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6.3 Arbeiten mit Proteinen

6.3.1 Auflenmembranproteinpriparation

Um die Lokalisierung der Autotransporterproteine zu tiberpriifen, miissen die einzelnen
Kompartimente der Bakterienzelle voneinander getrennt und die Aulenmembranprote-
ine angereichert werden. Nachdem kleinere Modifizierungen vorgenommen worden

waren, fand die Methode nach Hantke (Hantke, 1981) Verwendung.

Eine Ubernachtkultur (20 ml LB-Selektionsmedium) wurde mit einer Kolonie einer
Plattenkultur inokuliert und bei 37 °C und 200 rpm angezogen. Die Hauptkultur (Selek-
tionsmedium, 10 mM Mercaptoethanol) wurde mit 1/100 ihres Volumens an Uber-
nachtkultur (gewaschen) inokuliert und bis zu einer optischen Dichte (OD) von 0,5 im
Schiittelinkubator bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Stand die Translation unter der
Kontrolle eines konstitutiven Promotors, wurden die Zellen jetzt abgeerntet. Stand die
Translation unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors, wurde die Kultur in
zwel gleiche Teile geteilt. Ein Teil blieb unbehandelt (Negativkontrolle) (Negativkon-
trolle), im anderen Teil wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM Isopro-
pylthiogalactosid eine Stunde bei 37 °C und 200 rpm induziert. Die Proben wurden
fiinfzehn Minuten bei 4 °C gelagert und die Zellen in der Sorvall RC 5C Plus Zentrifuge
zehn Minuten bei 5000 rpm sedimentiert. Die sedimentierten Bakterien wurden in 1,5
ml 0,2 M Tris/HCI pH 8 resuspendiert und nacheinander unter gelegentlichem Vortexen
0,1 ml 1 M Saccharose, 0,1 ml 10 mM EDTA, 0,1 ml Lysozym-L6sung (10 mg/ml) und
3,2 ml Reinstwasser zugefiigt. Nach einer zehnminiitigen Inkubation bei Raumtempe-
ratur wurden die Proben auf Eis gestellt und nacheinander unter gelegentlichem Vorte-
xen 0,05 ml 100 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), 0,01 ml einer Aprotininlo-
sung (10 mg/ml), 5 ml Extraktionspuffer und 0,1 ml einer DNase I-Losung (1 mg/ml)
hinzu pipettiert. Die aufgeschlossenen Bakterien wurden 20-30 Minuten auf Eis inku-
biert und die Zelltriimmer durch eine fliinfminiitige Zentrifugation bei 4500 rpm abge-
trennt. Der Uberstand wurde in neue Zentrifugenbecher iiberfiihrt und die Zellmembra-
nen durch eine zehnminiitige Zentrifugation bei 18000 rpm sedimentiert. Das Sediment
wurde durch kurzes Schwenken mit 5 ml einer 1% N-Lauryl-Sarcosinat-Natrium-L6-
sung gewaschen, erneut zehn Minuten bei 18000 rpm sedimentiert und in 5 ml

Reinstwasser resuspendiert. Nach einem weiteren zehnminiitigen Zentrifugationsschritt
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bei 18000 rpm wurde das pelletierte Material in 1 ml Reinstwasser aufgenommen und in
der Hettich Universal 32 R Tischzentrifuge zehn Minuten bei 15000 rpm zentrifugiert.
Die GroBe des Sedimentes wurde visuell abgeschétzt, die gleiche Menge Reinstwasser
und die anderthalbfache Menge an 2 x Sample-Buffer hinzugefiigt. Die Probe wurde
weitgehend gelost und zehn Minuten bei 95 °C aufgekocht. Die Lagerung erfolgte bei
4 °C oder — 20 °C im Kiihl- bzw. Gefrierschrank.

6.3.2 Proteaseverdau ganzer Zellen

Zum Nachweis der Oberfldchenstindigkeit des Passagieranteils des Autotransporter-
proteins konnen verschiedene Methoden herangezogen werden. Ist ein Teil des Proteins
nach auflen gerichtet und damit nicht durch die Bakterienmembranen abgeschirmt, so
kann er durch extrazelluldr zugesetzte Proteasen abverdaut werden. Die Proteasen Pro-
teinase K und Trypsin konnen die intakte Zellmembran nicht {iberqueren und haben

Schnittstellen in den nach auflen gerichteten Teilen des Proteins.

Eine Ubernachtkultur (20 ml Selektionsmedium) wurde mit einer Kolonie beimpft und
bei 37 °C und 200 rpm angezogen. Die Hauptkultur (Selektionsmedium, 10 mM Mer-
captoethanol) wurde mit 1/100 ihres Volumens an Ubernachtkultur versetzt und bei
37 °C und 200 rpm bis zu einer optischen Dichte von 0,5 angezogen. Stand die Transla-
tion unter der Kontrolle eines konstitutiven Promotors, wurden die Zellen jetzt abge-
erntet. Stand die Translation unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors, wurde
die Kultur in zwei gleiche Teile geteilt. Ein Teil blieb unbehandelt (Negativkontrolle),
im anderen Teil wurde die Proteinexpression durch Zugabe von 1 mM Isopropylthio-
galactosid eine Stunde bei 37 °C und 200 rpm induziert. Die Induktion wurde durch
eine fuinfzehnminiitige Inkubation bei 4 °C abgestoppt und die Zellen durch Zentrifuga-
tion (zehn Minuten bei 5000 rpm) in der Sorvall RC 5C Plus Zentrifuge abgeerntet. Die

Sedimente wurden zweimal mit 5 ml 0,2 M Tris/HCI pH 8 gewaschen.

Wurde die Probe mit Proteinase K verdaut, so wurden 12,5 pul einer Lésung (50 pg/ml)
der Protease mit den in 5 ml 0,2 M Tris/HCI pH 8 resuspendierten Bakterien gemischt

und eine Stunde im 37 °C warmen Wasserbad inkubiert.

Wurde die Probe mit Trypsin verdaut, fanden zwei unterschiedliche Protokolle Ver-

wendung, die beide zum gewiinschten Erfolg fiihrten. Im ersten Fall wurden 50 pl einer
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2,5%igen Losung mit den in 5 ml 0,2 M Tris/HCI pH 8 resuspendierten Zellen eine
Stunde im 37 °C warmen Wasserbad inkubiert. Im zweiten Fall wurden 150 pl einer
2,5%igen Losung in 1 ml der Zellsuspension (in 0,2 M Tris/HCI pH 8) verdiinnt, 30
Minuten auf Eis inkubiert, 10 pl einer 1 M CaCl, Losung hinzu pipettiert und weitere

30 Minuten bei 37 °C verdaut.

Alle Verdaue wurden durch dreimaliges Waschen mit Tris/HCI + 10% FCS abgestoppt

und die Membranisolierung wie unter 6.3.1 durchgefiihrt.

6.3.3 Fillung loslicher Proteine mit Trichloressigsiure
In einigen Fillen war es notig, Proteine, die sich in Losung befanden, zu féllen, um sie

aufzukonzentrieren und mit Hilfe der SDS-PAGE aufzutrennen.

Zu der Losung, in der sich die Proteine von Interesse befanden, wurde soviel 100%ige
Trichloressigsdurelosung (500 g Trichloressigsdure (TCA) in 227 ml Reinstwasser ge-
16st) gegeben, dass sich eine TCA-Endkonzentration von 10% ergab. Die Fallung wurde
durch eine dreiffigminiitige Inkubation bei 4 °C im Eis vervollstdndigt und die ausge-
fillten Proteine zehn Minuten bei 18000 rpm sedimentiert. Das Sediment wurde zwei-
mal mit 5 ml Reinstwasser gewaschen und mit 2 x Sample-Buffer (reduzierend) unter
Kochen in Losung gebracht. Schlug der im Sample-Buffer enthaltene Indikator Brom-
phenolblau aufgrund von TCA-Riickstinden nach gelb um, wurde solange mit Natron-

lauge alkalisiert und aufgekocht bis die Probe eine blaue Farbe annahm.

6.3.4 Hitzedenaturierung hoherer Strukturen bakterieller Proteine
Von bakteriellen Tertidrstrukturen wie dem [B-Fass, das sich aus B-Faltbléttern zusam-
mensetzt, ist bekannt, dass fiir ihre Denaturierung durch Hitze hohere Temperaturen

benotigt werden als bei anderen strukturellen Elementen (Heller, 1978).

Die AuBenmembranen des zu untersuchenden Bakterienstammes wurden wie unter
6.3.1 aufgereinigt und in reduzierendem Sample-Buffer gelost. Je ein Teil wurde zehn
Minuten bei 37 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C, 90 °C und 100 °C hitzedenaturiert, so-
fort auf Eis gestellt und bis zur weiteren Verwendung bei — 20 °C gelagert.
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6.3.5 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine binden das negativ geladene Detergens Sodiumdodecylsulfat (SDS) in stochio-
metrischen Mengen. Dabei werden hohere Strukturen entfaltet, das Protein streckt sich
und bildet mit dem Detergenz eine negativ geladene micellenartige Struktur. Die Auf-
trennung durch Elektrophorese erfolgt aufgrund des Molekulargewichtes, da die Eigen-

ladung der Proteine tiberdeckt ist und damit vernachléssigt werden kann.

Elektrophorese ist die Wanderung geladener Teilchen in einem elektrischen Feld. Bei
der Polyacrylamidgelelektrophorese bilden Acrylamid und quervernetzendes Bisacryl-
amid eine Matrix. Die Polymerisation wird durch den Radikalbildner Ammoniumper-
oxodisulfat (APS) gestartet. Die Porengréf3e und damit auch die Trennleistung des Gels

kann gezielt durch die Menge an Acrylamid und Bisacrylamid gesteuert werden.

Nach Lammli wurden unterschiedliche Puffersysteme verwendet, um die Trennschirfe
zu steigern. Es wurden Gelelektrophoresen in vertikalen Flachbettgelen mit Sammel-
und Trenngel durchgefiihrt. Die Proteine wurden zuerst in einem Feldstiarkegradienten
fokussiert und autkonzentriert, um dann nach ihrem Molekulargewicht getrennt zu wer-
den. Es wurden je nach Anwendung 10 oder 12,5%ige Gele verwendet. Die Auf-
trennung erfolgte in 1 x SDS-Laufpuffer bei 120 V in einer Miniprotean Tetra Cell Ap-
paratur (Bio-Rad, Miinchen), die Trennstrecke variierte, meist wurde gestoppt nachdem

die Bromphenolblau Front fiinfzehn Minuten aus dem Gel gelaufen war.

6.3.6 Firbung von SDS-Gelen

Nach der SDS-PAGE wurde das Gel in einer Losung von Coomassie Brilliantblau R-
250 15-30 Minuten unter Schiitteln geférbt. Der Farbstoff lagert sich an die basischen
Seitenketten der Proteine an und kann nur schwer wieder entfernt werden. Der Hinter-
grund der Gele wurde durch Schiitteln in 10%iger Essigsdure iiber Nacht entfirbt.
Durch mehrmaliges zehnsekiindiges Erhitzen in der Mikrowelle im Defrost-Modus
kann dieser Vorgang beschleunigt werden. Die Gele wurden auf einen Transilluminator

gelegt und mit einem Videodokumentationssystem dokumentiert.
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6.3.7 Western Blot
Mit Hilfe des Western Blot Verfahrens werden Proteine von einem SDS-Gel elektro-

phoretisch auf eine hydrophobe Membran iibertragen und immobilisiert.

Es wurde die Methode des Tank- oder Wet-Blot in der Miniprotean Tetra Cell Appara-
tur (Bio-Rad) angewendet. Ein der GroB3e des Gels entsprechendes Stiick der hydropho-
ben PVDF-Membran wurde eine Minute mit Methanol benetzt und zehn Minuten in
eiskaltem Transferpuffer eingelegt. Das SDS-Gel, das Filterpapier und die Fiber-Pads
wurden ebenfalls in Transferpuffer dquilibriert. Auf die Kathode der Apparatur wurde
ein Fiber-Pad, ein Filterpapier und das Gel gelegt. Die Membran wurde luftblasenfrei
aufgelegt, ein weiteres Filter-Paper und Fiber-Pad und die Anode platziert. Die kom-
plette Apparatur wurde mit eiskaltem Transferpuffer gefiillt, ein Kiihlakku eingelegt
und in eine Eisbox gestellt. Zur Ubertragung der Proteine wurde eine Spannung von 100
V fiir eine Stunde angelegt. Die Membran wurde mit einer Pinzette entfernt und {iber

Nacht die unspezifischen Bindungsstellen mit TBS pH 7,4 + 3% BSA geblockt.

6.3.8 Immunofirbung

Die transferierten Proteine sollten sichtbar gemacht werden. Fast alle untersuchten Kon-
strukte enthielten das PEYFK-Epitop, wodurch es moglich war, das Protein mit spezifi-
schen Antikorpern zu koppeln.

Die tiber Nacht geblockte Membran wurde drei Stunden in einer Losung eines Maus-
Anti-PEYFK-Primérantikorper (1:35 verdiinnt in 10 ml TBS 1x + 3% BSA, aus mo-
noklonaler Maus Hybridoma Zelllinie Dii 142) inkubiert, dreimal fiinf Minuten mit TBS
+ 0,1% Tween 20 gewaschen und zwei Stunden in einer Losung eines Ziege-Anti-
Maus-Sekundirantikorpers (1 pl Goat-Anti-Mouse-AK in 10 ml TBS 1x + 3% BSA),
der mit alkalischer Phosphatase gekoppelt ist, geschiittelt. Nach dreimaligem Waschen
mit TBS + 3% BSA und einmaligem Waschen mit TBS wurde ein Gemisch von 10 ml
Inkubationspuffer, 66 ul einer Stammlosung von Nitroblautetrazoliumchlorid und 33 pl
einer Stammlosung von 5-Bromo-4-Chloro-Indolylphosphat auf die Membran geschiit-
tet. Nach fiinf bis zehn Minuten Inkubation im Dunkeln bildete sich an den Stellen, an
denen der Antikdrper gebunden hatte und damit das Enzym immobilisiert vorlag, ein

rot-violettes Formazan.



52 6 Methoden

6.3.9 Sequenzanalyse durch Edman-Abbau

Eine weitere Methode zur Aufkldrung der N-terminalen Aminoséuresequenz von Pro-
teinen ist der Edman-Abbau (Edman, 1949). Dabei wird die Peptidkette schrittweise
abgebaut. Durch Zugabe von Phenylisothiocyanat im basischen Milieu wird die N-ter-
minale Aminosdure des Peptids markiert. Es entsteht ein Phenylthiocarbamoylderivat.
Unter schwach sauren Bedingungen wird die endstdndige Aminosdure als zyklisches
Derivat abgespalten welches sich zu einem Phenylthiohydantoin (PTH) umlagert. Die
restliche Peptidekette bleibt erhalten und kann weiter abgebaut werden. Mittels Chro-
matographie lassen sich nun die einzelnen PTH gekoppelten Aminosduren nachweisen.

Es gelingt Ketten von bis zu 30-40 Aminoséduren Lénge zu sequenzieren.

Das Auflenmembranisolat von Interesse wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die
Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert. Um die Probe nicht mit Glycin zu verun-
reinigen, fand ein spezieller glycinfreier Transferpuffer (10 mM CAPS, 10% Methanol)
Verwendung. Die Banden wurden mit Ponceau S Losung (0,2% Ponceau S, 1% Essig-
sdure) angefirbt, die Bande, die untersucht werden sollte, mit einem sauberen Skalpell
ausgeschnitten und zum Zentrum fiir Molekulare Medizin der Universitit Koln

(ZMMK) geschickt.

6.3.10 Sequenzanalyse durch Peptide-Mass-Fingerprinting
Ein weiteres Verfahren zur Bestimmung einer Peptidsequenz ist das Peptide-Mass-
Fingerprinting. Das Protein von Interesse wird dabei tryptisch im Gel verdaut, die

Fragmente chromatographisch aufgetrennt und per LC-MS-MS ihre Masse bestimmt.

Ein AuBenmembranproteinisolat wurde durch SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine
mit Coomassie Brilliantblau angeférbt. Die Bande von Interesse wurde ausgeschnitten
und in ein Reaktionsgefdll gebracht. Dieses wurde dem Biologisch-Medizinischen-For-

schungszentrum (BMFZ) Diisseldorf zur Analyse tibergeben.

6.4 Chemikalien

2-Mercaptoethanol Roth
Agar-Agar Roth
Agarose NEEO Ultra-Qualitit Roth



