolge als lebend
eingestuft werden. Da diese Auswertung aufgrund der geringen Menge an auszuzahlenden
"lebenden” Zellen im Vergleich zur Gesamtkultur zu unsicher erschien, wurden zudem
parallele Wachstumsversuche angesetzt. In Verdlinnungsreihen wuchsen unbehandelte
Zellen bis zu einer Verdiinnungsstufe von 10 an, gescherte Zellen wuchsen noch bis zu
einer Verdiinnungsstufe von 10®° an. Letztendlich waren also ca. 1/1000 der Zellen als
teilungsfahig einzustufen. Eine elektronenmikroskopische Kontrolle zeigte, dass diese,
wieder angewachsenen Zellen eine vollkommen normale Morphologie mit normal
ausgebildeten Flagellen aufwiesen. Eine Kontrolle im Thermomikroskop bewies zudem, dass

diese Zellen auch normal schwimmfahig waren.
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1.2 Solubilisierung mittels Triton X-100

Die Gewinnung von Flagellen durch eine Solubilisierung der Zellen mittels Triton X-100
fuhrte zu einer extrem hohen Menge an gewonnenen Flagellen aus einer vergleichsweise
sehr geringen Menge an verwendeter Ausgangskultur. Im CsCI-Gradienten konnten zwei
Fraktionen aufgetrennt werden, wobei sich die Flagellen im Gegensatz zu der unter 11l.A.1.1
beschriebenen Methode in einer hoheren Anzahl in der oberen Fraktion befanden, als in der
unteren Fraktion. Dies konnte sowohl elektronenmikroskopisch als auch durch eine SDS-
PAGE gezeigt werden. In beiden Fraktionen waren jedoch noch viele weitere Proteine zu
finden (SDS-PAGE nicht gezeigt). Die Flagellenproben konnten nicht rein von ,Fremdprotein®

hergestellt werden, weshalb die Methode nicht als Standardmethode verwendet wurde.

1.3 Phasenseparierung mittels Triton X-114

Da bei den oben genannten Protokollen keine Verankerungsstruktur der Flagellen isoliert
werden konnte, wurde die Membran mittels Triton X-114 solubilisiert, wobei mdgliche
Verankerungsstrukturen nach Angaben des verwendeten (modifizierten) Protokolls intakt
bleiben sollten.

Nach der Behandlung mit Triton X-114 wurde die Phase, in der sich u.a. die Flagellen
befanden, eingeengt und einer Dialyse unterzogen, bevor eine Auftrennung der Proteine
Uber eine Molekulsieb-Chromatographiesaule erfolgte. Die danach gesammelten Fraktionen
wurden auf Proteingehalt getestet und die positiven Fraktionen vereinigt. Eine
elektronenmikroskopische Kontrolle der saulenchromatographisch gereinigten Flagellen
ergab, dass diese Methode vergleichsweise zu einer geringen Ausbeute an Gesamtprotein
fihrte, die Proben jedoch sehr sauber vorlagen. Zudem konnte flir ca. 5% der
mikroskopierten Flagellen an jeweils einem Ende eine knopfartige Struktur nachgewiesen
werden. Im SDS-

Polyacrylamidgel konnten zwei Proteinbanden mit Molekulargréen von 30 kDa und 21 kDa
nachgewiesen werden (Abb.5). Die Proteine dieser Banden wurden einer N-terminalen
Sequenzierung unterzogen. Die Proteinbande mit 30 kDa konnte den Flagellenproteinen
zugeordnet werden (vgl. 1llLA.1.1 und Ill.A.4.1), fir die Bande mit einem Molekulargewicht
von ca. 21 kDa konnte gezeigt werden, dass sie wohl nicht in Zusammenhang mit einer

Verankerungs- oder Motorstruktur steht (vgl. 111.A.4.1).
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a) SDS-PAGE b) Flagellen in den gesammelten Fraktionen im EM

kDa
30—

Abbildung 5: Flagellenpréparation mittels Triton X-114

a) SDS-PAGE einer Fraktion des Séuleneluats; es wurden 10 ul der vereinigten Fraktionen
aufgetragen und aufgrund der geringen Proteinkonzentration eine Silberférbung durchgefihrt. Links
sind die Proteinmolekularmassen in kDa angegeben.

b) Elektronenmikroskopische Darstellung der vereinigten Flagellen-Eluate; es wurde eine
Negativkontrastierung durchgefihrt; der Pfeil markiert das knopfartiges Ende einer Flagelle.

2. Wachstumsversuche

Nachdem eine ideale Isolierungsstrategie flr die Flagellen etabliert wurde, sollte zudem
getestet werden, ob sich eine Abhangigkeit der Flagellenanzahl von der Anzucht in
bestimmten Medien zeigte. Die Verwendung verschiedener Zusatze konnte hierbei
moglicherweise eine Rolle spielen. Bei den zusatzlich verwendeten Zusatzen (s.u.) wurde in
friheren Versuchen ein schnelleres Wachstum von P. furiosus beobachtet, was wiederum in
Zusammenhang mit der ausgebildeten Flagellenanzahl stehen kénnte. Zur Isolierung der
Flagellen wurde das unter Ill.A.1.1 aufgefuhrte Standardverfahren verwendet. Es wurden
drei verschiedene Medien getestet. Das als Medium 1 bezeichnete entspricht dem in der
Erstbeschreibung von Fiala et al. (1986) verwendete Pyrococcus-Medium unter Zusatz von
0,1% Hefeextrakt und 0,1% Pepton. Medium 2 enthielt zusatzlich dazu 0,1% (w/v) Starke
und 0,0046% (w/v) Trehalose und Medium 3 wurde zu den bisher genannten Zugaben
zudem 0,1% (w/v) Maltose beigefugt. Das Wachstumsverhalten der in den drei
unterschiedlichen Medien angezogenen Kulturen wurde lichtmikroskopisch kontrolliert und

die Zellzahlen im Abstand von jeweils 2 Stunden bestimmt (Abb.6).
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Abbildung 6: Wachstumskurven von P. furiosus angezogen in 3 verschiedenen Medien

Zellen die auf Medium 2 gewachsen waren, zeigten im Vergleich mit dem Ansatz im
Standardmedium (Medium 1) das schnellste Wachstum und die hdchsten Zellzahlen (bis zu
3 x 10® Zellen/ml). Wurde Medium 3 zur Anzucht verwendet, ging das Wachstum insgesamt
sehr stark zuriick. Das Wachstum setzte stark verzégert ein und die Kulturen wuchsen nur
bis auf eine maximale Zellzahl von 3 — 4 x 10’ Zellen/ml.

Von allen Ansatzen wurden jeweils die Flagellen aus einer Kultur isoliert, die sich in der frih
stationaren Phase befand. Bis auf den sehr niedrig angewachsenen Ansatz aus Medium 3,
konnten zwei Fraktionen (obere/untere Fraktion) aus dem CsCI-Gradienten abgezogen und
dialysiert werden. Alle gewonnenen Proben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
Zusatzlich wurden die Fraktionen mittels eines Immunoblots mit dem anti-Fla Pfu-Antikorper
getestet (Abb.7).
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b) Medium 2:
Standardmedium
+ 0,1% (w/v) Stérke
+ 0,0046% (w/v) Trehalose

a) Medium 1:
Standardmedium

c) Medium 3:
Standardmedium
+ 0,1% (w/v) Stérke
+ 0,0046% (w/v) Trehalose
+ 0,1% (w/v) Maltose

12 1% 2% 1 2 1% 2% L
kDa : kDa . kDa
97,2— 97,2— 97,2—
66,4— - 66,4— 66,4—
55,6— ' 55,6— 55,6—
42,7— 42,7— 42,7—
34,6— 34,6— 34,6— P
27— 27— 27— .
20— 20— 20—
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Abbildung 7: Analysen zur Flagellenbildung bei Anzucht in verschiedenen Medien

a) — ¢) gibt an, in welchem Medium die Zellkulturen angezogen wurden. Die linke Halfte der
jeweiligen Abbildung zeigt ein SDS-Polyacrylamidgel mit isolierten Fraktionen aus dem CsCI-
Gradienten (1 = obere Fraktion bzw. einzige isolierte Fraktion; 2 = untere Fraktion). Es wurde
jeweils 1 ug Gesamtprotein aufgetragen. Im rechten Teil der Abbildungen ist die entsprechende
Immunmarkierung gezeigt (jeweils als , 1/2*” gekennzeichnet). Die Detektion erfolgte mit anti-Fla
Pfu-Antikérpern (1:20000). Links ist jeweils der Proteinmassenstandard in kDa angegeben.

Die SDS-Polyacrylamidgele der ersten zwei Medien-Ansatze (Abb.7a/b) dhneln sich stark. In
den unteren Fraktionen (mit “2“ bezeichnet), die vom CsCl-Gradienten abgezogen wurden,
liegen jeweils die Flagellen vor. Durch die Immunmarkierung beider Fraktionen konnte auch
in der jeweils oberen Fraktion eine, wenn auch schwachere, Bande mit dem
Molekulargewicht der Flagellen von 30 kDa nachgewiesen werden. Zusatzlich wurden,
insbesondere durch die Immunreaktion, Banden mit den Molekulargewichten von 21kDa, 60
kDa und 90 kDa nachgewiesen (siehe hierzu 1l1l.A.1.1 und Ill.A.4.1).

In der SDS-PAGE der Flagellen-Praparation aus Medium 3 konnte auf dem SDS-
Polyacrylamidgel zunachst kein Protein nachgewiesen werden, durch die Immunmarkierung
lies sich jedoch eine Bande mit einem Molekulargewicht von 30 kDa markieren (Abb.7c). Es
lagen also Flagellen in sehr geringer Konzentration in dieser Praparation vor.

Eine elektronenmikroskopische Kontrolle der Zellen ergab keine Unterschiede zwischen dem
Ansatz aus Medium 1 und dem aus Medium 2. In beiden Fallen konnten gut ausgebildete
Flagellenbuschel dargestellt werden. Zudem waren haufig Verbindungen zwischen zwei
Zellen zu erkennen. Der Praparationsansatz aus Medium 3 konnte aufgrund der starken
granuldren Strukturierung der Probe nur schlecht mikroskopiert werden. Wenn Zellen

vorhanden waren, waren an diesen zumeist nur sehr wenige Flagellen zu sehen (Abb.8).
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Abbildung 8: Elektronenmikroskopische Darstellung von Zellen aus den verschiedenen Medien

a) Medium 1: 4,9 x 107 Zellen/ml

b) Medium 2: 9,7 x 107 Zellen/ml

c) Medium 3: 4,2 x 107 Zellen/ml

Die Zellen wurden einer Negativkontrastierung unterzogen; in den Abbildungen sind die Flagellen
und/oder Zell-Zell-Verbindungen mit Pfeilen markiert. In c) wurde mittels Bildverarbeitung der
Kontrast verstérkt, um die wenigen vorhandenen Flagellen sichtbar zu machen.

3. Nachweis der Glykosylierung

Archaeelle Flagellenproteine weisen im Gegensatz zu bakteriellen Geildeln typischerweise
eine signifikante (N-)Glykosylierung auf (Jarrell et al., 2001; Upreti et al., 2003; Eichler, 2004;
Voisin et al., 2005). Eine Periodat-Schiff Farbung (PAS-Farbung) der mittels SDS-PAGE
aufgetrennten Flagellenproteine ergab eine starke Glykosylierung des Flagellenproteins
(Abb.9).

kDa
66,4~ Abbildung 9: Glykosylierungsnachweis:
55,6- PAS-Farbung der Flagellenpréaparation
42.7- For die SDS-PAGE wurde 1 ug
' Gesamtprotein aufgetragen.
345=" |m linken Teil der Abbildung ist der
” Proteinmassenstandard in kDa angegeben.
27- Die Positiv- und Negativkontrolle sind nicht
- gezeigt

4. Sequenzanalysen
4.1 Proteinsequenzierungen
Da bei der Analyse der frischen Flagellenpraparation mehrere Banden im SDS-

Polyacrylamidgel nachgewiesen werden konnten, musste zunachst Uberprift werden, ob es
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sich ausschlielBlich um Proteine zum Aufbau des Filaments handelte, oder ob weitere

Proteine mit aufgereinigt wurden.

Eine mehrfach durchgefiihrte N-terminale Sequenzierung der Proteinbande mit einem
Molekulargewicht von 30 kDa erbrachte die in Tabelle 13 aufgefiihrte Sequenz 1. Auch die
Bande mit dem Molekulargewicht von 60 kDa fuhrte nach mehrfach durchgefuhrten N-
terminalen Sequenzierungen des Proteins zu Sequenz 1. Es handelt sich somit um ein

Dimer des Flagellenproteins mit dem Molekulargewicht von 30 kDa.

Sequenz 1 AVGIGTLIVFIA

Das ermittelte Peptid der Sequenz 1 wurde einer Blast-Analyse unterworfen und die

Ergebnisse durch multiple Sequenzalignments Uberprift und in Abb.10 dargestellt.

FlaB2 MKKGRI{e] [eanm AVg VAV L VAAVAAGVL IATSGYLQQKAMATGRQTTQEVASGIKVTGVF 60
Sequenz 1 -——-yaeamylan-----—-—-——-——————— 12
* - E R R T
FlaB2 GYINGTPPGASNISRIVIYVAPNAGSSGIDLRYVKIVLSDGKRMAVYRYYDPKEDGSSDL 120
Sequenz 1 = ——mmm e
FlaB2 KPEY IHYKGD IPNIFAYGEWEPYYKNKKPQISGEY I TDNINVSAVWWNLYSAYNNSSKLL 180
Sequenz 1 = =  —mmmmm e e e
FlaB2 FGIAVVQDGDNSLSDPQHPTLSWGDLAALMIWTFPFDDDNNISNGFGLRPGTKIIGKVIP 240
Sequenz 1 = =  —emmmmmme e e e
FlaB2 ESGAAGVIDFTTPSTYTQNLMELQ 264
Sequenz 1~ =  ———mmmmmmmmmmm

Abbildung 10: Falsche Zuordnung zu FlaB2 oder Mutation?

Sequenzidentitéten wurden schwarz hinterlegt und sind nochmals mit einem Stern gekennzeichnet,
konservative  Sequenzsubstitutionen sind dunkelgrau hinterlegt und werden durch einen
Doppelpunkt gekennzeichnet. Die Analyse wurde mit dem Programm ClustalW durchgefihrt.

Die exakte Sequenzabfolge konnte in der bei NCBI (NCBI: AE009950; Maeder et al., 1999;
Robb et al. 2001) hinterlegten Genom-Datenbank von P. furiosus weder fur die Flagellin-
Proteine FlaB1 noch FlaB2 gefunden werden. Méoglich erschien hier im multiplen
Sequenzalignment mit FlaB2 auf den ersten Blick ein Basenpaaraustausch. Dieser kdnnte
sich auf die Kodierung der Aminosdure an Position 6 auswirken, und zu der nachgewiesenen
Aminosaure Valin statt dem postulierten Isoleucin fihren. Der Start der Sequenzierung an
Position 5 statt 2 ist auf die Abspaltung des Signalpeptides vom Preprotein zurtickzufihren
(Faguy et al., 1994), somit wurde nur noch die N-terminale Sequenz des reifen Proteins
ansequenziert (s.a. Abb.13).

Der Bereich stromaufwarts des FlaB2-Gens und das Gen selbst wurden, wie unter 11l.A.4.2
beschrieben, mehrfach nachsequenziert, um die Ursache der oben beschriebenen
~LAminosaure-Verschiebung“ aufzuklaren. Dabei konnte gezeigt werden, dass es sich bei

dem Protein der Flagellenisolierung, wie im Anschluss beschrieben, um das in dieser Arbeit
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neu nachgewiesene und als FlaBO benannte Protein handelte (vgl. 111.A.4.2 und II.B.1). Die
beiden anderen Flagellenproteine, FlaB1 und FlaB2 liegen vermutlich in so geringer Menge
in der Gesamtflagellenpraparation vor, dass ihre Sequenz beim Edman-Abbau nicht
nachweisbar war. Ein multiples Sequenzalignment der Sequenz 1 mit dem Protein FlaBO

zeigt eine komplette Ubereinstimmung mit der ermittelten Sequenz 1 (Abb.11).

FlaBO MAKKGR\4e1 [eanm Ag PAMV L VAAVAAAVL IQTSGYLQQKSQATGAETTQEVASGIKVLSV 60

Sequenz 1~ --——- AVG I GT LI VE | AR e 12
ECE R R R R o e o e

FlaBO VGKTDSNKTYVEKLATY ISPNAGSEQ IDLNNTRVVLSNGTVQAVLKYEKTAYHKGAVGDV 120

Sequenz 1 = @ —mmmmmmmmmm

FlaBO FNASTAWNLSNTNFG 1 1VLQDADNSVDQNYPTLNKGD IVVITVKVGEGNGVFGKGIPPRT 180

Sequenz 1 = =  —-mmmmmme e e

FlaBO KITGKVIPEFQAPGVIEFTTPSTYTSEVIELQ 212

Sequenz 1 =~ =  ———mmmmmmmmm e

Abbildung 11: Eindeutige Zuordnung von Sequenz 1 zu FlaBO
Sequenzidentitéten sind schwarz hinterlegt und nochmals mit einem Stern gekennzeichnet. Analyse
mit ClustalW.

Es musste zusatzlich untersucht werden, ob dennoch eines der zwei weiteren
Flagellinproteine, FlaB1 oder/und FlaB2, das (die) Hauptprotein(e) der isolierten
Flagellenfraktion darstellt(en). Diese kénnten moéglicherweise nicht durch eine N-terminale
Sequenzierung nachgewiesen werden, falls eine Blockierung des N-Terminus durch eine
posttranslationale Modifizierung vorlage (Eichler et al., 2005; Ng et al. 2006). Deshalb wurde
der Sequenzieransatz unter Verwendung von Trypsin hydrolysiert und mittels MALDI-TOF?
und HPLC* analysiert (K. Dietl, 2006). Die gefundene Sequenz 2 stimmte ausschlieflich mit
FlaBO tberein. Die ClustalW-Analysen sind im Anhang (VIIl.1) aufgefihrt.

Sequenz 2 AIYISP

Die Bande mit dem Molekulargewicht von 21 kDa ergab durch N-terminale Sequenzierung
die aufgeflihrte Sequenz 3. Mittels einer Blast-Analyse konnte gezeigt werden, dass es sich
um Rubrerythrin handelt, welches anscheinend in allen Flagellenpraparationen mit
aufgereinigt wird, obwohl es sich mit groRer Wahrscheinlichkeit um ein cytoplasmatisches

Protein handelt.

Sequenz 3 VVKRTMTKKF

Eine Analyse der Proteinbande mit einem Molekulargewicht von 90 kDa ergab durch N-

terminale Sequenzierung die unten gezeigte Sequenz 4. Eine exakte Zuordnung der

® MALDI-TOF: Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation-Time of Flight
*HPLC: High Performance/Pressure Liquid Chromatography
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Sequenz zu einem Protein erwies sich als schwierig, da durch die Datenbankrecherche zwei
Proteine gefunden werden konnten, die einen identischen N-Terminus aufweisen. Es handelt
sich um das Protein des mirA-Gens bzw. die PEP-Synthase von P. furiosus. Diese
Ahnlichkeiten im untersuchten Abschnitt zwischen diesen beiden Proteinen wurden bereits
durch Robinson et al. (1994) beschrieben.

Sequenz 4 AYRFIKWFEELSKNDV

Eine weitere Bande bei 25 kDa ergab ebenfalls die oben aufgefihrte Sequenz 1. Ein
Vergleich mit den tatsachlichen MolekulargroRen der einzelnen Flagellenproteine legte nahe,
dass es sich vermutlich um die unglykosylierte Form des Flagellinproteins handelte. Eine
PAS-Farbung, die zu keinem Signal fuihrte, unterstitzte diese Hypothese (Dietl, 2006).

In der folgenden Tabelle sind die wichtigsten Daten aller Proteinsequenzierung

zusammengefasst.
Proteinmasse/ kDa
Protein Aminosaurenanzahl theoretisch nachgewiesen
(per SDS-PAGE)

FlaBO 212 ca. 23 25-30
FlaB1 214 ca. 23 ?

FlaB2 264 ca. 29 ?
PEP-Synthase 817 ca. 90 90
Protein MIrA 794 ca. 87 90
Rubrerythrin 171 ca. 19 21

Tabelle 16: Ergebnisse der Proteinsequenzierungen

4.2 Nachsequenzierung der genomischen DNA

Wie bereits unter Ill.A.4.1 ausgefiihrt, entsprach die erhaltene N-terminale Sequenz des
isolierten Flagellenproteins nicht den Angaben aus der Datenbank von NCBI. Es wurde
zunachst eine moéglicherweise vorliegende Mutation im Gen flaB2 angenommen. Um dies zu
Uberprifen, sollte der entsprechende Bereich durch mehrere, sich Uberlappende
Sequenzierungen abgedeckt werden. Hierbei ergab sich, dass die in der Datenbank (NCBI:
AE009950; Maeder et al., 1999; Robb et al. 2001) hinterlegte Sequenz fehlerhaft ist und der
Bereich wesentlich groRer als angegeben. Es konnte ein zusatzlicher Abschnitt mit einer
Grolie von 771 bp gefunden werden, der zwischen den Positionen 352384 und 352385 im
Genom erganzt werden muss. Die Nummerierung dieses neuen Abschnittes erfolgte
zunachst mit den Bezeichnungen 352384.1 — 352384.771. Der neu hinzugefligte Abschnitt
und die angrenzenden Bereiche wurden mit dem Programm BioEdit (Hall, 1999) auf
potentielle offene Leserahmen hin untersucht. Es wurde berlicksichtigt, dass im Genom von
P. furiosus neben dem Startcodon ATG, dass in 85% der Falle genutzt wird, auch zu 10%
das Startcodon GTG bzw. zu 5% TTG vorliegen kann (Torarinsson et al., 2005). Somit
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konnten innerhalb des neu hinzugefiigten Genomabschnitts 7 potentielle offene Leserahmen
nachgewiesen werden. In Hinblick darauf, dass ein Protein in der Nahe des bereits
klassifizierten Flagellingens flaB2 ein &hnliches Signalpetid wie dieses, bzw. alle anderen
bereits klassifizierten archaeellen Flagelline besitzen sollte (Kalmokoff et al., 1991; Correia et
al., 2000), konnte fur flaB1 ein neuer offener Leserahmen festgelegt werden (Abb.12),
welcher ein N-terminales Signalpeptid enthielt. Die Benennung flaB1 wird weiterhin
beibehalten, wobei in folgenden Abbildungen die urspriingliche Genbezeichnung PF0336
nicht mehr verwendet wird. Durch die Analysen der offenen Leserahmen konnte ein weiteres
Protein, das stromabwarts des bereits annotierten Gens met (PF0339) und stromaufwarts
des neu annotierten Proteins flaB1 liegt, nachgewiesen werden. Der Chronologie halber
erhalt es den Namen flaB0O. Es besitzt, wie die anderen flaB-Proteine eine Signalsequenz.
Aulerdem konnte, wie oben gezeigt (vgl. Sequenz 1 und 3), das Protein FlaB0O mittels
verschiedener Proteinsequenzierungen in den Flagellenpraparationen als Hauptflagellin

nachgewiesen werden.

A
Qq’(b '5'56\ ‘b&
& & &

1 kb
l—————

Abbildung 12: Darstellung des vervollstandigten fla-Genclusters

Die farbig unterlegten Pfeile geben maBstabsgetreu die Anordnung der Gene des fla-Genclusters
wieder, wobei die Polaritét der Pfeile der Transkriptionsrichtung entspricht. Der grin hinterlegte Teil
entspricht dabei dem nachsequenzierten, neu hinzugefigten Genomabschnitt. Darin befand sich
der Transkriptionsstart von flaB1 und das vollsténdige flaBO-Gen. Die Bezeichnungen wurden der
Datenbank von NCBI entnommen; flaBO und flaB1 sind ohne Genbezeichnungen aufgefihrt, da sie
aufgrund des Sequenzeinschubes nicht mehr den (vorhandenen) Originalangaben entsprechen.

4.3 Sequenzvergleiche und computergestitzte Sekundarstrukturanalysen

Die Flagelline der Archaeen besitzen im Aufbau der Sequenz eine sehr groRe Ahnlichkeit
(Thomas et al. 2001). Deshalb wurden zunachst die Flagelline von P. furiosus untereinander
verglichen (es wurde das Programme ClustalW (Higgins, 1994) zum multiplen
Sequenzalignment und SignalP 3.0 (Nielsen et al., 1997; Bendtsen et al., 2004) zur Analyse

des Signalpeptids verwendet).
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Der Vergleich der Proteine zeigt eine starke Konservierung, wobei sich die Ahnlichkeit
besonders im N-terminalen Bereich zeigt. Auch der mittlere Teil und der C-Term weisen eine
hohe Erhaltung von Aminosduren auf. Bezieht man noch die konservativen
Aminosaureaustausche ein, die in Abb.13 lediglich durch Doppelpunkte und Punkte

gekennzeichnet wurden, ergibt sich eine sehr starke Homologie zwischen den drei

Flagellinen.
FlaBO MAKKER GIGTLIVFIAMVLVAAVA‘AVL OTRGYLQQKSSAYGINET TQEVASG I KIS VY]
FlaB1 —VRKG‘IGIGTLIVFIAMVLVAAVA‘GVI ETAGYLQQ AQﬁ ROUICAYZSG N VNY 59
FlaB2 BUNKGALG 1GTL 1VF 1AMVLVAAVAARVIIIATEGY LQQKAWALGE TTQEVASG I K\Yare V]
FlaBO VE---KPDSNKTYVEKLARY I SENAEEEQURINNTR NETVQAYLKNEKT-—---—- 110
FlaB1 FEY INAYPPSNGT I VKMALJFV T[N SGLINESNVK DEKKLVYYNNYSG-——---—- 111
FlaB2 F&Y INGYPPGASN ISR IVI]YVARNNESSGLIER Y VK I\ BSDEKRMAY YRY YDPKEDGSSD 119
-* * . - ::_*:::*****_ *x*k -::***:*- _* -*
FlaBO - AYHKEAVGDVEN -~ - —— === === mmm oo ASTAWN-LSNT 132
FlaBl ~ ————- ELYTEKILDLfEN-— ===~ == oo LPVWINTKNG 133
FlaB2 LKPEY IHYKED IPN1[§AYGEWEPYYKNKKPQISGEY I TDN INVSAVWWNLYSAYINSSKL 179
- X = - -k -k -
FlaBO NEG[] 1 L QBADNSVDQN - NKER 1 VI TVKV----GEGNGVFGKE I PEREKOTESE 187
FlaB1 TESHAYVNBVGSKMEDT -HARMEWERTVALLLRT---DDVFNYKSKNE 1 GgSyRL 1 8] 189
FlaB2 LigGLANVQEGDNSLSDPQHRSWEL AALMIWTFPFDDDN) I SNGHELRFCUKL 1 Y] 239
*_* *::* ... :-k*-k_ *x .- - _ _ * *: * *:* *hkXx
FlaBO EFQRPEVIIEERIESHY TSEV I[FHe 212
FlaB1 DAGL DERIZPUFEYNV I[N 214
FlaB2 ESGL DIERIESHY TQNLMKS 264
* - * ***:**** * - :--***

Abbildung 13: Vergleich der Strukturflagelline FlaBO, FlaB1 und FlaB2 von P. furiosus
Sequenzidentitéten sind schwarz unterlegt und zusétzlich mit einem Stern gekennzeichnet. Die
Doppelpunkte unter dem jeweiligen Alignment geben konservative, die Punkte semi-konservative
Sequenzaustausche wieder. Der Ubersichtlichkeit halber wurden diese Austausche nicht farbig
markiert. Der rote Pfeil gibt die nachgewiesene bzw. vorausgesagte Schnittstelle der
Signalpeptidase wieder.

Eine Analyse zur Sekundarstruktur wurde mit dem Programm PredictProtein (Rost, 2005)
durchgefiihrt. Das Ergebnis und die Zusammenstellung der postulierten Sekundarstrukturen
der drei Flagelline ist im Anhang (VIII.2) aufgeflihrt. Hier ist die starke Konservierung der
Aminosauren natlrlich auch in Form der vorhergesagten Sekundarstruktur erkennbar.
Insbesondere der N-Terminus aller drei Proteine zeichnet sich durch zwei a-Helices aus. Der
Mittelteil und der C-Term bildet hingegen laut Voraussage nur R-Faltblatter aus.

Die bereits beschriebene Homologie innerhalb der archaeellen Flagelline ftrifft auch im
Vergleich der drei P. furiosus-Flagelline mit Flagellenproteinen beispielsweise der anderen

Pyrococcen bzw. Thermococcales oder Methanococcus sp. (Daten nicht gezeigt).

Des Weiteren wurde ein Vergleich mit Pilinen wie den Typ IV Pili von Gram-negativen

Bakterien durchgefiihrt. Ahnlichkeiten bezlglich der archaeellen Flagelline und der
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bakteriellen Piline waren bereits diskutiert worden (Gerl et al., 1988; Faguy et al., 1994).
Deshalb wurden die in der Datenbank von NCBI als Piline ausgezeichneten Proteine von
Pseudomonas aeruginosa mit den Flagellinen von P. furiosus verglichen. In Abb. 14 ist als
Beispiel das multiple Sequenzalignment der drei Strukturflagelline von P. furiosus mit PilE

gezeigt, alle weiteren durchgefuhrten Analysen kénnen dem Anhang (VIII.3) entnommen

werden.
FlaBO KGAVEIGTHI 1QTSGNEQRKSQ ETTQ GIKVLSV 60
FlaB1 KeAIgIGTHI AAVAAGVI 1 GTAGNLEQQKAQAAERQTTQ GIKIVNV 59
FlaB2 KGA1GIGTI GV 1 ATSGMLQQKAMATIEROTTQ GIKVTGV 59
PilE —M TRQ TLLE GILLGI PSYQNY [ SNR E QALLS ——————— 52
* = = = == - - - - * -
FlaBO VG---KTDSNKTYVERLAINI SEQ IDLNNT] NGTVQAVLKYEKT--————- 110
FlaB1 FGY INATPPSNGT IVKMAI SSGIDLSNV DGKKLVVYNYSGE--————- 112
FlaB2 FGY INGTPPGASNISRIVI SSGIDLRYV DGKRMAVYRYYDPKEDGSSD 119
PilE = e QER Y P -VGYTKDVAKLGMEISAN- — - —————— -~ 79
- =%
FlaBO = ———— AYHKGAVGPMIEN - - - —— — = — e ASTAWNLSNTN-————— 133
FlaBl ~ —————- LYTGKILBDERN-——— === — e LPVWNNTKNGT-—-=—= 134
FlaB2 LKPEY IHYKGDIP YGEWEPYYKNKKPQISGEY I TDNINVSAVWWNLYSAYNNSSKL 179
PiIlE = e SPNNEYIN = — = = = = = o e 86
FlaBO -FGF1MLQDADNSV-DQNYETLNKGD IVV I TVKVG----EGNGVFGKG I PPRTRIITG 187
FlaB1 —FSIAMVNDVGSKM-EDTH[ETLEWGDTVALLLRTD---DVFNYKSKNGIGPSTRI1G 189
FlaB2 LFG QDGDNSLSDPQHETLSWGDLAALMIWTFPFDDDNN I SNGFGLRPGTKI 1G 239
PilE —_— TPTSTTYTLTAT[E-——————————m e INSQTRDKTCGKETLNQE 121
- - * - - - -
FlaBO PEFQRPEV IEFTEPSTYTSEVIELQ 212
FlaB1 PDAGRAEV I DFTIPPTFEYNVIELQ 214
FlaB2 PESGRAEV IDFTIPSTYTQNLMELQ 264
PilE GERGIACK TGNNSTVNDCWR-——-— 141
- *  * -

Abbildung 14: Vergleich der Strukturflagelline von P. furiosus mit PilE von P.aeruginosa
Zur Zeichenerkldrung siehe Beschreibung in Abbildung 12. Konservative und semi-konservative
Sequenzaustausche wurden zusétzlich farbig unterlegt.

Die Konservierung fallt weniger stark aus, als postuliert und erwartet wurde (Faguy et al.,
1994a). Der N-Terminus ist im Hinblick auf die Archaeen-internen Vergleiche sehr viel
weniger konserviert, doch finden sich Uber den gesamten Proteinbereich konservative und

semi-konservative Aminosaure-Austausche, die flr eine ahnliche Funktion sprechen.

5. Klonierung der (Struktur)Flagellin-Gene und deren Expression

Da zunachst vermutet wurde, dass es sich bei FlaB2 um das Hauptstrukturprotein der
Flagelle handelt, wurde versucht dieses in den Expressionsvektor pET 14b und pET 15b zu
klonieren und das Protein nach der Transformation im E. coli-Stamm BL21 (DE3) pLysS zu
exprimieren. Es wurden in mehreren Versuchslaufen kaum Klone erhalten. Falls Klone

vorhanden waren, erwiesen sich diese als negativ, d.h. das gewiinschte Gen befand sich
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nicht im aufgenommenen Plasmid. In Versuchen, dieses Protein in einem eukaryotischen
Expressionssystem, dem Kluyveromyces latis-System, zu klonieren und exprimieren, zeigte
sich nach der Induktion eine zunehmende Lyse der Hefezellen (Dietl, 2006). Das exprimierte
Protein schien sich toxisch auf die Expressionszellen auszuwirken (Dietl, 2006).

Deshalb wurde eine Strategie entworfen, die zum Einen zeigen sollte, welcher Teil des
Proteins sich eventuell toxisch auswirkt und die des Weiteren zu exprimierten
Peptidfragmenten flhren sollte, die jeweils spezifisch flr das entsprechende Flagellin FlaBO,
FlaB1 oder FlaB2 waren. Das multiple Sequenzalignment (Abb.13) macht deutlich, dass die
Konservierung der Proteine untereinander sehr hoch ist. Der "mittlere Teil" der drei
Strukturflagelline zeigt weniger Konservierungen, als die N- oder C-Termini der Proteine.
Durch Verwendung von polyklonalen Antikorpern, welche gegen diesen ,Mittelteil“ generiert
wurden, sollte es ermoglicht werden, die einzelnen Flagelline in Experimenten wie z.B. einer

Immunmarkierung fiur die Mikroskopie oder Immunoblots unterscheiden zu kénnen.

"N-TERMINUS"
Fl1aBO MAKR: GIGTLIVFIAMVLVAAVA‘AVL STRGY LQQKRAYCAET TQEVASG I KISV
FlaB1 —VRKG‘IGIGTLIVFIAMVLVAAVA‘GVI STy LQoKSARGER TToEVASG 1 KIVEER
FlaB2 YR <G 1 GTL 1 vE 1AMV VAAVAASVIISTRGYLQOKA AR TTOEVASG | KNRI VIR
FlaBO VE---KIDSNKTYVEKLAQY I SEVASSE QIEENNTRVYIENE TVQAYL
FlaB1 FeY INAGPPSNGT I VKMALJFV TINEES S LIS N VK VYIS DEKK L VY YN
FlaB2 FEY INGIPPGASN I SR IVI]YVARNRESSCIIR Y VK 1 |IBSDEKRMAY YR

_* * . - ::_*:::*****_ *kxk -::***:-k- _* --k
"MITTELTEIL"
FlaB0 EKT---———- 110
FlaB1 S CH—— 111
FlaB2 YYDPKEDGSSD 119

*
FlaBO  ———- AYHKGAVGDVEN -~~~ == == mm o e ASTAWN-LSNT 132
FlaBl - ELYTIgK I LDLIEN——————m oo LPVWINTKNG 133
FlaB2 LKPEY IHYKED I PN 1[§AYGEWEPYYKNKKPQI SGEY I TDN INVSAVWWNLY
- K = om

-% =%

Fl1aBO NFGL 1 \YLQBADNSVDQN- NKE 1 VVITVKV----GEGNGVFG
FlaBl TI§FSUAYVNBVGSKMEDT-H EWETVALLLRT---DDVF)JYKS
FlaB2

* X *x - =% - - -kkx *x - - . . *




[ll. Ergebnisse 65

"C-TERMINUS"
FlaBO
FlaBl
FlaB2 SAYINSSKL 179
FlaBO KVI 187
FlaBl 189
FlaB2 LIGDAMVQEGDNSLSDPQHSW@LAALMIWTFPFDDDNIISNGF KVI 239
* * * -* ______ * K- * E
FlaBO EFQRAP Sy TSEVIEKS 212
FlaBl DAGR FTTPTELQ 214
FlaB2 ESGRA SYTQNLM Q 264
*: * *k*k - ****_*: -

Abbildung 15: Klonierungsstrategie fir eine méglichsf grof3e Variabilitdt der zu generierenden
Antikérper: Unterteilung der Flagellinproteine in N-Terminus, Mittelteil und C-
Terminus

Sequenzidentitdten (*) sind schwarz gekennzeichnet, die Doppelpunkte unter dem jeweiligen

Alignment geben konservative, die Punkte semikonservative Sequenzaustausche wieder. Der

Ubersichtlichkeit halber sind diese Austausche nicht farbig markiert.

Abb.15 zeigt, nach welchen Kriterien die als "N-Terminus", "Mittelteil" und "C-Terminus"
bezeichneten Teilabschnitte ausgewahlt wurden. Die Klonierung des Mittelteils von FlaB0
und FlaB1 waren Bestandteil dieser Arbeit. Die Sequenzvergleiche flir FlaB2 wurden
unabhangig davon von Nadin Wimmer vorgenommen. Die Beurteilung wurde anhand eines
Archaeen-Ubergreifenden multiplen Sequenzalignments getroffen (N. Wimmer, 2007). Die
ausgewahlten, klonierten Teilabschnitte von FlaB2 stimmen deshalb nicht komplett mit den
konservierten bzw. weniger konservierten Bereichen innerhalb des Alignments zwischen den
Pyrococcus-Strukturflagellinen Uberein. Der in dieser Arbeit klonierte Mittelteil fiir FlaBO und
FlaB1 wurde dann als 'FlaB0’ und ‘FlaB1’ ° bezeichnet und in den Vektor pQE30, ein low
copy Plasmid, kloniert. Nach Transformation in die E. coli-Stdmme BL21 (DE3) pLysS, BL21
Star (DE3) LysS und Rosetta (DE3) LysS wurde mittels IPTG induziert und so das
gewilnschte Protein exprimiert. Allein die Transformation in den Expressionsstamm BL21
Star (DE3) LysS fiihrte zu positiven Klonen. Alle Klone wurden mittels der pQE-spezifischen
Primer pQE30_f und pQE30_r durch Sequenzierung im Rahmen einer Kolonie-PCR
kontrolliert. Fur alle ausgewahlten Klone von ‘FlaB0' wurde ein doppelter Basenaustausch im
letzten Triplett nachgewiesen, was zum Austausch der Aminosaure Glycin zur Aminosaure
Leucin flhrte. Dies sollte fiir die anschliefiende Generierung von Antikdrpern aber nicht
stérend wirken, da es sich um einen konservativen Austausch handelt. Die Sequenzierung
von 'FlaB1’ zeigte, dass hier keine Austausche vorlagen. Das gesuchte rekombinante Protein
fand sich in beiden Fallen nach der Induktion jeweils in den Einschlusskorperchen (inclusion

bodies) und wurde Uber eine Nickelsaule affinitatsgereinigt.

5 Zeichenerklarung zur Benennung der Proteinabschnitte bzw. der verwendeten polyklonalen Antikérper:
'FlaXY" gibt an, dass es sich um den mittleren Teil des urspriinglichen Proteins handelt.
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Eine elektronenmikroskopische Analyse der jeweiligen Expressionszellen ergab keine

auleren morphologischen Veranderungen.

6. Immunologische Untersuchungen

Es standen mehrere Antikérper zur Verfligung, die gegen verschiedene Peptidabschnitte der
drei Flagelline gerichtet waren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden polyklonale Antikérper
generiert, die gegen 'FlaB0' und 'FlaB1' gerichtet waren. Auf diese, auch als ,Mittelteile”
bezeichneten Abschnitte des urspriinglichen Proteins, wurde dabei besonderes Augenmerk
gelegt, da sich die Mittelteile im Vergleich zwischen den drei Flagellinen FlaBO, FlaB1 und
FlaB2 am starksten unterschieden (Abb.15). Zudem wurden polyklonale Antikdrper generiert,
die gegen die Gesamtflagellen-Praparation (anti-Fla Pfu; Abb.4 und 7) gerichtet waren.

Des Weiteren standen polyklonale Antikorper zur Verfiigung, die sich gegen 'FlaB2' und
'FlaB2 © richteten (N. Wimmer, 2007).

In der folgenden Tabelle sind der Ubersichtlichkeit halber die MolekulargroRen der
(rekombinanten) Proteine. Die Tabelle soll den Vergleich zwischen den erwartenden und

nachgewiesenen Signale erleichtern.

Bezeichnung Proteinmasse
anti-Fla Pfu (Gesamtflagellenpraparation) 27 kDa
anti-'Fla B0' 6,5 kDa
anti-'Fla B1' 6,5 kDa
anti-'Fla B2' 6,5 kDa
anti-'Fla B2 6,5 kDa

Tabelle 17: Theoretische Proteinmassen der fir die Immunisierung verwendeten Proteine.

Die Bindungsspezifitat der entsprechenden generierten Antikorper sollte getestet werden.
Anti-Fla Pfu wurde nur gegen die Original-Flagellenpraparation getestet, die zur
Immunisierung genutzt wurde. Die Antikorper, die anhand der rekombinanten Proteine der
unterschiedlichen Flagelline generiert wurden, wurden gegen alle verfligbaren

rekombinanten Flagellin-Abschnitte und an der Original-Flagellen-Praparation getestet.

¢ 'Flaxy gibt an, dass N-terminal gesehen vom urspriinglichen Protein aus ein Teil fehlt, in diesem Fall wurde nur
der C-Terminus (ohne den N-Terminus und den Mittelteil) per Expression gewonnen und zur Erzeugung von
polyklonalen Antikdrpern genutzt.
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Flagslien Abbildung 16: Western Blot zur Bestimmung der
kDa Bindungsspezifitat des polyklonalen Antikérpers
97,2— anti-Fla Pfu.
66,4—
55,6— 1+ % N . . ,
40 7— For diesen Fall wurde nur die Flagellenpréparation
34l6— getestet; es wurde 1 ug Gesamtprotein eingesetzt.
‘ Der Antikérper wurde in einer Verdinnung von
07— 1:20000 eingesetzt.
Im linken Teil der Abbildung ist der
20— Proteinmassenstandard in kDa angegeben.

Anti-Fla Pfu markiert hauptsachlich eine Bande mit einer Molekularmasse ca. 30 kDa. In
frischen Flagellenpraparationen konnten zudem Banden bei (21 kDa,) 60 kDa und 90 kDa
mittels der Antikdrper markiert und detektiert werden (nicht gezeigt). Wurden die
Praparationen uber langere Zeit gelagert (sowohl bei 4°C oder durch Lagerung bei —20°C)

konnte nur noch die Bande mit einem Molekulargewicht von 30 kDa detektiert werden
(Abb.16).

Flogellen ‘FloBO" ‘FlaB1" ‘FloB2" ‘FlaB2  Abbildung 17: Western Blot zur Bestimmung
«Da 3 der Bindungsspezifitdt des polyklonalen
Antikérpers anti-“FlaB0”’.

62—
47.5— Von links nach rechts wurden die jeweils oben
32,5— genannten Proteinlésungen (je 1 ug)
165 aufgetragen. Der Antikérper wurde in einer
' Verdinnung von 1:100 eingesetzt.
65— Im linken Teil der Abbildung ist der

Proteinmassenstandard in kDa angegeben.

Anti-'FlaB0' markiert die Gesamtflagellenpraparation bei 30 kDa. Fir das rekombinante
'FlaB0Q' sind Proteine mit einer Proteinmasse von 65 kDa und auch 48 kDa markiert; fur
'FlaB1' findet sich eine Markierung in Hohe von ca. 13 kDa. Der rekombinante Mittelteil von
'FlaB2' wies keine Reaktion auf, der C-Terminus 'FlaB2 zeigt Banden bei ca. 6,5 und 18 kDa.
Bei allen Banden, die bei den rekombinanten Proteinen mit einer grél3eren Proteinmasse als

6,5 kDa markiert sind, handelt es sich mit groRBer Wahrscheinlichkeit um Multimere
desselben.
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Flagellen ‘FloBO" ‘FlaB1’ Abbildung 18: Western Blot zur Bestimmung

kDa der Bindungsspezifitdt des polyklonalen
83— Antikérpers anti-“FlaB1”.

62—

32,6— Von links nach rechts wurden die jeweils

genannten Proteinlésungen (je 1 ug)

16,5— : aufgetragen. Da fir ‘FlaB2” und ‘FlaB2 kein

Signal nachgewiesen werden konnte, wurde auf

6.5 E die Abbildung verzichtet. Die Detektion erfolgte

miteiner 1:200- Verdinnung des Antikérpers .
Links in der Abbildung sind die Proteinmassen in
kDa angegeben.

Anti-'FlaB1" Antikorper zeigt in der Gesamtflagellenpraparation Reaktionen bei 30 kDa. Fur
das aufgetragene rekombinante 'FlaB0' wurde wiederum eine Bande in Hohe von 65 kDa
nachgewiesen. Fur das rekombinante 'FlaB1' wurde eine sehr eindeutige und schmierende
Bande bei der erwarteten Grofle von 6,5 kDa nachgewiesen. Keines der rekombinanten
FlaB2-Proteine zeigt eine Reaktion mit diesem Antikdrper.

Die Ergebnisse der in den Abbildungen 16 — 18 dargestellten Immunmarkierungen sind in

Tabelle 18 zur besseren Orientierung nochmals zusammengestellt.

Aufgetragenes Mit dem jeweiligen Antikérper nachgewiesene Banden (in kDa)
Protein anti-Fla Pfu anti-'FlaB0' anti-'FlaB1'
Flagellenprap. 30 30 30
'‘BO' ND 48; 65 65
'‘B1' ND 13 6,5
'‘B2' ND / /
‘B2 ND 6,5;18 /

Tabelle 18: Zusammengefasste Ergebnisse der Immunmarkierungen
ND: nicht durchgefihrt; /: keine Reaktivitat innerhalb der getesteten Parameter

Der Nachweis mit den Antikérpern FlaB0O und FlaB1 zeigt, dass sowohl FlaB0O und FlaB1 sich
in der Flagellenpraparation befinden. Aufaalig ist, dass es bei den rekombinanten
Proteinabschnitten haufig zu einer Dimerisierung des Proteins kommt, welche durh die

Immunmarkierung nachgewiesen werden.

7. Biophysikalische Charakterisierung

Da P. furiosus unter extremen Bedingungen lebt, wurde die Stabilitdt der Flagellen getestet.
Um die im jeweiligen Versuch erhaltenen Ergebnisse vergleichen zu kénnen, wurde die
Anzahl und Lange der Flagellen im Vergleich zum jeweiligen Standardmodell bei 20°C, pH 7
und ohne Zugabe von Detergentien in Relation gesetzt. Fur eine grotmdgliche Streuung der
Daten wurden jeweils 50 zufallig angefertigte EM-Bilder der gleichen Vergrofierungsstufe
ausgewertet.
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7.1 Einfluss der Temperatur

Der Einfluss verschiedener Temperaturen auf die Stabilitdt der Flagellen wurde durch
Inkubation (15 min; 1h; 2h) in verschiedenen Puffern bei Temperaturen von 20 — 121°C
getestet. Der Temperaturbereich sollte unter und Uber den Bedingungen des natirlichen
Systems liegen. Die Proben wurden im Elektronenmikroskop und mittels SDS-PAGE
untersucht.

In Abb.19 ist ein Polyacrylamidgel auf dem die bei den unterschiedlichen Temperaturen
behandelten Flagellenpraparation aufgetrennt wurden. Zusatzlich wurde auch ein

Glykosylierungsnachweis und ein Immunoblot mit anti-Fla Pfu-Antikérpern durchgeflhrt.

a) SDS-PAGE; Silberférbung Abbildung 19: Darstellung der
Temperaturreihe mittels verschiedener

kba 20 40 60 70 75 80 100 110 121°C Nachweismethoden.

- g 1
i Sl kd Eine frische Flagellenpréparation
) “ wurde (je 1 ug Gesamtprotein) bei
o . . Temperaturen von 20 - 121°C inkubiert
L h _’-‘ 35 -y * " . und anschlieBend durch SDS-PAGE
G ’ 8 J aufgetrennt.

g

20 40 60 70 75 80 100 110 121°c @ Silberfdrbung desSDS-

66,4~ Polyacrylamidgeles

55,6- b) Periodat-Schiff-Farbung des SDS-
42,77 Geles (Glykosylierungsnachweis)
34,5- c) Immunoblot

el I Die Detektion erfolgte mittels des
Antikérpers anti-Fla Pfu (Verdinnung:
1:20000).

27-

¢) Immuno-Blot

kba o9 40 60 70 75 80 100 110 121°C Im linken Teil der Abbildungen ist
345 jeweils der Molekularmassenstandard

angegeben.
ST o= - sweat

Es wird deutlich, dass es bei einer Inkubationstemperatur von 75°C zu einer Verschiebung
der Flagellenproteinbande von ca. 34 kDa auf 30 kDa kommt (Abb.19). Eine
Immunmarkierung dieser Testreihe ergab, dass der Ubergang in diesem Bereich flieBend ist
(Abb.19c). Bei 121°C zeigt sich zudem zunehmend eine Degradierung der Proteine, wobei
die Proteine vergleichsweise sehr hohe Stabilitdt aufwiesen. Auch nach einer zweistlindigen
Inkubation bei 121°C ergab sich ein ahnliches Bild wie in der obigen Abb.19. Durch einen
Immunoblot konnten im Regelfall nur die 30/34 kDa-Proteine markiert werden, ein Nachweis
einer 60 kDa-Bande gelang nur mit frischen Flagellenisolierungen (vgl. auch I11.A.1.1 und
I1I.A.2). Dies ist auch der Fall fir den Nachweis der Glykosylierung mittels PAS-Farbung (vgl.
I1LA.3). In Abb.19b ist eine sehr schwache Bande bei 60 kDa zu sehen, die jedoch ab



[ll. Ergebnisse 70

Inkubationstemperaturen von 75°C und aufwarts verschwindet. Da es sich bei dieser Bande,
wie unter Il1l.A.4.1 gezeigt, um ein Dimer des Flagellins handelt, zerféllt dieses also bei 75°C
unter den beschriebenen Inkubationsbedingungen in das Monomer.

Eine Analyse mit verschiedenen Pufferansatzen, denen jeweils ein Zusatz des normalen
Auftragspuffers fehlte’, ergibt, dass der Konformationswechsel des Proteins von 34 kDa hin
zu 30 kDa vermutlich auf das SDS in dem Puffer in Kombination mit dem Aufkochen der
Probe zurlckzufuhren ist. Wurden die Proben ohne SDS in einem sonst vergleichbaren
Puffer inkubiert (es wurde nach dem Aufkochen noch die entsprechende Menge an SDS
zugegeben, um einen vergleichbaren Lauf des Proteins im Gel zu gewahrleisten) kommt es
bei der spateren Analyse auf einem SDS-Polyacrylamidgel zu keiner Verschiebung hin zu
einer geringeren Molekularmasse.

Eine Analyse im Elektronenmikroskop ergibt nur ungefahre Werte fir die Stabilitat, da die
Fehlerquellen betrachtlich sein kénnen. Bei 100°C und 121°C ergibt sich ein geschatzter
Abbau der Flagellen um ca. 50%. Wurden die Proben bei den genannten Temperaturen 2h
anstatt der sonst verwendeten 15 min aufgekocht, verblieben immer noch ca. 25% der
Flagellen in der L6ésung und konnten mittels Elektronenmikroskopie nachgewiesen werden.
Eine elektronenmikroskopische Analyse der Proben, die mit SDS® aufgekocht wurden, zeigte
eine vollstdndige Degradierung der Flagellen bei allen Temperaturstufen. Es waren keine
intakten Flagellen mehr vorhanden. Es konnten nur einzelne Proteinaggregate konnten

nachgewiesen werden.

7.2 Einfluss des pH-Wertes
Die Stabilitat der Flagellen wurde fur pH-Werte zwischen pH 2 und pH 10 getestet. Die

Proben wurden nach einer Negativkontrastierung elektronenmikroskopisch untersucht.

§ Abbildung 20: Elektronenmikroskopische
8% Darstellung von Flagellen nach Inkubation in
&% ciner SME-Waschlésung (pH 4).

: 8 Dic Probe wurde einer Negativkontrastierung
8 mit Uranylacetat unterzogen.

Proben, die bei Raumtemperatur behandelt wurden, weisen die starkste Stabilitat auf. Ein

genereller Trend verweist auf eine hohe Stabilitdt im Bereich des physiologischen pH-

" Es wurde jeweils einer der folgenden Zusatze bzw. Zusatzkombinationen des ,Standradauftragspuffers®

weggelassen: Bromphenolblau; SDS; R-EtSH; SDS + [3-EtSH; Bromphenolblau + SDS; Bromphenolblau + [3-
EtSH; Bromphenolblau + R-EtSH + SDS.

& Fir die Elektronenmikroskopie wurde ein dem Auftragspuffer aquivalenter Puffer verwendet, dem nur
Bromphenolblau fehlte, da sich dieses stérend auf die Praparation auswirkte.
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Optimalbereiches von P. furiosus (pH 5 — 9). Die Flagellen degradieren auch bei niedrigeren
pH-Werten kaum. Unter der Verwendung von Puffern mit pH-Werten zwischen 3 — 4 kommt
es zu einer verstarkten Strukturierung der Flagellen (Abb.20). Bei pH-Werten Uber pH 9

kommt es zu einer Degradierung der Flagellen um ca. 50%.

7.3 Einfluss verschiedener Salze und Detergentien

Die Auswirkungen auf die Stabilitdt und Struktur der Flagellen wurde unter Verwendung
verschiedener Detergentien und Salze untersucht. Die so behandelten Proben wurden
mittels SDS-PAGE und im Elektronenmikroskop analysiert. In der folgenden Tabelle 19 ist

eine Ubersicht (iber die Ergebnisse zusammengestellt.

Substanz/Lésung Resultat
SDS-PAGE EM

MeOH/Chloroform (1:1)

6 M Harnstoff ;
3 M Harnstoff Keine Banden; Verbleib im Lediglich nicht naher

3 M Guanidin x HCI Sammelgel/Geltaschen spezifizierte Proteinaggregate

5 M Guanidin x HCI

1% (v/v) Triton X-100 Monomere und Dimere Sehr kurze Flagellenstiicke;
zumeist Proteinaggregate
1% (w/v) CTAB Monomere und Dimere Sehr kurze Flagellenstiicke;
zumeist Proteinaggregate
1% (v/v) Tween 20 Monomere und Multimere Intakte Flagellen
1% (v/v) Tween 80 Monomere und Multimere Intakte Flagellen
1% (w/v) Taurodeoxycholat Keine Monomere; Extrem gut strukturierte, intakte
Doppelbande bei 90 kDa Flagellen
1 mM, 10 mM, 100 mM Nao-EDTA Keine Monomere; Kein Effekt
Doppelbande bei 90 kDa
SME- Waschlésung mit 5 mM DTT Monomere Extrem gut strukturierte, intakte
Flagellen
SME- Waschlésung mit 10 % (v/v) B-EtSH ~ Monomere Extrem gut strukturierte, intakte
Flagellen

Tabelle 19: Zusammenstellung der verwendeten Substanzen

Unter Verwendung von chaotropen Substanzen wie Harnstoff oder Guanidin bzw. mit
Lésungsmitteln wie dem Methanol/Chloroform-Gemisch kommt es zum vollstandigen Abbau
der Proteine; die Proteine verbleiben im Sammelgel. Mittels Elektronenmikroskopie konnten
nur noch Proteinaggregate nachgewiesen werden.

Kaum oder keinen Effekt auf die Proteine bzw. die Struktur(ierung) der Flagelle hat die
Verwendung von Detergentien bzw. von reduzierenden Agentien, wie R-Mercaptoethanol ([3-
EtSH) oder DTT oder des Ca?*-Chelators Na,-EDTA.

Da es sich um Proteine eines hyperthermophilen Organismus handelt und die genannten
reduzierenden Agentien zudem fiir die SDS-PAGE Verwendung finden, wurden zusatzlich zu

diesen Versuchsansatze Temperaturreihen durchgefuhrt (Ergebnisse hierzu unter 111.A.7.1).
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8. Mikroskopie

8.1 Fluoreszenzmikroskopie

8.1.1 Farbung mit Alexafluor-Farbstoffen

Durch Farbung der Zellen mit Alexafluorfarbstoffen wurde mehrfach gezeigt, dass die
Anfarbbarkeit der Flagellen nicht ausreicht, um sie mit der Auflésung des vorhandenen
Kamerasystems darzustellen. Sichtbar wurden nur Flagellenbischel, d.h. eine Vereinigung
mehrerer einzelner Flagellen oder aber Zell-Zell-Verbindungen (vgl. hierzu auch die
elektronenmikroskopischen Daten in Abschnitt 11.A.8.2.1, Abb.22 und 111.A.8.2.2, Abb.24).

Abbildung 21: Alexa Fluor-Férbungen von P furiosus-Zellen (frih stationdr)

a) Farbung mit AlexaFluor 532. Der Pfeil markiert eine Zell-Zell-Verbindung.

b) Farbung mit AlexaFluor 488. Im Vergleich zu Abbildung a) wurde eine héhere Belichtungszeit
gewdhlt, um die Flagellenbischel sichtbar zu machen. Im unteren Teil der Abbildung ist eine Zell-
Zell-Verbindung und das Flagellenbischel an der zweiten, inserierten, Zelle mit Pfeilen markiert.

Wurden zwei Zellkulturen, die jeweils mit AlexaFluor 488 (griin) bzw. AlexaFluor 532 (rot)
gefarbt wurden unter anaeroben Bedingungen aquivalent gemischt und anschlieRend UGN bei
80°C anaerob inkubiert, so konnten keine Zell-Zell-Verbindungen nachgewiesen werden, die
~,gemischtfarbig“ vorlagen (die Verbindung ware von beiden gebildet worden). Es konnten
auch keine ,einfarbigen“ Verbindungen zwischen verschiedenfarbigen Zellen gezeigt werden
(die Verbindung ware neu von nur einer Zelle gebildet worden). Wenn Zell-Zell-
Verbindungen nachgewiesen wurden, bestanden diese ausschliellich zwischen

gleichfarbigen Zellen und wiesen dann auch diese Farbung auf.

8.1.2 Farbung mittels fluoreszenzgekoppelter Antikérper
In einem ersten Ansatz wurde versucht, die primaren anti-Fla Pfu-Antikdrper direkt mit dem

Alexafluor-Farbstoff 488 und 555 zu koppeln. Da die Ausbeuten immer am unteren Bereich
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des vom Hersteller empfohlenen Mindestmalles von 3 — 8 Molen Farbstoff pro Mol
Antikorper lagen, verliefen die Fluoreszenzmarkierungen dementsprechend ohne Erfolg.

Es wurden deshalb sekundare Antikérper verwendet, die bereits vom Hersteller mit dem
gewulnschten Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt wurden und die entsprechenden Mole Farbstoff
pro Mol Antikdrper aufwiesen. Die Markierung verlief ebenso erfolglos.

Wahrscheinlich liegt die Ursache hier bei einem zu geringem Markierungsgrad der
(einzelnen) Flagellen, um fur die Fluoreszenzmikroskopie eine sichtbare Markierung

herzustellen.

8.2 Transmissionselektronenmikroskopie

8.2.1 Uranylacetatkontrastierung und Schwermetallbedampfung

Strukturelle Untersuchungen der Zellanhange wurden mittels des
Transmissionselektronenmikroskops angefertigt. Die Flagellen treten an einem Pol aus und
es konnen bis zu 50 Flagellen pro Organismus vorkommen. Da die Flagellen innerhalb eines
groleren Bereiches inserieren, gestaltete sich eine elektronenmikroskopisch detaillierte
Darstellung dieser Stelle mittels der Ublicherweise verwendeten Negativkontrastierung
schwierig. Jedoch konnte gezeigt werden, dass die Austrittsstelle der Flagellen zumeist zu
einer deutlichen Ausbuchtung der Zelle an dieser Stelle fuhrt (Abb. 22a/b).

Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung von Zellhillen konnte eine runde Struktur,
aus der die Flagellen entspringen, gezeigt werden (Abb. 23a). Die Interaktion der Flagelle mit
der Zellmembran, bzw. einer moglicherweise darunter liegenden Schicht konnte mit dieser
Praparationsmethode nicht aufgelést werden. Auffallig ist jedoch eine deutlich andere
Strukturierung der Membran in der Region der Flagelleninsertion (Abb. 23b/c).

In einigen Fallen konnte ein weiteres, sehr viel dinneres Filament nachgewiesen werden.
Die Dicke des Filaments wurde auf ca. 8 nm bestimmt (Abb. 22c/d). Zur Funktion dieses

Filaments kdnnen zu diesem Zeitpunkt keine weiteren Aussagen gemacht werden.
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Abbildung 22: Elektronenmikroskopische Darstellung von P furiosus-Zellen

a) Austrittsort der Flagellen, b) die Bindelung der Flagellen, jeweils mit Pfeilen markiert;

c) ebenfalls am Zellpol austretende dinnere Filamente und d) vergréBerte Aufnahme der
Filamente, jeweils mit Pfeilen markiert; e) Zell-Zell-Verbindung aus Flagellen, der Pfeil
markiert den Austrittsort, f) vergréBerte Aufnahme der Insertionsstelle, das Ende der
Umhullung (dunklere Kontrastierung) ist mit einem Pfeil markiert.

a), b) Platin/Kohle-Bedampfung

c), d), e), f) Negativkontrastierung

Haufig kommt es zu einer Biindelung des Flagellenblischels, wobei dies am Zellpol oft durch
eine Hille geschieht. Es konnten sowohl gro3e kompakte Biindel als auch mehrere kleinere
Bundel nachgewiesen werden (Abb.22b). Derartige ,Flagellenbindel® kénnen auch zu
Verbindungen zwischen zwei Zellen fihren (Abb.22e). Einzelne Flagellen konnten, auch
innerhalb der wohlgeordneten Bundelung am Zellpol, mittels Uranylacetat kontrastiert
werden (Abb.22f). Die Flagellen werden durch eine sie umgebende Schicht zusammen

gehalten und als Bundel fixiert. Die Hulle liegt zumeist durchgehend Uber die gesamte Lange
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der Zell-Zell-Verbindungen auf. Ohne diese Hille weiten sich die Flagellen zu einem

leichtem Buschel.

Abbildung 23: Elektronenmikroskopische
Darstellung von isolierten Zellhallen

a) die Verankerungsstelle der Flagellen ist mit
einem Pfeil markiert; im rechten unteren Teil
der Abbildung ist eine VergréBerung
dargestellt: deutlich sichtbar das knopfartige
Gebilde, aus dem die Flagellen austreten.

b) Zellhille von R furiosus

c)VergréBerung aus b) die Flagellen-
Insertionsstelle; der Pfeil markiert den
Austrittsort einer Flagelle

a) Platin-Kohle-Bedampfung
b), c) Negativkontrastierung

8.2.2 Gefrieratzung

Durch eine Gefrieratzung einer Zellkultur konnte dargestellt werden, dass es sich bei den
Zell-Zell-Verbindungen tatsachlich um eine Struktur aus Flagellen handelt, die zum Teil
durch eine nicht weiter klassifizierte Hullle umgeben werden. In einem Querbruch ist deutlich
zu erkennen, dass sich das Bilndel ausschlieflich aus einzelnen Filamenten
zusammensetzt, deren Zahl im Durchschnitt der Gblichen Anzahl an vorhandenen Flagellen
entspricht (Abb.24).
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500 g

Abbildung 24: Gefrierétzung |
a) Gefrierbruch durch ein Flagellenbindel; in b) ist eine VergréBerung dieser Stelle dargestellt und
exemplarisch zwei quergeschnittene Flagellen mit Pfeilen markiert.

Diese Verbindung geht von einer Zelle aus und ,dockt* an einer zweiten Zelle an. Auch hier
wird deutlich, dass es an der Austrittsstelle der Flagellen zur deutlichen Ausbuchtung des
Zellpols kommt (Abb.25a). In VergréRerungen ist ersichtlich, dass das Bundel aus einer
breitgefacherten Basis von einer Zelle entspringt und geordnet in die zweite Zelle integriert
(wird), wobei keine genaueren Ergebnisse Uber diese (Insertions)Stelle getroffen werden
kdnnen (Abb.25b/c).
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Pl
Abbildung 25: Gefrierétzung |l
a) Uberblick ibereinen Zellverband
b/c) VergréBerungen aus a).
Die Flagellen und auch die Austrittsstelle sind in
b) und c) mit Pfeilen markiert.

Durch die Gefrierbruchmethode wird zudem offensichtlich, dass P. furiosus einen S-layer
besitzt, der aber unter einer weiteren Schicht, vermutlich dem nicht weiter klassifizierten
Glycan, zu liegen kommen kann, weshalb die Darstellung nur sehr selten gelingt. In Abb.26
ist zu erkennen, dass die Flagellen mihelos durch die S-layer-Schicht dringen. Die Flagellen
kommen bei dieser Praparationsmethode oft in dieser Schicht zu liegen, wobei dies

wahrscheinlich unter normalen physiologischen Bedingungen nicht der Fall ist.
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Auch mittels der Gefrierdtzung konnte wie bereits durch negativ kontrastierte Praparate ein
weiteres, sehr selten vorhandenes, dinnes Filament nachgewiesen werden (Abb.26b/c). Die
Dicke dieses Filaments konnte an diesen Praparaten nur sehr ungenau geschéatzt werden,
da es sich um eine indirekte Abbildung der Objekte handelt. Deshalb wird auf die oben

(11.A.8.2.1) genannten Messungen verwiesen.

.00 nm.
_

Abbildung 26: Gefrierétzung lll
In a) ist eine Gefrierdtzung einer P furiosus-
Zelle dargestellt. Am unteren Rand tritt ein
Flagellenbischel aus dem deutlich sichtbaren
S-layer hervor. Die vergréBerten Bereiche des
Bildes sind zur besseren Orientierung
nochmals gekennzeichnet.

In b) sind die Austrittstellen der Flagellen mit
Pfeilen markiert. In b) und c) ist des Weiteren
ein dunneres Filament markiert, welches auch
schon mit anderen EM- Praparationstechniken
mittels

Elektronenmikroskopie nachgewiesen
werden konnfe.

8.2.3 Immunmarkierung

Eine Markierung mittels des anti-Fla Pfu-Antikorpers fuhrt bei einer Verdinnung von 1:20000
zu einer zufriedenstellenden Markierung der isolierten Flagellen. Die detektierbaren
Goldkornchen sind dabei nicht vollstandig Uber die Flagellen verteilt, sondern befinden sich
gehauft an verschiedenen Stellen (Abb.27). Dies kommt durch eine Mehrfachbindung des

sekundaren Antikdrpers an das entsprechende Antigen zu Stande.
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Abbildung 27: Immungoldmarkierung einer
Flagellenpréparation
Die Detektion erfolgte mittels anti-Fla Pfu
Antikérpern (1:20000).

Es wurde mehrfach versucht, eine Immunmarkierung der Flagellen fir die
Elektronenmikroskopie von Zellen anzufertigen, die auf Gold-Tragernetzchen aufgewachsen
waren (l11LA.9.2). Nach der Versuchsdurchfuhrung konnten bei der Mikroskopie der
Tragernetzchen im Elektronenmikroskop keine Zellen, auch nicht in der Negativkontrolle,
nachgewiesen werden (I11.A.9.2.2).

Dieses Ergebnis zeigte sich auch, wenn die Zellen aus einer FlUssigkultur auf die
Tragernetzchen aufgetragen wurden und anschlieRend dem Immunmarkierungsprotokoll
unterzogen wurden.

Eine Immunmarkierung in Flissigkeit und der nachtragliche Auftrag auf die Tragernetzchen
fuhrt im Vergleich zu den oben genannten Methoden zu einer erfolgreichen Markierung. Alle
vorhandenen Antikorper, die sich gegen einen rekombinant exprimierten Proteinabschnitt der
einzelnen Flagelline richteten, flihrten zu keiner Markierung. Lediglich die anti-Fla Pfu-
Antikoérper (gerichtet gegen die Gesamt-Flagellenpraparation) fihren zu einer erfolgreichen
Markierung.

In Abb.28 ist die Immunmarkierung abgebildet, die unter Verwendung der anti-Fla Pfu-
Antikorper erzeugt wurde. Die Markierung, die anhand der elektronendichten Goldkérnchen
erkennbar ist, wurde nur an den Flagellen nachgewiesen, nicht an den Zellen oder der
Zelloberflache selbst.
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Abbildung 28: Immungoldmarkierung an P furiosus-Zellen (Flussigkultur)
a) Die Markierung der Flagellen ist durch die Goldkérnchen erkennbar; die Zellen wurden hingegen
nicht markiert.

b) VergréBerung aus a)

Zur Detektion wurde als primérer Antikérper anti-Fla Pfu in einer Verdinnung von 1:250 und als
sekunddrer Antikérper anti-rabbit 10 nm Gold in einer Verdinnung von 1:30 eingesetzt. Die Zellen
wurden zusétzlich mit Uranylacetat negativ kontrastiert.

8.2.4 Tomographie

Zur Tomographie von Flagellen wurden diese standardmaflig 3 Stunden in einer SME-
Lésung (pH 4) inkubiert, da in Vorversuchen (lll.A.7.2) gezeigt werden konnte, dass die
Flagellen unter diesen Bedingungen eine besonders augenfallige Strukturierung aufwiesen.
Zur Probenaufbereitung wurden Tragernetzchen gewahlt, die durch Rechteckfelder speziell
fur die Verkippung des Praparates wahrend der Mikroskopie geeignet waren. Zudem wurde
fir eine spatere Alignierung der einzelnen Aufnahmen kolloidales Gold mit einem
Durchmesser von 6 nm aufgebracht.

Tomographie-Analysen einzelner Flagellen zeigen, dass es sich nicht um hohle Strukturen
handelte (in Abb.29b/c mit 1 und 2 gekennzeichnet). Die Dicke der Flagelle betragt 13 nm.
Durch Fourier-Filterung einzelner Bilder konnte die helikale Periodizitat (Wiederholungen
identischer Struktureinheiten innerhalb einer Helix) auf 4,4 nm festgelegt werden. Aus den
vorliegenden Daten konnte bislang nicht eindeutig geschlossen werden, ob es sich um eine

zwei- oder dreistrangige Helix handelt.
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Abbildung 29: Tomographische Analyse der Flagelle
a) Negativ kontrastierte Aufnahme einer Flagelle
b) Daten aus der Tomographie: die rekonstruierte Flagelle kann nur zweidimensional abgebildet
werden, deshalb wurden verschiedene Schnittebenen durch die dreidimensionale Struktur
dargestellt (1) Querschnitt durch die Flagelle und Aufsicht darauf

(2) Léngsschnitt durch die Flagelle und Aufsicht darauf
c) Schematische Darstellung der Schnittebenen aus b), die gelben Linien sollen die Schnittebenen
innerhalb der dreidimensionalen Struktur verdeutlichen
d) Fourier-Spektrum aus der dreidimensionalen Struktur (verrechnet aus Einzeldaten)

Fir die Tomograpie der Zellhillen wurden ebenfalls die oben erwahnten Tragernetzchen
verwendet, jedoch wurde zur spateren Alignierung kolloidales Gold mit einer Korngréf3e von
10 nm aufgebracht. Alle bisher durchgefiihrten Tomographieversuche von Zellhillen
erbrachten keine befriedigende Auflosung der Flagellen-Insertionsstelle, weshalb die Daten

nicht aufgefihrt sind.

8.3 Rasterelektronenmikroskopie

8.3.1 Gefrierbruch

Zur Analyse wurden Zellen aus der Flussigkultur verwendet und mittels des
Gefrierbruchprotokolls verarbeitet (es handelt sich also explizit nicht um Zellen, die auf einem
Material aufgewachsen waren, dies wird in Kapitel 111.A.9.2 weiterhin erldutert). In Abb.30
sind zwei P. furiosus-Zellen dargestellt, die durch eine Zell-Zell-Verbindung in Kontakt
stehen. Vergleicht man die Aufnahmen mit den in Abb.25 dargestellten Gefrieratzungs-
Aufnahmen, wird deutlich, dass die Zell-Zell-Verbindung von der linken Zelle ausgeht
(wiederum ist eine deutliche Ausbuchtung der Zelle an dieser Stelle erkennbar) und in der
rechts gelegenen Zelle inseriert. Die linke Zelle zeigt kein Flagellenblndel, was den Befund
stitzt, dass die Verbindung durch die Flagellen einer Zelle ausgebildet wird. Die rechte Zelle

zeigt eindeutig ein gut ausgebildetes Flagellenbindel am entgegengesetzten Pol.
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Abbildung 30: Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme zweier Pyrococcus furiosus- Zellen

8.3.2 Immunmarkierung

Fir Immunmarkierungen an Aufwuchspraparaten wurde mit Pyrococcus furiosus
bewachsenes gesintertes Quarzmaterial bzw. Sandkdrnchen gewahlt (vgl. 111.A.9.2.2.2).
Aulerdem wurde in jedem Experiment eine Negativkontrolle (ohne primaren Antikorper)
mitgefuhrt. Die Zelldichte auf den bewachsenen Praparaten war im Vergleich mit der
Negativkontrolle nach der Versuchsdurchfilhrung sehr gering. Dies war bereits in
Immunmarkierungen fir die Fluoreszenzmikroskopie und TEM gezeigt worden. Eine
Darstellung im Rasterelektronenmikroskop erwies sich daher als schwierig. Wenn Zellen
mikroskopiert werden konnten, lag die Markierung (sichtbar durch die Goldkdrnchen)
ausschliel3lich an den Flagellen vor (Daten nicht gezeigt).

Bei einer Immunmarkierung in Losung und anschlieBender Praparation fur die
Rasterelektronenmikroskopie konnten die Antikdrper-gebundenen Goldkérner trotz einer

Grofe von 10 nm nur sehr schlecht dargestellt werden (Daten nicht gezeigt).

9. Schwimmverhalten und Aufwuchsversuche

9.1 Schwimmverhalten im Temperaturgradient

P. furiosus zeigt bei Temperaturen zwischen 70°C und 103°C Wachstum. Eine aktive
Bewegung bzw. Fortbewegung der Organismen sollte deshalb in dem genannten
Temperaturbereich nachweisbar sein.

Anaerob mit Kultur befillte und verschlossene Glaskapillaren wurden Uber
Temperaturbereiche von 20°C bis 95°C im Thermomikroskop beobachtet, wobei die
Temperatur aufgrund der Tragheit des Heizsystems jeweils alle 10 Minuten um 5°C erhdht
wurde. Da sich die Zellen spatestens nach ca. einer halben Stunde vermehrt am Boden der
Glaskapillare ablagerten, wurde fir jede Temperaturstufe eine neue Kapillare befillt und

diese 5 Minuten bei der jeweiligen Temperatur aquilibriert.
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Ab etwa 75°C wird eine sehr langsame Fortbewegung einzelner Zellen beobachtet. Aktive
Bewegung muss hier deutlich von der bei hoheren Temperaturen immer starkeren
Brownschen Molekularbewegung unterschieden werden.

Wurden unter Verwendung der gleichen Versuchsanordnung Zellen getestet, deren Flagellen
zuvor abgeschert wurden, kann kein Schwimmverhalten beobachtet werden. Eine DAPI-
Farbung sicherte ab, dass nicht nur defekte Zellhillen beobachtet wurden. Die Flagellen
dienen also eindeutig der Motilitdt. Die Lebensfahigkeit dieser Praparationen wurde bereits
untersucht (Kapitel Ill.A.1.1). Die Problematik bei der Beobachtung dieser Zellen erweist sich
mit Sicherheit in der geringen Menge an "vermehrungsfahigen" Zellen im Vergleich zur
Gesamtzellmenge (1 x 10° Zellen/ml im Gegensatz zu 5 x 10® Zellen/ml). Zudem kommt der
bereits oben beschriebene Effekt zu tragen, dass im Laufe der Zeit alle Zellen auf den Boden
absinken und keinerlei Aktivitdt mehr zeigen.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Flagellen im Gegenzug auch der Festheftung an
Oberflachen dienen (Filmsequenz nicht gezeigt). Die Zellkultur befand sich in einer Kapillare,
die mit einer Pumpe verschaltet war. Die Flussigkeit konnte so in die eine oder andere
Richtung gepumpt werden. Die beobachtete, anheftende Zelle bewegt sich beim Pumpen in
eine Richtung um 2 — 3 Zelllangen, beim Umschalten und Pumpen in die entgegengesetzte
Richtung wiederum um 1 — 2 Zelllangen. Eine Anheftung mit dem Zellkérper konnte somit
ausgeschlossen werden. Zellen in der Umgebung wurden durch die Strédmung Gber gréRere
Strecken bewegt. Da die durchschnittliche Lange des Flagellenbiindels ca. 3,5 - 4 uym
betragt, ist diese Beobachtung vermutlich auf eine Anheftung der Flagellen an die

Kapillarenoberflache bzw. die Kapillareninnenflache zurickzufihren.

9.2 Aufwuchsversuche

In einigen vorangestellten Versuchsteilen wurde bereits die Fahigkeit von P. furiosus
dargestellt, sich an Oberflachen anzuheften. Dies warf die Frage auf, ob es sich dabei um
eine aktive Festsetzung beziehungsweise Besiedlung handelt. Zudem war zu klaren, ob
derart anhaftende Zellen zu einer Zellteilung befahigt waren. Die Daten aus der Analyse des
Schwimmverhaltens gaben insoweit dartber Aufschluss, dass ein Kontakt mit Oberflachen
stattfindet und dieser wahrscheinlich durch die Flagellen vermittelt wird. Im Folgenden sind
verschiedene Versuchsansatze sowohl fiir die Fluoreszenzmikroskopie, als auch fir die

Raster- und Transmissions-Elektronenmikroskopie dargestelit.
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9.2.1 Fluoreszenzmikroskopische Analysen

Es wurde das Wachstum von P. furiosus auf natirlich vorkommenden Materialien
untersucht. In Hinblick auf spatere, industrielle Anwendungen wurden aber zudem auch
"klnstliche" Materialien untersucht. Alle Materialien wurden (fluoreszenz)mikroskopisch
kontrolliert. Hierzu wurden zur Dokumentation jeweils, falls moglich, Durchlichtaufnahmen
und zur Kontrolle zusatzlich Fluoreszenzaufnahmen (Anfarbung der Zell-DNA mittels DAPI)
vorgenommen. Tabelle 18 gibt einen Uberblick Giber das Aufwuchsverhalten von P. furiosus

auf den verschiedenen Materialien wieder.

Getestetes Material Resultat — Bewertung des Wachstums”®
Kupfer (Tragernetzchen) +++
Kupfer (Tragernetzchen, mit Kohlefolie befilmt) +++
Nickel (Tragernetzchen) +++
Nickel (Tragernetzchen, mit Kohlefolie befilmt) +++
PC +++
Plexiglas +++
Wafer ++
Aluminiumfolie +
Emaille +
Holz +
PVC +
Glimmer (+)
PTFE +)
Stahl (+)
Cellophan -
Glas -
Styropor -
Nylon ?
PE ?

Tabelle 20: Aufwuchsverhalten auf verschiedenen Oberfléchen
Die dargestellten Ergebnisse beziehen sich auf die Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskopie

P. furiosus zeigte sehr positives Wachstum auf teils natirlich vorkommenden Materialien,
aber auch auf industriell erzeugten Materialien. Da sich auf einigen der getesteten
Oberflachen schlechteres oder gar kein Wachstum nachweisen liel3, kann ausgeschlossen
werden, dass es sich um einen unspezifischen Effekt handelt. In Abb.31 sind einige der
getesteten Materialien dargestellt, wobei nur die Aufnahmen gezeigt sind, die mittels DAPI-
Farbung erstellt wurden. Da die verwendeten Materialien zumeist eine kompakte,
lichtundurchlassige Strukturierung besallen, wurde insgesamt zu einer vergleichenden
Dokumentation auf die Fluoreszenzmikroskopie zuriickgegriffen. PE und Nylon konnten nicht

ausgewertet werden, da sie eine starke Eigenfluoreszenz besitzen.

o Bewertungen:  +++ starkes Wachstum; Material vollstandig bewachsen (flachig oder Kolonien) pro
getestetem Material (10 x 10 x 1 mm)
++ maRiges Wachstum; viele Kolonien pro getestetem Material (10 x 10 x 1 mm)
+ geringes Wachstum; ein — drei Kolonien pro getestetem Material (10 x 10 x 1 mm)
(+) einzelne Zellen oder kleine Kolonien pro getestetem Material (10 x 10 x 1 mm)
- kein Wachstum
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Abbildung 31: Aufwuchsversuche auf verschiedenen Materialien
Nachweis der Zellen mittels DAPI-Férbung

In a) sind P furiosus-Kolonien dargestellt, die auf einem Gold-Trégernetzchen ohne Kohlefolie
aufgewachsen waren; viele Zellen und Kolonien konnten auf den Stegen und auch am Rand
nachgewiesen werden. b) P furiosus kann auch auf der aufgebrachten Kohlefolie (auf einem
Nickelnetzchen) wachsen. Wachstum findet auch hier wieder zusdtzlich auf den Stegen (ohne
Kohlefolie, da es sich um die Rickseite des Netzchens handelt) statt. In c) ist mit der
Holzoberfldche ein Material gezeigt, das von P furiosus fir das Oberfléchenwachstum eher
weniger bevorzugt wird (die Pfeile deuten auf zwei Kolonien, die sich zwischen den
Leitbiindelfasern befinden) und in d) wurde Glas als Mediumszusatz benutzt; es konnten keine
Zellen nachgewiesen werden, die aufgewachsen waren.

9.2.2 Elektronenmikroskopische Analyse

9.2.2.1 Transmissionselektronenmikroskop

Vergleichend zur Fluoreszenzmikroskopie wurden die (mit Kohlefolie befilmten)
Tragernetzchen aus den Aufwuchsversuchen auch elektronenmikroskopisch untersucht.

Es zeigte sich, wie bereits lichtmikroskopisch dargestellt, ein Gberaus dichter Bewuchs der
Tragernetzchen (Tabelle 21).

Getestetes Material Resultat — Bewertung des Wachstums®
Kupfer (Tragernetzchen, mit Kohlefolie befilmt) +++
Nickel (Tragernetzchen, mit Kohlefolie befilmt) +++

Tabelle 21: Aufwuchsverhalten auf Tragernetzchen far die Elekfronenmikroskopie
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Abbildung 32: Elektronenmikroskopische Darstellung von

Aufwuchsversuchen

a)Ubersichtsaufnahme von einem bewachsenen Gold-Trégernetzchen
b) VergréBerung eines Feldes aus a)

¢) Manuell auf das Trégernetzchen aufgetragene Zellen

d) VergréBerung aus b); Zellen die sich aktiv in Teilung befinden und
eine hohe Anzahl an Flagellen besitzen; Zell-Zell-Verbindungen

In allen Féllen wurden die Proben mit Uranylacetat negativ
kontrastiert.

In einer Ubersichtsaufnahme eines Tragernetzchen (Abb.32a) wird deutlich, dass es sich um
eine aktive Festheftung der Zellen handeln muss. Vergleicht man diese mit herkdmmlich
praparierten Zellen (Abb.32c), die auf Tragernetzchen aufgetragen wurden, weisen diese
eine deutlich hohere Zelldichte auf. Die Verteilung der Zellen stellt sich nicht gleichmaRig
dar, sondern zeigt Bereiche in denen kolonieartig viele, unter anderem auch in Teilung
befindliche Zellen gefunden werden kdnnen (Abb.32a/b). Die Zellen weisen insgesamt eine
geringere Schadigung auf, als Zellen, die mit der Standardtechnik prapariert wurden. Zellen,
die auf den Tragernetzchen aufgewachsen waren, zeigen im Vergleich zu den Zellen, die
durch die herkébmmliche Praparation aufgebracht wurden, mehr Zell-Zell-Verbindungen und
auch mehr Flagellen (Abb.32d).

Es wird deutlich, dass hier also zum Einen aktive Festheftung, zum Anderen aber auch
anschliefende bzw. zusatzliche Zellteilung vorliegt, was zu einer Biofilmbildung fiihrt. Die
verwendete Praparationsmethode weist flir die Untersuchungen von Zellanhangen einen

klaren Vorteil auf.

9.2.2.2 Rasterelektronenmikroskop

Im Rasterelektronenmikroskop wurden vorzugsweise Materialien getestet, die zum Einen
sehr starken Bewuchs aufwiesen (vgl. Tabellen 20/21) oder aber weder mit dem
Durchlichtmikroskop oder dem Transmissionselektronenmikroskop analysiert werden

konnten.
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Tabelle 22 enthalt eine Zusammenstellung der untersuchten Proben und eine Bewertung des
beobachteten  Aufwuchsverhaltens. Abb.33 zeigt eine Auswahl entsprechender

rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen.

Getestetes Material Resultat — Bewertung des Wachstu ms®

Sand vom Original-Isolierungsort +++
Gesintertes Quarz +++
PC (Filtermaterial) +++
Nylon +++
Wafer ++
PVC +

Glimmer (+)
Stahl (+)

Glas -

Tabelle 22: Aufwuchsverhalten auf verschiedenen Oberfléchen

Bevorzugt wurden Materialien mittels Rasterelektronenmikroskopie getestet, die entweder im
Fluoreszenzmikroskop eine Eigenfluoreszenz aufwiesen oder Maferialien, die aufgrund ihrer
geringen Gréfle (z.B. Sand) im Elektronenmikroskop betrachtet werden mussten.

Einige Ergebnisse aus vorherigen Versuchen konnten, wie z.B. fur Stahl, Glimmer, Glas und
PVC bestatigt werden. Auf Nylon und PC konnte ein sehr starkes Wachstum nachgewiesen

werden.

a) Kolonie auf einem Si-Wafer R
b)Kolonie in einer Vertiefung des gesinterten B S
Quartzmaterials :
c) Vergréflerung aus b) .
Deutlich erkennbar liegt eine starke Vernetzung der 8
Zellen innerhalb der Kolonie vor. Die Verankerung
untereinander und an den Oberflachen wird durch |
die Flagellen vermittelt. i
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9.2.3 Immunologische Versuchsvarianten — Ablosen aufgewachsener Zellen mit
AntikGrpern

Aus den bisher gewonnen Daten wurde impliziert, dass die Festsetzung der Zellen auf
Oberflachen durch die Flagellen vermittelt wird. Es lag deshalb nahe zu testen, ob diese
Anheftung durch eine Zugabe von Antikérpern gelést werden kann. Die Verwendung der
Flagellen-spezifischen  Antikdrper (gerichtet gegen die rekombinant erzeugten
Proteinabschnitte) kénnte zudem zeigen, ob ein einziges, bestimmtes Flagellinprotein fir die
Anheftung verantwortlich ist. Eine Verhinderung der Festsetzung der Zellen durch die
Zugabe von Antikérpern wahrend der Anzucht war aufgrund der hohen
Inkubationstemperaturen nicht moglich. Die Tests wurden deshalb als Abwandlung einer

Immunmarkierung durchgeftihrt.

9.2.3.1 Fluoreszenzmikroskop

Fir die Tetsts wurden Aufwuchsversuche auf befilmten Tragernetzchen (und Polycarbonat-
Blockchen) durchgefihrt. Jedes Tragernetzchen wurde vor den Versuchen auf Bewuchs
kontrolliert. Da es durch die Versuchsdurchfiihrung selbst zu mechanischen Schadigungen
der Kolonien auf den Tragernetzchen kommen konnte und diese dadurch abgeldst werden
konnten, wurden die Daten nicht mit dem ursprunglichen, unbehandelten Zustand verglichen.
Alle Ergebnisse wurden in Bezug gesetzt zu einer Negativkontrolle, die lediglich ohne
primaren Antikbrper angefertigt wurde. Zudem wurde eine weitere Kontrolle mitgefuhrt,
wobei sich der verwendete Antikdrper gegen die Polymerase Untereinheit D von P. furiosus

gerichtet war. In diesen beiden Ansatzen sollte es praktisch zu keiner Ablésung kommen.



[ll. Ergebnisse 89

vorher | —— Negativkontrolle : . anti-Pol UE D

anti- ‘Fla BO’ : anti- ‘Fla B1’ anti- ‘Fla B2’
Abbildung 34: Ablsse-

versuche von Gold-
Tréigernetzchen

Die verwendeten Antikérper
sind jeweils im Bild unten rechts

angegeben; Darstellung der
Zellen mittels DAPI- Farbung.

anti- ‘Fla B2 | 20 s anti- Fla Pfu

Alle verwendeten Tragernetzchen waren vor Versuchsbeginn gleich stark bewachsen. Bei
den beiden als Negativkontrollen geflihrten Tragernetzchen wird eine geringe Ablésung im
Vergleich zu den unbehandelten Tragernetzchen deutlich (Abb.34a/b/c). Eine Inkubation des
bewachsenen Netzchens mit den gegen Gesamtflagellen gerichteten anti-Fla Pfu-
Antikérpers fuhrt zur nahezu vollstandigen Ablésung aller Zellen (Abb.34h). In Relation dazu
wird jedoch deutlich, dass aus der Gesamtheit der getesteten Antikdrper, die gegen
rekombinante Proteinabschnitte gerichtet waren, anti-'FlaB2' zur vergleichsweise starksten
Ablosung der Zellen fuhrt. Ein &hnliches, etwas schwacheres Abldseverhalten ergibt sich
unter Verwendung der anti-'FlaB1'- und anti-'FlaB2-Antikbrper. Die vergleichsweise
schwachste Abldsung wird mit anti-'FlaB0' beobachtet.

In weiteren Versuchsreihen waren die Zellen unter Zusatz von Polycarbonat-Bléckchen zum
Medium inkubiert worden. Mit den darauf aufgewachsenen Zellen wurden die oben
beschriebenen Tests durchgefihrt. Die bereits erhaltenen Ergebnisse konnten bestatigt

werden.

9.2.3.2 Elektronenmikroskopie
Versuche, die bereits fir die Fluoreszenzmikroskopie durchgefiihrten Abldseversuche im
Transmissionselektronenmikroskop darzustellen, verliefen ohne Erfolg. Wie bereits unter

111.LA.8.3.2 gezeigt werden konnte, befinden sich auf keinem der Tragernetzchen nach dem
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Versuchsablauf noch Zellen. Auch die Negativkontrollen wiesen keine Zellen mehr auf,
weshalb die Versuche fur die Elektronenmikroskopie nicht ausgewertet werden konnten.

Im Fall der Rasterelektronenmikroskopie wurde bereits dargestellt, dass eine
Immunmarkierung an aufgewachsenen Zellen (in diesen Féllen auf Sandkdrnern und
gesinterten Quarzmaterial) ebenfalls zu einer fast vollstdndigen Ablésung der Zellen flhrte.
In diesen Fallen wiesen die Negativkontrollen (also unter Verwendung des anti-Pol UE D-

Antikérpers bzw. keines Antikdrpers) eine normale Zelldichte auf.

9.2.4 Gelriteplatten

Es sollte getestet werden, ob P. furiosus auch auf ,festen“ Nahrmedien angezogen werden
kann. Nach Inkubation Uber 48 h bei 85°C zeigten sich verschiedene Formen von Kolonien,
deren Durchmesser durchschnittlich 0,05 — 0,1 mm betrug. Kolonien, die auf der Oberflache
der Platten wuchsen, zeigten eine helle bis fast durchsichtige Morphologie. Waren die Zellen
durch das Ausplattieren mittels der Impfése zufallig unter die Gelrite-Oberflache unterhoben
worden, zeigten die Kolonien eine braunliche bis dunkelrétliche Farbung. Eine
lichtmikroskopische Kontrolle der mittels sterilem Zahnstocher getrennt abgenommenen
Zellen ergab keinerlei Unterschiede. Eine fluoreszenzmikroskopische Kontrolle der Zellen
(Farbung mit Calcofluor) ergab eine starke Farbung der Zellen aus den weildlichen,
woberflachlich® gewachsenen Kolonien. Da Calcofluor zur Anfarbung von Glycanen dient,
kann angenommen werden, dass die mit bloRem Auge wahrnehmbare hellere Farbung der
Kolonien auf den Gelrite-Platten auf eine auf den Zellen aufgelagerte Glycanschicht
zurtckzufihren ist. Eine Untersuchung dieser Zellen im TEM bestatigte, dass die helleren,
auf der Oberflache gewachsenen Zellen, eine sehr dicke (Glycan)Schicht aufwiesen
(Abb.35b). Die in die Gelriteschicht eingearbeiteten Zellen zeigten eine dinne bzw. keine
(Glycan)Schicht (Abb.35c). Fur die Anzahl der Flagellen ergaben sich hingegen keine

Unterschiede zwischen den beobachteten Kolonieformen.



lll. Ergebnisse 91

. Abbildung 35: Kolonien auf Gelrite

" a) helle und dunkle Kolonien sind mit Pfeilen
| markiert

b) zwei Zellen aus einer “hellen” Kolonie

c) P furiosus-Zelle aus einer “dunklen” Kolonie

Die Aufnahme in a) wurde stark Gberbelichtet,
um beide Kolonietypen sichtbar zu machen.
Fir die Aufnahmen in b) und ¢) wurden die
Kolonien unter dem Binokular mit einer Impfése
| abgenommen, in Medium gelést und fir die
| Elektronenmikroskopie negativ kontrastiert.

B) Nachweis spezifischer Transkripte des fla-Genclusters

Die Zellanhange von P. furiosus sollten nicht nur physiologisch und strukturell, sondern auch
auf genetischer Ebene untersucht werden. Zunachst einmal war hierbei das Vorkommen und
die Anordnung der verschiedenen Gene von Interesse, die fur den Aufbau einer komplexen
Struktur wie der Flagelle verantwortlich sind. Da sich bei der Untersuchung der Proteine
einige UnregelmaRigkeiten ergeben hatten (wie u.a. unter Ill.A.4 geschildert) wurden Teile
des als Operon postulierten Genbereiches nachsequenziert. Die Spekulation Uber ein
Operon liegt nahe, da wie in Abb.36 ersichtlich ist, alle Gene sehr eng zusammen in einem
Cluster liegen. Ihnen wird im Datenbank-Vergleich mit Flagellen-Genen und Flagellen-
assoziierten Genen anderer Archaeen entsprechende Funktionen fir den Aufbau der
Flagelle voraus gesagt. Zudem weisen alle Gene die gleiche Transkrikptionsrichtung auf.

Eine ahnliche Anordnung einiger Flagellen-Gene innerhalb eines Operons war bereits fur H.
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salinarum gezeigt worden (Patenge et al., 2001). Zunachst soll noch einmal darauf
eingegangen werden, welcher Bereich des Genoms untersucht wurde und wie sich dieser

vor allem nach der unter Ill.A.4.2 bereits beschriebenen Nachsequenzierung darstellt.

1. Das fla-Gencluster

Unter Ill.A.4 wurde gezeigt, dass es mehr Flagelline gibt, als bisher angenommen wurde. Es
stellte sich zudem die Frage, ob die in einem Cluster angeordneten Gene gemeinsam
transkribiert werden und somit in einem Operon angeordnet vorliegen kénnten. Ein Operon
definiert sich in der Bakteriengenetik traditionell durch gemeinsame bzw. koordiniert
exprimierte Gene. Der hier untersuchte Bereich wird im Genom (GesamtgrofRe 1,9 Mbp) auf
dem reversen komplementaren Strang innerhalb der Positionen 344142 bis 353759 kodiert.
Betrachtet man den gesamten Bereich des potentiellen Operons, so zeigt sich, dass die
Gene sehr eng beieinander liegen, was eine Kotranskription der Gene ermdglichen wirde.
Des Weiteren werden die als fla-Gene identifizierten Gene von weiteren Genen flankiert,
deren Funktion bislang nur durch Blast-Vergleiche vermutet werden kann oder nicht bekannt
ist (stromaufwarts: PF0340/hth = Protein mit einem hth-Motiv (helix-turn-helix motif) und
PF0339/met = potentielle Methyltransferase; stromabwarts: PF0329 (keine Funktionen

vorgegeben).
> N
> > S

1Ko @Q @Q N DA DS S A (b(b@ ?“0

o & & & o’bn’mon’%&'bvg{g) & F$ AN

© © & < EEEEE &8 Q& &
L R N\ \@ L8 LK K DSOS \\? Q \‘Q
Q Q N AR I I A GG PO S\

Abbildung 36: Genkarte des fla-Genclusters von Pyrococcus furiosus

Die Gene sind mafistabsgetreu durch die farbigen Pfeile wiedergegeben, die Polaritét gibt dabei
die Transkriptionsrichtung wieder. Die blau unterlegten Pfeile kennzeichnen die méglicherweise am
Operon beteiligten Gene. Die grin unterlegten Pfeile kennzeichnen die Gene mit entgegengestzter
Transkriptionsrichtung. Alle Gene befinden sich in einem rdumlich sehr engen Cluster und
Uberlappen sich teilweise sogar um wenige Basenpaare. Die Benennung erfolgte nach den
Angaben von NCBI'. Bei den Genen handelt es sich um offene Leserahmen, bei den Proteinen
wurden z.T. durch Blast-Vergleiche mégliche Funktionen vorgegeben.

% Zur Erklarung der Abkirzungen:

flaX gibt die Bezeichnung des Gens wieder; die Benennung erfolgt fortlaufend, da die Gene nacheinander
angeordnet sind. Zudem erfolgte dies in Analogie zu den bereits bekannten fla-Genen anderer Archaeen. Bei
allen Genen handelt es sich um offene Leserahmen.

PFOXXX gibt die Bezeichnung des Proteins wieder. In den meisten Fallen orientiert sich die Namensgebung an
Blastanalysen mit bereits bekannten Proteinen. Fir flaBO und flaB1 wurden keine Bezeichnungen angegeben, da
diese ja neu zugefligt bzw. erganzt wurden und noch keine offiziellen NCBI-Kennnummern besitzen.
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In der folgenden Tabelle 19 sind zur besseren Orientierung alle untersuchten Gene des
potentiellen Operons, deren Lokalisation im Genom, die Genbezeichnungen und die

moglichen Funktion der Proteine dargestellt.

Genkirzel Genkennnummern Lokalisation im (mdgliche) Funktion
nach NCBI Genom

hth (helix-turn-helix motif) PF0340 353433 — 353759 Regulation der Transkription

met (Methyltransferase) PF0339 352470 — 353420 Methylierungen

flaBO 352384.70 — 352384.708

flaB1 [PF0338] 351748 — 352384.8 Strukturflagellin der Flagelle

flaB2 PF0337 350944 — 351738

flaC PF0336 350457 — 350933

flaD PF0335 349245 — 350453 akzessorisches  Protein  des

flaF PF0334 348707 — 349264 FegElEnEpEETE ES

flaG Pf0333 348225 — 348707

flaH PF0332 347500 — 348114 bindet wahrscheinlich den
Komplex aus Flal/J

flal PF0331 345866 — 347479 ATPase

flaJ PF0330 344148 — 345854 Membranprotein; bindet
wahrscheinlich Flal

? PF0329 342178 — 344142 Keine Angaben

'fobelle 23: Gen-/Protein-Bezeichnungen im Operon und deren mégliche Funktionen

2. Analyse des wachstumsabhéngigen Expressionspools des fla-Genclusters
2.1 Nachweis mittels RT-PCR

Fir das fla-Gencluster sollte eine mogliche Kotranskription von fla-Genen untersucht werden
Hierzu wurde die Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben und auf diese auf mdogliche
"Kotranskripte" Uberprift. Alle Primerkombinationen mussten in den Positivkontrollen (unter
Verwendung von genomischer DNA als template) eine positive Amplifikation aufweisen. Der
mRNA-Pool, bzw. der cDNA-Pool konnte somit mit dem jeweils gleichen Testansatz wie im
Fall der Positivkotrolle auf Amplifikate (=urspringlich vorliegende Kotranskripte) hin
untersucht werden. Die erhaltenen Ergebnisse wurden in Abb.37 zusammengefasst. Fur
eine eindeutige Aussage Uber die mdglichen Kotranskripte wurden mehrere Versuchsreihen
ausgewertet und deren  Ergebnisse wiederum  zusammengefasst.  Einzelne

Transkriptnachweise kénnen im Anhang unter VIIl.4 eingesehen werden.

Gene hth met flaBO flaB1 flaB2 flaC flaD flaF flaG flaH flal flaJ PF0329
allgemeine I ) o —
Kotranskription
P — > o
| »

Abbildung 37: Innerhalb des fla-Operons nachgewiesene Kotranskripte
Die Genabfolge ist zur besseren Orientierung invertiert dargestellt. Einzeltranskripte (z.B. flaJ) sind
hier nicht dargestellt.
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In Abb.37 sind nur die gefundenen Kotranskripte dargestellt. Alle Gene lie3en sich naturlich
auch als Einzel-Genprodukte nachweisen. Die vereinfachte Darstellung der Ergebnisse zeigt
deutlich, dass es zu einer Kotranskription mehrerer Gene kommt. Uberraschend ist hierbei
sicherlich die gemeinsame Transkription von flaB0O und met. Das Gen met wird wiederum mit
hth gemeinsam abgelesen. Die meisten Kotranskripte Uberschneiden sich. Weder fur flaJ
oder PF0329 konnte eine gemeinsame Transkription mit anderen, benachbarten Genen
gefunden werden.

Analysen in Kombination mit den stromaufwarts bzw. stromabwarts liegenden Genen
ergaben fir PF0329 und PF0240 (met) keine Kotranskription mit den jeweils benachbarten
Genen PF0328 bzw. PF0341.

Der Nachweis einer Kotranskription innerhalb und Ubergreifend Uber das fla-Gencluster
hinaus wirft nun weitere Fragen auf. Konnen an verschiedenen Punkten der
Wachstumskurve unterschiedliche (Ko)Transkripte gefunden werden? Gibt es
(Ko)Transkripte, die nicht zu allen Zeitpunkten transkribiert werden?

Fir verschiedene Stadien der Wachstumskurve (frith (1 x 107 Zellen/ml) und spat (4 x 10’
Zellen/ml) exponentiell und spéat stationdr (1 x 108 Zellen/ml) wurde deshalb jeweils mRNA
isoliert. Diese wurde in cDNA umgeschriecben und daraufhin auf Amplifiakte
(=(Ko)Transkripte) untersucht. Die Ergebnisse wurden in Abb.38 zusammengefasst,

ausfluhrliche Darstellungen der Ergebnisse sind im Anhang unter VIIl.4 aufgefuhrt.

Gene hth met flaBO flaB1 flaB2 flaC flaD flaF flaG flaH flal flaJ PF0329
frih exp.
1x10° I I E o
spat exp. B
4x10’
E S > B OfF OF >
stationér | —
1x10° £
£ [ Dl o

Abbildung 38: Nachgewiesene (Ko)transkripte in Abhdngig von der Wachstumsphase
Die Genabfolge ist zur besseren Orientierung invertiert dargestellt.

In diesem Fall wurden in Abb.38 alle gefundenen Transkripte dargestellt. Die Transkription
verandert sich im Verlauf der unterschiedlichen Wachstumsstadien deutlich. Es werden zu
spateren Zeitpunkten der Wachstumskurve vermehrt Gene des fla-Genclusters abgelesen,
wobei sich die Muster hierbei deutlich unterscheiden kdnnen. Insgesamt wird deutlich, dass
der Aufbau der Flagelle wohl in Stufen ablauft, wobei zu verschiedenen Zeiten

unterschiedliche ,Bausteine® bendtigt werden.
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2.2 Versuch des Nachweises spezifischer Transkripte mittels Northern Blotting und
¥p_Markierung

Mittels Northern Blotting und radioaktiver Markierung moglicher (Ko)Transkripte durch
radioaktiv markierte Sonden, sollte ein quantitativer Vergleich der Transkriptmengen im
Verlauf der Wachstumskurve aufgestellt werden. Zudem kdnnten somit mdgliche Fehler
beim Umschreiben der RNA in cDNA umgangen werden. Alle Tests wurden zunachst zur
Etablierung des Systems mit einem konstitutiv transkribierten Gen von P. furiosus, der
Pyruvatkinase, durchgeflhrt. Trotz mehrfacher Veranderung der Versuchsvariablen konnte
kein Signal erhalten werden. Ein weiterer Test mit E. coli-mRNA und der konstitutiv
transkribierten GAPDH (Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase) als Sonde fiihrten
bislang zu keinem Signal, was vermuten lasst dass das verwendete System grundsatzliche

Funktionsprobleme aufwies.

2.3 Transkriptkarte des Operonbereiches

Nach der Untersuchung des Operons konnte die in Abb.39 gezeigte Transkriptkarte erstellt
werden. Hierbei wurden die in 111.B.2.1 gezeigten Ergebnisse zusammengefasst. Zudem
wurden weitere Analysen hinzugefugt (s.u.).

Zunachst einmal wurden in zahlreichen Versuchen alle moglichen Transkripte ermittelt.
Diese sind in der Abb.39 unter der Bezeichnung ,allgemeine Transkription“ dargestellt. Die
gefundenen Transkripte in den verschiedenen Wachstumsstufen weichen davon in gewissen
Punkten ab. Dies verdeutlicht aber umso mehr, dass hier eine Ubergeordnete Regulation zu
Grunde liegt.

Besonders augenfallig erscheint die Kotranskription der met-Genes mit flaB0. Das Gen hth
wird zudem auch mit met gemeinsam transkribiert. Auflerdem werden statt weniger
Haupttranskripte in diesem Fall mehrere, Uberlappende Transkripte vorgefunden. Auch
Gene, die sich um wenige Aminosauren Uberlappen, kdnnen kotranskribiert werden, wie im
Fall von flaC/flaD und flaD/flaF. Eine gemeinsame Transkription der fla-Gene mit PF0329
konnte nicht gezeigt werden.

Die Genprodukte verandern sich im Laufe der Wachstumskurve. Es werden vermehrt Gene
abgelesen, bzw. Transkripte der abgelesenen Gene gefunden, deren Funktion zum grofen
Teil nicht geklart werden konnte, die aber vermutlich in Zusammenhang mit der
Assemblierung der Flagelle stehen.

In Abb.39 ist eine Analyse auf ein potentielles Operon nach Tran et al. (2006;
http://csbl.bmb.uga.edu/~tran/operons) eingefiigt. Diesen Berechnungen liegen verschiedene
Berechnungsalgorithmen zu Grunde, die unterschiedlich kombiniert und verrechnet wurden.
Des Weiteren wurde der entsprechende genomische Bereich auf TATA-Boxen und BRE-

Elemente hin untersucht. Es wurde auch Uberpriift, ob T-reiche Abschnitte nach den Genen
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gefunden werden konnten, da diese als mogliches Terminationssignal der Transkription
angesehen werden. Bislang ist aber keine echte Konsensusequenz bekannt und auch
innerhalb des Operons konnte durch Sequenzvergleiche keine Konsensussequenz
nachgewiesen werden. Alle Genstartpunkte wurden auf G-reiche Elemente hin untersucht,
wie von Torarinsson et al. (2005) beschrieben, wobei fur alle Gene ein identisches GGTG-
Element nachgewiesen werden konnte. Dieses dient als sicheres Erkennungssignal fur die
Translationsmaschinerie (Torarinsson et al., 2005). Unter Verwendung der Programme
pSORTb 2.0.4 (Gardy et al., 2005) und TMHMM version 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/)

wurden Voraussagen zu der moglichen Lokalisation der einzelnen Proteine berechnet.



http://www.cbs.dtu.dk/services/

[ll. Ergebnisse 97

Abbildung 39: Darstellung der Ergebnisse zur Untersuchung des fla-Genclusters.
Die Genabfolge ist zur besseren Orientierung invertiert dargestellt.

Gene hth met flaBO flaB1 flaB2 flaC flaD flaF flaG flaH flal flaJ PF0329
allgemeine B >l e . il g e >
Kotranskription — > I >
[ . g

frih exp.
1% 107 S mE | - E >
spat exp. D
4x 10" B o T o ——
stationar BE
1x10°

E > B N - E  OF >
Vorhersagen®
[n+n] N [ o >
[m] . [ D >
[p.o] S
[n+n]+[m] I - [ D >
[n+n]+[m]+[p.o] W
BRE/TATA"? ja ja ja ja ja nein ja ja ja
Termination®? ja ja ja ja
Translationsstart* ja ja ja ja ja ja ja ja ja ja ja ja ja
Voraussage in in out out out out out in/teils in/teils out in in Membran

Membran Membran

1 Vorhersagen beziglich des Operons nach Tran et al.(2006); [n + n]: Ergebnis des Neural Network (NN) operon predictor; [m]: Microarray-Ergebnisse; [p.0.]: Putative operon list.
12 TATA-Boxen bei einer Position von ca. -50 bp stromabwarts des Translationsstartes; BRE- Elemente direkt stromabwarts vor der TATA-Box

13 T_reiche Regionen nach dem Stop-Codon

4 GGTG-Wiederholung (Torarinsson et al., 2005)
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V. DISKUSSION

Im Rahmen dieser Arbeit konnten neue, bislang einzigartige Funktionen der Zellanhange von
Pyrococcus furiosus aufgezeigt und Licht auf den zeitlichen Verlauf des
Assemblierungsmechanismus des Organells geworfen werden.

Die Zellanhange von P. furiosus unterscheiden sich dabei deutlich von den bakteriellen
GeilReln. Biochemische, genetische und auch ultrastrukturelle Untersuchungen zeigen
zunehmend, dass die archaeellen Flagellen in vielerlei Hinsichten mehr den Typ IV Pili
ahneln, einer Struktur, die flr eine Fortbewegung namens twitching motility benétigt wird
(Bardy et al., 2004; Bardy et al., 2003b; Cohen-Krausz et al., 2002; Peabody et al., 2003;
Thomas et al., 2001a). Dabei handelt es sich, ahnlich dem Auswerfen eines Ankers, um ein
"Auswerfen" der Pili, einer Verankerung und einer anschlielenden Retraktion des Pilus,
wodurch es zu einer schnellen, ruckartigen Fortbewegung der Zelle selbst kommt. Auch
wenn Daten Uber die Flagellen der Archaeen im Vergleich zu den GeilReln der Bakterien eher
rar sind, konnten in den letzten Jahren viele neue Erkenntnisse gewonnen werden.
Vorrangig sind hier, neben der vorliegenden Arbeit, die Daten aus den Gruppen K.F. Jarrell,
D. Oesterhelt und S.V. Albers zu nennen. Im Folgenden soll gezeigt werden, dass P.
furiosus aulRer der Motilitat, die typischerweise mit Flagellen verbunden wird, durch seine
Flagellen ungewohnliche neue Fahigkeiten erhalt.

1. Die Flagelle von P. furiosus wird aus Flagellinen aufgebaut und glykosyliert
Um mehr Erkenntnisse Uber die Zellanhange von P. furiosus gewinnen zu kénnen, mussten
diese isoliert werden. Hierfir konnte eine Vielzahl von Techniken genutzt werden, welche
alle zu einem ahnlichen Resultat fuhrten. Die Flagellen wurden durch Abscheren oder
Solubilisierung der Zellmembran von der Zelle selbst entfernt. Bei der nachfolgenden
Analyse der Flagellen konnte im SDS-Polyacrylamidgel ein Hauptprotein, spater als Flagellin
FlaBO benannt, mit einem Molekulargewicht von 30 kDa nachgewiesen werden (Né&ther et
al., 2006). Durch eine N-terminale Sequenzierung konnte der N-Terminus des isolierten
Proteins erhalten werden. Eine Suche des Proteins innerhalb der Datenbank (NCBI) erwies
sich als problematisch (s.u.), da die erhaltene Proteinsequenz nicht vollstandig der
gefundenen Sequenz von FlaB2 im Genom von P. furiosus entsprach.

Die archaeelle Flagelle setzt sich typischerweise aus mehreren Untereinheiten der
Strukturflagelline zusammen. Auch dies ist ein Unterschied zur bakteriellen GeiR3el. Im Fall
von P. furiosus ergab sich zunadchst das Problem, dass in den bekannten Datenbanken
(NCBI, TIGR) lediglich ein Flagellinprotein, FlaB2, annotiert war, welches den typischen
Kriterien bereits charakterisierter archaeeller Flagelline entsprach (s.u.). Das zweite
annotierte Protein, FlaB1, zeigte nicht den N-terminalen Aufbau eines typischen Flagellins

(Nather et al., 2006). Nach Uberpriufung dieses Bereiches durch Sequenzierung stellte sich
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heraus, dass in dem hinterlegten Contig AE010158.1 (NCBI-Datenbank), in dem die beiden
Gene flaB1 und flaB2 zu finden waren, ein Fehler vorlag. Durch die Sequenzierung und
Alignierung der erhaltenen Sequenzen konnten 771 bp an der Position 352384 ergénzt
werden. Nachdem dieser Bereich neu annotiert wurde (nun vorlaufig als Contiqg AE010158.2
bezeichnet), konnte durch eine Analyse der moglichen offenen Leserahmen fur P. furiosus
zunachst ein neuer N-Terminus fur flaBl festgelegt werden und zudem ein weiteres
Flagellingen, flaBO, nachgewiesen werden. Fehler in sequenzierten und annotierten
Genomen von Archaeen und Bakterien in den Datenbanken stellen sich in letzter Zeit als
nicht gerade unibliches Problem dar (Adams et al., 2007). Fur P. furiosus wurde gezeigt,
dass sich bei den 2065 Genen der Originalannotation (welche in zwei Datenbanken, NCBI
und TIGR, hinterlegt wurden) bei 500 Genen zum Teil erhebliche Unterschiede und bei 170
der vorausgesagten Proteine insbesondere an deren N-Termini Unterschiede um mehr als
25 Aminosauren ergaben (Poole et al., 2005). Fur das vervollstandigte Contig AE010158.2
ist folgendes Bild festzustellen: Es gibt drei Flagellingene, flaB0, flaB1 und flaB2. Fur flaB1
wurde ein neuer Start des offenen Leserahmens festgelegt, der sich innerhalb des neu
hinzugefligten Sequenzabschnittes befindet. Auch flaBO befindet sich komplett innerhalb
dieses Bereiches. Die Benennung "flaB0" erscheint zundchst nicht sehr glicklich, musste
sich jedoch an der bereits festgelegten Benennung von flaB1 und flaB2 orientieren (Nather et
al.; 2006). Eine Benennung als flaA wurde ausgeschlossen, da das nachgewiesene Gen
vergleichsweise kaum Ahnlichkeiten mit den bei Halobacterium sp. und Methanococcus
voltae vorhandenen Genen flg/flaA besitzt. Bei dem Protein FlaBO handelt es sich zudem,
wie bereits erwéhnt, um das Hauptprotein der Flagelle von P. furiosus. Dies konnte durch N-
terminale Sequenzierung der Proteinbande aus der Flagellenpraparation gezeigt werden.
FlaB1 und FlaB2 konnten bislang weder durch eine N-terminale Sequenzierung, noch durch
Analysen mittels HPLC*® und MALDI-TOF'® in dieser Fraktion nachgewiesen werden. Unter
Verwendung Flagellin-spezifischer Antikdrper, konnte FlaB1 und FlaB2 in Western Blot-
Experimenten sehr wohl innerhalb der 30 kDa-Flagellinbande der Original-
Flagellenpraparation nachgewiesen werden. Vermutlich liegen diese beiden Proteine aber in
so geringen Mengen in der Gesamtstruktur der isolierten Flagelle vor, dass sie im Gros des
Hauptflagellins FlaBO mit den verwendeten Techniken der Sequenzierung nicht

nachgewiesen werden konnten.

Eine weitere Besonderheit stellen posttranslationale Modifikationen der Flagelline dar. Als
auffalligstes Merkmal ist hier die Modifizierung des Flagellins durch eine Signalpeptidase zu
nennen. Alle Pra-Flagellin-Proteine besitzen ein kurzes Signalpeptid, welches im Regelfall

mit einer basischen Aminosdure und einem Glycin endet, &hnlich wie bei den bereits

B HpLC: High Performance/Pressure Liquid Chromatography
® MALDI-TOF: Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation- Time of Flight
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eingangs erwdhnten Typ IV Pili (Thomas et al., 2001c). Typischerweise zeigen diese
Signalpeptide eine L&nge von bis zu 12 Aminosauren, sie kdnnen jedoch auch sehr kurz
sein, wie z.B. bei P. furiosus (und den nachsten Verwandten, P. abyssi und P. horikoshii).
Hier besitzt das Signalpeptid lediglich eine Lange von 3 - 4 Aminosauren, was fir FlaB2
zutrifft und auch im Einklang mit den Proteinen des neu annotierten Gens flaB1 und des neu
hinzugefiuigten Gens flaBO steht.

Als weitere posttranslationale Modifizierung ist die Glykosylierung der archaeellen Flagelle
zu nennen. Auch diese Tatsache unterscheidet die archaeellen Flagellen von bakteriellen
Geil3eln (die groRtenteils nicht glykosyliert werden) und stellt sie in die Nahe der bakteriellen
Typ IV Pili (die ebenfalls z.T. Glykosylierungen besitzen). Die Anwesenheit von
Glykosylierungen scheint innerhalb der archaeellen Flagelline sehr weit verbreitet zu sein.
Fur P. furiosus wurde ein Glykosylierung des Flagellinproteins indirekt mittels PAS-Farbung
nachgewiesen. Glykosylierungen wurden {ber einen Farbungsnachweis®’ auch fiir viele
weitere archaeelle Flagelline gezeigt (Faguy et al., 1996; 1992; Kalmokoff et al., 1992;
Polosina et al.,, 1998; Serganova et al., 1995; Southam et al.,, 1990) oder durch
Proteomanalysen fur noch nicht weiter charakterisierte Modifizierungen von Flagellinen
(Giometti et al., 2001; Mukhopadhyay et al., 2000). Direkte Nachweise der Glykosylierung
wurden fur Halobacterium salinarum (Lechner et al., 1989; Wieland et al., 1985) und
Methanococcus voltae (Voisin et al., 2005) durchgefuhrt.

Die Glykosylierung ist somit wohl auch fir die mitunter beobachteten Unterschiede zwischen
den vorausgesagten, theoretischen und den beobachteten Differenzen im Laufverhalten
wahrend einer SDS-PAGE verantwortlich (Bayley et al.,, 1993; Jarrell et al., 1996 JB;
Sumper, 1987; Thomas et al., 2001a). Die Analyse des isolierten Flagellenproteins von P.
furiosus zeigte ebenfalls Unterschiede im Laufverhalten des Proteins. Das vorausgesagte
Molekulargewicht von FlaBO0 betrégt ca. 23 kDa, im SDS-Polyacrylamidgel wurde das Protein
jedoch mit 30 (bzw. 25) kDa nachgewiesen, was vermutlich auf eine starke Glykosylierung
zurlckzufuhren ist (s.a. Dietl, 2006). Fur die beiden weiteren Fla-Proteine, FlaB1 und FlaB2
kénnen in dieser Hinsicht keine Aussagen gemacht werden, da sie in Proteinpraparationen
bislang nicht direkt durch N-terminale Sequenzierungen nachgewiesen werden konnten.
Giometti et al. (2001) wirft den Gedanken auf, dass eine Diskrepanz des Laufverhaltens nicht
alleine auf eine bloRe Glykosylierung zurlickzufiihren sei und moéglicherweise in den meisten
bisher untersuchten Féllen weitere, noch nicht charakterisierte Modifizierungen
multiplizierend auf das veranderte Laufverhaltens mitwirken kénnten.

Untersuchungen zu den jeweils abgeleiteten Aminosauren aus den Genen sagen vielfach
eine N-verkniipfte Glykosylierung mit der Konsensussequenz (ASN-X-Ser/Thr)*® voraus (Ng
et al., 2006). Fiur P. furiosus konnten fir FlaBO und FlaBl je 5 und fir FlaB2 je 6 dieser

" PAS (Periodat-Schiff-Farbung) oder Schwefelthymolfarbung.
18 X kann jede beliebige Aminosaure darstellen, auRer Prolin.
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Konsensussequenzen gefunden werden. Archaeelle Flagelline kdnnen jedoch bis zu 16
Modifizierungsstellen besitzen, wie im Fall von Methanothermobacter

thermolithoautotrophicus (Jarrell et al., 2007).

Der N-Terminus der archaeellen Flagellen per se ist sehr hydrophob (Kalmokoff et al., 1991)
und es gibt eine bedeutende Sequenzahnlichkeit zu dem konservierten N-Termini der Typ IV
Pili der Bakterien (Faguy et al., 1994a). Dies bezieht sich jedoch nur auf den N-Terminus der
Flagelline. Der restliche Verlauf des Proteins zeigt, entgegen friiherer Behauptungen (Faguy
et al., 1994a), nur zu 5 — 12% gleiche Aminosauren, was vergleichsweise keiner sehr groRen
Ahnlichkeit entspricht'®. In diesem Zusammenhang wird darauf hingewiesen, dass sich hier
in der Diskussion nicht auf Homologien, sondern auf Ahnlichkeiten bezogen wird.
Homologien werden im Sinne der Definition flr Proteine angewendet, die einen
gemeinsamen Ursprung besitzen, was fur bakterielle Typ IV Pili und die Flagellen der
Archaeen nicht behauptet werden kann und soll. Die Bezeichnung Ahnlichkeit bezieht sich
somit in diesem Sinne nur auf identische Aminosauren die sich durch Vergleiche in
Sequenzalignments ergeben (Vergleiche mit ClustalW, Bioedit etc.). Werden die drei P.
furiosus-Flagelline untereinander verglichen, so ergeben sich zu 36% identische
Aminosauren. Zieht man jedoch einen Vergleich zwischen den P. furiosus-Flagellinen mit
weiteren archaeellen Flagellinen®, so kénnen je nach verwendeten Sequenzen Werte von
von 0,3 - 25% identischer Aminosduren erreicht werden. Insofern mogen bei diesen
Alignments die Prozentzahlen der Ahnlichkeit im Vergleich mit den Typ IV Pilinen sehr hoch
(oder niedrig) erscheinen, je nachdem, welche Auswahl an zu verrechnenden Sequenzen fir
das Sequenzalignment getroffen wurde.

Die Sequenzvergleiche der P. furiosus-Flagelline waren auch der Ausgangspunkt zur
Generierung Flagellin-spezifischer Antikérper. Hierfir sollten die einzelnen Flagelline, FlaBO,
FlaB1 und FlaB2, kloniert werden. In zahlreichen Experimenten hatte sich gezeigt, dass eine
Klonierung des vollstandigen Proteins, mit oder ohne Signalpeptid, bisher kaum maoglich ist.
Egal ob in einem bakteriellen oder eukaryotischen System gearbeitet wird, die Expression
des Proteins scheint sich toxisch auf die Zellen auszuwirken (Dietl, 2006; Wimmer, 2007).
Moglicherweise ist hierfir der stark hydrophobe N-Terminus der Flagellin-Proteine
verantwortlich. FlaB2 wurde als "Modellprotein” in drei Abschnitte eingeteilt, dann als "N-

Terminus", "Mittelteil” und "C-Terminus" bezeichnet. Diese Peptidfragmente wurden kloniert

19 Verwendung fanden die Daten von Pseudomonas aeruginosa (siehe hierzu auch: Peabody et al., 2003). Es
wurde jeweils mit PilA, dem als Hauptpilin geltendem Protein verglichen und PIIE, PilV, Pilw, PilX, FimU und
FimT, die als Nebenpiline gerechnet werden kdnnen.

2 Verglichen wurde mit den nachsten Verwandten innerhalb der Thermococcales (deren Genomdaten verfiigbar
waren): Pyrococcus abyssi: PAB1378 — PAB1380; Pyrococcus horikoshii: PH0546 — PHO0550; Thermococcus
kodakarensis: TK0038 — TK0042. Des Weiteren wurden Organismen herangezogen, deren Genomdaten
verfugbar waren und aktuell Mittelpunkt der Untersuchungen der Flagelline sind: Halobacterium sp.: FlaAla,
Flalb, FlaA2, FlaA3,FlaB1 — FlaB3; Methanococcus janaschii: MJ0891 — MJ0893; Methanococcus maripaludris:
FlaB1 — FlaB3; Methanococcus vaniellii: FlaB1 — FlaB3
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und exprimiert (Wimmer, 2006). AulRer fir den N-Terminus konnte das jeweilige Peptid
exprimiert werden und somit Antikdrper generiert werden. Dies bestarkt die Annahme, dass
der stark hydrophobe N-Terminus fir die Toxizitat in nicht-archaeellen Expressions-
Systemen verantwortlich ist. Weiterhin war so naturlich auch eine Expression der
Peptiabschnitte der beiden weiteren Flagellinproteine, FlaBO und FlaB1, von Interesse. Da
durch Sequenzvergleiche gezeigt werden konnte, dass die drei Flagelline sich am starksten
in den "Mittelteilen" des Proteins unterschieden, wurden in dieser Arbeit nur die beiden
Mittelteile des jeweiligen Proteins kloniert und exprimiert. Fir beide "Mittelteile” konnten
zudem erfolgreich Antikorper generiert werden?. In spateren
Immunmarkierungsexperimenten sollten diese dann eine Lokalisation der Proteine innerhalb

der Struktur des Filaments ermdglichen.

2. Funktionsvariabilitat der Flagellen von P. furiosus: Fortbewegung, Zell-Zell-
Verbindungen und gezielte Anheftung

In den bisherigen Erlauterungen wurde bereits mehrfach diskutiert, dass die archaeelle
Flagelle und die bakterielle GeiRel deutlich unterschiedlich sind. Eine Abwesenheit von
"Homologen" im Sinne der Flagellenstrukutur, -funktion- oder -assemblierung in allen
bekannten und bislang vollstdndig sequenzierten Archaeengenomen spricht dafur, dass die
Flagelle aus einzigartigen, fur Archaeen spezifischen Genprodukten aufgebaut ist (Faguy et
al., 1999).

Erstaunlicherweise spiegelt die archaeelle Flagelle die Funktion der bakteriellen Flagelle in
der Hinsicht wieder, dass es sich bei beiden Zellfortsatzen um eine rotierende Struktur
handelt, die eine Fortbewegung im Sinne von Schwimmen ermdglicht (Berg et al., 1973;
Silverman et al., 1974; Alam et al., 1984; Koch et al., 2005).

H. salinarum zeigt ein Vor- und Rickwartsschwimmen in Verbindung mit einem Umschalten
zwischen "clockwise" (CW)- und "counter-clockwise" (CCW)-Rotation (Alam et al., 1984). Die
CW-Rotation erzeugt dabei eine Schubkraft, mit Hilfe derer sich die Zelle wie mit einem
Propeller nach vorne bewegen kann. Das Umschalten zur CCW-Rotation resultiert in einer
Umkehrung der Zelle, so dass sie mit den Flagellen voraus schwimmt (Koch et al., 2005).
Dies ist ungewohnlich im Vergleich mit dem bakteriellen Geil3el-System. Hier findet z.B. im
Fall von E. coli ein regulierter Wechsel zwischen dem Schwimmvorgang (CCW) und einem
Taumeln (CW) statt (Larsen et al., 1974).

Uber den mechanistischen Ablauf des Schwimmens kénnen zum jetzigen Zeitpunkt fur P.
furiosus nur wenige Aussagen getroffen werden. Die Flagelle zeigt vermutlich ebenfalls eine

rotierende Bewegung. Betrachtet man nochmals die hohe Anzahl von bis zu 50 Flagellen pro

L Diese Antikorper wurden dann folgendermaBen bezeichnet: anti-'FlaxXY' (gibt an, dass es sich um den mittleren
Teil des urspriinglichen Proteins handelt).
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Zellen, so wird klar, dass es einen starken Regulationsmechanismus geben muss, der
einzelne Flagellen oder das gesamte Bischel reguliert und koordiniert.

In Bezug auf die Chemotaxis wurde in den bislang sequenzierten und annotierten
Archaeengenomen, die Uber die Datenbanken verfugbar sind eine grof3e Anzahl an
Proteinen gefunden, die denen des bakteriellen Chemotaxis-Systems &hnlich sind (Che-
Proteine und auch MCPs (methyl-accepting proteins); Jarrell et al., 2007). Die Verbindung
dieses ungewohnlichen archaeellen Motilitdtsorganells mit einem Bakterien-ahnlichen
Chemotaxis-System ist dabei Uberraschend. Auch in diesem Fall finden sich die Gene in
Clustern angeordnet, diese sind jedoch weniger konserviert, als im bereits beschriebenen
fla-Gencluster. Eine empfehlenswerte Ubersicht und einen Vergleich zwischen archaeellen
und bakteriellen Che-Proteinen und MCPs wurden von Szurmant et al. (2004)
zusammengestellt. Daten wurden in dieser Hinsicht vor allem fir Halobacterium sp.
gesammelt (Marwan et al.; 2000; Rudolph et al., 1996; Szurmant et al., 2004).

Die ausfuhrlichsten Untersuchungen zur Chemotaxis auf genetischer Ebene wurden in der
Gruppe von D. Oesterhelt durchgefuhrt. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Deletion
(und Komplementation) einzelner Che-Proteine direkt auf die Chemotaxis oder Phototaxis
von Halobacterium salinarum auswirkt (Rudolph et al., 1996).

Far P. furiosus erwies es sich als Gberraschend, dass bei Analysen im Genom keine Gene
mit Ahnlichkeiten zu den bakteriellen/archaeellen che-Genen/Che-Proteinen gefunden
werden konnten. Dies erscheint insbesondere ungewéhnlich, da die nachsten Verwandten,
P. abyssi und P. horikoshii, beide einen vollstéandigen (sogar oft mehrfachen Satz) der Che-
Proteine CheA, CheB, CheC, CheD, CheR, CheW und CheY besitzen. Als einziges zum
Chemotaxis-System &hnliches Gen/Protein konnte das Gen PF0433 identifiziert werden (Gl
18976805; NCBI), welches Ahnlichkeiten zu methylakzeptierenden Proteinen (MCPs) zeigt
(Jarrell et al., 2007). Vergleichsweise ist dies jedoch eine geringe Anzahl, da in den meisten
Fallen mindestens zwei bis hin zu 18 MCPs gefunden werden kdnnen (Jarrell et al., 2007).
Dies spricht entweder daflir, dass P. furiosus einen komplett neuartigen Satz an Taxis-
regulierenden Proteinen besitzt, oder ist mdglicherweise wiederum auf eine fehlerhafte

Sequenzierung zurickzufihren.

Taxis an sich wurde bereits bei einigen Archaeen untersucht, wobei die Versuche im
Wesentlichen physiologischer Natur waren (aulBer den genetischen Ansatzen zu H.
salinarum; s.0.). Viele Ansétze orientieren sich dabei an den klassischen Versuchen zur
Chemotaxis mit "Lock"- und "Abwehr"-Stoffen (Adler et al., 1973).

Fur P. furiosus konnte Schwimmverhalten per se durch Analysen im Thermomikroskop ab
75°C festgestellt werden. Dies entspricht auch der unteren Temperaturgrenze des

Bereiches, innerhalb welchem P. furiosus Wachstum zeigt. Es konnte bis zu Temperaturen
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von 95°C getestet werden, wobei P. furiosus eine hohe Fortbewegungsgeschwindigkeit
besitzt. Fiur Messungen Uber 95°C hinaus war das System mit den sensiblen
Mikroskopieeinheiten nicht ausgelegt, es wird jedoch vermutet, dass Motilitat bis zur oberen

Wachstumsgrenze von 103°C vorliegt.

2.1 Struktur

Elektronenmikroskopische Untersuchungen von vielen verschiedenen Archaeen zeigen die
folgenden gemeinsamen Eigenschaften ihrer Flagellen. Typischerweise sind sie dinner als
die bakterielle Geil3el, also meistens nur 10 - 13 nm (Black et al., 1979; Cruden et al., 1989;
Fedorov et al., 1994; Jarrell et al., 1989; Southam et al., 1990) im Vergleich zu 20 nm (Jones
et al.,, 1991). Fur P. furiosus konnte ein Durchmesser der Flagelle von 13 nm bestimmt
werden.

Fur P. furiosus konnte mittels Fourieranalysen gezeigt werden, dass die helikal (vermutlich
linksgangig) angeordneten Untereinheiten der Flagelle eine Ganghthe von 4,4 nm besitzen.
Die Frage ob es sich dabei um eine zwei- oder dreiwendelige Helix handelt, steht noch aus.
Im Fall von Halobacterium salinarum befinden sich 3,3 Untereinheiten per Helixumrundung in
einer 19 A dicken, linksgéngigen Helix. Die bakterielle GeiRel besitzt hingegen 5,5
Untereinheiten angeordnet in einer 26 A dicken, rechtsgingigen Helix (Cohen-Krausz et al.;
2002). In Tomographieanalysen der Flagellen von P. furisous konnte gezeigt werden, dass
die Flagelle im Inneren der Struktur keinen Hohlraum besitzt. Diese Daten stehen in Einklang
mit den fur Flagellen von H. salinarum erzielten Ergebnissen, die eindeutig keinen Hohlraum
aufweisen (Cohen-Krausz et al., 2002; Trachtenberg et al., 2005). Es scheint somit
unwahrscheinlich, dass die Assemblierung der Flagelle von P. furiosus am Ende, also der
Spitze der Struktur vollzogen wird. Viel mehr werden die neuen Untereinheiten wohl an der
Basis der Flagelle eingebaut, was einer bereits lange bestehenden Hypothese entspricht (Li
et al., 2000; Gerl et al., 1988; Jarrell et al., 1996JB). Experimente, bei denen die Flagellen
von Natrialba magadii durch eine Erniedrigung der NaCl-Konzentration dissoziiert wurden,
deuten darauf hin, dass die Flagellen aus diinneren Protofilamenten aufgebaut sind, da sich
die Flagellen in diinnere Filamente spalten lassen (Fedorov et al., 1994). Diese Tatsache
konnte moglicherweise erklaren, warum fir P. furiosus auch dinnere Filamente, mit ca. 8 nm
Durchmesser, nachgewiesen wurden. Diese wurden nicht nur in den Flagellenpraparationen,
sondern auch an intakten Zellen selbst gefunden. Ob es sich dabei um funktionelle Einheiten

oder fehlassemblierte "Flagellen” handelt, kann nicht gesagt werden.



IV. Diskussion 105

2.2 Zell-Zell-Verbindungen

Eine vollkommen neue und einzigartige Fahigkeit von P. furiosus stellt die Ausbildung von
Zell-Zell-Verbindungen zwischen einzelnen P. furiosus-Zellen dar. Wie durch mehrere,
verschiedene Praparations- und Mikroskopiemethoden gezeigt werden konnte, werden diese
Strukturen durch die Flagellen selbst aufgebaut. Diese Zell-Zell-Verbindungen kdnnen dabei
deutlich von Zellen unterschieden werden, die sich in Zellteilung befinden. Die
beschriebenen Strukturen waren an Zellverbanden zu beobachten, bei der eine Zelle kein
Bindel, die andere am entgegengesetzten Pol der Zelle ein Blindel aufwies. Die Verbindung
zwischen den beiden Zellen wurde durch die Flagellen der Zelle ausgebildet, die kein
offensichtliches, polar angeordnetes Flagellenbliindel besal3. In der Originalbeschreibung von
Pyrococcus woesei wurden dererlei Zellverbindungen bereits als lichtmikroskopische
Auffalligkeit beschrieben (Zillig et al., 1987). Die Funktion der Zellverbindungen konnte
bislang nicht aufgeklart werden. Es kénnen jedoch einige Mdglichkeiten diskutiert werden.
Fur Haloferax (friher: Halobacterium) volcanii wurden Zellbriicken beschrieben, fur die ein
Austausch von genomischer DNA, jedoch nicht von immobilen Plasmiden beschrieben
wurde. Es wurde argumentiert, dass keine Vermischung des Cytoplasmas stattfindet und
eine cytoplasmatische Kontinuitdt zwischen den beiden verbundenen Zellen lediglich aus
dem Austausch von einzelnen Molekilen besteht (Mevarech et al., 1985; Rosenshine et al.,
1989). Fur P. furiosus konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Zellen nicht durch eine
cytoplasmatische Bricke verbunden werden, sondern dass die Zellverbindung aus
aggregierten Flagellen besteht (Nather et al., 2006). Auch die fiir Thermococcus coalescens
beschriebene Zellfusion (Kuwabara et al., 2005 und 2007) ist nicht mit den bei P. furiosus
beobachteten Zell-Zell-Verbindungen vergleichbar.

Als Grund fur die Ausbildung von Verbindungen zwischen den Zellen wére ein Gentransfer
innerhalb von P. furiosus (oder auch mit anderen Organsimen) denkbar (Nather et al., 2006).
Vor dem Hintergrund, dass die Verbindungen zwischen den Zellen variable Langen besitzen
kénnen (>2 um bis <0,2 um) erscheint ein initialer Kontakt durch die Flagellen stimmig.
Durch eine Verkirzung der Zellverbindung kénnten die Zellen in einem engeren Kontakt
kommen, welcher einen direkten genetischen Transfer erlauben wirde (Nather et al., 2006).
Die Zellverbindungen stellen somit innerhalb der Archaea eine vollkommen neuartige

Struktur dar, deren tatsachliche Funktion es aufzuklaren gilt.

2.3 Anheftung
Ein weiterer, neuer Aspekt der in dieser Arbeit nachgewiesen wurde, ist die Féahigkeit von P.
furiosus (und auch anderen Archaeen®) sich gezielt auf einer Auswahl an Oberflachen

anzuheften. Diese Anheftung wird dabei von einzelnen Flagellen vermittelt. Oberflachen wie

= Bislang wurden in unserem Labor folgende Organismen getestet: P. furiosus, P. woesei, Ignicoccus hospitalis,
Methanococcus voltae, Methanothermobacter thermoautotrophicus, Methanothermus sociabilis.
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z.B. Stahl oder Glas wurden in keinem der Versuche besiedelt. Eine universelle, nicht
spezifische Anheftung kann somit ausgeschlossen werden kann. Es kommt dabei nicht nur
zu einer (flachigen) Anheftung der Zellen, es findet danach auch aktive Zellteilung statt. So
konnen in elektronenmikroskopischen Analysen alle Formen der Teilung gefunden werden.
Es kann die Ausbildung eines Biofilms beobachtet werden, wobei sich die Zellen
dreidimensional anordnen und in diesem Rahmen auch teilen. Zwischen den Zellen dieses
Biofilms kommt es zur Ausbildung der oben beschriebenen Zellverbindungen, die durch
Flagellen ausgebildet werden. Aber auch einzelne Flagellen stehen mit den sie umgebenden
Zellen in Kontakt. Dies fuhrt zu einer neuartigen und starken Quervernetzung des Biofilms
(Nather et al., 2006).

Anheftungen auf Oberflachen wurden bislang bei Bakterien fur Pili oder pilus-unahnliche
Adhasine (non-pilus adhesin; z.B. Kapselpolymere) oder in vereinzelten Fallen auch fur
GeilReln beschrieben (Soto et al., 1999; Fletcher et al.,, 2001). Die hier gezeigten
spezifischen Anheftungen waren aber bislang einzigartig innerhalb der Archaeen (Nather et
al., 2006).

Dass die Anheftung an Oberflachen tatsachlich durch die Flagellen vermittelt wird, konnte
durch ein Ablésung der aufgewachsenen Zellen mit Hilfe von Flagellen-spezifischen
Antikdrpern gezeigt werden. Eine Inhibierung der Anheftung der Zellen durch Zugabe der
Antikdrper zum Medium war experimentell natirlich nicht moéglich, da die Antikdrper bei
Inkubationstemperaturen von 90°C denaturieren wirden. Deshalb wurden die Antikorper erst
nach erfolgtem Wachstum und Anheftung der Zellen zugegeben. Falls die Anheftung durch
die Flagellen vermittelt wird, sollte es so zur Ablésung der Zellen kommen. Es wurde gezeigt,
dass die Verwendung von Antikorpern gegen die Gesamt-Flagellenpréparation (anti-Fla Pfu)

zur vollstandigen Ablosung aller Biofilme bzw. der Zellen fiihrte (Nather et al., 2006).

Bei einem Aufwachsen der Zellen auf Oberflachen konnte zudem ein weiterer Effekt
beobachtet werden. P. furiosus bildet unter bestimmten Bedingungen eine Glycanschicht
aus. Diese Schicht konnte an auf Oberflichen aufgewachsenen Biofilmen durch Detektion
mittels Calcofluor nachgewiesen werden (Schopf, 2006). Fir Zellen aus der Flissigkultur
konnte keine Glycanbildung nachgewiesen werden (Schopf, 2006). In der vorliegenden
Arbeit wurde gezeigt, dass ein Unterschied besteht bei der Ausbildung dieser Glycanschicht
zwischen Zellen, die oberflachenexponiert auf, und denen, die "eingeschlossen” in einer
Gelritematrix wachsen. Die bereits bestehende Matrix aus Gelrite fuihrt anscheinend zur
Ausbildung einer Glycanschicht. Die Zellen, die elektronenmikroskopisch untersucht wurden,
hatten z.T. extrem dicke Schichten davon aufgelagert. Diese Glycanschicht und die
Bedingungen unter denen sie ausgebildet wird, kann mit der bereits bekannten Ausbildung

einer Lipopolysaccharidschicht (LPS) von Bakterien verglichen werden (Christensen, 1989;
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Sutherland, 2001; Dolan, 2002). Diese wird bei Wachstum in Biofilmen gebildet wird
(Watnick et al.,, 2000). Auch fur Archaeen konnte bereits die Ausbildung von
Exopolysacchariden nachgewiesen werden (Nicolaus et al., 1993). Des Weiteren konnte fur
Thermococcus litoralis, einen Verwandten von P. furiosus innerhalb der Thermococcales,
gezeigt werden, dass eine Biofilmbildung auf Polycarbonat (und auch Glas) zur Ausbildung

eines Mannose-haltigen Exopolysaccharids fuhrt (Rinker et al., 1996).

Archaeelle und bakterielle Zellhillen sind sehr verschieden aufgebaut. Archaeen besitzen
dabei vergleichsweise einen "simpleren" Aufbau der Zellhille(n) (Kénig, 1988). Dies schlief3t
mdoglicherweise aus, dass Archaeen einen vergleichbaren Aufbau der Verankerungsstruktur
der Flagelle besitzen wie Bakterien. Bei Bakterien sind die Basalkdrperringe innerhalb der
Cytoplasmamembran, der Peptidoglycanschicht und der auf3eren Membran zu finden.
Bislang konnten ringartige Basalkdrper nur in wenigen Féllen bei Archaeen beschrieben
werden, wie z.B. fir Methanothermococcus thermolithotrophicus und Methanospirillum
hungatei (Cruden et al, 1989). Im Regelfall lassen sich die Flagellen-
Verankerungsstrukturen der Archaeen jedoch nur sehr schwierig visualisieren. In einigen
Fallen konnten nur schlecht charakterisierte knépfchenartige Strukturen nachgewiesen
werden (Bardy et al., 2002a; Jaschke et al., 1994; Kalomokoff et al., 1988; Kupper et al.,
1994). Fur P. furiosus konnte durch eine spezielle Praparationsmethode, durch
Solubilisierung der Membran mittels Triton X-114, fur 5% der Flagellen an einem Ende der
Flagelle eine knopfartige Struktur nachgewiesen werden. Durch Analyse der
Proteinpraparationen mittels SDS-PAGE konnte kein spezielles neuartiges Protein
nachgewiesen werden, welches diese Struktur aufbauen konnte. Durch die wenigen
verflgbaren Fakten bleibt die Frage also weiterhin offen, ob Flagellen nur einfach keine
ringartige Struktur besitzen oder ob die Struktur so empfindlich ist, dass sie durch die zur Zeit
gangigen Préaparationsmethoden verloren geht.

Eine Art Haken zur Verankerung, wie er vom Aufbau der bakteriellen Geif3el bekannt ist,
konnte flr P. furiosus nicht nachgewiesen werden. In einigen Fallen wurde diese Struktur
aber fur Archaeen mittels verschiedener Praparationstechniken gezeigt (Bardy et al., 2002a;
Cruden et al., 1989; Kalmokoff et al., 1988). Die Verankerung der archaeellen Flagelle selbst
geschieht wahrscheinlich in/fan einer Struktur, die sich unterhalb der Cytoplasmamembran
befindet. Mittels Tomographieanalysen isolierter Zellmembranen von P. furiosus mit
inserierenden Flagellenbindeln sollte gezeigt werden, wie sich die Verankerungsstruktur
innerhalb der Membran strukturiert. Im Fall der Tomographieanalysen konnten nur
Aufnahmen generiert werden, die jedoch keine genigend hohe Auflésung garantieren, um
diese Region mittels einer dreidimensionalen Darstellung aufzuldsen. Durch die gangigen

Mikroskopietechniken konnte jedoch eine deutliche "Ausbuchtung" der Zelle an der



IV. Diskussion 108

Insertionsstelle der Flagellen gezeigt werden. Diese auffallige Struktur war auch schon in der
Originalbeschreibung von P. furiosus als "granum-ahnliches Koérperchen" beschrieben
worden (Fiala et al., 1986). Es wird vermutet, dass die polar cap in direktem Zusammenhang
mit der Verankerung der Flagelle steht (Alam et al., 1984; Kupper et al., 1994).

3. Die fla-Gene sind in einem Cluster angeordnet

Fur die Mehrheit der Archaeen, die Flagellen besitzen, kénnen Genloci mit bis zu 13 Genen
gefunden werden, denen ein Zusammenhang mit dem Aufbau der Flagelle oder der Flagelle
selbst zugeschrieben wird. Dieser Locus setzt sich normalerweise aus einer Abfolge von
mehreren  Flagellingenen®  zusammen, die hintereinander und in  gleicher
Transkriptionsrichtung angeordnet sind. Nachfolgend kénnen mehrere akzessorische?
Flagellin-Gene (flaC — flaJ, oder auch nur Teile davon) gefunden werden, die oft ebenfalls
hintereinander und in gleicher Transkriptionsrichtung angeordnet vorliegen.

Fur Pyrococcus furiosus wurde der Aufbau dieses Bereiches in Abb.40 dargestellt. Es zeigt
sich eine Abfolge von drei Flagellingenen, flaBO, flaB1 und flaB2 und nachfolgend die
akzessorischen fla-Gene flaC — flaJ.
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Abbildung 40: Darstellung des fla-Genclusters

Die Gene sind maBstabsgefreu durch die farbigen Pfeile wiedergegeben, die Polaritat gibt
dabei die Transkriptionsrichtung wieder. Das fla-Gencluster wird sfromabwdarts und
stromaufwdrts jeweils durch Gene mit invertierten Transkriptfionsrichtungen begrenzt. Bei
allen Genen handelt es sich um offene Leserahmen, die Benennungen erfolgen, auBer fur
flaBO und flaB1, nach den Daten von NCBI (htfo://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Das Gen fur die bereits oben beschriebene Signalpeptidase (flaK) liegt in den seltensten
Fallen innerhalb dieses Bereichs, sondern meistens auflerhalb, an einem anderen Ort im
Genom (Bardy et al., 2002b; Bardy et al., 2003a). Fir M. voltae sind zudem Gene bekannt,
die fur den Transfer der einzelnen Glycaneinheiten auf die Flagelline zur Glykosylierung
verantwortlich sind. Auch diese Gene liegen auf3erhalb des beschriebenen Clusters (Chaban
et al., 2006). Fur P. furiosus sind bislang keine Daten Uber die Signalpeptidase oder die

% Mit Flagellingenen sind die Gene gemeint, die das Filament bilden.
2 Als akzessorische Gene bzw. deren Proteine, werden Gene/Proteine bezeichnet, die nicht die Struktur der
Flagelle, also das Filament selbst aufbauen, sondern bei deren Assemblierung mitwirken.
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Glykosylierungsmaschinerie der Flagelline bekannt. FlaK von P. furiosus liegt ebenfalls

aul3erhalb des in Abb.40 gezeigten fla-Genclusters.

3.1 Flagellingene

Die am besten untersuchten Gene innerhalb des beschriebenen Gen-Clusters sind die
Flagellingene, genannt flg/flaA und/oder flg/flaB. Von 25 komplett sequenzierten und
annotierten Archaeen-Genomen, die in der Datenbank von NCBI verfligbar sind, kénnen fir
19 archaeelle Vertreter Flagellingene gefunden werden (Jarrell et al., 2007). Durch die
Isolierung der Flagellen konnte gezeigt werden, dass sich das Filament aus den Flagellinen
aufbaut. Die Flagellingene selbst kommen in Multigenfamilien vor. Im Regelfall liegen 2 — 6
Flagellingene wie bereits oben erwéhnt hintereinander vor. Als Ausnahmen sind hier
Sulfolobus-Arten anzusehen, die nur ein Flagellingen besitzen. Es gibt allerdings auch
Archaeen, bei denen sich diese Gene an einem anderen Ort im Genom befinden, wie z.B.
Halobacterium salinarum (Gerl et al., 1988; Ng et al., 2000). Wie im Fall von Haloarcula
morismorti kbénnen diese sogar auf einem Plasmid liegen (TIGR Annotation). Die Verteilung
der einzelnen Flagelline innerhalb der Flagelle selbst ist in den meisten Fallen noch unklar.
Fur M. voltae konnte gezeigt werden, dass es Haupt- ("major") und Neben- ("minor")
Flagelline gibt. Werden die Flagellen durch Abscheren von der Zelle entfernt, so konnten vor
allem FlaB1 und FlaB2, als Haupt-Flagelline im Filament nachgewiesen werden. In den
zurlickbleibenden, Uberstehenden Reste der Flagelle an den Zellen, konnte hauptsachlich
das Protein FlaB3 nachgewiesen werden, dass daher als Neben-Protein gilt (Bardy et al.,
2002a). Deletionen von FlaB3 in Methanococcus maripaludis hatten keinen sichtbaren Effekt
auf die Zellen. Sie waren sowohl motil und besalRen auch Flagellen. Deletionen in FlaB1 und
FlaB2 in M. maripaludis fuhrten jedoch zu Zellen ohne Flagellen, die auch keinerlei Motilitat
aufwiesen. Dies stltzt die These, dass die Assemblierung nach dem vorgeschlagenen
Modell, vergleichbar zu den bakteriellen Typ IV Pili, ablauft. Zunachst wird das
Flagellenfilament aus den Hauptproteinen FlaB1l und FlaB2 aufgebaut. Der Haken,
bestehend aus FlaB3, wird jedoch erst spéater assembliert. Eine Deletion von FlaB3 hat
deshalb wohl keinen Effekt auf die Assemblierung der Flagelle, da es vermutlich erst am
Ende des Assemblierungsprozesses bendétigt wird (Chaban et al., 2007).

Fur P. furiosus ist die Verteilung der einzelnen Flagelline noch unsicher. Da durch
Proteinsequenzierungen der Flagellenpraparationen bislang nur FlaBO nachgewiesen
werden konnte (s.0.), wird angenommen, dass FlaBO das Hauptprotein der Flagelle darstellt.
Uber die Anordnung von FlaB1 und FlaB2 kann keine endgiiltige Aussage gemacht werden.
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3.2 Akzessorische Flagellingene

Die Lokalisation der Gene flaC — flaG zwischen den Strukturflagellinen fla(A)B und dem
Gencluster flaHIJ legt nahe, dass diese vermutlich an der Assemblierung der Flagelle
beteiligt sind (Kalmokoff et al.,, 1991; Thomas et al., 2001b). Zudem spricht eine
nachgewiesene gemeinsame Kotranskription von Flagellingenen mit den akzessorischen
Flagellingenen (Kalmokoff et al., 1991; Thomas et al., 2001b) ebenfalls dafir (s.u.). Im Fall
von H. salinarum besitzen die Gene die entgegengesetzte Transkriptionsrichtung zu den
Strukturflagellinen, was zwar eine Kotranskription ausschlie3t, aber natirlich nicht eine
Koregulation. Innerhalb der Euryarchaeota, die Flagellen aufweisen (Pyrococcen,
Methanococcen und Thermoplasmatales), werden bei einem Vergleich der Sequenzen sehr
starke Ahnlichkeiten zwischen diesen Proteinen gefunden (Ng et al., 2006) . Dies muss aber
nicht immer der Fall sein. Innerhalb der Crenarchaeota sind die Ahnlichkeiten hingegen sehr
schwach, die Gensatze flaC — flaG zum Teil auch gar nicht vorhanden (Jarrell et al., 2007).
Dies legt den Schluss nahe, dass es mdglicherweise auch alternative Gensatze mit gleichen
oder &hnlichen Funktionen gibt (Ng et al., 2006). Fur die potentiellen Proteine FlaC und FlaD
von P. furiosus konnte durch Analysen mit "pSORTb v.2.0" (Gardy et al., 2005) berechnet
werden, dass sie moglicherweise intrazellular vorliegen. Beide Proteine besitzen zudem laut
Voraussage eine coiled-coil Proteindomane ("Paircoil®, Berger et al., 1995). Diese
Sekundarstruktur ist hdufig bei Proteinen zu finden, die am Proteintransport, der Regulation
des In- bzw. Efflux oder auch am Aufbau der bakteriellen Flagelle bzw. der Typ IV Pili (Rose,
2005; Delahay, 2002, Parge, 1995) beteiligt sind. Im Fall von M. voltae konnte bereits
experimentell gezeigt werden, dass FlaC, FlaD und FlaE?® membranassoziiert vorliegen
(Thomas et al., 2001b). Bei FlaF und FlaG von P. furiosus handelt es sich den Voraussagen
zufolge um Proteine, die jeweils eine Transmembrandomane aufweisen ("pSORTb v.2.0",
Gardy et al., 2005). Fur beide Proteine wurde ein Signalpeptid vorausgesagt, wobei flr den
Grofdteil der zwei Proteine jeweils eine cytoplamatische Lokalisation propagiert wird
("SignalP", Nielsen et al., 1997; Bendtsen et al., 2004).

Das flaC — flaG-Cluster wurde nur in Archaeen gefunden, die auch Flagellen besitzen.
Dieses Cluster konnte bislang nicht innerhalb der Bacteria nachgewiesen werden (Jarrell et
al., 2007). In Verbindung mit der Tatsache, dass Deletionsmutanten in den Genen flaC, flaF
und flaG im Fall von Methanococcus maripaludis zu Zellen/Mutanten fuhrten, die nicht motil
waren und auch keine Flagellen besafl3en (Chaban et al., 2007), kann folgendes vermutet
werden: es handelt sich zum Einen um einen Gensatz, der archaeenspezifisch vorliegt. Das
Weiteren steht dieser Gensatz mit grof3ter Wahrscheinlichkeit in Zusammenhang mit der
Assemblierung bzw. der Funktion der Flagelle oder der Flagellenstruktur selbst (Ng et al.,
2006).

% Fur P. furiosus existiert kein Protein FlaE, das Protein FlaE von M. voltae ist jedoch mit FlaD von P. furiosus
gleichzusetzen (u.a. durch Sequenzalignments Uberprift).
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Innerhalb der Flagellin-assoziierten Gene stellt das flaHIJ-Cluster das am starksten
konservierte Motiv dar. Diese Gene kdnnen bei allen Archaeen nachgewiesen werden, die
auch Flagellingene besitzen (Jarrell et al., 2007). Das Cluster flaHIJ ist vermutlich am Export
der Flagelline beteiligt. Ahnlich wie flaK, besitzen flal und flaJ Ahnlichkeiten zu Proteinen des
bakteriellen Typ IV Pili Systems. Flal weist ein Walker Box A Motiv® auf (Bayley et al.,
1998). Auch fur P. furiosus konnte fur Flal dieses Motiv nachgewiesen werden. Flal besitzt
mit diesem Motiv eine sehr groRe Ahnlichkeit zu ATPasen, die eine wichtige Rolle bei der
Verlangerung und Retraktion der Typ IV Pili spielen (PilT/PilB in Pseudomonas aeruginosa:
Bayley et al., 1998 und TadA in Actinobacillus actinomycetemcomitans: Kachlany et al.,
2000). Im Labor von S.V. Albers und A.J.M. Driessen konnte gezeigt werden, dass Flal von
Sulfolobus solfataricus eine divalente kationenabhéngige ATPase-Aktivitat besitzt. Ob es fir
Flal zu einer Ausbildung von Homohexameren kommt, wie im Fall von PilT (Forest et al.,
2004) oder auch BfpE (Crowther et al., 2004) ist noch nicht klar.

Bei FlaJ handelt es sich um ein Membranprotein, welches Sekundarstrukturanalysen zufolge
mehrere Transmembrandomé&nen besitzt. Fir FlaJ von P. furiosus wurden mittels
verschiedener Programme ("TMHMM v.2.0": http://www.cbs.dtu.dk/services/ und HMMTOP

v.2.0, Tusnady et al.,, 1998 und 2001) 9 - 10 Transmembrandomanen vorausgesagt. Das
Protein besitzt zudem laut der Voraussagen ein Signalpeptid.

Ahnlichkeiten bestehen auch hier zum bakteriellen Typ IV Pili System. Dort gibt es einen
konservierten PilC/TadB Membrankomplex (Kachlany et al., 2000; Peabody et al., 2003).
Nachdem PilC mit der korrospondierenden ATPase des Typ IV Pili Systems interagiert, wére
es zumindest denkbar, dass Flal (als potentielle ATPase) in der gleichen Weise mit FlaJ
interagiert und ebenso einen funktionellen Komplex bildet. FlaH besitzt ebenfalls ein Walker
Box A Motiv (Thomas et al., 2001c), welches jedoch keine besonderen Ahnlichkeiten zu
Proteinen des Typ IV Pili Systems oder weiteren bakteriellen Proteinen aufweist.
Moglicherweise konnte es sich jedoch um eine potentielle ATPase handeln (Albers et al.,
2005; Thomas et al., 2001c). Von Albers et al. (2005) wurde vorgeschlagen, dass Flal und
FlaJ eine Art Minimalassemblierungskomplex fur das Sekretionssystem der archaeellen
Flagelle darstellen kénnte. Die universelle Assoziation von FlaH mit Flal und FlaJ auf
genomischer Ebene bzw. in archaeellen Operons scheint darauf hinzudeuten, dass es sich
bei FlaH ebenfalls um eine Komponente handeln kénnte, die im Transport/Export-System
der Flagelle bendtigt wird. Voraussagen zu Lokalisation siedeln FlaH von P. furiosus
membranassoziiert an, wobei der Grof3teil des Proteins wohl intrazellular vorliegt.

Einige Archaeen besitzen zwei oder mehr Kopien des gesamten flaHIJ Satzes oder von

Teilen davon. Auch fur P. furiosus finden sich jeweils eine weitere Kopie von flal (PF0994; Gl

26 Als Walker Box A Motiv wird eine bestimmte Sequenzabfolge bezeichnet, von der bekannt ist, dass sie als
Nukleotid-Bindestelle dient. Im Fall von Flal konnte fiir alle getesteten Sequenzen von Flal (Organismen: P.
furiosus, P.abyssi, P.horikoshii, P. woesei, T. kodakarensis, M. janaschii, Halobacterium sp., M. maripaludis, M.
vanielli) die folgende Aminoséaureabfolge festgelegt werden: GETASGKT
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18977366; http://www.ncbi.nim.nih.gov/) und flaJ (PF0992; Gl 18977364) im Genom,
aullerhalb des oben gezeigten Clusters. Die direkte Lokalisation eines Sets im fla-Gencluster
steht wohl in Zusammenhang mit dem Export der Flagelline, wéahrend der weitere,
zusatzliche Satz am Export von anderen Substraten beteiligt sein konnte. Sowohl fur H.
salinarum (Patenge et al., 2001) als auch fur M. voltae (Thomas et al., 2001b) liel3 sich
zeigen, dass die flal und flaJ Gene in der Nachbarschaft der anderen fla-Gene/des Clusters
bendtigt werden fur die Assemblierung der Flagelle. Dies war der Fall wenn bei H. salinarum
in flal eine inframe-Deletion (Patenge et al., 2001) eingeflhrt wurde oder eine Inaktivierung
durch ein Insert von flaJ in M. voltae vorgenommen wurde, was zu Zellen ohne Flagellen
fuhrte (Thomas et al., 2001b). In diesen beiden Féllen ist also klar, dass ein weiterer Satz
von flal oder flaJ-Genen an anderen Stellen im Genom die Deletion des untersuchten flal
oder flaJ-Gensatzes nicht kompensieren kann (Chaban et al., 2007). Obwohl bislang nicht
experimentell bestétigt, liegt es nahe, fur P. furiosus anzunehmen, dass auch dieser
zuséatzliche Satz der Gene flalJ die gleichen Eigenschaften aufweist, wie fir H. salinarum
oder M. voltae beschrieben, und die Funktionen der Gene flalJ im Cluster wohl nicht

kompensieren kann.

4. Das fla-Gencluster — Untersuchungen zur Kotranskription

Es ist bekannt, dass die Flagellin-Gene mit den stromabwarts gelegenen akzessorischen
Flagellingenen kotranskribiert werden kénnen (Kalmokoff et al., 1991; Thomas et al., 2001b).
Im Fall von H. salinarum sind diese Flagellin-assoziierten Gene direkt neben Flagellin-Genen
angeordnet, wobei aber die Orientierung der zwei Gencluster invertiert ist und somit eine
Kotranskription ausschlief3t, jedoch nicht unbedingt eine Koregulation. Bei P. furiosus findet
sich die in Abb.40 gezeigte Anordnung der fla-Gene innerhalb eines Clusters. Die Annahme,
dass diese kotranskribiert werden, begrindet sich nicht nur aus der raumlichen Nahe. Es war
fur einen der naheren Verwandten, Thermococcus kodakarensis (frher Pyrococcus
kodakarensis) gezeigt worden, dass einige Gene miteinander kotranskribiert werden
(Kalmokoff et al., 1991; Nagahisa et al., 1999, Thomas et al., 2001b).

In dieser Arbeit war von Interesse, die Organisation der Transkription im gesamten fla-
Gencluster zu untersuchen und zu prifen, ob es sich um ein Operon handelt. Es fallt auf,
dass sich moglicherweise weitere Gene innerhalb des Clusters befinden, die durch die
Namensgebung zunéchst keinen direkten Bezug zu den fla-Genen besitzen (Abb.40).
Stromaufwarts des fla-Genclusters liegt das hth-Gen. Hierbei handelt es sich um ein Gen, fur
das als mogliche Struktur ein Helix-turn-helix-Motiv vorausgesagt wird. Proteine mit diesem
Strukturmotiv binden an DNA und kodnnen so regulierend auf die Genexpression einwirken
(Aravind et al., 1999 und 2005). Des Weiteren findet sich zwischen hth und flaBO das Gen

met, bei dem es sich wahrscheinlich um eine Methyltransferase handelt. Stromabwarts
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gesehen des fla-Genclusters findet sich das Gen PF0329 (Gl 33359469), fur das keine
Funktion angegeben wurde. Die beschriebenen Gene werden jeweils stromaufwarts und
stromabwarts von Genen mit invertierter Leserichtung begrenzt. Die rAumliche Néhe der fla-
Gene und der weiteren Gene innerhalb dieses eingegrenzten Bereiches legt eine mogliche
Kontranskription nahe. Dies kénnte somit flr eine mdgliche Funktion der drei Genprodukte
von hth, met und PF0329 bei der Assemblierung oder der Regulation der Assemblierung der
Flagelle sprechen.

Tran et al. (2005) sagen mit einem Programm zur Voraussage von Operonen mehrere
Kotranskripte in dem hier untersuchten Gencluster voraus. In Abb.41 sind die Ergebnisse
verschiedenster Berechnungsmethoden und die Verrechnungen einzelner Methoden
zusammengefasst. Fur flaBO liegen natirlich keine Daten vor, da das Gen bislang noch nicht
in den Datenbanken hinterlegt ist. Interessant erscheint hier, dass folgende mdogliche
Kotranskripte berechnet wurden: hth/met, flaB1/flaB2/flaC/flaD und flaF/flaG (oder auch ein
gemeinsames Transkript flaB1/flaB2/flaC/flaD/flaF/flaG) und flaH/flal/flaJ/PF0329.

In der vorliegenden Arbeit wurden mRNA-(Ko)Transkripte mittels indirekt RT-PCR?
nachgewiesen. Dazu werden die jeweils vorhandenen Transkripte in voller Lange in cDNA
umgeschrieben. Durch eine nachfolgende PCR kdnnen dann durch die Wahl verschiedener
Primer wiederum die urspriinglichen Transkripte nachgewiesen werden. Es kdnnen somit nur
positive PCR-Amplifikate erhalten werden, wenn das mRNA-Transkript auch tatsachlich in
der urspringlichen mRNA-Isolierung vorhanden war und in cDNA umgeschrieben wurde. In
den folgenden Erlauerungen werden die Amplifikate der PCRs deshalb zum besseren
Verstandnis als "Transkripte" bezeichnet.

Tatsachlich lasst sich eine gemeinsame Transkription mehrerer Gene des fla-Clusters
finden. Dies war zunéachst nicht weiter Uberraschend, da ja bereits flr andere Archaeen eine
Kotranskription einzelner Flagellingene gezeigt worden war. Fir P. furiosus erstreckt sich die
Regulation Uber das gesamte fla-Gencluster. Die Flagellingene werden zusammen mit
Genen fir die stromabwarts liegenden akzessorischen Proteine transkribiert. Weiterhin
konnte fir met eine gemeinsame Transkription mit den Flagellingenen flaBO und flaB1l
gezeigt werden. Das Gen hth wird nicht mit fla-Genen kotranskribiert, sondern nur im einem
separaten Kotranskript zusammen mit met.

Die beiden kotranskribierten Gene hth und met besitzen vermutlich die Funktion von DNA-
bzw. Protein-modifizierender und/oder regulierender Enzymen.

Das Helix-turn-helix Motiv stellt ein typisches DNA-bindendes Motiv dar. Es spielt nicht nur
fur den Transkriptionsapparat als basaler und spezifischer Regulator ein Rolle, sondern auch
generell in Enzymen, die an die DNA binden oder auch bei Protein-Protein-

Wechselwirkungen. Es wurde diskutiert, dass diesem Motiv wohl auch eine modulierende

27 RT-PCR: Reverse Transkriptase PCR; die RNA wird ihn DNA umgeschrieben, die dann als cDNA
(komplementare DNA) bezeichnet wird.
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Funktion zukommt (Aravind et al., 2005). Da das Gen bzw. das daraus resultierende Protein
ein sehr geringes Molekulargewicht (lediglich ca. 12 kDa) aufweist, handelt es sich
wahrscheinlich um ein DNA-bindendes Protein. Ob diesem Protein auch eine modulierende
Funktion innerhalb des fla-Operons zukommt ist natdrlich unklar, jedoch konnte die
gemeinsame Transkription von hth mit met darauf hindeuten, da met wiederum separat mit
den Flagellingenen flaBO und flaB1 transkribiert wird.

Fur das Gen met mit der vorausgesagten Funktion als Methyltransferase kdnnen mehrere
mogliche Funktionen diskutiert werden. Zun&chst wére eine Regulation auf DNA-Ebene mit
einer dam-Methylase vorstellbar. Fir P. furiosus konnte jedoch nachgewiesen werden, dass
keine GATC-Methylierung durch eine dam-Methylase vorliegt (Koike et al., 2005). Dies steht
im Gegensatz zur vorhandenen GATC-Methylierung in P. horikoshii (Koike et al., 2005).

Somit bleiben folgende Mdoglichkeiten offen. Es kodnnte sich um eine neue Form der
Regulierung durch Methylierung auf DNA-Ebene handeln. Bislang gibt es nur Ergebnisse
durch eine Regulierung durch Methylierung von Cytosinresten, offen bleibt jedoch die
Funktion der Methylierung von Adeninresten. Als weitere Regulation wére die Methylierung
von Proteinen vorstellbar. Methylierungen sind von grosser Bedeutung innerhalb der
Signalkaskade zur Regulation des Schwimmvorgangs, der Signalrezeption und —adaption.
Methylgruppen kdnnen an vielen Aminosdurereste angehangt werden, wie z.B. an den
Aminogruppen von Alanin, Arginin, Glutamin, Histidin, Lysin, Prolin oder an Hydroxylresten
von Glutamin, Asparagin oder an Thiolgruppen von Cysteinen (Eichler et al., 2005). Obwohl
Uberraschenderweise fir P. furiosus keinerlei che-dhnlichen Gene gefunden werden konnten
(wiederum im Gegensatz zu P. abyssi und P. horikoshii) kdnnte ein bislang nicht
charakterisiertes System der Regulation dieser Aufgabe dienen. Aufschlussreich erscheint
die Tatsache, dass fur Typ IV Pili eine N-verknupfte Methylierung nachgewiesen wurde. Fur
die Piline von Pseudomonas aeruginosa und Vibrio cholerae konnte eine solche
Methylierung des aminoterminalen Endes des reifen Pilins gezeigt werden (Strom et al.,
1991). Der Grund fir diese Methylierung ist bislang nicht geklart, ein direkter
Zusammenhang mit der Initiation der Assemblierung oder der Polymerisation der Piline zu
einem Pilus besteht per se nicht. Es ware jedoch denkbar, dass die Methylierung fir die
Prozessierung des Prépilins eine wichtige Rolle spielt. Wichtig war in dieser Hinsicht auch,
dass nicht alle untersuchten Piline eine N-terminale Methylierung besalRen. Im Fall des
untersuchten Flagellins FlaBO von P. furiosus konnte mit den verwendeten
Untersuchungsmethoden keine N-verknlUpfte Methylierung des reifen, sezernierten Flagellins
am aminoterminalen Adenin nachgewiesen werden. Vorhandene Methylierungen wirden
sich zudem nicht storend auf die Sequenzierung selbst auswirken (personl. Mitteilung Prof.

Deutzmann).
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Ein Zusammenhang der Methyltransferase mit den Fla-Proteinen bleibt also weiterhin
spekulativ. Wie bereits diskutiert wurde, wirft Giometti et al. (2001) den Gedanken auf, dass
es auller der Glykosylierung noch weitere posttranslationale Modifizierungen der
Flagellinproteine geben miisse. Diese wirden die Diskrepanz im Laufverhalten der Proteine
erklaren, wie bereits weiter oben erwahnt wurde, wobei hierfur aber sehr viele
Methylierungen vorliegen muissten.

Des Weiteren war es natlrlich von Interesse, ob unterschiedliche Transkripte an
verschiedenen Zeitpunkten der Wachstumsphase vorliegen. Hierfir wurde mRNA aus drei
verschiedenen Phasen der Wachstumskurve isoliert: frih und spat exponentiell und
schlieBlich spat stationar. Diese Proben wurden dann wie oben beschrieben in cDNA
umgeschrieben und anschlief3end fir die jeweiligen Wachstumsphasen die PCRs mit den
verschiedenen Primerkombinationen durchgefihrt.

Eine quantitative Aussage Uber die Menge der gefundenen Transkripte kann mit der
verwendeten Methode nicht gemacht werden. Es wurde versucht, die verschiedenen
Kotranskripte direkt mittels Hybridiserung mit radioaktiv markierten Sonden nachzuweisen
(,Northern Blot*). Diese Versuche waren jedoch ohne Erfolg, weshalb zur Auswertung die
Ergebnisse der RT-PCRs herangezogen wurden. Auch in diesen Versuchen werden die

erhaltenen PCR-Amplifikate als "Transkripte" bezeichnet.
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Abbildung 41: Untersuchungen zum fla-Operon
Es sind jeweils die Ergebnisse der verschiedenen Transkriptionsstudien und der Vorhersage
nach Tran et al. (2005) gezeigt. Die Leserichtung der Transkripte ist der Ubersichtlichkeit
halber invertiert angegeben. Im oberen Abschnift der Tabelle sind die maobglichen
Funktionen der einzelnen Proteine angegeben.

In der Zusammenstellung der Kotranskripte in Abb.41 wird deutlich, dass einige
Kotranskripte bzw. Einzeltranskripte erst im Verlauf der Wachstumsphase (also von der friih
Uber die spat exponentielle bis hin zur spat stationaren Phase) auftreten. Am Beginn konnten

zunachst Kotranskripte von flaBO/flaB1 und flaF/flaG gefunden werden. FlaJ liegt als
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Einzeltranskript vor. Der Ubertritt der spat exponentielle Phase zur spaten stationaren Phase
erweist sich in Hinblick auf die Analyse der (Ko)Transkripte als relativ stabil. Zu beiden
Zeitpunkten konnten Kotranskripte von hth/met, met/flaBO, flaBO/flaB1/flaB2/flaC/flaD,
flaF/flaG/flaH und jeweils Einzeltranskripte flal und flaJ gefunden werden. Zur spat
stationdren Phase verschwindet lediglich das Kotranskript von hth/met und hth wird nur noch
als Einzeltranskript vorgefunden. Diese Ergebnisse verdeutlichen aber, dass es im Verlauf
der Wachstumsphase zur (Ko)Transkription verschiedener Gene kommt.

In Abb.42 wurde zum besseren Verstandnis der Lokalisaton der einzelnen Untereinheiten
nochmals der spekulative Aufbau des archaeellen Flagellenapparates nach den bislang
bekannten Daten fur P. furiosus dargestellt. Die Ergebnisse dieser Analysen kénnen mit dem
sparliche Hintergrund zu den Funktionen der einzelnen Proteine wie folgt interpretiert

werden.

S-layer

Cytoplasmamembran

polar cap

{ FlaBO @ FlaB2/FlaB1

Abbildung 42: VVermutliches Assemblierungsmodell der Flagelle von P. furiosus
FlaC und FlaD sind nicht dargestellt, FIaBO ist als Hauptflagellin der Flagelle dargestellt.
FlaB1 und FlaB2 sind als "minor"-Proteine eingezeichnet.

Zunéchst werden FlaBO und FlaB1 zusammen exprimiert. Von FlaBO wurde bereits gezeigt,
dass es sich um das Hauptflagellin der Flagelle handelt (s.0.). Da FlaB1 nicht in der
Flagellenpraparation nachgewiesen werden konnte, wurde es als Neben-Flagellin eingestuft.
Im Sinne der wahrscheinlich zu den Typ IV Pili vergleichbaren Assemblierung der
archaeellen Flagelle wirde es also Sinn machen, dass zunéchst das Hauptflagellin
assembliert wird und erst spater Proteine, die als Nebenflagelline oder Verankerungsstruktur
dienen. Des Weiteren werden die Proteine FlaF und FlaG miteinander exprimiert. In Abb.42
sind diese als Basis fur die Assemblierung der Flagelle angegeben. Fir beide Proteine
wurde zudem laut Voraussagen eine Membranbindung vorausgesagt. Insofern ware eine
gemeinsame Transkription von flaF und flaG in einem frihen Stadium des Wachstums
stimmig, wenn diese tatsachlich als Basis zur Assemblierung dienen. Auch FlaJ wirde als
membranstandiges Protein, dem moglicherweise eine Transportfunktion zukommt, benétigt

werden.
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Zu einem spateren Zeitpunkt werden alle weiteren Komponenten transkribiert, wobei auch
hier auffallt, dass es insbesondere zur Kotranskription von funktionellen Einheiten kommt.
Dies gilt insbesondere fir die Flagellingene flaBO, flaB1 und flaB2, welche die Flagelle
aufbauen. Da fur flaC und flaD keinerlei Funktionen bekannt sind, kann nur spekuliert
werden, weshalb sie mit den Flagellinen kotranskribiert werden. Moglicherweise kdnnte es
sich aber ebenfalls um eine basale Struktur zur Verankerung oder Motorkomponenten
handeln, die erst zu einem spateren Zeitpunkt exprimiert werden mussen. Fir die Proteine
FlaH, Flal und FlaJ wurde bereits oben aufgezeigt, dass es sich mdglicherweise um eine Art
ATPase-Komplex oder auch "Minimalassemblierungskomplex" handelt. FlaJ als mogliches
Membranprotein wird wohl schon zu Beginn benétigt, da das Transkript in allen drei
Wachstumsphasen gefunden werden konnte. Alle drei Komponenten liegen laut
Voraussagen innerhalb der Membran (FlaH, FlaJ) oder membranassoziiert vor (Flal). Falls
die Proteine der Gene hth und met fir Regulationen oder generelle Funktionen
(Methylierungen etc.) innerhalb des fla-Operons benétigt werden, so erst zu einem spéteren
Zeitpunkt, da diese erst ab der spaten exponentiellen Phase exprimiert werden.

Die Rolle des Genes PF0329 bzw. des dadurch kodierten Proteines konnte nicht aufgeklart
werden. Das Protein wird zu keinem der untersuchten Zeitpunkte mit Genen des fla-Clusters

kotranskribiert. Auch Einzeltranskripte von PF0329 konnten nicht nachgewiesen werden.

Die Untersuchung der Kotranskription konnte einen kleinen Bereich des
Assemblierungsprozesses der archaeellen Flagelle beleuchten und dabei die bislang
aufgestellten Vermutungen bestatigen. Es wird deutlich, dass es im Verlauf der
Wachstumsphase zur gemeinsamen Transkription funktioneller Einheiten kommt, die wohl
konzertiert zu verschiedenen Zeitpunkten des Flagellenaufbaus benétigt werden. Das fla-
Cluster kann also mit Berechtigung als fla-Operon® bezeichnet werden, wobei zur
genaueren, quantitativen Charakterisierung noch weitere Untersuchungen folgen missen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Ubergreifende Erkenntnisse Uber die Interaktion von
Archaeen gewonnen werden. AbschlieBend bleibt festzustellen, dass die archaeelle Flagelle
von P. furiosus als multifunktionelles Organell dient. Eine Struktur, die an sich schon fir die
faszinierende Eigenschaft der Motilitat zustandig ist, bietet noch mehr Funktionen, wie die
gezielte Anheftung an Oberflachen und die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten. Im Hinblick
auf mogliche (bio)technologischen Anwendungen wurde das Flagellin-Protein patentiert. In
den letzten Jahren finden sich immer haufiger Verbindungen von nattrlichen Strukturen
innerhalb der Nano(bio)technologie mit technischen Anwendungen, so dass wohl auch

dieses thermostabile Protein eine Verwendung als eine Art ,Biokleber” finden kdnnte.

% Ein Operon definiert sich in der Bakteriengenetik traditionell durch gemeinsame bzw. koordiniert exprimierte
Gene.
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V. Zusammenfassung

Bei Pyrococcus furiosus, der rasenden Feuerkugel, handelt es sich um ein motiles
Archaeum. Die bis zu 50 Flagellen, die pro Zelle vorliegen kénnen, wurden mit der Motilitat in
Verbindung gebracht. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Flagellen von P. furiosus als ein multifunktionelles Organell dienen kdnnen, welche nicht nur
die Fahigkeit zum Schwimmen verleihen. Die Flagellen sind fiir eine bislang einzigartige
Vernetzung einzelner Zellen untereinander, aber auch in groReren Ansammlungen von
Zellen verantwortlich. Dies fuhrt letztendlich zur Ausbildung eines Biofilms. Die neuartige
Verbindung zwischen den Zellen wird dabei von dem Flagellenbiischel einer Zelle
hergestellt, wobei das gesamte Biischel an einer zweiten Zelle inseriert und die Zellen somit
verbunden werden.

Die Flagellen weisen zudem die Fahigkeit zur Anheftung an verschiedensten Oberflachen
auf. Die Anheftung geschieht dabei selektiv, wobei es zur Bevorzugung oder Diskriminierung
von Oberflachen kommen kann. Die getesteten Materialien (=Oberflachen) wurden dabei
breit gefachert ausgewahlt, auch im Hinblick auf eine mégliche industrielle Nutzung der
Flagellinproteine innerhalb der Nano(bio)technologie als neuartigen, hitzestabilen
.Biokleber*.

Des Weiteren wurde eine systematische und detaillierte Studie zum Verlauf der Transkription
des fla-Genclusters von P. furiosus erstellt. Die archaeelle Flagelle wird vermutlich ahnlich
dem Mechanismus der bakteriellen Typ IV Pili von der Basis her assembliert, was einen
Gegensatz zur Assemblierung der bakteriellen Geil3el darstellt. Diese bereits lange
bestehende Hypothese wird durch die durchgefihrten Untersuchungen der
(Ko)Transkriptionsmuster der Gene innerhalb dieses fla-Genlcusters unterstitzt. Es konnte
gezeigt werden, dass es im Verlauf der Wachstumskurve zu unterschiedlichen
Transkriptionsmustern kommt. Es findet eine zeitnahe Kotranskription der wohl jeweils
benétigten Komponenten zum Aufbau der Flagelle statt. Zunachst kommt es am Beginn der
Wachstumskurve vorwiegend zur Expression des Hauptflagellins, welches fir die
Assemblierung des Hauptanteils der Flagelle bendtigt wird. Weiterhin werden Proteine
gefunden, die als membranstandige bzw. membranassoziierte Proteine vermutlich als
Assemblierungsbasis des Filaments und fur den Transportmechanismus tber die Membran
dienen koénnten. Im weiteren Verlauf der Wachstumskurve werden alle weiteren
Komponenten transkribiert, die wohl fir die Assemblierung der Nebenflagelline oder
maglicherweise des Antriebs bendtigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass es nicht nur
zur (Ko)Transkription von fla-Genen kommt. Einen weiteren neuen Aspekt stellt die
Kotranskription der fla-Gene mit weiteren stromabwarts gelegenen Genen dar. Diese
Proteine dienen vermutlich der Modifizierung einzelner Fla-Proteine bzw. der Regulation der

Transkription.
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VI. Abklrzungsverzeichnis

Abklrzung Bedeutung Abklrzung Bedeutung

Abb. Abbildung NK Negativkontrolle

abs. absolut Nr. Nummer

ad Zu oD Optische Dichte

al. alii opt. optional

APS Ammoniumperoxidsulfat p.a. zur Analyse

bidest zweifach destilliert PAS Periodat-Schiff

bp Basenpaare PCR polymerase chain reaction
(Polymerase-Ketten-Reaktion)

bzw. beziehungsweise pers. Mitteilung  personliche Mitteilung

ca. circa pH pondus hydrogenii (negativer,

dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration)

cDNA komplementérer DNA-Strang PK Positivkontrolle

dATP Desoxyadenosin-5'-triphosphat PVDF Polyvinylidenfluorid

dCTP Desoxycytidin-5'-triphosphat r rackwarts

dGTP Desoxyguanosin-5'-triphosphat RNA Ribonukleinsaure

DMSO Dimethylsulfoxid mMRNA messenger-RNA(,Boten-RNA®)

DNA Desoxyribonukleinsaure RT Raumtemperatur

dTTP Desoxythymidin-5'-triphosphat RT-PCR Reverse-Transkription-PCR

dUTP Desoxyuridin-5'-triphosphat s Sekunde

Ed. Editor(en) S. siehe

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure  s.a. siehe auch

evtl. eventuell SDS Natriumdodecylsulfat

f VOrwarts S.0. siehe oben

g Gramm sog sogenannt

gof. Gegebenenfalls spez. spezifisch

G+C Guanin+Cytosin Tab. Tabelle

h Stunde TCA Trichloressigsaure

HPLC High Performance Liquid TFA Trifluoressigséure
Chromatography

inkl. inklusive Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

kDa kilo-Dalton UuN Uber Nacht

I Liter Upm Umdrehungen pro Minute

M Molar vgl. vergleiche

m Meter viv Volmen pro Volumen

MCP methylated chemotaxis protein  v/w Gewicht pro Volumen

mind. mindestens z.B. zum Beispiel

MOPS 4- Morpholinpropansulfonséure z.T. zum Tell

Tabelle 24: Abkirzungsverzeichnis

Code Aminoséaure Code Aminoséaure

Ala A Alanin Leu L Leucin
Arg R Arginin Lys K Lysin
Asn N Asparagin Met M Methionin
Asp D Asparaginséure Phe F Phenylalanin
Cys C Cyst(e)in Pro P Prolin
Glu E Glutaminsaure Sec U Selenocystein
GIn Q Glutamin Ser S Serin
Gly G Glutamin Thr T Threonin
His H Glycin Trp W Tryptophan
lle | Isoleucin Tyr Y Tyrosin

Val Y, Valin

Tabelle 25: IUPAC-Code fir Aminosduren
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Code Nukleotid Code Nukleotid
A Adenin G Guanin
C Cytosin T Thymin
U Uracil

Tabelle 26: IUPAC-Code fir Nucleotide

Symbol  Prafix Faktor Symbol Préfix Faktor

k kilo 10° n nano 10°

c centi 102 p pico 10™?

m milli 10° f femto  10™
mikro  10°°

u
Tabelle 27: Préfixe fur Einheiten, entsprechendes Symbol und Faktor

120
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VII. Anhang

1. Sequenzalignments der Fla-Proteine von P. furiosus
Das mittels HPLC bzw. MALDI-TOF ermittelte Peptid (Sequenz 2) passt nur zu FlaBO. Analysen mit ClustalW.

Sequenzidentitaten: schwarz hinterlegt (*); konservative Sequenzsubstitutionen: dunkelgrau (:); semi-konservative Sequenzsubstitutionen (.)

FlaBO MAKKGAVGIGTLIVFIAMVLVAAVAAAVLIQTSGYLQQKSQATGAETTQEVASGIKVLSVVGKTDSNKTYVEKLEYREBIRNAGSEQ I DLNNTRVVLSNGTVQAVLKYEKTAYHKGAVGDY 120
SeqUeNZ 2  —- e e e MR- 6
R

FlaBO FNASTAWNLSNTNFG I 1VLQDADNSVDQNYPTLNKGD IVVITVKVGEGNGVFGKG IPPRTKITGKV IPEFQAPGVIEFTTPSTYTSEVIELQ 212

SeqUENZ 2 @ ———m e e e

FlaBl VRKGAIGIGTLIVFIAMVLVAAVAAGV I IGTAGYLQQKAQAAGRQTTQEVASGIKIVNVFGY INATPPSNGT I VKMAY IBNAGSSG IDLSNVKVVLSDGKKLVVYNYSGELYTGKILD 120

SeqUeNzZ 2 @ —-m e e Al - 6
*k - - -k

FlaBl LFNLPVWNNTKNGTFSIAVVNDVGSKMEDTHPTLEWGDTVALLLRTDDVFNYKSKNG IGPSTRI1GKVIPDAGAAGVIDFTTPPTFEYNVIELQ 214

Sequenz 2 @ —————mm

FlaB2 MKKGAIGIGTLIVFIAMVLVAAVAAGVLIATSGYLQQKAMATGRQTTQEVASGIKVTGVFGY INGTPPGASNISRI NAGSSGIDLRYVKIVLSDGKRMAVYRYYDPKEDGSSDL 120

Sequenz 2 @ ———-——m—mm A - ——————————— 6
JFRIL*

FlaB2 KPEY IHYKGD IPNIFAYGEWEPYYKNKKPQISGEY ITDNINVSAVWWNLYSAYNNSSKLLFGIAVVQDGDNSLSDPQHPTLSWGDLAALMIWTFPFDDDNNISNGFGLRPGTKIIGKVIP 240

Sequenz 2 @ —————m

FlaB2 ESGAAGVIDFTTPSTYTQNLMELQ 264

Sequenz 2 @ —————————————m
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2. Sekundarstrukturanalysen der Strukturflagelline von P. furiosus (PredictProtein ; Rost, 2005)
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3. Multiple Sequenzalignments mit (Pseudo)Pilinen von P. aeruginosa

123

FlaBO MAKKGAVG I GiL Vi ABAVLIQTSGYEQRKSQATGAETTREVASG I KWL SUVG-- -KTDSNKTYVEKBATY 1 SPNAESEQEDENNTRVYESNETVQAVLKYEKT - ————— 110

FlaB1 -VRKGAIGIGYN] v AoV 1[1GTAGYQQKAQAAGRQTTOEVASG | KIVNVFGY INATPPSNGT I VKMA T FVTPNABSSGIDESNVKVYSDEKKLVVYNYSG-~—————— 111

FlaB2 -MKKGA1G 1G] vV AL lJATSGYHOOKAMATGROTTREVASG | KUTGUFGY INGTPPGASN I SRIV 1 YVAPNARSSGEDERYVK 1 JESDEKRMAVYRYYDPKEDGSSD 119

Fimu MSYRSNSTGFLRIELL 1 1Y SFA[lPNFKQETER-----—-- NEL OSAAEELNAMLQYARSEAVSQRRA I SHQALKDKBWE-KGESHG- - - - JNASES | AAPLRKHDG- -~~~ —— 100

FlaBO ————- AYHKGAVGDVFN—— — = = m - m oo ASTAWN-LSNTNEG I 1VBEQDADNSVD@N-YPELNKED 1V 1 TVKV - -~ ~GEGNGVFGKGIPPRTR I TEKVE 187

FlaBl  -———- ELYTGKILDLFN-——— = ——m oo LPVWNNTKNGT(ZS I AVWNDVGSKMED T -HPYLEWEDTVALLLRT---DDVFNYKSKNGEGPSTRI 1KV 189

FlaB2 LKPEY IHYKGD 1PN I FAYGEWEPYYKNKKPQI SGEY I TDN INVSAVWWNLYSAYNNSSKLL{EG | AVWQDGDNSL SBPQHPRIL SWEDL AALMIWTFPFDDDNN I SNGFGERPGTK 1 1EKVl 239

FIMU oo FRAATETAKEKSAVEHL TFIJAN-ETLVPPTERT - = ———————— FAICQNGKTDEGRY 146

* - - * * - - * -

FlaBo PEFQAP) TTPSTYTSEVIELQ 212

FlaB1 PDAG TTPPTFEYNVIELQ 214

FlaB2 PESG TTPSTYTQNLMELQ 264

Fimu LS1SQAERIJQUEPSSKAPQSCY--- 168

Abbildung 43: Vergleich der Strukturflagelline von P. furiosus mit FimU von P.aeruginosa

Sequenzidentitdten: schwarz hinterlegt (*); konservative Sequenzsubstitutionen: dunkelgrau (:); semi-konservative Sequenzsubstitutionen (.)

FlaBO MAKKGAVGEGTL I ZFIR 1QTECYEOOKSQATGAET G[JRV/L SVVG---KTDSNKTYVEKBANY 18PNAGSEQ IBLNN TRV SNETVQAVLKYEKT ——————- 110

FlaB1 ~VRKGAIGHGTLIVEIA 1GTAGYIOOKAQAAGRQT GlIKEVNVFGY INATPPSNGT I VKMARFVIPNAGSSG I BIL SNVKVAV/L SDEKKLVVYNYSGE - - —— - - - 112

FlaB2 _MKKGA I GIGTL 1 VEIYAVAA 1ATSGYIQOKAMATGRQT GlKVTGVFGY INGTPPGASN I SRIVAYVAPNAGSSG I BLRYVKIVL SDEKRMAVYRYYDPKEDGSSD 119

FimT MVERSQRALTL TELLER PGM GN---RERSVL sfloLc------—- RTHAVAYQRPYTECPSTBGRHCGSEWGEGWEEAEDEGER -~~~ ———————— 94
- - R —— - - ek- - [T - - - - * -- -%x

FlaBO -—-—- FG 1 1VQDADNSY-BQNYPTLNKGD 1V I TKVG----EGNGVFGKG 1 PPRTRI TGRY 1 187

FlaBl ~  ———o- FS1AVVNDVGSKM-EDTHPTLEWGDTVALLERTD---DVFNYKSKNGIGPSTRI IGKV1 189

FlaB2 LKPEY IHYK(ED I PN I FAYGEWEPYYKNKKPQISGEY 1 TDN INVSAVWWNLYSAYNNSSKLLFG I AVWQDGDNSESBPQHPTLSWGDLAALMEWTFPFDDDNN I SNGFGLRPGTK I IGKVI 239

Ty R —— LLVIERALAKKE RLLWNRSNRLR FLPSGQLNEHNGRFLLCGRHTVAWQLLNR--—-—- GRLRTASARENREKREEC 165

FlaBO PEFQAPGVIEFTTPSTYTSEVIELQ 212

FlaB1 PDAGAAGVIDFTTPPTFEYNVIELQ 214

FlaB2 PESGAAGVIDFTTPSTYTQNLMELQ 264

FimT STSG--———————— - ——— 169

Abbildung 44: Vergleich der Strukturflagelline von P. furiosus mit FimT von P.aeruginosa
Sequenzidentititen: schwarz hinterlegt (*); konservative Sequenzsubstitutionen: dunkelgrau (:); semi-konservative Sequenzsubstitutionen (.)
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FlaBO MAKGAVEIG 1QTSCYEQEKSATCAEG TREVASGIRVLSVVG---KTDSNKTYVEKLA 1 YBSPNAGSEQ[DENNTRVVLEBNGTVQAVLKYEKT-—————— 110

FlaB1 -vREGAIEIG 1GTAGYLQRKAQMAGRQUTREVASGEK 1 VNVFGY INATPPSNGT 1 VKMA I FMTPNAGSSGIDHSNVKVVLBBGKKLVVYNYSG-——————— 111

FlaB2 -MK{EGA 1IlG 1ATSGYHQQKAMTGRQUTREVASGEKVTGVFGY INGTPPGASN I SRIV 1 YWAPNAGSSGHIDERYVK I VLSBGKRMAVYRYYDPKEDGSSD 119

PilA —-MEAQKERTL PQYQNYVARSEGISALAY INP ES——mmmmmmmmmm oo RGIAGSK[JKNGTTASTATET-—-——————————————— 78

FlaBO  -———- AYBKEAVOBVN -~~~ — oo ASTAWN-LSNTNEGH 1 VEQDADNSVD@N-YPTLNKGD IVV I TVKV----GEGNGVFGKE I PPRTK I TGKY1 187

FlaBl ~ ————- ELNTEK I LBLFN-— = ——— o m o LPVWNNTKNGTESAVNNDVGSKMEDT-HPTLEWGDTVALLLRT---DDVFNYKSKNEIGPSTRIIGKM1 189

FlaB2 LKPEY IHYKIED 1 PN I FAYGEWEPYYKNKKPQISGEY 1 TDN INVSAVWWNL Y SAYNNSSKLLEGHAVMQDGDNSL SBPQHPTLSWGDLAALMIWTFPFDDDNN I SNGFELRPGTK 1 IGKM1 239

PIlA oo VEPBANK — = — = = = o GM 1 AYAIEDSGAGR N -~~~ ————————— e mm e TFTFQTETSSPKNATKVAT 123
oA il - - -

FlaBO PSTYTSEVIELE- 212

FlaB1 PPTFEYNVIELQ- 214

FlaB2 PSTYTQNLMELQ- 264

PilA TQDPMFTPKGCEN 149

Abbildung 45: Vergleich der Strukturflagelline von P. furiosus mit PilA von P.aeruginosa

Sequenzidentitdten: schwarz hinterlegt (*); konservative Sequenzsubstitutionen: dunkelgrau (:); semi-konservative Sequenzsubstitutionen (.)

FlaBO -MARKGAVGEGTL 1 VFIAMYIRAVAAAVLEQTSGY ERQRSQATGAETTREVASGEKVLSUVG---KEDSNKTYMEKLATY 1BPNAGBEQ I DENNTRVVLENGTVQAVLKYEKT - - ———- 110

FlaB1 ~-VRKGA1GGTL I VFIAMYVAAVAAGY 1 IGTAGY EWQAQAAGRQTTQREVASGHEK I VNMFGY INATPPSNGTIVKMA I FVIPNAGESG I DESNVKVVLEDGKKLVVYNYSG-—-—=-— 111

FlaB2 —-MKKGAIGEGTL IVFIAM GVLIATSGYLEQNAMATGRQTTQEVASGKVTGYFGY INGTPPGASNESR 1V 1'YVAPNAGSSG I DERYVK I VLSDGKRMAVYRYYDPKEDGSS 118

PilV MLLKSRHRSEHQSGESM 1 ENIVAL EL 1 SHGVLGM 1 AMSGIET 1QYT. RNKAAML GSNELESMRASPKALYDMKDQMATQSDFFKAKGSABPTAPSSCEP-—————— = === ————— 102

FlaBO  ———o- AYHKGABIGBVEN - -~~~ —— oo ASTAWN-LSNTNFG 1 1VEQDADNSYDQN - YETLNKED I VWETHKV - - - ~GEGNGVFGKG I PPRTK I TERV 186

FlaBl ~  —————- ELYTOKMLBLEN -~~~ — oo LPVWNNTKNGTFS I AVUNDVGSKMEDT-HgTL EWEDTVAELERT---DDVFNYKSKNG IGPSTRI 1§4V 188

FlaB2 DLKPEY IHYKGDIIPN 1 EAYGEWEPYYKNKKPQISGEY I TDN INVSAVWWNL YSAYNNSSKL LFG I AVMQDGDNSIHSDPQHETL SWEDL AAEMEWTFPFDDDNN I SNGFGLRPGTK I 194V 238

PIlV oo LPDANKBRIG— = = oo CWAEQVKNEL PGAGDILKSDYYIICRSSK(gGDCDEKGSMEERRL === —= == —— AWRENQ 161

- - - - - - - * * - - **

FlaBo IPEFQRPGV I EFIPSTYTSEVIELQ 212

FlaB1 1PDAGIAGV IDFYTPPTEEYNVIELQ 214

FlaB2 IPESGINAGY IDFYTPSTYTQNEMELQ 264

PilV GACVNIJADSSADISLCYNTLRVEP-- 185

* * - - -

Abbildung 46: Vergleich der Strukturflagelline von P. furiosus mit PilV von P.aeruginosa
Sequenzidentititen: schwarz hinterlegt (*); konservative Sequenzsubstitutionen: dunkelgrau (:); semi-konservative Sequenzsubstitutionen (.)
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FlaBO  -————- MAKKGAVGG TR - AAVE1QTSCIIEQEKSQRTGAET TREVASGIKVLSVVG---KTDSNKTYVEKLATY IBPNAGSEQ I DLNNTRVYESNETVQAVLKJEK 109
FlaBl  —————— cAlGIGTIRNY A1 - - GVIl[1 GTAGKIQOKAQMAGRATTREVASGEK I VNVFGY INATPPSNGTIVKMA I FVITPNAGSSG I DLSNVKVIESDEKKLVVYNYSG 111
FlaB2 ~  ———m-—o vRKcAGIG TR FIEW - - GV 1 ATSCNIQOKAMATGRATTREVASGEKVTGVFGY INGTPPGASNISRIV 1 YVAPNAGSSG 1 DLRYVK I ESDEKRMAVYRNYYD 111
Pilw MSMNNRSRRQSGLESHM 1 EMEN AL SsFRILGETQ 1 YEDNKRNEF80GORGNOENGRFAMMFDQQLAKVGFRRRADDPNEFAFPAQQKAY CEAFKAGSTLVP QSGFCYRMQP 120
F1aB0 ) [ AYHKGAVGDYFN -~ = — == — - m oo ASTAWN-LSNTNEG 1 VLQEADNSFDON-YPTLNKE-B1VV 1 THKV----GEGNGVFGK--—- 174
FlaBl ———mmmmmmmm o ELMTGKILDEFN-——— = — oo LPVWNNTKNGTESBAVVNEBVGSKMEDT-HPTLEWE-DTVALLERT---DDVFNYKSKN-—-- 176
FlaB2 PKEDGSSDLKPEY IHYKGD I PNIIFAYGEWEPYYKNKKPQ I SGEY 1 TDN INVSAVWWNLYSAYNNSSKL LEGAVVQRGDNSHSDPQHPTLSWE-BLAALMEWTFPFDDDNN I SNGF—--— 226
PilW APG=———— e EAMDCEGNSITTPSD === == === ———m oo PFATAQA I TARVEFMPATABVPGSIEACSAQT I KEKEQE I VSGLMDFKLEYGVGPTMAGKREVE 201
: : : il s - s -

FlaBO GlPPREKITCKVIPEFQAPGYMIEFTT————————————— PSTVTSEV I EM8———————————— o=

FlaB1 GUlGPSTRII GKVIIPDAGAAGYIDFTT————————————- PPTEEYNV I ER8——— -~~~ — e

FlaB2 GURPGTKI 1 GKVIIPESGAAGYIDFTT—— -~ ——————— o e I = L —

Pilw SEVEQANIIADRPVMRALRYSAEMASDKNLRQGDSKTLDDW I TLYPSSKTSMEGNDKDRLYQIAKGSQTLRNLVP 274

Abbildung 47: Ve-r-g/eic-f; der S-frukfur;‘/-o-g;e/lir;e von P. furiosus mit PilW von P.aeruginosa

Sequenzidentitdten: schwarz hinterlegt (*); konservative Sequenzsubstitutionen: dunkelgrau (:); semi-konservative Sequenzsubstitutionen (.)

FlaBO MAKKGAVG 1 GTL 1AM V. L 1QTSGY[RQQKSQ AETTOEVASG IKVLSVVG---KTDSNKTYVEKLATY 1 SENAGSEQ I DPENNTRVMLSNGTVQAVLKYEKT————-—— 110
FlaB1 -VRKGA1G 1{&FL| 1AM VAAGY I IGTAGY[BOQKAQ. RQTTEEVASGIKIVNVFGY INATPPSNGTIVKMA I FVT[gNACSSG I DESNVI LSDGKKLVMYNYSG---—-——- 111
FlaB2 ~-MKKGA G 1 gTL! 1AM VAAGYL 1 ATSGY[EQQKAM RQTTEEVASGIKVTGVFGY INGTPPGASNISRIVI1YVARNACSSG IDERYV LSDGKRMAMYRYYDPKEDGSSD 119
PilX MNNFPAQQRIE] AL IVTLLAYSSMREV -— 1[NV IE@TRLONAAES-P—-——- GLREGERRFVNTLRPPE[ZGIECTADNVARPCEEDLAALNLKEADTHQN--—-——- 104
.* *ooo*: IRE L * *ol: o* * .. . - *oi*. o o . N
FlaBO = AYHKEAMGDMFN- - — = — = = = = — e e e e ASTAWN-LSNTNEG I 1VLQDADNSVDQN-Y[gTLN IVVITVKV----GEGNGVFGKEIPPRTKITGKVI 187
FlaBL === ELYTEKBLDEFN-————— === e LPVWNNTKNGTES 1AVVNDVGSKMEDT-H[ZTLE TVALLLRT---DDVFlYKSKNEIGPSTRIIGKVI 189
FlaB2 LKPEY IHYKEDHPNEFAYGEWEPYYKNKKPQISGEY I TDN INVSAVWWNLY SAYNNSSKLLEG I AVVQDGDNSESDPQHETLS LAALMIWTFPFDDDNY I SNGHELRPGTKIIGKVI 239
PilX e PVEVEKGIAN-— -~ === = == = == e e e MSYRGSDESSATTAGTLYSVQWNNL|gI PSGEOVNEAESPE-—--- YGLMRG 1{gT-FYYETNSVAR 176
* - - - - - * * - * *

FlaBO PEFQAPCYIEFTTPSTYTSEVIELQ 212

FlaB1 PDAGAAGYIDFTTPPTEEYNVIELQ 214

FlaB2 PESGAAGYIDFTTPSTYTONLMELQ 264

PilX NQTNSETYEQTVLARLYTN-——-——- 195

- - K- -

Abbildung 48: \/er-glei-ch c-Jt-ar Sfrukn-/rf/oge/line von P. fusiosus mit PilX und P. aeruginosa.

Sequenzidentititen: schwarz hinterlegt (*); konservative Sequenzsubstitutionen: dunkelgrau (:); semi-konservative Sequenzsubstitutionen {(.).
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4. Das Operon
In den folgenden Abbildungen sind die jeweiligen PCR-Amplifikate dargestellt. Ausgehend

von einem Vorwartsprimer, laufen die gezeigten Transkripte durch die immer weiter
stromabwarts liegenden Rulckwartsprimer bei immer gréReren Molekularmassen im
Agarosegel. Im linken Teil der Abbildung sind die jeweiligen Positivkontrollen aus DNA
aufgefuihrt, im rechten Teil die Amplifikate, die aus den Experimenten unter Verwendung der
cDNA generiert werden konnten. Primernamen wurden der Ubersichtlichkeit halber
abgekiirzt?®. Die jeweiligen GroRen entsprechen dabei nicht den exakten GréRen der
(mdglicherweise) vorhandenen Transkripte, sondern den GréRen, die durch die Verwendung
des jeweiligen Primerpaares vorgegeben werden. Es wurde zur besseren Orientierung
jeweils das Modell des Operons angegeben und der untersuchte Bereich farbig gestaltet.
Das tatsachlich erhaltenen Amplifikat wurde darunter dargestellt (in diesem Fall als mMRNA
bezeichnet, obwohl der Nachweis aus der umgeschriebenen cDNA erfolgte). Die Ergebnisse

fur die Experimente mit Hth f und PF0329 f sind nicht gezeigt.

DNA CDNA

vorwérts Met - vorwérts Met -

riickwérls _Met B0 Bl B2 C D F G H | J rickwdrds Met BO Bl B2 C D F G H | J Abbi'dung 49.' DOfoelIUng del’ PCR—
Kbp Ergebnisse fur den Vorwértsprimer Met f.

1000(
60
40
3000—;

Alle Positivkontrollen sind positiv, aus der cDNA
konnten mit den Riickwdrtsprimern Met rund
BOr PCR-Amplifikate erhalten werden.

Links ist jeweils der entsprechende
Molekularmassenstandard angegeben.

2000—;

1500

Voo O
1 kb .
—————pt < am MRNA met - flaB0O

27 Primerabkirzungen:

Met f/r: Methyltransferase vorwarts/riickwarts; BO f/r: Fla BO vorwarts/riickwarts; B1 f/r: Fla B1 vorw./riickw.; B2 f/r: Fla
B2 vorw./rickw.; C f/r: Fla C vorw./rickw.; D {/r: Fla D vorw./rickw.; F f/r: Fla F vorw./rickw.; G f/r: Fla G
vorw./riickw.; H f/r: Fla H vorw./rickw.; | f/r: Fla | vorw./riickw.; J #/r: Fla J vorw./rickw..
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DNA
vorwérts B0 -
riickwarts

Kop

1000
6000
4000
3000

BO Bl B2 C D F G H | J

2000
15

10
7

500
200

CcDNA
vorwarts B0 -
riickwarts

Kbp
10000
6000

4000:
3000

20
1500

1000:
750

127

BO B1 B2 C D F G H | J

Abbildung 50: Darstellung der PCR-
Ergebnisse fur den Vorwdértsprimer FlaBO.

Alle Positivkontrollen sind positiv, aus der cDNA
konnten mit den Rickwdrtsprimern flaBO r bis
flaD r PCR-Amplifikate erhalten werden.
Links ist jeweils der entsprechende
Molekularmassenstandard angegeben.

G O Vv oY O
FF F P & FEF
<m<a <m<= -<m <= —_

<4 oossssm MRNA flaBO - flaD

DNA
vorwérts B1 -

ruckwdrts Bl B2 C D F G H I J

CcDNA
vorwérts B1
rickwdrts

Bl B2 C D F G H I J

Abbildung 51: Darstellung der PCR-

Ergebnisse fir den Vorwértsprimer
FlaB1.

Alle Positivkontrollen sind positiv, aus der
cDNA konnten mit den

Rickwértsprimern flaB1 r bis flaD r PCR-
Amplifikate erhalten werden.

Links st jeweils der entsprechende
Molekularmassenstandard angegeben.

O o VoY
s\\'b‘ s\\'b‘ ,\\’b\g\,\\’b' ,\\’b{( ,\\’OQ K\’b’ K\fg-? ,\\’b'
——— w <m<a <a<i= =< —_——
BLLCIG < ——mmm mRNA flaB1 - flaD
DNA cDNA

vorwérts B2 -
rickwarts

Kbp

B2 C D F G H | J

10000
6000
4000
3000—]

2000
15

1000
750

500—]

vorwérts B2
rickwarts

I R 1IRLR

B2 C D F G H I J

Abbildung 52: Darstellung der PCR-
Ergebnisse fir den Vorwdartsprimer FlaB2.

Alle Positivkontrollen sind positiv, aus der cDNA
konnten mit den Rickwértsprimern flaB2 r bis
flaD r PCR-Amplifikate erhalten werden.
Links ist jeweils der entsprechende
Molekularmassenstandard angegeben.

O v
Q§@%§@>& Q&
m<a <m<= - —_—

<@ Tm mRNA flaB2 - flaD
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DNA cDNA

b ewasc- . ou, ., Abbildung 53: Darstellung der PCR-
Kbp Ergebnisse fir den Vorwartsprimer FlaC.

10000
&0

4000:

Alle Positivkontrollen sind positiv, aus der cDNA
konnten mit den Rickwértsprimern flaC r und
flaD r PCR-Amplifikate erhalten werden.

Links ist jeweils der entsprechende

3000

2000
1500

1000¢
750

:i Molekularmassenstandard angegeben.
@
@ GO NG
1 kb
r——— < = mRNA flaC - flaD
DNA cDNA
o D ¥ 6 W1 s " o ¢ o w1, Abbildung 54: Darstellung der PCR-

Kbp Kop Ergebnisse fir den Vorwdartsprimer FlaD.

6000
6000

4000
3000

Alle Positivkontrollen sind positiv, aus der cDNA
konnten mit den Rickwértsprimern flaD r und
flaF r PCR-Amplifikate erhalten werden.
Links ist jeweils der entsprechende
Molekularmassenstandard angegeben.

2000-
1500

1000
750
500
200

D > O Y
\\'Z" \\'Z" \\’0\'2\ \\’0' \\’g'( \\’b-

LN <= = mRNA flaD - flaF

DNA CcDNA

vorwdrts F - vorwdrts F -

fiowers | F 6 W1 Rk Abbildung 55: Darstellung der PCR-
Kbp Kbp Ergebnisse fir den Vorwdrtsprimer FlaF.

6000
4000

6000
4000
3000

Alle Positivkontrollen sind positiv, aus der cDNA
konnten mit den Rickwértsprimern flaF r und
flaH r PCR-Amplifikate erhalten werden.

Links ist jeweils der entsprechende

Molekularmassenstandard angegeben.

2000
1500

1000
750

500
200

D N ©
s\\'b' ,\\'b' ,\\'Sz\ ,\\‘b' ,\\'b{(

— <@ == mRNA flaF - flaH
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DNA CcDNA
vorwérts G - vorwérts G -
riickwarts G H I J riickwarts

Kop

6000
4000
3000

Abbildung 56: Darstellung der PCR-

Kop Ergebnisse fur den Vorwdartsprimer G f.

6000

4000
3000—

Alle Positivkontrollen sind positiv, aus der cDNA
konnten mit den Ruckwdrtsprimern G r bis | r
PCR-Amplifikate erhalten werden.

Links ist jeweils der entsprechende
Molekularmassenstandard angegeben.

2000
1500

1000
750

500

200

SR ot
SULCES <@ s mRNA flaG - flal
DNA .
iR Abbildung 57: Darstellung der PCR-
Kbp Ergebnisse fur den Vorwartsprimer H f.
oo Alle Positivkontrollen sind positiv, aus der cDNA
200 konnten mit den Rickwértsprimern H rund | r
o PCR-Amplifikate erhalten werden.
750 Links ist jeweils der entsprechende
- Molekularmassenstandard angegeben.
SULCES <@ mmm mRNA figH - flal
s 1 Al Abbildung 58: Darstellung der PCR-
Kkkw); e m}zg;s s Ergebnisse fir den Vorwdartsprimer If.
E% b Die Positivkontrollen sind positiv, aus der cDNA
e konnte nur mit dem Rickwdrtsprimer | r ein
150 oo PCR-Amplifikat erhalten werden.
750 750 Links ist jeweils der entsprechende
o0 . Molekularmassenstandard angegeben.

PRI <@z mRNA flal
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DNA .
vowarls J - C?ﬁmJ , Abbildung 59: Darstellung der PCR-
Kop Kop Ergebnisse fir den Vorwdrtsprimer J f.

o 2000 Die Positivkontrolle ist positiv, aus der cDNA
o o konnte mit dem Ruckwértsprimer J rein PCR-
1000 1000 Amplifikat erhalten werden.

- ” Links ist jeweils der entsprechende
20 0 Molekularmassenstandard angegeben.

RS

1 kb <€=—==m mMRNA flaJ

Nachfolgend sind die Ergebnisse fir die Untersuchung der verschiedenen (Ko)Transkripte im

Verlauf der Wachstumskurve dargestellt. Es sind einige ausgewahlte Kotranskripte

dargestellt.

Abbildung 60: Darstellung der PCR-Ergebnisse der ausgewdhlten Kotranskripte.

Links ist jeweils die Positivkontrolle gezeigt (PCR aus DNA), rechts die Anséitze derfestgelegten Punkte wéhrend
der Wachstumsphase. Links ist der Molekularmassenstandard angegeben. Die Gele waren unter
verschiedenen Bedingungen gelaufen, weshalb die Banden verschoben sein kénnen.

Die griin unterlegten Pfeile kennzeichnen den jeweils untersuchten Bereich, darunter wurden die Amplifikate
(falls vorhanden) dargestellt, wie sie fir die verschiedenen Wachstumsphasen nachgewiesen werden konnten.
A:1x10"Zellen/ml; B: 5x 10" Zellen/ml; €: 3x 10°Zellen/mll
DNA cDNA
a 1x10 5x10 3x10°

vorwarts Met -
riickwérts Met B0

wi o waw waw 2U 0) Es wurde auf das potentielle Kotranskript met - flaBO hin
Kop untersucht.
s Links ist der Molekularmassenstandard dargestellt.
s Fur die Wachstumsphase konnte bei einer Zellzahl 1 x 10" Zellen/ml
& kein PCR-Amplifikat erhalten werden. Die Ergebnisse sind in der
w folgenden Abbildung noch einmal zusammengefasst

©
N X
NG

<:|’/ A‘
<@ rRNA met - flaBO B|
~<=={mRNA met C|
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DNA cDNA
b 5x10 3x10°
vorwarts BO -
rickwarts BO Bl B2 C D BO Bl B2 C D . .
Kbp zu b) Es wurde auf das potentielle Kotranskript
10000

flaBO - flaD hin untersucht.

Links ist der Molekularmassenstandard
dargestellt.
Fur alle drei Punkte der Wachstumsphase
konnten Amplifikate erhalten werden, diese
sind jedoch unterschiedlich; die Ergebnisse sind

in der%ﬁge@der@bbildung zusammengefasst.

O
Y \\Q;b \\’b‘ s\\'b'

1kb <4 o RNA fI0BO - flaD A
<&~ nRNATIGBO - flaB1 B |
<@ esssm RNAfloBO - flaD  C|

c DNA cDNA

1x10 5x10 3x10°

vorwarts F
ruckwarts

fow roew roew ¢ on zUcC) Eswurde auf das potentielle Kotranskript flaF -
Kop flaH hin untersucht.
s Links ist der Molekularmassenstandard dargestellt.
% Fur alle drei Punkte der Wachstumsphase konnten
150 Amplifikate erhalten werden, diese sind jedoch
e unterschiedlich; die Ergebnisse sind in der folgenden
e Abbildung zusammengefasst.

X

O
\\’b' \\’b' \\’b{{

LN < = |[MRNAIGF - floG A
<@ | RNA flaF - flaH B
<= | MRNA flaF - floH C |

d DNA cDNA

1x100 5x10° 3x10°
-J J

vorwdarts J
rickwarts

Kbp
10000
6000
4000
3000
2000
1500

1000
750
500
200

J

zu d) Es wurde ausschlieBlich auf das potentielle Transkript flaJ hin
untersucht.

Links ist der Molekularmassenstandard dargestellt.

Fur alle drei Punkte der Wachstumsphase konnten Amplifikate erhalten
werden; die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Abbildung dargestellt.

1 kb
<@ RNA flaJ A
<@=—= mRNA flaJ B
<@=—== mRNA flaJ (&




VIII. Literaturverzeichnis 132

VIII. Literaturverzeichnis
Adler, J., 1973, A method for measuring chemotaxis and use of the method to determine

optimum conditions for chemotaxis by Escherichia coli. Journal of General Microbiology,
V.74, p. 77-91.

Alam, M. and Oesterhelt, D., 1984, Morphology, Function and Isolation of Halobacterial Flagella.
Journal of Molecular Biology, V. 176, p. 459-475.

Alam, M., Claviez, M., Oesterhelt, D., and Kessel, M., 1984, Flagella and motility behaviour of
square bacteria. EMBO Journal, v. 3, p. 2899-2903.

Albers S.V. and Driessen, A. J. M., 2005, Analysis of ATPases of putative secretion operons in
the thermoacidophilic archaeon Sulfolobus solfataricus. Microbiology, v. 151, p. 763-
773.

Albers, S. V., Szabo, Z., and Driessen, A. J. M., 2003, Archaeal Homolog of Bacterial Type IV

Prepilin Signal Peptidases with Broad Substrate Specifity. Journal of Bacteriology, V. 185,
p. 3918-3925.

Allen, G., 1989, Sequencing of proteins and peptides. In: Laboratory techniques in biochemistry
and molecular biology. Eds: Burdon,R.,Knippenberger,P.; Elsevier.

Allers, T. and Mevarech, M., 2005, Archaeal genetics-the third way. Nature Review Genetics, V.
6, p. 58-73.

Aravind, L. and Koonin, E. V., 1999, DNA-binding proteins and evolution of transcription
regulation in the archaea. Nucleic Acids Research, v. 27, p. 4658-2670.

Aravind, L., Anantharaman, V., Balaji, S., Babu, M. M., and lyer, L., 2005, The many faces of
the helix-turn-helix domain: Transcription regulation and beyond. FEMS Microbiology
Reviews, V. 29, p. 231-262.

Barbosa, M. S., Bao, S. N., Andreotti, P. F., de Faria, F. P., Felipe, M. S. S., dos Santos Feitos,
L., Mendes-Giannini, M. J. S., and de Almeida Soares, C. M., 2006, Glyceraldehyde-3-
Phosphate Dehydrogenase of Paracoccidioides brasiliensis Is a Cell Surface Protein
Involved in Fungal Adhesion to Extracellular Matrix Proteins and Interaction with Cells.
Infection and Immunity, v. 74, p. 382-389.

Bardy, S. L., Mori, T., Komoriya, K., Aizawa, S., and Jarrell, K. F., 2002a, Identification and
Localization of Flagellins FlaA and FlaB within Flagella of Methanococcus voltae: Journal
of Bacteriology, V. 184, p. 5223-5233.

Bardy, S. L. and Jarrell, K. F., 2002b, FlaK of the archaeon Methanococcus maripaludis
posesses preflagellin peptidase activity. FEMS Microbiology Letters, v. 208, p. 53-59.

Bardy, S. L. and Jarrell, K. F.,, 2003a, Cleavage of preflagellins by an aspartic acid signal
peptidase is essential for flagellation in the archaeon Methanococcus voltae. Molecular
Microbiology, V. 50, p. 1339-1347.

Bardy, S. L, Ng, S. Y. M., and Jarrell, K. F., 2003b, Prokaryotic motility structures.
Microbiology, V. 149, p. 295-304.



VIII. Literaturverzeichnis 133

Bardy, S. L., Ng, S. Y. M., and Jarrell, K. F., 2004, Recent Advances in the Structure and
Assembly of the Archaeal Flagellum. Journal of Molecular Microbiology and
Biotechnology, v. 7, p. 41-51.

Baumeister, W., 2002, Electron tomography: towards visualizing the molecular organization of
the cytoplasm. Current Opinion in Structural Biology, v. 12, p. 679-684.

Bayley, D. P., Kalmokoff, M. L., and Jarrell, K. F., 1993, Effect of bacitracin on flagellar
assembly and presumed glycosylation of the flagellins of Methanococcus deltae.
Archives of Microbiology, v. 160, p. 179-185.

Bayley, D. P. and Jarrell, K. F., 1998, Further Evidence to Suggest That Archaeal Flagella Are
Related to Bacterial Type IV Pili. Journal of Molecular Evolution, v. 46, p. 370-373.

Bayley, D. P. and Jarrell, K. F., 1999, Overexpression of Methanococcus voltae Flagellin
Subunits in Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa: a Source of Archaeal
Preflagellin. Journal of Bacteriology, v. 181, p. 4146-4153.

Benbouzid-Rollet, N., Lopez-Garcia, P. , Watrin, L., Erauso, G., Prieur, D., and Forterre, P.,
1997, Isolation of new plasmids from hyperthermophilic archaea of the order
Thermococcocales. Research in Microbiology, v. 148, p. 767-775.

Bendtsen, J. D., Nielsen, H., von Heinje, G., and Brunak, S., 2004, Improved prediction of signal
peptides: SignalP 3.0. Journal of Molecular Biology, V. 340, p. 783-795.

Berg, H. C. and Anderson, R. A., 1973, Bacteria swim by rotating their flagellar filaments. Nature
(London), v. 245, p. 380-382.

Berger, B., Wilson, D. B., Wolf, E., Tonchev, T., Milla, M., and Kim, P. S., 1995, Predicting
Coiled Coils by Use of Pairwise Residue Correlations. Proceedings of the National
Academy of Science USA, v. 92, p. 8259-8263.

Black, F. T., Freund, E. A., Vinther, O., and Christiansen, C., 1979, Flagellation and swimming
motility of Thermoplasma acidophilum. Journal of Bacteriology, v. 137, p. 456-460.

Blum, H., Beier, H., and Gross, H. J., 1987, Improved silver staining of plant proteins, RNA and
DNA in polyacrylamide gels. Electrophoresis, v. 8, p. 93-99.

Bradley, D. E., 1980, A function of Pseudomonas aeruginosa PAQO polar pili: twitching motility.
Canadian Journal of Microbiology, V. 26, p. 146-154.

Brassard, J., Gottschalk, M., and Quessy, S., 2004, Cloning and purification of the
Streptococcus suis serotype 2 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and its
involvement as an adhesin. Veterinary Microbiology, v. 102, p. 87-94.

Carbonelle, E., Herlaine, S., Prouvensier, L., Nassif, X., and Pelicic, V., 2005, Type IV pilus
biogenesis in Neisseria meningitidis: PilW is involved in a step occuring after pilus
assembly, essential for pilus assembly and stability. Molecular Microbiology, V. 55, p.
54-64.

Chaban, B., Ng, S. Y. M., Kanbe, M., Saltzman, |., Nimmo, G., Aizawa, S., and Jarrell, K. F,,
2006, Systematic deletion analyses of the fla genes in the flagella operon identify several



VIII. Literaturverzeichnis 134

genes essential for proper assembly and function of flagella in the archaeon,
Methanococcus maripaludis. Molecular Microbiology. [d0i:10.1111/j.1365-
2958.2007.05913.x]

Christensen, B. E., 1989, The role of extracellular polysaccharides in biofilms. Journal of
Biotechnology, v. 10, p. 181-202.

Cohen-Krausz, S. and Trachtenberg, S., 2002, The Structure of the Archeabacerial Flagellar
Filament of the Extreme Halophile Halobacterium salinarum R1M1 and Its Relation to
Eubacterial Flagellar Filaments and Type IV Pili. Journal of Molecular Biology, V. 321, p.
383-395.

Correia, J. D. and Jarrell, K. F., 2000, Posttranslational Processing of Methanococcus voltae
Preflagellin by Preflagellin Peptidases of M. voltae and Other Methanogens. Journal of
Bacteriology, v. 182, p. 855-858.

Crowther, L. J., Anantha, R. P., and Donnenberg, M. S., 2004, The inner membrane
subassembly of the enteropathogenic Escherichia coli bundle-forming pilus machine.
Molecular Microbiology, v. 52, p. 67-79.

Cruden, D., Sparling, R., and Markovetz, A. J., 1989, Isolation and Ultrastructure of the Flagella
of Methanococcus thermolithotrophicus and Methanospirillum hungatei. Applied and
Environmental Microbiology, v. 55, p. 1414-1419.

Delahay, R. M. and Frankel, G., 2002, Coiled-coil proteins associated with type Il secretion
systems: a versatile domain revisited. Molecular Microbiology, V. 45, p. 905-916.

Denehy, B. V. and Swan, M. A., 1971, Analysis of the tail movement of rotating ram
spermatozoa. Journal of Anatomy, v. 110, p. 506.

Desmond, E., Brochier-Armanet, C., and Gribaldo, S., 2007, Phylogenomics of the archaeal
flagellum: rare horizontal gene transfer in a unique motility structure: BMC Evolutionary
Biology, V. 7. [d0i:10.1186/1471-2148-7-106]

Dietl, K., 2006, Untersuchung des Flagellins von Pyrococcus furiosus.

DiRuggiero, J., Dunn, D., Maeder, L., Holley-Shanks, R., Chatard, J., Horlacher, R., Robb, F. T.,
Boos, W., and Weiss, R. B. , 2000, Evidence of recent lateral gene transfer among
hyperthermophilic archaea. Molecular Microbiology, v. 38, p. 684-693.

Donlan, R. M., 2002, Biofilms: microbial life on surfaces. Emerging Infectious Diseases, V. 8, p.
881-890.

Dubochet, J., Adrian, M., Chang, J. J., Homo, J. C., Lepault, J., McDowall, A. W., and Schultz,
P., 1988, Cryo-electron microscopy of vitrified specimens. Quaterly Reviews of
Biophysics, v. 21, p. 129-228.

Ehresmann, B., Imbault, P., and Weil, J. H., 1973, Spectrometric determination of protein
concentration in cell extracts containing tRNA's and rRNA's. Analytical Biochemistry, V.
54, p. 454-463.



VIII. Literaturverzeichnis

Eichler, J., 2004, Facing extremes:archaeal surface-layer (glyco)proteins. Microbiology, v. 149,
p. 3347-3351.

Eichler, J. and Adams, M. W. W., 2005, Posttranslational Protein Modification in Archaea.
Microbiology and Molecular Biology Reviews, V. 69, p. 393-425.

Emerson, S. U., Tokuyasu, K., and Simon, M. 1., 1970, Bacterial flagella: polarity of elongation.
Science, V. 169, p. 190-192.

Faguy, D. M., Koval, S. F., and Jarrell, K. F., 1992, Correlation between glycosylation and
flagellin proteins and sensitivity of flagellar filaments to Triton X-100 in methanogens.
FEMS Microbiology Letters, v. 90, p. 45-53.

Faguy, D. M., Koval, S. F., and Jarrell, K. F., 1993, Effect of changes in mineral composition
and growth temperature on filament length and flagellation in the Archaeon
Methanospirillum hungatei. Archives of Microbiology, v. 159, p. 512-520.

Faguy, D. M., Koval, S. F., and Jarrell, K. F., 1994a, Physical Characterization of the Flagella
and Flagellins from Methanospirillum hungatei. Journal of Bacteriology, v. 176, p. 7491-
7498.

Faguy, D. M., Jarrell, K. F., Kuzio, J., and Kalmokoff, M. L., 1994b, Molecular analysis of
archaeal flagellins:similarity to the type IV pilin-transport superfamily widespread in
bacteria. Canadian Journal of Microbiology, Vv. 40, p. 67-71.

Faguy, D. M., Bayley, D. P., Kostyukova, A. S., Thomas, N. A., and Jarrell, K. F., 1996, Isolation
and characterization of flagella and flagellin protein from the thermoacidophilic archaea
Thermoplasma volcanium and Sulfolobus shibatae. Journal of Bacteriology, v. 178, p.
902-905.

Faguy, D. M. and Jarrell, K. F., 1999, A twisted tale: the origin and evolution of motility and
chemotaxis in prokaryotes. Microbiology, v. 145, p. 279-281.

Fedorov, O. V., Pyatibratov, M. G., Kostyukova, A. S., Osina, N. K., and Tarasov, V. Y., 1994,
Protofilament as a structural element of flagella of haloalkalophilic archaebacteria.
Canadian Journal of Microbiology, V. 40, p. 45-53.

Feinberg, A. P. and Vogelstein, B., 1983, A technique for radiolabeling DNA restriction
endonuclease fragments to high activity. Analytical Biochemistry, v. 132, p. 6-13.

Feinberg, A. P. and Vogelstein, B., 1984, "A technique for radiolabeling DNA restriction
endonuclease fragments to high specific activity.". Addendum: Analytical Biochemistry, v.
137, p. 266-267.

Fiala, G. and Stetter, K. O., 1986, Pyrococcus furiosus sp. nov. represents a novel genus of
marine heterotrophic archaebacteria growing optimally at 100°C. Archives of
Microbiology, v. 146, 56-61.

Flemming, H. C. and Wingender, J., 2001, Biofilme - die bevorzugte Lebensform von Bakterien.
Biologie in unserer Zeit, v. 31, p. 169-180.



VIII. Literaturverzeichnis 136

Flemming, H. C. and Wingender, J., 2002, Proteine, Polysaccharide... Was Biofilme
zusammenhalt. Chemie in unserer Zeit, v. 36 , p. 30-42.

Fletcher, M. and Decho, A. W., 2001, Biofilms. London, Nature Publishing Group.

Forest, K. T., Satyshur, K. A., Worzalla, G. A., Hansen, J. K., and Herdendorf, T. J., 2004, The
pilus-retraction protein PilT: ultrastructure of the biological assembly. Acta
Crystallographica Section D, v. 60, p. 978-982(5).

Fuchs, T., Huber, H., Teiner, K., Burggraf, S., and Stetter, K. O., 1995, Metallosphaera prunae,
sp. nov., a novel metal-mobilizing, thermoacidophilic archaeum, isolated from a uranium
mine in Germany. Systematic and Applied Microbiology, v. 18, p. 560-566.

Gardy, J. L., Laird, M. R., Chen, F., Rey, S., Walsh, C. J., Ester, M., and Brinkman, F. S. L.,
2005, PSORTb v.2.0: expanded prediction of bacterial protein subcellular localization

and insights gained from comparative proteome analysis. Bioinformatics, v. 21, p. 617-
623.

Gerl, L., Deutzmann, R., and Sumper, M., 1988, Halobacterial flagellins are encoded by a
multigene family. Federation of European Biochemical Societies, v. 244, p. 137-140.

Giometti, C. S., Reich, C. I., Tollaksen, S. L., Babnigg, G., Lim, H., Ill, J. R. Y., and QOlsen, G. J.,
2001, structural modifications of Methanococcus jannaschii flagellin proteins revealed by
proteome analysis. Proteomics, V. 1, p. 1033-1042.

Giron, J. A, Torres, G. A., Freer, E., and Kaper, J. B., 2002, The flagella of enteropathogenic
Escherichia coli mediate adherence to epithelial cells. Molecular Microbiology, v. 44, p.
361-379.

Hall-Stoodley, L., Costerton, J. W., and Stoodley, P., 2004, Bacterial biofiims: from the natural
environment to infectious diseases. Nature Reviews Microbiology, v. 2, p. 95-107.

Hall, T. A., 1999, BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series, V. 41, p. 95-98.

Hamilton-Brehm, S. D., Schut, G. J., and Adams, M. W. W., 2005, Metabolic and evolutionary
relationships among Pyrococcus species: genetic exchange within a hydrothermal vent
environment. Journal of Bacteriology, v. 187, p. 7492-7499.

Hegerl, R., 1996, The EM program package: a platform for image processing in biological
electron microscopy. Journal of Structural Biology, v. 116, p. 30-34.

Henneberger, R., Moissl, C., Amann, T., Rudolph, C., and Huber, R., 2006, New insights into
the lifestyle of the cold-loving SM1 Euryarchaeon: natural growth as a monospecific
biofilm in the subsurface. Applied and Environmental Microbiology, v. 72, p. 192-199.

Higgins, D. G., Thompson, J. D., and Gibson, T. J., 1994, CLUSTAL W: improving the sensitivity
of progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, position-
specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Research, v. 22, p. 4673-
4680.



VIII. Literaturverzeichnis 137

Hoiczyk, E. T. and Aldridge, P. D., 1998, The junctional pore complex, a prokaryotic organelle, is
the molecular motor underlying gliding motility in cyanobacteria. Current Biology, V. 8, p.
1161-1168.

Horn, C., Paulmann, B., Kerlen, G., Junker, N., and Huber, H., 1999, In vivo observation of cell
division and anaerobic hyperthermophiles by using a high-intensity dark-field microscope.
Journal of Bacteriology, v. 181, p. 5114-5118.

Hutchins, A. M., Holden, J. F., and Adams, M. W. W., 2001, Phosphoenolpyruvate Synthetase
from the Hyperthermophilic Archaeon Pyrococcus furiosus. Journal of Bacteriology, V.
183, p. 709-715.

lino, T., 1969, Polarity of flagellar growth in Salmonella. Journal of General Microbiology, V. 56,
p. 227-239.

Jarrell, K. F. and Koval, S. F., 1989, Ultrastructure and biochemistry of Methanococcus voltae.
CRC Critical Reviews in Microbiology, v. 17, p. 53-87.

Jarrell, K. F., Bayley, D. P., and Kostyukova, A. S., 1996, The Archaeal Flagellum: a Unigue
Motility Structure. Journal of Bacteriology, v. 178, p. 5057-5064.

Jarrell, K. F., Bayley, D. P., Correia, J. D., and Thomas, N. A., 2001, Archaeal flagella.
Encyclopedia of life sciences.

Jarrell, K. F., Ng, S. Y. M., Chaban, B., 2007, Flagellation and Chemotaxis. Archaea. ASM Press.

Jaschke, M., Butt, H.-J., and Wolff, E. K., 1994, Imaging flagella of Halobacteria by atomic force
microscopy. Analyst, v. 119, p. 1943-1946.

Johnson, A.-B., Normark, S., and Rhen, M., 2005, Fimbriae, pili, flagella and bacterial virulence.
Concepts in bacterial virulence. Basel, Schweiz, Karger, p. 89.

Jones, C. J. and Aizawa, S., 1991, The bacterial flagellum and flagellar motor: structure,
assembly and function. Advances in Microbial Physiology, v. 32, p. 109-172.

Kachlany, S. C., Planet, P. J., Bhattacharjee, M. K., Kollia, E., DeSalle, R., Fine, D. H., and
Figurski, D. H., 2000, Nonspecific Adherence by Actinobacillus actinomycetemcomitans

Requires Genes Widespread in Bacteria and Archaea. Journal of Bacteriology, v. 182, p.
6169-6176.

Kalmokoff, M. L., Jarrell, K. F., and Koval, S. F., 1988, Isolation of Flagella from the
Archaebacterium Methanococcus voltae by Phase Separation with Triton X-114. Journal
of Bacteriology , V. 170, p. 1752-1758.

Kalmokoff, M. L. and Jarrell, K. F., 1991, Cloning and Sequencing of a Multigene Family
Encoding the Flagellins of Methanococcus voltae. Journal of Bacteriology, V. 173, p.
7113-7125.



VIII. Literaturverzeichnis

Kalmokoff, M. L., Koval, S. F., and Jarrell, K. F., 1992, Relatedness of the flagellins from
methanogens. Archives of Microbiology, v. 157, p. 481-487.

Koch, M. K. and Oesterhelt, D., 2005, MpcT is the transducer for membrane potential changes
in Halobacterium salinarum. Molecular Microbiology, v. 55, p. 1681-1694.

Koike, H., Yokoyama, K., Kawashima, T., Yamasaki, T., Makino, S.-I., Clowney, L., and Suzuki,
M., 2005, GATC Methylation by DAM methylase in archaea: its roles and possible
transcription regulation by an FFRP. Proccedings of Japan Academy, v. 81, p. 278-290.

Kokoeva, M. V., Storch, K., Klein, C., and Oesterhelt, D., 2002, A novel mode of sensory
transduction in archaea: binding protein-mediated chemotaxis towards osmoprotectants
and amino acids. The EMBO Journal, v. 21, p. 2312-2322.

Koval, S. F. and Jarrell, K. F., 1987, Ultrastructure and Biochemistry of the Cell Wall of
Methanococcus voltae. Journal of Bacteriology, V. 169, p. 1298-1306.

Konig, H., 1988, Archaeobacterial cell envelopes. Canadian Journal of Microbiology, V. 34, p.
395-406.

Kupper, J., Marwan, W., Typke, D., Griinberg, H., Uwer, U., Gluch, M., and Oesterhelt, D.,
1994, The Flagellar Bundle of Halobacterium salinarium Is Inserted into a Distinct Polar
Cap Structure. Journal of Bacteriology, v. 176, p. 5184-5187.

Kuwabra, T., Minaba, M., lwayama, Y., Inouye, l., Nakashima, M., Marumo, K., Maruyama, A.,
Sugai, A., Itoh, T., Ishibashi, J.-I., Urabe, T., and Kamekura, M., 2005, Thermococcus
coalescens sp. nov., a cell-fusing hyperthermophilic archaeon from Suiyo seamont.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, v. 55, p. 2507-2514.

Laemmli, U. K., 1970, Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, v. 227, p. 680-685.

LaPaglia, C. and Hartzell, P. L., 1997, Stress-induced production of biofilm in the
hyperthermophile Archaeoglobus fulgidus. Applied and Environmental Microbiology, V.
63, p. 3158-3163.

Larsen, S. H., Reader, R. W., Kort, E. N., Tso, W.-W., and Adler, J., 1974, Change in direction
of flagellar rotation is the basis of the chemotactic response in Escherichia coli. Nature
(London), v. 249, p. 74-77.

Lammli, U. K., 1970, Cleavage of structural proteins during assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, V. 227, p. 680-685.

Lechner, J. and Wieland, F., 1989, Structure and biosynthesis of prokaryotic glycoproteins.
Annual Reviews in Biochemistry, v. 58, p. 173-194.

Leisner, M., 2004, Archaeelle Zellanhange: Ultrastruktur-Darstellung-Fluoreszenz-Motilitat.
Li, C., Motaleb, A., Sal, M., Goldstein, S. F., and Charon, N. W., 2000, Spirochete periplasmic

flagella and motility. Journal of Molecular Microbiology and Biotechnology, v. 2, p. 345-
354.



VIII. Literaturverzeichnis 139

Li, C., Corum, L., Morgan, D., Rosey, E. L., Stanton, T. B., and Charon, N. W., 2000, The
spirochete FlaA periplasmic flagellar sheath protein impacts flagellar helicity. Journal of
Bacteriology, v. 182, p. 6698-6706.

Macnab, R. M., 1999, The Bacterial Flagellum: Reversible Rotary Propellor and Type Ill Export
Apparatus. Journal of Bacteriology, v. 181, p. 7149-7153.

Macnab, R. M., 2004, Type Il flagellar protein export and flagellar assembly. Biochimica et
Biophysica Acta, V. 169, p. 207-217.

Maeder, D. L., Weiss, R. B., Dunn, D. M., Cherry, J. L., Gonzalez, J. M., DiRuggiero, J., and
Robb, F. T., 1999, Divergence of the hyperthermophilic archaea Pyrococcus furiosus
and P. horikoshii inferred from complete genomic sequences. Genetics, V. 152, p. 1299-
1305.

Maniatis, T., Fritsch, E. F., and Sambrook, J., 1989, Molecular cloning: a laboratory manual.
New York, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Marsin, S. and Forterre, P., 1998, A rolling circle replication initiator protein with a nucleotidyl-
transferase activity encoded by the plasmid pGT5 from the hyperthermophilic archaeon
Pyrococcus abyssi. Molecular Microbiology, v. 27, p. 1183-1192.

Marwan, W., Alam, M., and Oesterhelt, D., 1991, Rotation and switching of the flagellar motor
assembly in Halobacterium halobium. Journal of Bacteriology, v. 173, p. 1971-1977.

Marwan, W. and Oesterhelt, D., 2000, Archaeal Vision and Bacterial Smelling. ASM News, V.
66, p. 83-89.

Mattick, J. S. and Alm, R. A., 1995, Common architecture of type 4 fimbriae and complexes
involved in macromolecular traffic. Trends in Microbiology, V. 3, p. 411-413.

Mattick, J. S., 2002, Type IV Pili and Twitching Motility. Annual Reviews in Microbiology, V. 56,
p. 289-314.

McBride, M. J., 2001, Bacterial gliding motility: multiple mechanisms for cell movement over
surfaces. Annual Reviews in Microbiology, v. 55, p. 49-75.

Metlina, A. L., 2004, Bacterial and Archaeal Flagella as Prokaryotic Motility Organelles.
Biochemistry (Moscow), V. 69, p. 1203-1212.

Mevarech, M. and Werczberger, R., 1985, Genetic transfer in Halobacterium volcanii. Journal of
Bacteriology, v. 162, p. 461-462.

Miller, J. H., 1972, Experiments in molecular genetics. New York, Cold Spring Harbor Laboratory
Press.

Mimori-Kiyosue, Y., Yamashita, I., Fujiyoshi, Y., Yamaguchi, S., and Namba, K., 1998, Role of
the outermost subdomain of Salmonella flagellin in the filament structure revealed by
electron cryomicroscopy. Journal of Molecular Biology, v. 284, p. 521-530.



VIII. Literaturverzeichnis 140

Mimori, Y., Yamashita, I., Murata, K., Fujiyoshi, Y., Yonekura, K., Toyoshima, C., and Namba,
K., 1995, The structure of the R-type flagellar filament of Salmonella at 9 A resolution by
electron cryomicroscopy. Journal of Molecular Biology, Vv. 249, p. 69-87.

Moissl, C., Rudolph, C., and Huber, R., 2002, Natural communities of novel archaea and
bacteria with a string-of-pearls-like morphology: molecular analysis of the bacterial
partners. Applied and Environmental Microbiology, v. 68, p. 933-937.

Moissl, C., Rudolph, C., Rachel, R., Koch, M., and Huber, R., 2003, In situ growth of the novel
SM1 euryarchaeon from a string-of-pearls-like microbial community in its biotope, its
physical separation and insights into its structure and physiology. Archives of
Microbiology, v. 180, p. 211-217.

Morand, P. C., Bille, E., Morelle, S., Eugéne, E., Beretti, J.-L., Wolfgang, M., Meyer, T. F.,
Koomey, M., and Nassif, X. , 2004, Type IV pilus retraction in pathogenic Neisseria is
regulated by PilC proteins. The EMBO Journal, v. 23, p. 2009-2017.

Morgan, D. G., Owen, G., Melanson, L. A., and DeRossier, D. J., 1995, Structure of bacterial
flagellar filaments at 11 A resolution: packing of the o-helices. Journal of Molecular
Biology, V. 249, p. 88-110.

Motaleb, A., Corum, L., Bono, L., Elias, A., Rosa, P., Samuels, D., and Charon, N. W., 2000,
Borrelia burgdorferi periplasmic flagella have both skeletal and motility functions.
Proceedings of the National Academy of Science USA, v. 97, p. 10899-10904.

Mukhopadhyay, B., Johnson, E. F., and Wolfe, R. S., 2000, A novel control pH, on the
expression of flagella in the hyperthermophilic strictly hydrogenotrophic
methanoarchaeon Methanococcus janaschii. PNAS, v. 97, p. 11522-11527.

Nather, D. J., Rachel, R., Wanner, G., Wirth, R., 2006, Flagella of Pyrococcus furiosus:
Multifunctional Organelles, Made for Swimming, Adhesion to Various Surfaces, and Cell-
Cell-Contacts. Journal of Bacteriology, v. 188, p. 6915-6923

Nagahisa, K., Ezaki, S., Fujiwara, S., Imanaka, T., and Takagi, M., 1999, Sequence and
transcriptional studies of five clustered flagellin genes from hyperthermophilic archaeon
Pyrococcus kodakaraensis KOD1. FEMS Microbiology Letters, v. 178, p. 183-190.

Neuhoff, V., Arold, N., Taube, D., and Erhardt, W., 1988, Improved staining of proteins in
polyacrylamide gels including isoelectric focusing gels with clear background at
nanogram sensitivity using Coomassie Brilliant Blue G-250 and R-250. Electrophoresis,
V.9, p. 255-262.

Ng, S. Y. M., Chaban, B., and Jarrell, K. F., 2006, Archaeal Flagella, Bacterial Flagella and
Type IV Pili: A Comparison of Genes and Posttranslational Modifications. Journal of
Molecular Microbiology and Biotechnolgy, v. 11, p. 167-191.



VIII. Literaturverzeichnis

Ng, W. V., Kennedy, S. P., Mahairas, G. G., Berquist, B., Pan, M., Shukla, H. D., Lasky, S. R.,
Baliga, N. S., Thorson, V. , Sbrogna, J., Swartzell, S., Weir, D., Hall, J., Dahl, T. A,,
Welti, R., Goo, Y. A., Leithauser, B., Keller, K., Cruz, R., Danson, M. J., Hough, D. W.,
Maddocks, D. G., Jablonski, P. E., Krebs, M. P., Angevine, C. M., Dale, H., Isenbarger,
T. A., Peck, R. F., Pohlschréder, M., Spudich, J. M., Jung, K. W., Alam, M., Freitas, M.,
Hou, S., Daniels, C. J., Dennis, P. P., Omar, A. D., Ebhardt, H., Lowe, T. M., Liang, P.,
Riley, M., Hood, L., and DasSarma, S., 2000, Genomic sequence of Halobacterium
species NRC-1. Proceedings of the National Academy of Science USA, v. 97, p. 12176-
12181.

Nicolaus, B., Manca, M. C., Romano, |, and Lama, L., 1993, Production of an
exopolysaccharide from two thermophilic archaea belonging to the genus Sulfolobus.
FEMS Microbiology Letters, v. 109, p. 203-206.

Nielsen, H., Engelbrecht, J., Brunak, S., and von Heinje, G., 1997, Identification of prokarytoic
and eukaryotic signal peptides and prediction of their cleavage sites. Protein
Engineering, v. 10, p. 1-6.

Notredame, C., Higgins, D., and Heringa, J., 2000, T-COFFEE: a novel method for multiple
sequence alignments. Journal of Molecular Biology, V. 302, p. 205-217.

Nutsch, T., Marwan, W., Oetserhelt, D., and Gilles, E. D., 2003, Signal Processing and Flagellar
Motor Switching During Phototaxis of Halobacterium salinarum. Genome Research , V.
13, p. 2406-2412.

Parge, H. E., Forest, K. T., Hickey, M. J., Christensen, D. A., Getzoff, E. D., and Tainer, J. A,,
1995, Structure of the fibre-forming protein pilin at 2.6 A resolution. Nature, v. 378, p.
32-38.

Patenge, N., Berendes, A., Engelhardt, H., Schuster, S. C., and Oesterhelt, D., 2001, The fla
gene cluster is involved in the biogenesis of flagella in Halobacterium salinarum.
Molecular Microbiology, v. 41, p. 653-663.

Peabody, C. R., Chung, Y. J., Yen, M., Vidal-Ingigliardi, D., Pugsley, A. P., and Saier, M. H. Jr.,
2003, Type Il protein secretion and its relationship to bacterial type IV pili and archaeal
flagella. Microbiology, v. 149, p. 3051-3072.

Polosina, Y. Y., Jarrell, K. F., Fedorov, O. V., and Kostyukova, A. S., 1998, Nucleoside
diphosphate kinase from haloalkalophilic archaeon Natronobacterium magadii:
purification and characterization. Extremophiles, v. 2, p. 333-338.

Poole, F. L. I., Gerwe, B. A., Hopkins, R. C., Schut, G. J., Weinberg, M. V., Jenney, F. E. Jr.,
and Adams, M. W. W., 2005, Defining genes in the genome of the hyperthermophilic
archaeon Pyrococcus furiosus: implications for all microbial genomes. Journal of
Bacteriology, v. 187, p. 7325-7332.

Pyatibratov, M. G., Leonard, K., Tarsov, V. Y., and Fedorov, O. V., 2002, Two immunologically
distinct types of protofilaments can be identified in Natrialba magadii flagella. FEMS
Microbiology Letters, v. 212, p. 23-27.



VIII. Literaturverzeichnis 142

Rachel, R., Wyschkony, 1., Riehl, S., and Huber, H., 2002, The ultrastructure of Ignicoccus:
evidence for a novel outer membrane and for intracellular vesicle budding in an
archaeon. Archaea, v. 1, p. 9-18.

Rice, P., Longden, I, and Bleasby, A., 2000, EMBOSS: The European Molecular Open
Software Suite. Trends in Genetics, V. 16, p. 276-277.

Rieger, G., Rachel, R., Herrmann, R., and Stetter, K. O., 1995, Ultrastructure of the
hyperthermophilic archaeon Pyrodictium abyssi. Journal of Structural Biology, v. 115, p.
78-87.

Rieger, G., 1998, Elektronenmikroskopische und biochemische Untersuchungen zum Aufbau
des Netzwerkes bei Pyrodictium.

Ring, G. and Eichler, J., 2004, Extreme Secretion: Protein Translocation Across the Archaeal
Plasma Membrane. Journal of Bioenergetics and Biomembranes, V. 36, p. 35-45.

Rinker, K. D. and Kelly, R. M., 1996, Growth Physiology of the Hyperthermophilic Archaeon
Thermococcus litoralis: Development of a Sulfur-Free Defined Medium, Characterization
of an Exopolysaccharide, and Evidence of Biofilm Formation. Applied and Environmental
Microbiology, V. 62, p. 4478-4485.

Robb, F. T., Maeder, D. L., Brown, J. R., DiRuggiero, J., Stump, M. D., Yeh, R. K., Weiss, R. B.,
and Dunn, D. M., 2001, Genomic sequence of the hyperthermophile Pyrococcus

furiosus: implications for physiology and enzymology. Methods in Enzymology, V. 330, p.
134-157.

Robinson, K. A. and Schreier, H. J., 1994, Isolation, sequence and characterization of the
maltose-regulated mirA gene from the hyperthermophilic archaeum Pyrococcus furiosus.
Gene, v. 151, p. 173-176.

Rosenshine, I., Tchelet, R., and Mevarech, M., 1989, The mechanism of DNA transfer in the
mating system of an archaebacterium. Science, v. 245, p. 1387-13809.

Rost, B., Yachdav, G., and Liu, J., 2004, The PredictProtein Server. Nucleic Acids Research
(Web Server issue), v. 32, p. W321-W326.

Rozen, S. and Skaletsky, H. J., 2000, Primer3 on the WWW for general users and for biologist
programmers. Totowa, NJ , Humana Press, p. 365-386.

Rudolph, C., Wanner, G., and Huber, R., 2001, Natural community of novel archaea and
bacteria growing in cold sulfurous springs with a string-of-pearls-like morphology. Applied
and Environmental Microbiology, V. 67, p. 2336-2344.

Rudolph, J. and Oesterhelt, D., 1996, Deletion Analysis of the che Operon in the Archaeon
Halobacterium salinarium. Journal of Molecular Biology, v. 258, p. 548-554.

Saiki, R. K., Scharf, S. J., Faloona, S. J., Mullis, K. B., Horn, G. T., Erlich, H. A., and Arnheim,
N., 1985, Enzymatic amplifiaction of -globin genomic sequences and restriction site
analysis for diagnosis of sickle cell anamia. Science, v. 230, p. 1350-1354.



VIII. Literaturverzeichnis 143

Saxton, W. 0., 1996, Distortion compensation, selective averaging, 3-D reconstruction, and
transfer function correction in a highly programmable system. Journal of Structural
Biology, Vv. 116, p. 230-236.

Schaegger, H. and von Jagow, G., 1987, Tricine-sodium dodecal sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis for the separation of proteins in the range from 1 to 100 kDa. Analytical
Biochemistry, v. 166, p. 368-379.

Scharf, B., 2002, Real-time imaging of fluorescent flagellar filaments of Rhizobium lupini H13-3:
flagellar rotation and pH-independent polymorphic transitions. Journal of Bacteriology, V.
184, p. 5979-5986.

Schmitt, R., 2003, Helix rotation model of the flagellar rotary motor. Biophysical Journal, v. 85, p.
843-852.

Schopf, S., 2006, Interaktionen von Pyrococcus furiosus mit biotischen und abiotischen
Oberflachen.

Schut, G. J., Zhou, J., and Adams, M. W. W., 2001, DNA Microarray Analysis of the
Hyperthermophilic Archaeon Pyrococcus furiosus: Evidence for a New Type of Sulfur-
Reducing Enzyme Complex. Journal of Bacteriology, v. 183, p. 7027-7036.

Schut, G. J., Brehm, S. D., Datta, S., and Adams, M. W. W., 2003, Whole-Genome DNA
Microarray Analysis of a Hyperthermophile and an Archaeon: Pyrococcus furiosus Grown
on Carbohydrates or Peptides. Journal of Bacteriology, v. 185, p. 3935-3947.

Serganova, I. S., Polosina, Y. Y., Kostyukova, A. S., Metlina, M. G., Pyatibratov, M. G., and
Fedorov, O. V., 1995, Flagella of halophilic archaea: biochemical and genetic analysis.

Biochemistry (Moscow), V. 60, p. 953 — 957.

Silverman, M. and Simon, M., 1974, Flagellar rotation and the mechanism of bacterial motility.
Nature (London), v. 249, p. 73-74.

Soto, G. E. and Hultgren, S. J., 1999, Bacterial adhesins: common themes and variations in
architecture and assembly. Journal of Bacteriology, v. 181, p. 1059-1071.

Southam, G., Kamokoff, M. L., Jarrell, K. F., Koval, S. F., and Beveridge, T. J., 1990, Isolation,
Characterization, and Cellular Insertion of the Flagella from Two Strains of the
Archaebacterium Methanospirilum hungatei. Journal of Bacteriology, v. 172, p. 3221-
3228.

Speranskii, V. V., Metlina, A. L., Novikova, T. M., and Bakeyeva, L. Y., 1996, Disk-like lamellar
structure as part of the archaeal flagellar apparatus. Biophysics, v. 41, p. 167-173.

Stetter, K. O., Konig, H., and Stackebrandt, E., 1983, Pyrodoctium gen. nov., a new genus of
submarine disc-shaped sulphur reducing archaeabacteria growing optimally at 105°C.
Systematic and Applied Microbiology, v. 4, p. 535-551.

Stone, K., LoPresti, M., Crawford, M., DeAnglis, R., and Williams, K., 1989, Enzymatic digestion
of proteins and HPLC peptid isolation. In: A practical guide to protein and peptide
purification for microsequencing. Ed.: P.Matsudaira. Academic Press Inc.



VIII. Literaturverzeichnis 144

Saiki, R. K., Gelfand, D. H., Stoffel, S., Scharf, S. J., Higuchi, R., Horn, G. T., Mullis, K. B., and
Erlich, H. A., 1988, Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable
DNA polymerase. Science, V. 239, p. 487-491.

Sakuraba, H., Utsumi, E., Schreier, H. J., and Ohshima, T., 2001, Transcriptional Regulation of
Phosphoenolpyruvate Synthase by Maltose in the Hyperthermophilic Archaeon,
Pyrococcus furiosus. Journal of Bioscience and Bioengineering, v. 92, p. 108-113.

Samatey, F. A., Imada, K., Nagashima, S., Vonderviszt, F., Kumasaka, T., Yamamoto, M., and
Namba, K., 2001, Structure of the bacterial flagellar protofilament and implications for a
switch for supercoiling. Nature, v. 410, p. 331-337.

Strom, M. S. and Lory, S., 1991, Amino Acid Substitutions in Pilin of Pseudomonas aeruginosa.
The Journal of Biological Chemistry, v. 266, p. 1656-1664.

Sumper, M., 1987, Halobacterial glycoprotein biosynthesis. Biochimica et Biophysica Acta, V.
906, p. 69-79.

Sutherland, I. W., 2001, Biofilm exopolysaccharides: a strong and sticky framework.
Microbiology , v. 147, p. 3-9.

Szurmant, H. and Ordal, G. W., 2004, Diversity in Chemotaxis Mechanisms among the Bacteria
and Archaea. Microbiology and Molecular Biology Reviews, v. 68, p. 301-319.

Tarasov, V. Y., Pyatibratov, M. G., Lang, S.-L., Dyall-Smith, M., and Fedorov, O. V., 2000, Role
of flagellins from A and B loci in flagella formation of Halobacterium salinarum. Molecular
Microbiology, v. 35, p. 69-78.

Thomas, N. A,, Bardy, S. L., and Jarrell, K. F., 2001a, The archaeal flagellum: a different kind of
prokaryotic motility structure. FEMS Microbiology Reviews, V. 25, p. 147-174.

Thomas, N. A. and Jarrell, K. F., 2001b, Characterization of Flagellum Gene Families of
Methanogenic Archaea and Localization of Novel Flagellum Accessory Proteins. Journal
of Bacteriology, V. 183, p. 7154-7164.

Thomas, N. A., Chao, E. D., and Jarrell, K. F., 2001c, Identification of amino acids in the leader
peptide of Methanococcus voltae preflagellin that are important for posttranslational
processing. Archives of Microbiology, v. 175, p. 263-269.

Trachtenberg, S. and Gilad, R., 2001, A bacterial linear motor: cellular and molecular
organization of the contractile cytoskeleton of the helical bacterium Spiroplasma
melliferum BC3. Molecular Microbiology, v. 41, p. 827-848.

Trachtenberg, S., Galkin, V. E., and Egelman, E. H., 2005, Refining the Structure of the
Halobacterium salinarum Flagellar Filament Using the lterative Helical Real Space
Reconstruction Method: Insights into Polymorphism. Journal of Molecular Biology, V.
246, p. 665-676.

Tran, T. T., Dam, P., Su, Z., Il, F. L. P., Adams, M. W. W., Zhou, G. T., and Xu, Y., 2007,
Operon prediction in Pyrococcus furiosus. Nucleic Acids Research, v. 35, p. 11-20.



VIII. Literaturverzeichnis 145

Turner, L., Ryu, S., and Berg, H. C., 2000, Real-time imaging of fluorescent flagellar filaments.
Journal of Bacteriology, v. 182, p. 2793-2801.

Tusnady, G. E. and Simon, 1., 1998, Principles governing amino acid composition of integral
membrane proteins: application to topology prediction. Journal of Molecular Biology, V.
283, p. 489-506.

Tusnady, G. E. and Simon, I., 2001, THE HMMTOP transmembrane topology prediction server.
Bioinformatics, v. 17, p. 849-850.

Typke, D., Nitsch, M., Moéhrle, A., Hegerl, R., Alam, M., Grogan, D., and Trent, J., 1998,
Structural studies of the flagellar filament of some archaebacteria. Inst.Phys.Conf.Ser., v.
93, p. 379-380.

Upreti, R. K., Kumar, M., and Shankar, V., 2003, Bacterial glycoproteins: functions, biosynthesis
and applications. Proteomics, v. 3, p. 363-279.

Vassilenko, K. S., Rachel, R., and Kostyukova, A. S., 1994, Structural studies of Pyrococcus
furiosus flagella. Abstracts of the International Symposium of Biological Motility, p. 289.

Voisin, S., Houliston, R. S., Kelly, J., Brisson, J., Watson, D., Bardy, S. L., Jarrell, K. F., and
Logan, S. M., 2005, Identification and Characterization of the Unique N-Linked Glycan
Common to the Flagellins and S-layer Glycoprotein of Methanococcus voltae. The
Journal of Biological Chemistry, v. 280, p. 16586-16593.

Walker, J. E., Kay, C. A., and Paranchych, W., 1982, Distantly related sequences in the alpha-
and beta-subunits of ATP synthase, myosin, kinases and other ATP-requiring enzymes
and a common nucleotide binding fold. EMBO Journal, v. 1, p. 945-951.

Wanner, G., Formanek, H., Galli, D., and Wirth, R., 1989, Localization of aggregation
substances of Enterococcus faecalis after induction by sex pheromones. Archives of
Microbiology, v. 151, p. 491-497.

Ward, D. E., Revet, I. M., Nandakumar, R., Tuttle, J. H., deVos, W. M., van de Ost, J., and
DiRuggiero, J., 2002, Characterization of plasmid pRT1 from Pyrococcus sp. strain JT1.
Journal of Bacteriology, v. 184, p. 2561-2566.

Weinberg, M. V., Jenney, F. E. Jr., Cui, X., and Adams, M. W. W., 2004, Rubrerythrin from the
Hyperthermophile Archaeon Pyrococcus furiosus Is a Rubredoxin-Dependent, Iron-
Containing Peroxidase. Journal of Bacteriology, v. 186, p. 7888-7895.

Wieland, F., Paul, G., and Sumper, M., 1985, Halobacterial Flagellins Are Sulfated
Glycoproteins. The Journal of Biological Chemistry, v. 260, p. 15180-15185.

Wimmer, N., 2007, Expression und funktionelle Charakterisierung von Teilbereichen des
archaeellen Flagellins FlaB2 aus Pyrococcus furiosus.

Wolfgang, M., vanPutten, J. P. M., Hayes, S. F., Dorward, D., and Koomey, M., 2000,
Components and dynamics of fiber formation define a ubiquitous biogenesis pathway for
bacterial pili. The EMBO Journal, v. 19, p. 6408-6418.



VIII. Literaturverzeichnis 146

Wolgemuth, C., Hoiczyk, E. T., Kaiser, D., and Oster, G., 2002, How myxobacteria glide.
Current Biology, V. 12, p. 369-377.

Yonekura, K., Maki, S., Morgan, D. G., DeRossier, D. J., Vonderviszt, F., Imada, K., and
Namba, K., 2000, The bacterial flagellar cap as the rotary promoter of the bacterial
flagellar filament self-assembly. Science, v. 290, p. 2148-2152.

Yonekura, K., Maki-Yonekura, S., and Namba, K., 2003, Complete anatomic model of the

bacterial flagellar filament by electon electron cryomicroscopy. Nature, V. 424, p. 643-
650.

Zacharius, R. M., Zell, T., Morrison, J. H., and Woodlock, J. J., 1969, Glycoprotein staining
following electrophoresis on acrylamide gels. Analytical Biochemistry, v. 30, p. 148-152.

Zillig, W., Holz, 1., Klenk, H. P., Trent, J., Wunderl, S., Janekovic, D., Imsel, E., and Haas, B.,
1987, Pyrococcus woesei, sp. nov., an ultra-thermophilic marine Archaebacterium,
representing a novel order, Thermococcales. Systematic and Applied Microbiology, V. 9,
p. 62-70.



Ich versichere hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit selbststandig verfasst und
keine anderen als die angegebenen Hilfsmittel bentitzt habe.




So eine Arbeit wird ja bekanntlich nie wirklich fertig.... Am Ende dieser Arbeit noch der

DO n k an wichtige Menschen, die mir mit Rat und Tat zur Seite standen:

Prof. Dr. Reinhard Wirth, der mir die Méglichkeit gab, mich mit diesem Thema wéhrend meiner Doktorarbeit
auseinander zu setzen. Er hat es in einzigartiger Weise geschafft, mir Freiheiten zur Verwirklichung meiner
Ideen einzurédumen, mich bei Niederschlégen zu ermuntern und die Freude Uber Erfolge mit uns zu teilen.
Vielen Dank fir die unermidliche Diskussions- und Hilfsbereitschaft, die Méglichkeit an diversen Tagungen
teilzunehmen, die haufigen Gesprdche zwischen Tuor und Angel bzw. Telefon und natirlich nicht zu
vergessen: die tollen Gartenfeste!!!

Prof. Dr. Michael Thomm, fir die Méglichkeit diese Dissertation an seinem Lehrstuhl anfertigen zu kénnen
und alle Ratschlédge und Diskussionen.

Prof. Dr. Gerhard Wanner, am botanischen Institut der Minchner Universitat for all die fleiligen
Arbeitsstunden am Rasterelektronenmikroskop und die stete Begeisterung fir die kleinen und grofien
mikrobiologischen Fragestellungen!

Die Mitarbeiter des Lehrstuhls! Besonderer Dank fir die Aufnahme im Isotopenlabor gilt Souad Naii,
Sebastian Grinberg, Mirjam Zeller, Melanie Surma und Annette Keese, die immer ein Plétzchen fir mich frei
hatten. Danke an Elisabeth Nagelfeld, auch fir die Gespréche Gber "die Weisheit der Rothaarigen'... lhr alle
habt mir immer geholfen, wenn ich Hilfe brauchte! Vielen Dank natirlich auch an alle die hier namentlich
nicht genannt wurden!

Das Elekironenmikroskopie-Team - leider verzogen, aber nicht vergessen! Danke an PD Dr. Reinhard Rachel
for die notzlichen Tipps und die Méglichkeit das EM trotz Umzug an den Lehrstuhl von Prof. Dr. Ralph
Witzgall weiterhin nutzen zu kénnen. Danke an die "Ex-Kellerkinder" Tillmann Burghardt, Sonja Girster, Caro
Meyer, Andreas "Flash" Klingl, Thomas Menzl, Benny Junglas und Manfred Saller fir die Unterstitzung, die
tollen Gespréche und Festel

Die Kellerkinder der AG Wirth! Ich hétte es nie geglaubt, aber es funktioniert phantastisch wenn viele Frauen
zusammen arbeiten! Danke an Elke Samberger, die mir in den gesamten, knapp vier Jahren meiner
Dissertation zur Seite stand! Vielen Dank an Gabi Kunz, fir die lustige Zeit im Labor und die Schweizer
Schoki. Christine Thoma, fir deine Freundschaft, die wissenschaftlichen Diskussionen, Gespréche Gber
Ménner und eiskalte Schokolade die auch in Minchen lecker istl Danke an Simone Schopf, du bist mir in
den Jahren eine sehr gute Freundin geworden! Vielen Dank fir die wissenschaftlichen Gespréache bei Speis
und Trank, Gber Ménner (natirlich...) und diversen "Kleinkram". Danke an Michaela Stieglmeier fur die
Freundschaft, gemeinsame Begeisterung firs Klettern und die vielen Gespréche. Christine Moissl, danke fir
alles! Das Auffihren wirde Seiten fullen! Danke an die Médls, die sich neben der harten Arbeit im Labor
auch fir (meine) "Sport-Spinnerei" begeisterten: Claudia Held, Andrea Kopp, Katrin Dietl, Annett Bellack und
Monika Frank. Danke auch an Madeleine Leisner, Daniel Miller, Nadin Wimmer, Fabian Bréckelt und alle
die ich jetzt vermutlich vergessen habe.

Die Kellerkinder der Fermentation! Danke an die starken Kerle im Keller, Thomas Hader und Konrad
Eichinger, fur die Unterstitzung bei der Fermentation und der Hilfe bei allen anderen Fragen und
Schwierigkeiten und Problemchen.

Meinen Freunden, die sich aller meiner Probleme, egal ob als Voll- oder Nicht-Wissenschaftler annahmen!
Danke an meine Familiel

Meine Eltern Heidemarie und Max Néther, ohne deren Unterstitzung ich heute nicht hier wére! Danke an
meine Geschwister Caroline (Nini, the Carotto) und Markus fir alle Gespréche, die gemeinsamen
Spieleabende, mal wieder bei (veganer) Speis und Trank und einfach dafir, dass wir Geschwister sind!

Danke an Nils! Fir den Glauben an mich, mindestens eine Trilliarde Telefonminuten, deine Freundschaft
und deine Unterstitzung, auch in den allerschlimmsten Zeiten und deine Liebel!



	A_Titel
	                                 DISSERTATION

	B_Prüfungsausschuss_version2
	Die Arbeit wurde angeleitet von: Prof. Dr. R. Wirth

	C_Sprüchle
	D_Inhaltsverzeichnis
	E_Einleitung
	I. Einleitung

	F_MatMat
	II. Material und Methoden
	                               Chemikalie
	                           Bezugsquelle

	Substanz
	     Kulturensammlung
	Pyrococcus woesei AN1
	        BRB= Bakterienbank Regensburg; BB LRW= Bakterienbank Labor R. Wirth
	         Filter




	G_Ergebnisse_Teil1
	III. Ergebnisse
	Flagellenpräp.
	Gene
	PF0329
	PF0329




	H_Ergebnisse_Teil2
	PF0329

	I_Diskussion
	IV. DISKUSSION

	J_Zusammenfassung
	V. Zusammenfassung

	K_Abkuerzungsverzeichnis
	VI. Abkürzungsverzeichnis
	 Code
	Präfix


	L_Anhang_Teil1_mod
	VII. Anhang
	1. Sequenzalignments der Fla-Proteine von P. furiosus


	M_Anhang_Teil2
	N_Literaturliste
	R1
	VIII. Literaturverzeichnis

	R2
	R3
	R4
	R5
	R7
	R8
	R9
	R10
	R12
	R13
	R14
	R15
	R16
	R17

	O_Versicherung_Version2
	R_Danksagung_nicht_ausführlich_Herr_Wanner

