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Zusammenfassung 1

Zusammenfassung

Diese Arbeit dokumentiert die Ergebnisse der Untersuchungen des bakteriellen Cytoskeletts
von Spiroplasma melliferum, die durch Anwendung der Kryo-Elektronentomographie und

biochemischer Methoden gewonnen wurden.

Die Elektronentomographie ist eine Abbildungstechnik, die eine drei-dimensionale (3-D)
Abbildung pleomorpher, biologischer Objekte, wie z.B. Zellen, Organellen, Viren oder
Proteine, mit einer Auflosung von derzeit 4-6 Nanometern ermoglicht. Durch Kombination
mit Kryo-Priparationsmethoden, d.h. der Einbettung der Probe in einen amorphen Eisfilm,
kann das Objekt in einem quasi-nativen Zustand untersucht werden. Diese Technik eignet sich
daher bestens, um die Struktur und rdumliche Anordnung abbildbarer makromolekularer
Aggregate eines Organismus aufzukléren.

Ein limitierender Faktor fiir die Elektronentomographie ist die GréBe des zu untersuchenden
Objekts, welches eine Dicke von weniger als einem Mikrometer aufweisen sollte. Aus diesem
Grund wurde fiir diese Arbeit das helikale Bakterium S. melliferum (Klasse Mollicutes)
ausgewdhlt, welches einen Durchmesser von etwa 200 nm hat und nach bisherigen

Untersuchungen ein Cytoskelett aufweisen soll.

Um die Existenz dieses Cytoskeletts zu iiberpriifen und einen detaillierten Einblick in dessen
Struktur, Funktionsweise und Zusammensetzung zu erhalten, wurden in dieser Arbeit
Elektronentomogramme aufgenommen, computergestiitzte Bewegungsmodelle aufgestellt und
biochemische Untersuchungen der Cytoskelett-Filamente durchgefiihrt.

Die elektronentomographische Datenaufzeichnung ganzer Zellen erfolgte mit Hilfe eines 300
kV Transmissions-Elektronenmikroskops, welches mit einer Feldemissionskathode und einem
Energiefilter ausgestattet ist. Der Energiefilter ermoglicht die Abtrennung inelastisch
gestreuter Elektronen, die sich durch Kontrasterniedrigung negativ auf die Bildaufhahmen
auswirken wiirden. Dennoch weisen die Tomogramme aufgrund der niedrigen
Elektronendosis, die fiir vitrifizierte, biologische Proben unabdingbar ist, ein geringes Signal-

zu-Rausch-Verhiltnis auf.

In den aufgenommenen Tomogrammen konnte ein Cytoskelett nachgewiesen werden,

welches aus drei Béndern aus parallel angeordneten Filamenten unterschiedlicher Dicke
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besteht. Zwischen zwei Béndern aus je fiinf dicken (11 nm) Filamenten liegt ein Band aus
neun diinnen (4 nm) Filamenten. Diese Filamentbédnder erstrecken sich helikal, dicht unterhalb
der Zellmembran, liber die ganze Lénge der Zelle. Durch Western-Blot-Analyse und
Sequenzierung konnten desweiteren zwei Filament-bildende Proteine nachgewiesen werden,
das sogenannte ,Fibril“-Protein und das Aktin-dhnliche Protein MreB. Isolierungs- und
Aufreinigungsversuche  gelangen  nur  fiir das  ,Fibril“-Protein, fiir = das
elektronenmikroskopisch gezeigt werden konnte, dafl es etwa 10 nm dicke Filamente bildet.
Es wird angenommen, da3 das Protein MreB die diinnen Filamente bildet, welche jedoch sehr
instabil sind und daher bei der Isolierung zerfallen. Die aufgestellten Bewegungsmodelle
lieBen zudem eine Erkldarung verschiedener Bewegungsmechanismen dieser schwimmenden
Bakterien zu. Demnach ermdglichen Léngen- oder Abstandsdnderungen der beiden duferen
Filamentbdnder mittels des dazwischen liegenden Bandes eine Fortbewegung dieser

Bakterien.
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Abstract

This work documents the results of the investigations of the bacterial cytoskeleton of
Spiroplasma melliferum, which have been obtained using cryo-electron tomography and

biochemical methods.

Electron tomography is an imaging technique that is presently capable of providing three-
dimensional (3-D) images of pleomorphic, biological objects such as cells, organelles, viruses
or proteins at a resolution of 4-6 nanometers. In combination with cryo-preparation
techniques, which means embedding of the specimen in amorphous ice, the object can be
investigated in a close-to-native state. Therefore, this technique is most suitable to reveal the
structure and spatial arrangement of illustratable macromolecular aggregates of an organism.

A limiting factor for electron tomography is the size of the investigated object, which should
have a thickness of less than one micrometer. For this reason the helical bacterium S.
melliferum (class Mollicutes), which has a diameter of about 200 nm and has a cytoskeleton

according to previous investigations, was chosen for this work.

Apart from the recording of electron tomograms, computer-based motility models were built
up and biochemical investigations of the cytoskeletal filaments were performed in this work
in order to examine the existence of this cytoskeleton and to get a detailed insight into its
structure, function and composition.

The electron tomographic data acquisition of whole cells was performed using a 300 kV
transmission electron microscope, equipped with a field emission gun and an energy filter.
The energy filter enables the separation of inelastically scattered electrons, which would have
a negative effect on image acquisition due to contrast reduction. Nevertheless, the tomograms
show a low signal-to-noise ratio due to the low electron dose, which is necessary for vitrified,

biological specimen.

In the acquired tomograms a cytoskeleton could be identified which comprises three ribbons
of parallel filaments of different thickness. A ribbon of nine thin (4 nm) filaments is
sandwiched between two ribbons of five thick (11 nm) filaments each. These ribbons run
helically through the whole cell just underneath the cell membrane. Additionally, two

filament-forming proteins, the so-called fibril protein and the actin-like protein MreB, could
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be identified using western blot and sequence analysis. Isolation and purification experiments
only succeeded for the fibril protein, which was shown to build 10 nm wide filaments by
electron microscopy. It is assumed that MreB forms the thin filaments, which, however, are
very instable and therefore depolymerize during the isolation procedure. The proposed
motility models explained different motility modes of these swimming bacteria. Thus,
motility of these bacteria can be achieved by length or distance changes of the two outer

ribbons via the ribbon lying in between.
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1 Einleitung

Unser Wissen iiber die Struktur von Zellen und ihrem komplexen Cytoplasma wuchs mit der
Entwicklung fortgeschrittener Techniken und Apparaturen, die es uns ermoglichten,
Zellkomponenten, wie z.B. Zellorganellen, Proteinkomplexe oder einzelne Proteine, im Detail
zu untersuchen (Alberts, 1998). Neben biochemischen und genetischen Ansétzen liefert die
Mikroskopie entscheidende Erkenntnisse iiber Aufbau und Funktion lebender Organismen.
Mitte des 19. Jahrhunderts wurden erste Einblicke in die Komplexitidt des Zellinneren durch
die Anwendung der Lichtmikroskopie gewéhrt. Die beste Auflésung, die man mit einem
Lichtmikroskop erreichen kann, liegt jedoch bei 200 nm und ist somit nicht ausreichend, um
Strukturen und auch Interaktionen im Bereich von einigen Nanometern zu untersuchen.
Methoden, wie die Rontgenkristallographie oder NMR-Spektroskopie (= Nuclear Magnetic
Resonance) wiederum, lassen zwar Strukturauflosungen bis ins atomare Detail zu, kdnnen
allerdings nur auf isolierte und aufgereinigte Proteine oder Proteinkomplexe angewendet
werden. Erst die Entwicklung des Elektronenmikroskops durch Ernst Ruska und Mitarbeiter
zu Beginn der 30er Jahre ermoglichte es im Laufe der Zeit, eine Auflésung von bis zu 0,2 nm
(= 2 A) zu erreichen. Einzelne Zellen sind aber meist zu dick, um innere Zellstrukturen im
Elektronenmikroskop sehen zu kdnnen. Um Préparate fiir direkte Untersuchungen zu erhalten,
sind deshalb spezielle Techniken zur Herstellung von Diinnschnitten (< 100 nm) erforderlich.
Hierbei werden Zellen oder Gewebeteile in spezielle Harze (Epon) oder in der Kélte
polymerisierende Materialien (Lowicryl) eingebettet und dann mit einem Ultramicrotom
geschnitten. Um ausreichenden Kontrast zu erhalten, wird das Prédparat auflerdem mit
speziellen Farbstoffen gefarbt. Diese Art der Kontrastierung kann aber, ebenso wie
verschiedene andere Priparationstechniken (z.B. chemische Fixierung oder Entwésserung), zu
Strukturverdnderungen und Artefakten fiihren. Bei der Negativkontrastierung (englisch (engl.)
negative staining) isolierter Proteinkomplexe entstehen Artefakte aufgrund von komplexen
Wechselwirkungen zwischen Protein und Kontrastierungsmittel (Schwermetallsalze, wie z.B.
Uranylacetat, Ammoniummolybdat oder Phosphorwolframsiure) und fiithren letztendlich zur
Dehydratisierung des Proteins. Trotz allem liefern diese Préiparationsmethoden
bemerkenswerte Einblicke in die Proteinstruktur, wie einige Beispiele belegen (z.B. Valpuesta
et al., 1990). Revolutioniert wurde die Elektronenmikroskopie durch die Entwicklung der
Kryo-Fixierung, die es ermdglicht, biologische Objekte im quasi-nativen Zustand im

Mikroskop zu untersuchen (Dubochet et al., 1988). Sie verhindert zum einen das Verdampfen
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des Wassers im Hochvakuum des Mikroskops und erhdlt zum anderen artefaktfrei die
Ultrastruktur der Proben (Ruiz et al., 1995). Diese Technik, bei der das Prdparat in nicht-
kristallinem (vitrifiziertem) Eis eingebettet wird, wurde erstmals von Taylor und Glaeser
(Taylor und Glaeser, 1974; Taylor und Glaeser, 1976) erfolgreich angewendet und fortan
weiterentwickelt (Adrian et al., 1984; Dubochet et al, 1982; Lepault et al., 1983). Zur
Kontrastverstirkung dient der Einsatz von Energiefiltern und leistungsfdhigen Kameras. Ein
weiterer groBBer Fortschritt gelang mit der Entwicklung der Elektronentomographie, durch die,
in Kombination mit Kryo-Fixierung, das sich in nativem Zustand befindliche
Untersuchungsobjekt im 3-Dimensionalen (3-D) erforscht werden kann (Baumeister et al.,
1999; Baumeister, 2002; Frank, 1992). Hierbei wird aus einer Serie von zwei-dimensionalen
(2-D) Projektionen, die in unterschiedlichen Blickwinkeln aufgenommen wurden, ein drei-
dimensionales (3-D) Volumen rekonstruiert (DeRosier und Klug, 1968; Hart, 1968; Hoppe et
al.,, 1974). Heute ermdglichen technologische Fortschritte, wie Computer-kontrollierte
Transmissions-Elektronenmikroskopie =~ und  eine automatisierte Datenaufnahme
Untersuchungen von intakten pro- und eukaryontischen Zellen mit einer Dicke von bis zu
einem Mikrometer (Grimm et al., 1998; Medalia et al., 2002). Die Auflosung, die dabei

erreicht werden kann, liegt momentan bei etwa 4 nm (Nickell, 2001).

Die Kryo-Elektronentomographie eignet sich somit besonders dafiir, neue Einblicke in den
strukturellen Aufbau von Mikroorganismen zu liefern. Ein in den letzten Jahren zunehmend
Interesse gewinnendes Thema ist das Vorkommen eines Cytoskeletts in Prokaryonten. Nahm
man frither an, daf} nur Eukaryonten iiber ein Cytoskelett verfiigen, so kann dies heute
aufgrund von verschiedenen Studien widerlegt werden (z.B. Ausmees et al., 2003; Jones et
al., 2001). So wurde unter anderem auch berichtet, day das helikale Bakterium Spiroplasma
melliferum ein aus einem Filamentband bestehendes Cytoskelett aufweist, welches eine Rolle
bei der Zellformgebung und Bewegung spielen soll (Trachtenberg und Gilad, 2001). Fiir eine
genauere Untersuchung dieses Cytoskeletts und seiner Funktionsweise eignet sich die
Methode der Kryo-Elektronentomographie bestens. Sie ermdglicht erstmals eine native 3-D-
Darstellung dieser Bakterien, die detaillierte Einblicke in die Struktur und Organisation ihres
Cytoskeletts gewidhrt und es - in Verbindung mit biochemischen Untersuchungen — zudem
erlaubt, Schliisse auf dessen Funktion bei den Bewegungsvorgingen dieser Bakterien zu

ziehen.
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2 Biologische Grundlagen

2.1 Struktureller Aufbau von Organismen

Zellen sind in der Regel in ihrer Form verdnderlich und beweglich. Sowohl die Form als auch
die Motilitét einer Zelle wird hauptsdchlich durch das Cytoskelett bestimmt, das von einem

verzweigten Netzwerk aus Filamenten im Cytoplasma der Zelle gebildet wird.

2.2 Das Cytoskelett der Eukaryonten

Bis vor einigen Jahrzehnten nahm man an, da8 nur Eukaryonten ein Cytoskelett besitzen,
welches im allgemeinen dazu dient, die Zellform zu erhalten, Stabilitit zu verleihen und
Bewegung zu ermdoglichen. Man unterscheidet drei Typen von Filamenten: Aktinfilamente,
Mikrotubuli und Intermedidrfilamente. Die helikalen Aktinfilamente (filamentoses oder F-
Aktin), die einen Durchmesser von etwa 8 nm haben und aus globuldrem Aktin (G-Aktin, 43
kDa) aufgebaut sind, spielen bei Bewegungsvorgingen, bei der Zellteilung und bei der
Muskelkontraktion eine wichtige Rolle. AuBBerdem dienen sie z.B. in den Mikrovilli als
Stiitzelemente des Cytoskeletts. Sie machen 1-10% des gesamten Proteingehalts einer Zelle
aus. Mikrotubuli sind 24 nm dicke, réhrenférmige Filamente bestehend aus Tubulin (55 kDa),
die man in allen eukaryontischen Zellen findet. Sie bilden den Spindelapparat bei der
Kernteilung und sind fiir den intrazelluldiren Transport von Partikeln verantwortlich.
Desweiteren bilden sie die Bauelemente von Cilien oder Flagellen, die beide nach dem
gleichen Prinzip (“9+2” Axonem) aufgebaut sind. Intermedidrfilamente (z.B. Keratin) mit
einem Durchmesser von etwa 10 nm haben hauptséchlich Stiitzfunktion. Thre Expression und

Organisation ist abhéngig vom Zelltyp.

Viele der Bewegungen, sowohl zelluldre wie subzelluldre, werden durch Motorproteine
erzeugt. Wihrend Myosin mit Aktinfilamenten interagiert, wirken Dynein und Kinesin im
Zusammenspiel mit Mikrotubuli. Sie wandeln dabei chemische Energie in Form von
Adenosintriphosphat (ATP) oder Guanosintriphosphat (GTP), in mechanische Kraft um.
Motilitdt kann jedoch auch durch Polymerisation und Depolymerisation von Aktinfilamenten

erreicht werden (Pollard und Borisy, 2003). In sich aktiv fortbewegenden Zellen, wie z.B. den
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sehr beweglichen Zellen des Schleimpilzes Dictyostelium discoideum, schieben
Aktinfilamente die Membran nach vorne und bilden dadurch die sogenannten Lamellipodien

oder Filopodien aus.

Im Laufe der letzten Jahrzehnte konnte die Struktur von Aktin bis ins atomare Detail
aufgeklart werden (Holmes ef al., 1990). Die funktionelle Organisation von Aktinfilamenten
innerhalb der Zelle wurde mit Hilfe der Licht-, Fluoreszenz- und Elektronenmikroskopie
veranschaulicht (Schafer ef al., 1998; Small et al., 1999; Wang, 1987; Wehland und Weber,
1981). Diese Studien wurden jedoch an fixiertem Material, Detergenz-extrahierten Zellen
oder Diinnschnitten durchgefiihrt (Clarke et al., 1975; Flanagan et al., 2001; Heuser und
Kirschner, 1980; Svitkina und Verkhovsky, 1995; Svitkina et al., 1997, Trotter et al., 1978).

Die moglichen Auswirkungen dieser Préparationsmethoden auf das delikate Aktin-Netzwerk
sind allerdings sehr umstritten (Resch et al., 2002). Entscheidende Fortschritte gelangen
schlieBlich mit Hilfe der Kryo-Elektronenmikroskopie, durch die extrahierte bzw. isolierte
und in vitrifiziertes Eis eingebettete Cytoskelette und Filamente visualisiert werden konnten,
ohne Strukturverdnderungen auf Grund von Entwésserung, Trocknung oder Kontrastierung
aufzuweisen (Resch et al., 2002; Trinick et al., 1986). Auf diese Weise konnte nun zwar die

Struktur und Organisation der Cytoskelett-Elemente aufgekldrt werden, der genaue

Abb. 2.1: Elektronenmikroskopische 2-D-Aufnahme der Randregion einer vitrifizierten D.
discoideum-Zelle (links) und 3-D-Visualisierung des Aktin-Netzwerks (orange), sowie der
Membranen (blau) und der cytoplasmatischen makromolekularen Komplexe (hellblau) (rechts) (aus
Medalia et al., 2002).
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strukturelle Kontext innerhalb der intakten Zelle, die 3-D-Anordnung und die Interaktion mit
der Cytoplasmamembran blieben aber noch immer unklar. Die Visualisierung des Aktin-
Cytoskeletts in seinem unverdnderten, quasi-nativen Zustand wurde erst kiirzlich durch die
Anwendung der Kryo-Elektronentomographie erzielt (Medalia et al, 2002). 3-D-
Rekonstruktionen ganzer, vitrifizierter Zellen von D. discoideum lieferten beeindruckende

Einblicke in das dynamische Aktinfilament-Netzwerk (Abb. 2.1).

2.3 Cytoskelett-ahnliche Elemente und Proteine in Prokaryonten

Als ein Unterscheidungsmerkmal zwischen pro- und eukaryontischen Zellen galt lange Zeit
das offensichtliche Fehlen eines Cytoskeletts in Bakterien. Vereinzelte Berichte (z.B. Searcy
et al., 1978; Searcy et al., 1981) fochten dies zwar an, aber der Beweis fiir die Existenz
Cytoskelett-dhnlicher Strukturen in Prokaryonten blieb aus. Eine der fundamentalen
Funktionen eines Cytoskeletts ist es, die Form einer Zelle zu bestimmen und zu erhalten. Bei
Bakterien ging man traditionell davon aus, dafl die externe Zellwand aus Peptidoglycan
primir fir die Zellform ausschlaggebend ist. Dies wurde jedoch spidtestens mit der
Entdeckung der Mollicutes (Tully, 1992) in Frage gestellt - einer Klasse zellwandloser
Bakterien, die diverse dynamische Morphologien und Zellbewegungen aufweisen, ohne
jedoch iiber Zellanhidnge (wie z.B. Flagellen oder Sekretionsorganellen (Bardy et al., 2003))

zu verfligen, welche normalerweise mit Bewegung in Zusammenhang stehen (sieche 2.3.1).

Den ersten tatsdchlichen Hinweis dafiir, daB das eukaryontische Cytoskelett einen
prokaryontischen Vorginger gehabt haben konnte, stellte die strukturelle und funktionelle
Ahnlichkeit zwischen dem bakteriellen Zellteilungsprotein FtsZ und dem eukaryontischen
Tubulin der Mikrotubuli dar (Erickson, 1998; Faguy und Doolittle, 1998; Léwe und Amos,
1998; Lutkenhaus und Addinall, 1997). Mit Hilfe von Immunofluoreszenz konnte erstmals die
Lokalisierung des FtsZ-Rings in Escherichia coli gezeigt werden (Bi und Lutkenhaus, 1991;
Ma et al., 1996). Ohne das Vorhandensein von FtsZ wachsen E. coli-Zellen weiter, ohne sich
zu teilen, und bilden lange, vielkernige Filamente (De Pedro et al., 1997). Analog zu Tubulin,
benotigt FtsZ GTP zur Bildung von Protofilamenten (Hoppert und Mayer, 1999). Diese haben
einen Durchmesser von 4-5 nm und konnen sich zu 23 nm dicken, tubulidren Strukturen

zusammenlagern, welche in Form und GroB3e den Mikrotubuli dhneln.
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Erst kiirzlich wurden durch die Entdeckung der Proteine MreB und Mbl (engl. MreB-/ike)
auch bakterielle Homologe zu Aktin identifiziert. Diese die Zellform bestimmenden Proteine
bilden in Bacillus subtilis helikale, filamentose Strukturen aus, die spiralformig unterhalb der
cytoplasmatischen Membran durch die Zelle verlaufen (Jones ef al., 2001). Die Ausschaltung
von MreB (39 kDa) induziert die Bildung runder, aufgebldhter Zellen und fiihrt letztendlich
zum Absterben der Zelle. Dieses Phdnomen wurde auch in E. coli beobachtet (Doi et al.,
1988; Wachi et al., 1987). AuBlerdem konnte gezeigt werden, da3 aus Thermotoga maritima
gereinigtes MreB in vitro zu F-Aktin-dhnlichen Filamenten polymerisiert (van den Ent ef al.,
2001; van den Ent et al., 2001). Trotz einer geringen Ahnlichkeit in der Sequenz (~15%)

stimmt die 3-D-Struktur von MreB bemerkenswert mit der von Aktin iiberein (Abb. 2.2).

Aktin

Abb. 2.2: Vergleich der 3-D-Struktur von Aktin und MreB [aus van den Ent ef al., 2002].

Im allgemeinen fand man MreB in Bakterienarten mit stibchenformigen, filamentdsen oder
helikalen Zellen, wéhrend es in runden Bakterien fehlt (Jones et al., 2001). In Caulobacter
crescentus bildet dieses Protein spiralformige Strukturen aus, die sich wihrend des
Zellzykluses dynamisch verdndern und fiir die Zellpolaritidt bedeutend sind (Gitai et al.,
2004). Das dynamische Lokalisierungsmuster von MreB wihrend des Zellzykluses deutet
darauf hin, dal MreB an der Zellwand-Bildung wihrend der Zellteilung beteiligt ist (Figge et
al., 2004). Eine derartige Funktion wurde auch bereits fiir Mbl in B. subtilis nachgewiesen
(Carballido-Lopez und Errington, 2003; Daniel und Errington, 2003). Beide Proteine sind
auBBerdem in B. subtilis und E. coli an der Trennung der Chromosomen wihrend der
Zellteilung beteiligt (Kruse et al., 2003; Soufo und Graumann, 2003). C. crescentus besitzt
zudem ein Cytoskelett, welches aus dem Intermedidrfilament-dhnlichen Protein Crescentin
aufgebaut ist und den Zellen ihre gebogene Form verleiht (Margolin, 2004). In sich in

stationdrer Phase befindlichen, helikalen Zellen bildet Crescentin eine Helix entlang der
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Cytoplasma-Membran (Ausmees et al., 2003). Ohne die 10 nm dicken Crescentin-Filamente

nehmen diese Zellen ebenfalls eine gerade Stibchenform an (Abb. 2.3).

(i F) A T
S \*

\

Abb. 2.3: Modellzeichnungen von C. crescentus-Zellen, die ein Cytoskelett bestehend aus MreB
(griin) und Crescentin (rot) besitzen. Je nach Wachstumsphase nehmen die Zellen eine gebogene
(links) oder helikale (rechts) Form an. Ohne Crescentin wird die Zellform stdbchenformig (Mitte) [aus
Ausmees et al., 2003; Margolin, 2004].

Ein weiteres Aktin-dhnliches und Filament-bildendes Protein ist ParM (StbA), ein Plasmid-
kodiertes Protein, welches fiir die genaue Plasmid-Aufteilung wihrend des bakteriellen
Zellzykluses benotigt wird (Meller-Jensen et al, 2002; van den Ent et al, 2002).
Immunofluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zeigte sehr dynamische, filamentdse
Strukturen entlang der longitudinalen Achse in E. coli, die von diesem Protein gebildet

wurden und denen von filamentdsem Aktin (F-Aktin) und MreB-Filamenten dhnelten.

SchlieBllich sei noch ein letztes Aktin-dhnliches Protein erwihnt, welches in Bakterien, wie
z.B. E. coli (Minkoff und Damadian, 1976), vorkommt, ndmlich der Elongationsfaktor EF-Tu,
der im allgemeinen an der bakteriellen Proteinsynthese (Translation) beteiligt ist. EF-Tu weist
eine morphologische Ahnlichkeit zu Aktin auf (Rosenbusch et al., 1976) und polymerisiert in
vitro zu Filamenten mit einem periodischen Abstand von 6 nm entlang der Filamentachse
(Beck et al., 1978). Es bleibt jedoch zu kldren, ob dieses Attribut in lebenden Zellen relevant
ist, was bereits spekuliert wurde (Mayer, 2003). Man sollte jedoch nicht unbedingt erwarten,
daB prokaryontische Cytoskelett-Elemente, die strukturelle Ahnlichkeiten mit dem
eukaryontischen Cytoskelett aufweisen, notwendigerweise der gleichen Funktion in Bakterien

dienen. Mehrere bakterielle Proteine, die aufgrund ihrer Aminosiuresequenz-Ahnlichkeit mit
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Aktin verwandt sind, haben sehr unterschiedliche Funktionen, die meist in keinem Bezug zum
Cytoskelett stehen. Hierzu zihlen beispielsweise die Hexokinasen und Hitzeschock-Proteine

(Hsp70/DnaK) (Bork et al., 1992).

2.3.1 Das Cytoskelett der Mycoplasmen

2.3.1.1 Mycoplasmen (Klasse Mollicutes)

EU karya Arthropoda

Nematoda

Alveolates Animals

Stramenopiles Chordata (Homo)

Invertebrata

Rhodophytes Fungi

Mycetozoa
Chlorophytes

Euglenozoa
Amoebas

Diplomonads

- Amoebo-Flagellates

Trichomonads

Bacteria ..

Gram positiv Clostridia
Spirochaetes
P Microsporidia
Desulfotomaculum
Cyanobacteria Green non sulfur
bacteria
Deino-
Green sulfur cocci Crenarchaeota
bacteria Sulfolobus
Dictyoglomus Metallosphaera
Chlamydia Thermotoga Thermofilum
Thermoproteus
Flexistipes Pyrococcus
Thermococcus
i Methanobacterium
Proteobacteria Mathanstharius

Methanopyrus

£

Thermo- Archaeoglobus/Ferroglobus

anaerobium

B . Aquifex )
Fibrobacter Thermocrinis Vibrio Nano. Halobacteriales
Desulfuro- archaeota
! bacterium Methano- Meth anoplanus
coccales Methanomicrobium

Methanosarcina
Thermoplasma

Euryarchaeota

Low GC Gram positives

(Bacillus, Mycoplasma,
Lactobacillus)

Abb. 2.4: Phylogenetischer Stammbaum, basierend auf 16S rRNA Sequenzen (von H. Huber und K.
0. Stetter, Univ. Regensburg, modifiziert nach Woese, 1987).
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Die Begriff ,Mycoplasmen“ umfaflt die folgenden Unterklassen: Ureaplasmen,
Entomoplasmen, Mesoplasmen, Spiroplasmen, Acholeplasmen, Asteroleplasmen und
Anaeroplasmen, sowie die Mycoplasma-dhnlichen Organismen (MLOs = mycoplasma-like
organisms) (Razin, 2003). Phinotypisch unterscheiden sich Mycoplasmen von anderen
Bakterien durch ihre minimale Grée und das Fehlen einer Zellwand. Letzteres wird als
Kriterium verwendet, um Mycoplasmen in der Klasse der Mollicutes (lateinisch: mollis,
weich; cutis, Haut) zusammenzufassen. Mollicutes zéhlen zu den kleinsten und einfachsten,
frei lebenden und selbstreplizierenden Organismen innerhalb der Prokaryonten, die nur von

einer aus Cholesterol bestehenden Zellmembran umgeben sind (Tully, 1992).

Phylogenetische Daten ordnen diese Gruppe als ein monophyletisches Cluster innerhalb der
Gram-positiven Bakterien mit niedrigem G+C- (G = Guanin; C = Cytosin) Gehalt ein (Abb.
2.4), welches sich stammesgeschichtlich durch regressive Evolution und Genomreduktion aus
Clostridia entwickelt haben soll (Weisburg et al., 1989). Aufgrund der fehlenden Zellwand
reagieren Mollicutes im Gram-Test allerdings negativ (Abb. 2.5).

Protein A)
§ 0O

= . _
._V Ci
¢

Teichonséure, N\ \ “H Peptidoglykan
Teichuronsaure 1 : (~20nm)
o W -
- - 'r" rr .

NS

Lipoteichonsiure Zellw_and—assczuerte
Proteine (z.B. Protein M,
.
|

peripheres

H
Membranprotein [\) SQ/D
Membranproteine -—---—--———-——-— Cytoplasma-
membran (8 nm)

Abb. 2.5: Aufbau der Zellhiille Gram-positiver Bakterien [aus Munk, 2001].

2.3.1.2 Cytoskelett-ihnliche Elemente und Proteine in Mycoplasmen

Die genau definierten Zellformen, sowie die Beweglichkeit von Mycoplasmen, die weder
Flagellen noch Sekretionsorganellen (Pili) aufweisen, lieBen schon lange darauf hindeuten,

dall Mycoplasmen tiber ein internes Cytoskelett verfiigen. In den letzten Jahrzehnten traten
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immer neue Berichte iiber die Existenz intrazelluldrer, filamentoser Strukturen in
verschiedenen Mollicutes und dessen Aufbau und Zusammensetzung zu Tage. Shlomo
Trachtenberg stellte anhand dieser Erkenntnisse Modelle des Cytoskeletts in Spiroplasma und

Mycoplasma auf (Abb. 2.6) (Trachtenberg, 1998).

Abb. 2.6: Modellzeichnungen der Cytoskelette von Mycoplasma (links) und Spiroplasma (rechts) [aus
Trachtenberg, 1998].

Das Vorhandensein Cytoskelett-dhnlicher Filamente in Mycoplasmen fiihrte zu einer Suche
nach Eukaryonten-dhnlichen, kontraktilen Proteinen. Wéhrend das FtsZ-Gen in Mollicutes
nachgewiesen wurde (Bork et al., 1995; Fraser et al., 1995; Himmelreich et al., 1997; Wang
und Lutkenhaus, 1996), blieb die Existenz von Aktin oder Aktin-dhnlichen Proteinen in
Mollicutes jedoch lange Zeit umstritten (z.B. Bredt, 1979; Gobel et al., 1981; Gobel et al.,
1990; Henrichsen, 1972; Kahane und Mubhlrad, 1977; Meng und Pfister, 1980; Neimark,
1983; Neimark, 1977; Rodwell et al, 1979; Williamson et al., 1979). Die Studien dazu
beruhten auf Untersuchungen von Kreuzreaktionen mit Aktin-Antikérpern, Phalloidin oder
Myosin S1, oder aber der Wirkung von Cytochalasin B, welches die Zellteilung und die
Bewegung verhindert. Erst nach der Entdeckung des Aktin-dhnlichen Proteins MreB in
Bacillus subtilis (Jones et al., 2001), wurde dieses auch in S. citri beschrieben (Maccheroni et

al., unpublished).
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Das Cytoskelett von Mycoplasma spp.

Mycoplasmen haben eine anndhernd runde (flaschen- oder birnenférmige) Form. An der
Spitze befindet sich der sogenannte ,,Tip“-Bereich, von dem aus sich ein Netzwerk aus
zelluldren Filamenten in den Rest der Zelle erstreckt. Abgesehen von einigen unbeweglichen
Mycoplasmen, bewegen sich andere (Mycoplasma gallisepticum, M. pneumoniae, M.
pulmonis) gleitend auf fliissigkeitsbenetzten Oberflachen mit Hilfe spezialisierter Organellen.
Alle Mycoplasmen konnen sich jedoch mit Hilfe des ,, Tip“-Bereichs (Krause, 1996; Krause,
1998; Krause und Balish, 2001) an Zelloberflaichen anheften, was eine entscheidende Rolle
fiir ihre Pathogenitét spielt (Razin und Jacobs, 1992; Razin, 1999).

Helikale Filamente wurden im Cytoplasma von Acholeplasma laidlawii gefunden (Kessel et
al., 1981). Genauere Untersuchungen gibt es aulerdem zum Cytoskelett von M. pneumoniae
(Hegermann et al., 2002; Mayer et al., 1998; Meng und Pfister, 1980), fiir das bereits ein
Modell erstellt wurde (Abb. 2.7). Diese Ergebnisse stammen allerdings von isoliertem

Material, Detergenz-extrahierten Zellen oder Diinnschnitten.

Abb. 2.7: Modellzeichnung des Cytoskeletts von M. prneumoniae: exponierte Membranproteine (A)
der cytoplasmatischen Membran (CM), Cytoplasma (CY), Cytoskelett (CYSK), Fibrillen (F),
versteifender Stab (,,rod”) (R), ,,Speichen® (SP), Stiele (,,stalks) (ST), undifferenzierte Proteinmasse
(SU), ,, Tip“-Bereich der Zelle (T) und raddhnlicher Proteinkomplex (,,wheel*) (W) [aus Hegermann et
al.,2002].

Das Cytoskelett besteht aus mehreren Polypeptiden, wie z.B. den akzessorischen Proteinen A,
B, D, HMW1-HMWS, den P-65 und P200 Proteinen und den an der Oberflache exponierten
Proteinen P1 und P30 (Himmelreich ef al., 1996; Regula et al., 2001). Welche dieser Proteine

an der Bewegung und Zellformgebung direkt beteiligt sind, ist noch unklar.
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Das Cytoskelett von Spiroplasma spp.

Spiroplasma wurde erstmals von Saglio und Kollegen beschrieben (Saglio et al., 1973). In
fliissigem Medium bilden die Zellen helikal gewundene Filamente mit einem Durchmesser
von 0,08 bis 0,2 um und einer Lénge von 3 bis 10 um. In stationdrer Phase konnen sie weitaus
langer sein. Sie bewegen sich schwimmend fort durch Rotation um die longitudinale Achse
und periodisches Biegen des Zellkdrpers, welches mit Richtungsdnderungen verbunden ist

(Daniels et al., 1980; Daniels und Longland, 1984; Davis et al., 1972).

Williamson (1974) berichtete zum ersten Mal die Isolierung von Cytoskeletten nach erfolgter
Zelllyse und Natriumdeoxycholat-Extraktion von aus Drosophila isolierten Spiroplasma und
spater in S. melliferum (Williamson et al., 1991). Die Zellen wiesen gestreifte Fibrillen mit
einer Weite von etwa 4 nm und einem axialen Abstand von 9 nm auf. Ahnliche Strukturen
wurden bereits in S. citri und S. kunkelii gefunden (Schmitt ef al., 1984). Cytoskelette wurden
aus Spiroplasma auch durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen freigesetzt (Townsend et
al., 1980). Diese Autoren entwickelten aulerdem Methoden zur Aufreinigung der Fibrillen
aus S. citri und wiesen darauf hin, dafl diese Membran-assoziierten Fibrillen auf irgend eine

Weise an der Bewegung von Spiroplasma beteiligt sein konnten.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen an S. melliferum BC-3 und S. floricola OMBG
zeigten ein flaches, einschichtiges, Membran-gebundenes Cytoskelett-Band mit einem
Durchmesser von etwa 94 nm, welches aus sieben Filamentpaaren aufgebaut und an der
Zellmembran verankert ist (Charbonneau und Ghiorse, 1984; Townsend er al., 1980;
Trachtenberg und Gilad, 2001; Williamson et al., 1984). Townsend und Plaskitt (1985)
konnten auBlerdem durch Immunogold-Markierung diinner Schnitte mit einem Antikorper
gegen das sogenannte ,Fibril“-Protein die Lokalisierung des Bandes innerhalb von S.
melliferum-Zellen demonstrieren. Das Band besteht aus etwa 4-5 nm dicken Filamenten mit
einem axialen Abstand von etwa 9 nm und verlduft auf dem inneren, kiirzesten, helikalen Weg
durch die gewundene Zelle (Trachtenberg und Gilad, 2001). Diese Erkenntnisse wurden mit
Hilfe verschiedenster Techniken, wie z.B. Kryo-Elektronenmikroskopie an isolierten
Filamenten, Diinnschnitten von Zellen, Gefriersubstitution (engl. freeze-substitution),
Gefrierbruch (engl. freeze-fracture), Zelllyse mittels Detergenz, sowie Isolierung und

Aufreinigung von Filamenten, gewonnen.
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Was die Proteinzusammensetzung dieser Filamente betrifft, so nahm man bisher an, daB3 sie
aus dem sogenannten ,,Fibril“-Protein aufgebaut sind (Abb. 2.8). Dieses Protein, dessen
Sequenz (fib), bestehend aus 515 Aminoséduren (59 kDa), in S. citri bekannt ist, ist mit keinem
der eukaryontischen Proteine verwandt und hat auch keine bekannten Homologe in anderen
Prokaryonten (Williamson et al., 1991). Es kommt als einzelne Kopie im Genom von S. citri

und S. melliferum vor. Der Unterschied der Proteine beider Spezies liegt in einer Aminosaure.

Abb. 2.8: Zwei verschiedene Ansichten eines mit FUGUE erstellten Modells der vorhergesagten
Sekundar- und Tertidrstruktur des N-terminalen Teils des ,Fibril“-Proteins aus S. citri (Www-

cryst.bioc.cam.ac.uk/servers.html).

In S. melliferum macht das ,,Fibril“-Protein 1% des gesamten Proteingehalts der Zelle aus
(Townsend et al., 1980). Da dieses Protein einen Sphédrendurchmesser von etwa 5 nm
aufweist, wurde angenommen, dal3 die Untereinheit der Filamente ein Tetramer aus 59 kDa-
Monomeren ist, und die Filamente Paare bilden, um die 10 nm weiten axialen und lateralen

Abstdnde innerhalb des Cytoskelett-Bandes zu ergeben (Abb. 2.9) (Trachtenberg et al., 2003).

Abb. 2.9: Modell fiir die Anordnung der Untereinheiten innerhalb der Filamente bzw. des Cytoskelett-
Bandes von S. melliferum [aus Trachtenberg et al., 2003].
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Das ,,Fibril“-Protein tritt bei der Isolierung unter anderem zusammen mit einem 26, 40 und 43
kDa-Protein auf (Townsend et al., 1980; Trachtenberg und Gilad, 2001). Trachtenberg und
Gilad (2001) versuchten Vergleiche dieser Polypeptide mit bereits bekannten Proteinen
dhnlicher molekularer Masse anzustellen. Thnen zufolge ist das 26 kDa-Polypeptid
wahrscheinlich ~ Spiralin, ein  Oberflichen-verankertes Lipoprotein, welches den
Hauptbestandteil (~20%) in Membranen von Spiroplasmen ausmacht (Chevalier et al., 1990;
Whitcomb et al., 1983; Wréblewski et al., 1977). Das Auftreten von Filamenten zusammen
mit Membranfragmenten wiirde die Theorie bekréftigen, daBl die Filamente mit einer
integrierten Komponente der Membran verkniipft sind. Dies wird auch durch Beobachtungen
gestlitzt, nach denen Antiserum gegen Spiralin einen raschen Verlust der Beweglichkeit und
helikalen Morphologie intakter S. melliferum-Zellen verursacht (Bové et al., 1993). Erst
kiirzlich stellten jedoch Duret und Kollegen (Duret ef al., 2003) durch Inaktivierung des
Spiralin-Gens mittels homologer Rekombination S. cifri-Mutanten her, die eine &hnliche
helikale Morphologie und Beweglichkeit, wie die des Wildtyp-Stammes GII-3 aufwiesen,
allerdings weniger effizient auf die Wirtspflanze iibertragen wurden. Somit ist unklar, ob
Spiralin tatsdchlich an der Helizitdt und Beweglichkeit der Zellen beteiligt ist. Unter dem 40
kDa-Polypeptid vermuteten sie das in der nicht-helikalen und unbeweglichen Variante von S.
citri (ASP-1) fehlende 39 kDa-Protein (Townsend et al., 1977; Townsend et al., 1980). Uber
ein 43 kDa-Polypeptid ist nichts bekannt, aber sie vermuten, dal3 es das scm/-Genprodukt sein
konnte, welches in S. citri 409 Aminoséduren lang ist, was einer molekularen Masse von etwa

45 kDa entspricht.

Antikorper gegen das S. melliferum BC-3 ,Fibril“ Proteinmonomer reagieren mit Filamenten
aus 13 Spiroplasma-Gruppen (Townsend und Archer, 1983), einschlielich des nicht-
helikalen S. citri-Stammes (ASP-1), aber nicht mit Filamenten aus Mycoplasma spp. oder
Acholeplasma spp. (Williamson et al., 1984). Dies stiitzt die Behauptung, dal3 Spiroplasma-
Filamente nicht mit den Aktin-dhnlichen Proteinen verwandt sind, die aus Mycoplasmen
isoliert wurden, oder mit den fibrilliren Elementen aus M. pneumoniae (Gobel et al., 1981;

Meng und Pfister, 1980; Regula et al., 2001).

Die kiirzliche Entdeckung von fiinf MreB-Genen in S. citri (Maccheroni et al., unpublished)
wirft allerdings Fragen {iber die eventuelle Funktion von MreB als weiteres Cytoskelett-

Element in Spiroplasmen auf, blieb aber bislang unbeachtet.
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2.3.1.3 Bewegungsmechanismen von S. melliferum

Wie bereits erwihnt, bewegen sich Spiroplasmen schwimmend durch Rotation um die
longitudinale Achse und durch periodisches Biegen des Zellkdrpers fort (Daniels et al., 1980;
Daniels und Longland, 1984; Davis et al., 1972). Da den Mollicutes jedoch jegliche der in
Pro- und Eukaryonten vorkommenden molekularen Maschinerien (wie Flagellen, Cilien oder
Pilis) fehlen, ist ihre Fortbewegung besonders verbliiffend. Bis vor kurzem waren weder der
Bewegungsmechanismus, noch die Beibehaltung der Zellform bei Mycoplasmen aufgeklirt.
Townsend und Kollegen (Townsend et al., 1980) schlugen allerdings bereits vor, da3 die
Membran-assoziierten Filamente, die sie in S. citri fanden, fiir die Bewegung der Zellen eine

Rolle spielen kdnnten.

Lichtmikroskopische Untersuchungen zeigten die verschiedenen Bewegungsformen von S.
melliferum-Zellen, welche sich in Standardmedium mit einer Geschwindigkeit von ~1,5 pm/s
fortbewegen (Gilad et al., 2003; Trachtenberg et al., 2003). Folgende Mechanismen wurden
beschrieben: (a) regelméBige Streckung und Kontraktion (genannt engl. ,.breathing®); (b)
spontane und zufillige Anderung der Hindigkeit ausgehend von beliebigen Stellen entlang
der Zelle (Abb. 2.10); (c) Bildung einer Deformation in Form eines Knicks in einer der
helikalen Windungen, welche durch die Zelle wandert (Abb. 2.11); (d) zufilliges Kriimmen,
Beugen und Zucken. Die vorgeschlagenen Modelle fiir diese Bewegungen basieren auf der
gut definierten, dynamischen, helikalen Zellgeometrie und der Feststellung, da3 diese Zellen
ein flaches, einschichtiges, Membran-gebundenes Cytoskelett besitzen (Trachtenberg und
Gilad, 2001). Desweiteren wurde angenommen, dall das Cytoskelett wie ein linearer Motor
funktioniert, der die dynamische Zellhelizitdit durch koordinierte, unterschiedliche
Langeninderungen der Filamente kontrolliert. Die Lingendnderung der Filamente, und damit
die der Helix, wurde wiederum auf Konformationsinderungen der tetrameren Untereinheiten
zurlickgefiihrt, deren Form sich von nahezu zirkuldr zu elliptisch verdndert, was einer axialen
Langendnderung von 40% entspricht (Trachtenberg und Gilad, 2001; Trachtenberg, 2004).
Berg (Berg, 2002) schlug zudem einen Weg vor, wie das Cytoskelett-Band durch

kreisformiges Beugen den Antrieb steuern kann.

Die molekularen Mechanismen, mit denen Kréfte die Zellbewegung antreiben konnen,
wurden bereits von Wolgemuth und Kollegen (Wolgemuth et al., 2003) diskutiert. Sie

schlugen ein Modell fiir die Ausbreitung einer helikalen Welle in Spiroplasma vor.
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Abb. 2.10: Simulation der Anderung der Hindigkeit einer Zelle von links- nach rechtshindig [aus
Gilad et al., 2003].
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Abb. 2.11: Simulation einer sich durch eine Zelle fortpflanzenden Deformation (engl. propagating
kink) [aus Gilad et al., 2003].

2.4 Die Evolution des Cytoskeletts

Eukaryonten entstanden phylogenetisch aus Prokaryonten und somit stammen all ihre
metabolischen und strukturellen Gene von verwandten Proteinen der Bakterien und/oder
Archaebakterien ab (Doolittle, 1995). Die beschriebenen Erkenntnisse iiber Cytoskelett-
Strukturen in den verschiedensten Prokaryonten lassen annehmen, dafl sich auch das
Cytoskelett der Eukaryonten aus dem der Bakterien evolutionsbiologisch entwickelt hat
(Erickson, 2001). Folglich sind die Proteine Aktin und Tubulin der Eukaryonten Homologe
und gleichzeitig Abkommlinge der prokaryontischen Proteine MreB und FtsZ (Abb. 2.12).
Die geringe Ahnlichkeit zwischen der Sequenz von MreB und Aktin, welches ein extrem
konserviertes Protein ist, konnte darauf hindeuten, dafl Pro- und Eukaryonten bereits sehr friih

wihrend der Evolution divergierten.
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Prokaryonten Eukaryonten

(Endosymbiose)

Hsp70
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Abb. 2.12: Einfachste Erklirung der Ahnlichkeiten (basierend auf Sequenz oder 3-D-Struktur)
zwischen verschiedenen pro- und eukaryontischen Proteinen. Durch Endosymbiose haben sich viele
bakterielle Proteine in Eukaryonten angereichert. Archeen wurden in der Abbildung ausgeschlossen

(modifiziert nach Doolittle und York, 2002).
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3 Physikalische Grundlagen

3.1 Mikroskopie und Auflosung

Wihrend sich die Lichtmikroskopie des sichtbaren Lichts mit Wellenldngen von 400-800 nm
bedient, werden in der Elektronenmikroskopie Elektronenstrahlen mit Wellenlingen im
Pikometerbereich (10"? m) zur Bilderzeugung verwendet. Die verschiedenen Arten
elektromagnetischer Wellen werden anhand ihrer Wellenlinge in das sogenannte

elektromagnetische Spektrum (Abb. 3.1) eingeordnet.
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Abb. 3.1: Elektromagnetisches Spektrum.

Der prinzipielle Vorteil der Verwendung von Elektronen anstelle von Licht zur Bilderzeugung
liegt darin, dal mit Elektronen ein tausendfach hoheres Auflosungsvermogen erreicht werden
kann. Der Grund dafiir liegt darin, daB3 das Auflosungsvermdgen, d.h. der Abstand von zwei
Punkten, die in dem Abbild des Objekts noch zu unterscheiden sind, von der Wellenldnge A
der verwendeten Strahlen bestimmt wird. Die maximal erreichbare Aufldsung eines
Mikroskops ist jedoch beugungsbedingt begrenzt. Ein Mal} dafiir ist das Rayleigh-Kriterium,

welches besagt, dal die Beugungsbilder zweier Punkt-Streuer (in Abb. 3.2 links) mindestens
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einen solchen Abstand haben miissen, dal das Minimum des einen auf das Maximum des

anderen Bildes fillt.

Abb. 3.2: Darstellung des Rayleigh-Kriteriums. Zwei beleuchtete, punktformige Objekte im Abstand
d zueinander werden mit einer Linse abgebildet. Man erhédlt in der Ferne ein Fraunhofer-

Beugungsmuster.

Nach der Abbeschen Theorie miissen demnach die zwei Punkte einen Abstand d von

0.61-4
n-sina

d>

mit
A = Wellenldnge des verwendeten Lichts
n = Brechungsindex des Mediums zwischen Objekt und Objektiv
o = halber Offnungswinkel (Aperturwinkel) der Objektivlinse

(n sina = numerische Apertur des Objektivs)

aufweisen. Damit ist die maximale optische Auflosung eines Mikroskops etwa A/2. Im Falle
von Elektronenstrahlen hingt die Wellenldnge von der GroBe der Beschleunigungsspannung
ab, da die Spannung den Impuls der Elektronen bestimmt. Nach der Formel von de Broglie

betrdgt die Wellenldnge A von Elektronen

A= ﬁ - 2772 :
b \/ # +2m el
c
mit
h=6,6262x 1077 s (Plancksches Wirkungsquantum),
p (Impuls = Masse x Geschwindigkeit des Teilchens)

¢=2,9979 x 10°* m/s (Lichtgeschwindigkeit),
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e=1,6022x10"C
my=9,1095 x 10>' kg

(Elektronenladung),

(Ruhemasse des Elektrons)
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U (Beschleunigungsspannung).

Die Wellenldnge des in dieser Arbeit verwendeten Mikroskops (CM 300), welches eine
Beschleunigungsspannung von U = 300 kV hat, betrdgt demnach A = 1,97 pm. Leider wird
diese Auflosung, bedingt durch Abbildungsfehler der magnetischen Linsen (sieche 3.2.4.1),
nicht erreicht. Trotzdem erzielt man fiir einzelne, aufgereinigt Proteine oder Proteinkristalle
eine Aufldsung knapp unterhalb von 2 A (Unwin und Henderson, 1975), was eine wesentliche
Verbesserung im Vergleich zum Lichtmikroskop darstellt, dessen Aufldsungsgrenze bei 200
Abbildung (Abb. 3.3) gibt einen Uberblick

Auslosungsbereiche verschiedener Mikroskope.

nm liegt. Die folgende tiber die

menschliches
Aufe Ferrun | Organismen
0,2 mm A A
100 pm —
| A S
. Licht- . eukaryontische
mlkrOSkOpIe . Zellen
10 um —
Raster-
elektronen- '
mikroskopie Bakterien
1 um — Zellorganellen
0.2um |- - - - - S F . —— _
Mikroskopie Transmissions- 100 nm —
* elektronen- Viren
) mikroskopie
im Nieder-
optischen spannungs 10 nm — —
Nahfeld REM Raster- Makromolekiile
sonden-
mikroskopie
1nm — organische
Molekile
02mNMMm L - - — |- - - — - —
0.1 nm — _I Atome

Abb. 3.3: Grofe biologischer Strukturen und Einsatzbereich verschiedener Mikroskopiearten [aus

Lottspeich und Zorbas, 1998].
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3.2 Elektronenmikroskopie

Seit der Entwicklung des Elektronenmikroskops durch Ernst Ruska und Mitarbeiter in den
30er Jahren trug die Elektronenmikroskopie wesentlich zur strukturellen Aufklirung von
Zellen, Zellorganellen, Viren und Proteinen bei. Es gibt zwei Arten von
Elektronenmikroskopen, das Raster- und das Transmissions- (Durchstrahlungs-)
Elektronenmikroskop. Beim Raster-Elektronenmikroskop wird ein Elektronenstrahl
rasterformig iiber das Objekt bewegt und das Signal der riickgestreuten oder in der Oberfldache
der Probe ausgeldsten Sekunddrelektronen detektiert. Im Folgenden soll ausfiihrlicher auf

Aufbau und Funktionsweise eines Transmissions-Elektronenmikroskops eingegangen werden.

3.2.1 Aufbau und Funktion eines Transmissions-Elektronenmikroskops (TEMs)

Grundsitzlich entsprechen der Aufbau und das Funktionsprinzip eines Elektronenmikroskops
denen einen Lichtmikroskops. Anstelle einer Lichtquelle verwendet man im
Elektronenmikroskop eine Elektronenquelle, welche zusammen mit dem Linsen-, Vakuum-
und Abbildungssystem die Grundeinheiten bildet. Die folgende Abbildung (Abb. 3.4) zeigt
das in dieser Arbeit verwendete CM300 Transmissions-Elektronenmikroskop, welches mit
einer Feldemissionskathode (Field Emission Gun, FEG) und einem zusétzlichen Gatan Post-

Column Energiefilter (Gatan Imaging Filter, GIF) ausgestattet ist.

Abbildung 3.5 zeigt den schematischen Aufbau eines Transmissions-Elektronenmikroskops.
Die in der Elektronenquelle erzeugten freien Elektronen werden in einem Hochspannungsfeld
innerhalb eines Hochvakuums zur Anode hin auf 100-400 kV beschleunigt. Ein
Vakuumsystem  ist eine  Voraussetzung fliir die  Funktionsfdhigkeit  eines
Elektronenmikroskops. In einem Vakuum kdnnen sich die Elektronen ungehindert ausbreiten,
ohne an Gasmolekiilen gestreut oder absorbiert zu werden, die Probe wird geschiitzt, und
Entladungen im Bereich der Kanone werden verhindert. Das magnetische Linsensystem des
Kondensors fokussiert den Elektronenstrahl auf das Objekt. Die Biindelung der
Elektronenstrahlen durch Magnetlinsen ist deshalb mdglich, weil sich bewegende Elektronen
ein Magnetfeld erzeugen, welches durch ein von auBlen angelegtes Magnetfeld beeinfluf3t

werden kann. Die Defokussierung des Strahls, sowie die Wahl der Kondensorblende



Physikalische Grundlagen 26

Abb. 3.4: Transmissions-Elektronenmikroskop.

bestimmen die Groe und Helligkeit des ausgeleuchteten Bereichs. Ablenkspulen
ermOglichen eine Verschiebung des Elektronenstrahls auf der Probe (engl. Beam-Shiff).
Wihrend ein Teil der Elektronen beim Auftreffen auf die Probe reflektiert wird, erfahrt der
andere Teil der Elektronen eine Wechselwirkung mit der Probe und wird dabei elastisch oder
inelastisch gestreut (siehe 3.2.4.1). Sowohl aus den inelastischen Streuprozessen, als auch aus
der bei der erwdhnten Wechselwirkung entstehenden charakteristischen Rontgenstrahlung,
konnen Informationen iiber die Probenzusammensetzung gewonnen werden. Die am
elektrischen Potential der Probe gebeugten Elektronen, die durch die Objektivblende
gelangen, werden durch die Objektivlinse mit dem ungebeugten Primirstrahl zur Interferenz
gebracht. Das so entstandene Bild 146t sich durch weitere Ablenkspulen in der Bildebene
verschieben (engl. Image-Shift). Nach VergroBerung durch ein Projektivlinsensystem kann es

entweder auf einem Leuchtschirm oder durch Ankopplung eines Fernsehbildschirms direkt
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betrachtet werden, oder aber mit photographischem Film oder einer CCD- (= charge-coupled

device-) Kamera aufgezeichnet werden.

Elektronenquelle Beleuchtung (FEG)

Kondensor 1

Kondensor 2

© ©
Ablenkspulen © (@)
Priparat \
Objektivlinse
Objektivblende (CTF)
© ©
Ablenkspulen (@) (@)
Projektionslinse 1
Abbildungs-
mechanismus
Projektionslinse 2
Bildebene Bildaufzeichnung

(CCD-Kamera) j

Abb. 3.5: Schematischer Aufbau und Strahlengang eines Transmissions-Elektronenmikroskops.

3.2.2 Elektronenquellen

Ein Elektronenmikroskop ist mit einer Kathode ausgestattet, aus der bei Anlegen einer
Emissionsspannung Elektronen austreten. Man verwendet entweder thermische Kathoden, wie
einen haarnadelformig gebogenen Wolframdraht oder einen Lanthanhexaborid- (LaBg-)
Kristall, oder aber Feldemissionskathoden, die aus einer zugespitzen Wolframnadel bestehen.
Um die fiir das jeweilige Kathodenmaterial charakteristische Austrittsenergie (Wolfram 4,5
eV, LaB¢ 2,7 eV) zu liberwinden, werden herkommliche Gliihkathoden durch einen Strom

zum Glithen gebracht (ca. 2500 K fiir LaB¢), wéihrend im Fall der Feldemissionskathode eine
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Saugspannung in Form eines hohen elektrischen Feldes angelegt wird, um die Emission von
Elektronen zu ermdglichen. Um eine hohere Elektronenausbeute zu erreichen wird die
Kathode zusitzlich auf ca. 1000-2000 K erhitzt, was den Vorteil hat, dal3 die Emission
wesentlich stabiler ist. Die kinetische Energie der aus einer Gliihkathode austretenden
Elektronen ist aufgrund der thermischen Anregung nicht einheitlich und folgt einer Maxwell-
Verteilung, deren Breite proportional zur Temperatur der Kathode ist. Eine deutlich schmalere
Energieverteilung (etwa 1 eV), und damit eine hohere Helligkeit und bessere rdumliche
Kohirenz der Elektronen, erzielt man bei Verwendung einer Feldemissionskathode. Wéhrend
das CM 120 Biofilter des Instituts eine LaB¢-Kathode besitzt, verfiigt das CM 300 Mikroskop

uber eine Feldemissionskathode.

3.2.3 Aufbau der Elektronenkanone

Die Kanone besteht aus der Kathode (Heiz- oder Feldemissionskathode), einem
Wehneltzylinder, der etwa 100 V negativer geladen ist, als die Kathode, und einer Anode. Die
durch ein duBleres Feld beschleunigten Elektronen werden durch das negative Potential des
Wehneltzylinders, der als elektrostatische Linse fungiert, zu einer Raumladungswolke

gebiindelt und fliegen durch ein Loch in der Anode in Richtung Objekt.

3.2.4 Objektivlinsen

Um einen Elektronenstrahl abzulenken, kann man ein elektrisches oder ein magnetisches Feld
verwenden. Die bevorzugten Linsen in der Elektronenmikroskopie sind die magnetischen
Linsen (Sammellinsen), da der Strom, der das Magnetfeld erzeugt, leichter stabil gehalten

werden kann, als eine Hochspannung.

3.2.4.1 Linsenfehler

Wie bereits erwdhnt, bestimmen Linsenfehler das Auflosungsvermdgen eines
Elektronenmikroskops. Am wichtigsten ist die Korrektur der Linsenfehler der Objektivlinse,

da diese Fehler von den nachfolgenden Linsen mit abgebildet und dadurch auch vergroBert
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werden. In der Elektronenmikroskopie sind von den vorkommenden Linsenfehlern besonders

die sphérische und die chromatische Abberation von Bedeutung.

Sphirische Abberation (Offnungsfehler)

Die Form des Magnetfelds kann verursachen, dal die Brennweite der duBleren Linsenzone
verschieden ist von der Zone nah an der optischen Achse. Dies fiihrt dazu, dafl achsenferne
Linsenzonen stirker brechen, als achsennahe und somit Strahlen, die verschieden weit von der
optischen Achse verlaufen, an verschiedenen Stellen gebiindelt werden (Abb. 3.6A). Dadurch
wird ein Punkt in der GauBBschen Ebene als Scheibchen abgebildet. Korrigiert werden kann

dieser Fehler durch Verwendung von Blenden oder Hexapollinsen.

Chromatische Abberation (Farbfehler)

Der chromatische Fehler wird dadurch hervorgerufen, daf die in einer elektromagnetischen
Linse eintretenden Elektronen sich in ihrer Geschwindigkeit, d.h. ihrer Energie,
unterscheiden. Da die Brennweite einer elektromagnetischen Linse jedoch fiir verschiedene
Elektronenwellenldngen unterschiedlich ist, werden die Elektronen unterschiedlich stark
abgelenkt und nicht mehr ein Brennpunkt fiir den gesamten Strahl definiert (Abb. 3.6B). Es
ergibt sich eine Strahlaufweitung und ein Punkt wird wiederum als Scheibchen abgebildet.
Die Energieunterschiede der Elektronen werden durch die bei der thermischen Emission
auftretende Maxwellsche Geschwindigkeitsverteilung, durch Schwankungen in der
Beschleunigungsspannung und durch Geschwindigkeitsverluste auf Grund von inelastischer
Streuung im Objekt verursacht. Daher kann diesem Fehler durch Verwendung einer Kathode
mit einer moglichst schmalen Energieverteilung der austretenden Elektronen und durch
Verwendung einer diinnen Probe, um die Wahrscheinlichkeit fiir inelastische Prozesse gering
zu halten, vorgebeugt werden. Andernfalls kann der chromatische Fehler durch

elektrostatische oder elektromagnetische Prismen korrigiert werden.

Abb. 3.6: Wirkung der sphirischen (A) und chromatischen (B) Abberation.
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3.2.5 Bildentstehung im Transmissions-Elektronenmikroskop

Das Transmissions-Elektronenmikroskop erzeugt ein Durchlicht-Elektronenbild einer diinnen
Probe in 100- bis 500 000-facher VergroBerung (vgl. Lichtmikroskop: 500- bis 1000-fach).
Die Grundlage fiir die Abbildung im Elektronenmikroskop ist die Streuung der Elektronen an
den Atomen des Objektes.

3.2.5.1 Streuung

Als mittlere freie Wegldnge bezeichnet man die durchschnittliche Weglidnge, die ein Teilchen
ohne Wechselwirkung mit anderen Teilchen zuriicklegt. Beim Auftreffen auf die Probe
werden die Elektronen entweder reflektiert, oder aber sie dringen in die Probe ein und, falls
sie diese nicht unveridndert wieder verlassen, wechselwirken mit ihr, wobei sie je nach Dicke
und Dichte der Probe, unterschiedlich stark gestreut werden. Je dicker das Prédparat, desto
hdufiger tritt Streuung auf und umso groBer ist die Wahrscheinlichkeit unerwiinschter
Streueffekte. Grundsétzlich unterscheidet man zwischen elastischer und inelastischer

Streuung.

Elastische Streuung

Bei der elastischen Streuung werden die negativ geladenen Strahlelektronen im elektrischen
Feld der positiv geladenen Atomkerne der Probe abgelenkt. Weil die Masse eines Elektrons
sehr viel kleiner ist als die des Atomkerns, wird der Kern bei der Streuung in seiner Lage
praktisch nicht verdndert. Das Elektron verliert keine nennenswerte Energie, sondern wird
lediglich in Abhéngigkeit von der Kernladungszahl des Atomkerns und der eigenen
Geschwindigkeit in seiner Bahn hyperbelformig abgelenkt. Die Ablenkung ist dabei umso
grofer, je stirker die Coulomb-Kraft wirkt, d.h. je ndher das Elektron dem Kern kommt, je
langsamer das Elektron an dem Kern vorbeifliegt und je hoher die Kernladungszahl ist. Der
Streuwinkel wiederum beeinfluflt die Auflosung des entstehenden Bildes. Sehr stark gestreute
Elektronen werden durch der Objektivblende abgefangen und tragen nicht zur Abbildung des
Objektes bei, wirken aber dagegen kontrastverstdrkend (siehe 3.2.6.1).

Inelastische Streuung
Im Gegensatz zur elastischen Streuung wird bei inelastischer Streuung Energie beim

Aufeinandertreffen eines Strahlelektrons auf ein Hiillenelektron des Objekts iibertragen. Der
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Grund hierfiir liegt in der Massen- und Ladungsgleichheit der beiden StoBpartner. Die
Strahlelektronen verlieren einen Teil ihrer kinetischen Energie und werden dadurch
langsamer. Die an die Hiillenelektronen abgegebene Energie bewirkt entweder die Anregung
von quasi-freien Elektronen, Aussendung von Bremsstrahlung, Anregung von Schwingungen
oder Ionisation in den inneren Elektronenschalen. Die hierdurch freiwerdenden Plitze werden
von Elektronen, die aus energetisch hoher gelegenen Schalen stammen, wieder aufgefiillt. Die
dabei freiwerdende Energiedifferenz wird in Form von charakteristischer Rontgenstrahlung
emittiert oder fiir das Herauslosen weiterer Elektronen verwendet, welche das Atom verlassen.
Die auf diese Art das Atom verlassenden Elektronen lassen Riickschliisse auf die chemische
Zusammensetzung des Priparats zu, weshalb die inelastische Streuung Verwendung in den
Materialwissenschaften (EELS = Electron Energy Loss Spectroscopy) findet. Verlieren die
inelastisch gestreuten Elektronen so viel Energie, daB3 die Elektronen auf die thermische
Energie abgebremst werden, konnen sie die Probe nicht mehr verlassen und werden von der
Probe absorbiert, wobei Wiarme entsteht. Durch den Energieverlust, den die inelastisch
gestreuten Elektronen erleiden, erfahren sie auch eine Anderung (VergroBerung) in der de-
Broglie-Wellenldnge, was zur chromatischen Aberration beitrdgt. Zudem verringert sich der
Kontrast des Bildes, da Elektronen wellenlédngenabhédngig gebeugt werden, und dadurch von
den Objektstrukturen unterschiedlich stark gebeugte Bildstrukturen erzeugt und einander
iiberlagert werden. Die inelastische Streuung hat somit auch fiir die Bildentstehung
unerwiinschte Folgen und erschwert die Abbildung unkontrastierter, dicker biologischer
Objekte enorm. Durch die Verwendung eines Energiefilters, der inelastisch gestreute
Elektronen herausfiltert, kann dieser nachteilige Effekt jedoch vermieden und die Bildqualitat

deutlich verbessert werden.

3.2.5.2 Abbildungseigenschaften des Energiefilters

Das Funktionsprinzip eines Energiefilters besteht darin, mit Hilfe eines elektromagnetischen
Prismas FElektronen nach ihrer Wellenldnge aufzutrennen, um somit Elektronen mit
abweichendem Energiegehalt abfangen zu konnen (Grimm, 1997). Dieses Prinzip wird auch
,»zero-loss filtering® genannt, da der Filter ausschlieBlich Elektronen ohne Energieverlust, d.h.
nur elastisch gestreute Elektronen, passieren 1d6t. Die Elektronen werden nach Eindringen in
den Energiefilter um etwa 90° abgelenkt, wobei die Elektronen mit niedrigerer Energie eine
groBBere Ablenkung erfahren, als solche mit hoher Energie. Die Elektronen werden somit

ortlich getrennt und es konnen mit Hilfe einer Schlitzblende bestimmte Energiebereiche



Physikalische Grundlagen 32

selektiert werden. Im AnschluB an das Prisma werden die herausgefilterten Elektronen
schlieBlich auf eine Videokamera oder CCD-Kamera abgebildet (Abb. 3.7). Bei dem am
CM300 TEM verwendeten Energiefilter der Firma Gatan Inc. handelt es sich um ein GIF
2002 mit einer 2048 x 2048 Pixel CCD-Kamera mit 30 um Pixelgrof3e.
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Abb. 3.7: Schematische Darstellung zum Funktionsprinzip eines Post-Column-Energiefilters [aus

Béhm, 2001].

3.2.6 Kontrastentstehung

In der Elektronenmikroskopie unterscheidet man drei Arten des Bildkontrastes:
Streuabsorptions-, Phasen-, und Amplitudenkontrast. Der Streuabsorptionskontrast beruht auf
der Teilcheneigenschaft der Elektronen, wohingegen Phasen- und Amplitudenkontrast auf
dem Wellencharakter der Elektronen basieren. Der im TEM entstehende Kontrast ist abhéngig
von der Grof3e des abgebildeten Objektdetails. ,,GroB3e Strukturen (> 10 nm) werden in erster
Linie durch den Streuabsorptionskontrast abgebildet. Bei ,kleinen* Strukturen (in der
GroBenordnung der Auflosungsgrenze) wird deren Abbildung durch die Wellennatur der

Elektronen und den damit verbundenen Interferenzphianomenen bestimmt.
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3.2.6.1 Streukontrast (Massendickenkontrast)

Der Streukontrast trdgt vor allem in nichtkristallinen, amorphen Proben (wie vitrifizierten
biologischen Materialien) entscheidend zum Bildkontrast bei. Er entsteht auf Grund von
inkohérenter, elastischer Streuung der Strahlelektronen. Die Ursache fiir die verschieden
starke Ablenkung der Elektronen ist die unterschiedlich grof3e elektrische Anziehungskraft der
Atome, die sie auf die Elektronen ausiiben. Treffen Elektronen auf Atome mit hoher
Kernladungszahl, werden sie auf Grund der hoheren elektrischen Anziehung vergleichsweise
um viel groBere Winkel von der optischen Achse abgelenkt, als dies bei Atomen mit niedriger
Kernladungszahl der Fall ist. Die meisten dieser stark gestreuten Elektronen werden durch die
Objektivblende abgefangen, wodurch weniger Elektronen auf die Bildebene bzw. auf den
Leuchtschirm treffen und diese Fliche dadurch dunkler erscheint. Durch die Ausblendung

gestreuter Elektronen wird aber gleichzeitig die Auflosung des Bildes gemindert.

3.2.6.2 Amplituden- und Phasenkontrast

Jede Art von Strahlung (sichtbares Licht, Rontgen- oder Elektronenstrahlung) kann auch als
oszillierende Wellenform beschrieben werden. Eine Welle wird wiederum durch eine
Amplitude und eine Phase charakterisiert. Die Amplitude ist die maximale Ausdehnung der
Oszillation, wihrend die Phase bestimmt, wie eine Welle rdumlich und zeitlich oszilliert.
Beim Durchqueren einer elektromagnetischen Welle durch ein Objekt wird seine Amplitude
auf Grund des Absorptionsverhaltens des Materials geschwicht, wihrend Wellen, die am
Objekt vorbeilaufen, ihre urspriingliche Amplitude beibehalten. Nach der Abbeschen
Bildentstehungstheorie wird das Bild eines kleinen Objekts dadurch erzeugt, daBl in der
Bildebene die in unmittelbarer Ndhe des Objekts vorbeilaufenden, ungebeugten (gestrichelte
Linie in Abb. 3.8A), und die am Objekt gebeugten, amplitudengeschwiéchten (punktierte
Linie) Wellenziige miteinander interferieren (durchgezogene Linie). Die resultierende Welle
hat gegeniiber der nichtgebeugten, einfallenden Welle eine kleinere Amplitude, aber keine

Phasenédnderung erfahren.

Der Phasenkontrast beruht auf der Tatsache, daBl sich jede Materie im Brechungsindex von
ihrer Umgebung unterscheidet und daher einige der auf sie auftreffenden Strahlen beugt. Dies
bewirkt eine Verkleinerung der Phasengeschwindigkeit vpp, bzw. der Wellenldnge A (vp, = A v;

mit Frequenz v) und damit eine Phasenverschiebung des Elektronenstrahls in Bezug auf den
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nichtgebeugten Strahl. Da sich die Energie der Welle beim Durchgang nicht dndert, bleibt die
Frequenz gleich. Interferiert der ungebeugte Wellenzug (gestrichelte Linie in Abb. 3.8B), der
in der Ndhe des Objekts vorbeilduft, in der Bildebene mit dem vom Objekt gebeugten,
phasenverschobenen Wellenzug (punktierte Linie), resultiert eine um einen kleinen Winkel
phasenverschobene Welle (ausgezogene Kurve) mit der gleichen Amplitude wie die
urspriingliche, nichtgebeugte Welle. Eine gegeniiber der urspriinglichen, ungebeugten
Elektronenwelle geringfiligige phasenverschobene Welle ohne Amplitudenschwichung ergibt
sich nur, wenn die gebeugte Welle gegeniiber der ungebeugten Welle um /2
phasenverschoben ist und eine kleinere Amplitude als die ungebeugte Welle hat. Wird der
gebrochene Strahl nochmals um etwa m/2 verschoben, so da3 die Amplituden phasengleich
aufeinanderfallen, interferieren die Wellen des gebrochenen und des ungebrochenen Strahls
mit einer wahrnehmbaren Amplitudenmodulation. Dieses Phdnomen wird Phasenkontrast
genannt. Der Phasenkontrast im Elektronenmikroskop wird durch die sphirische Abberation
der Objektivlinse und durch die Lage der Fokusebene verursacht. Im idealen Fall betrdgt die
Phasenverschiebung m/2. Dies ist jedoch nicht {iber den gesamten Beugungswinkel- (=

Auflosungs-) Bereich moglich - es entsteht eine Kontrastiibertragungsfunktion.

Abb. 3.8: Entstehung des Amplituden- (A) und Phasenkontrastes (B) [aus Picht und Heydenreich,
1966].

3.2.6.3 Kontrastiibertragungsfunktion (engl. Contrast Transfer Function = CTF)

Die Kontrastiibertragungsfunktion beschreibt, wie Amplituden- und Phaseninformation der
Objektwellenfunktion bei der elektronenmikroskopischen Abbildung auf das aufgezeichnete

Bild iibertragen werden. Dies ist abhidngig von dem eingestellten Defokus und dem
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Beugungswinkel des Elektronenstrahls. Mathematisch ist diese Funktion der Sinus der
Phasenschiebung siny(6), der beide Vorzeichen haben oder auch null betragen kann.

Néherungsweise 148t sich die Phasenschiebung wie folgt ausdriicken:

21 g &
HO)="C, =02
mit

0 = Streuwinkel (in rad)
A = Wellenlidnge der Elektronen
Az = Unterfokus

C, = Geritekonstante (beschreibt die sphirische Aberation)

Anderungen der Fokuslage wirken sich wie in Abbildung 3.9 dargestellt auf die

Kontrastiibertragungsfunktion aus, die unterschiedliche Kontrastverhéltnisse bewirkt.
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Abb. 3.9: Abhingigkeit der Kontrastiibertragungsfunktion von der Fokuslage. Beim Uberfokus ist
deutlich die Kontrastumkehr zu erkennen. Als Raumfrequenz bezeichnet man die Schwingungen pro

Léngeneinheit. Das Reziproke der Raumfrequenz ist die Wellenldnge A (aus Lottspeich und Zorbas,
1998).

Bei Aufnahmen mit dem Elektronenmikroskop benutzt man in der Regel einen starken
Unterfokus, um den Kontrast zu erhohen. Gleichzeitig verschlechtert sich allerdings auch die

Auflosung, die folgendermassen vom Unterfokus abhéngt:

d=~A-Az
mit
d = Auflosung
A = Wellenldnge der Elektronen
Az = Unterfokus
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Der optimale Bereich liegt nahe dem Kontrastminimum im schwachen Unterfokus (auch
Scherzer-Fokus genannt), wo die Phasenschiebung der gebeugten Welle etwa m/2 betrigt
(Abb. 3.10). Den Punkt der Kontrastumkehr beim Ubergang vom Unter- in den Uberfokus

nennt man Gauf3fokus.

optimaler
Fokusbereich

Kontrast

Unterfokus <——s= Uberfokus

Abb. 3.10: Zusammenhang zwischen Bildkontrast und Fokuslage [aus Lottspeich und Zorbas, 1998].

Elektronenmikroskopische Aufnahmen eines Transmissions-Elektronenmikroskops enthalten
also abhingig von der Fokussierung mehr oder weniger gut libertragene Objektinformationen.
Um die Bilder korrekt zu interpretieren, mufl daher immer eine Analyse der
Kontrastiibertragungsfunktion mit Hilfe von lichtoptischen Diffraktometern oder durch

Analyse des Fourier-Spektrums der Aufnahmen vorgenommen werden (siehe 3.3.1.1).

3.3 Elektronentomographie

3.3.1 Grundlagen der Elektronentomographie

Ziel  der  Elektronentomographie  ist es, aus  zweidimensionalen  (2-D)
elektronenmikroskopischen =~ Aufnahmen  ein  3-D-Volumen des  pleiomorphen
Untersuchungsobjekts zu erhalten (Abb. 3.11). Die theoretische Grundlage fiir die
Rekonstruktionsalgorithmen entwickelte bereits 1917 der Mathematiker J. Radon (Radon,
1917).
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Abb. 3.11: Schematische Darstellung der tomographischen Datenaufzeichnung und Rekonstruktion.

Von einem 3-D-Objekt wird eine moglichst hohe Anzahl von 2-D-Projektionen aus unterschiedlichen
Richtungen aufgenommen (A). Die einzelnen Projektionen werden gewichtet und in ein gemeinsames

Volumen riickprojiziert (B).

Die Aufnahmen aus den unterschiedlichen Projektionsrichtungen erhilt man, in dem man das
Objekt im Elektronenmikroskop mittels eines Goniometers um eine Achse senkrecht zum
Elektronenstrahl kippt. Diese Projektionen werden anschlieBend mittels kolloidaler
Goldmarker, die vor dem Auftragen der Probe in Losung auf das Grid gegeben wurden,
aufeinander aligniert, fouriertransformiert (siehe 3.3.1.1) und frequenzabhinig gewichtet. Die
gewichtete Riickprojektion entlang der Strahlrichtung in den Realraum und Superposition der
2-D Bilder fiihrt schlieBlich zur 3-D-Abbildung des Objekts. Die Auflosung der
Rekonstruktion ist linear von der Anzahl der aufgenommenen Projektionen abhédngig und

kann fiir die Einachsenkippung wie folgt beschrieben werden (Crowther ef al., 1970):

mit
d = Auflésung
D = Dicke des Objekts
N = Anzahl der Projektionen

Die Anzahl der Aufnahmen kann zum einen durch Verkleinerung des Winkel-Inkrements
erreicht werden, oder zum anderen durch Erweiterung des Kippwinkelbereichs. Dem letzteren
sind jedoch durch mechanische Gegebenheiten des Goniometers und Kipphalters Grenzen

gesetzt, und so kann in der Regel nur in einem Bereich von -70° bis +70° gearbeitet werden.
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Die fehlenden Projektionen bilden im Fourier-Raum einen Doppelkeil (engl. missing wedge;
Abb. 3.12A) bzw. bei Verwendung eines Doppelkipphalters eine Pyramide (engl. missing
pyramid; Abb. 3.12B), in dessen Bereichen Objektinformation fehlt. Im Realraum ist die
Auflosung in z-Richtung schlechter als in der x,y-Ebene, was sich unter anderem in einer
Elongation und damit einer ,Verschmierung“ der Strukturinformation auswirkt

(Rekonstruktionsartefakt).

Abb. 3.12: Veranschaulichung des eingeschriankten Informationsgehalts in 3-D-Rekonstruktionen:

,fehlender Keil“ (engl. missing wedge) (A) und ,,fehlende Pyramide* (engl. missing pyramid) (B).

3.3.1.1 Die Fourier-Transformation

Fourier’s Idee war es, jede beliebige Funktion angenihert als Uberlagerung harmonischer
Sinus- und Kosinus-Funktionen geeigneter Amplitude und zunehmender Frequenz
darzustellen. Jede Abbildung im Realraum kann somit auch als Objektfunktion f{x) definiert
werden, die sich als Summe vieler Sinusfunktionen, die sich in den Parametern Frequenz
(Raumfrequenz), Amplitude und Phasenlage im Koordinatenursprung unterscheiden,
darstellen 148t (Abb. 3.13A). Dabei wird die Ubereinstimmung dieser Summe mit f{x) umso

genauer, je mehr solcher Funktionssummanden man einsetzt (Abb. 3.13B).
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Abb. 3.13: Fourier-Zerlegung einer periodischen Rechteckwelle [aus Hecht, 1992].

Im Fall von unendlich vielen Summanden, also der Integration iiber alle Frequenzen, 146t sich
die Objektfunktion exakt beschreiben. Diese Darstellung nennt man Fourier-Transformation

(FT):

FT{f(0)]= [ f(x)e ™ ax

wobei
f(x)= Z[ki -sin(27zvl.x +Agp, )]
mit
k; = Strukturfaktor
vi = Frequenz

Ag; = Phasenverschiebung

Fourier-transformierte  EM-Aufnahmen sind also zweiteilige Bilder: sie enthalten die
Amplituden (Strukturfaktoren) und Phasenverschiebungen der einzelnen Sinusfunktionen.
Dabei kennzeichnen Funktionen mit kleiner Ortsfrequenz (groen Wellenldngen) grobe
Objektstrukturen und Sinusfunktionen mit hoher Ortsfrequenz (kleinen Wellenldngen) feine
Strukturdetails. Um ein Bild mit hoher struktureller Auflosung zu analysieren, muf3 man die
kleinen Amplituden bestimmen und sie vom iiberlagernden hochfrequenten Rauschen trennen.
Dazu verwendet man bestimmte Fourier-Filterungen, wie die Tief- und Hochpassfilterung.
Bei der Tiefpassfilterung (engl. low-pass) werden hochfrequente Bildanteile (z.B. Rauschen)
entfernt, wihrend bei der Hochpassfilterung (engl. high-pass) die niederfrequenten Anteile

beseitigt werden.
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Fiir die Analyse von Bildqualitit und von Objekteigenschaften geniigt es, die GroBe und die
Verteilung der Strukturfaktoren als Funktion der Raumfrequenz zu kennen. Dazu wird das
Energiespektrum (engl. power spectrum) herangezogen, welches das Quadrat der Fourier-
Transformierten darstellt, wobei die Phaseninformation verloren geht. Es entspricht dem
lichtoptischen Beugungsbild (Diffraktogramm) und besteht aus konzentrischen, abwechselnd
hellen und dunklen Ringen. Die hellen Bereiche kennzeichnen die iibertragenen
Ortsfrequenzen, die die Strukturinformation beinhalten, wihrend die dunklen Ringe
(Thonsche-Ringe) Ubertragungsliicken darstellen. Der erste Thonsche-Ring kennzeichnet
aullerdem die erste Nullstelle der Kontrastiibertragungsfunktion und beschreibt damit die

Fokuslage (siche 3.2.5.3).

3.3.2 Automatisierte Elektronentomographie im ,,low-dose“~-Modus

Beugungsmessungen zu Beginn der 70er Jahre zeigten, welche verheerenden Auswirkungen
Bestrahlung auf das Probenmaterial haben kann (Glaeser, 1971). Die Strahlenbelastung steigt
zudem mit dem Quadrat der Vergro3erung. Obwohl biologische Strukturen im Vergleich zur
Raumtemperatur unter Kryo-Bedingungen sehr viel weniger empfindlich gegeniiber
Elektronenstrahlung sind, stellt die hohe Strahlenempfindlichkeit von eiseingebetteten,
biologischen = Materialien = dennoch  eine  wesentliche  Limitierung  bei  der

elektronentomographischen Datenaufzeichnung dar.

Durch die Automatisierung der Bildaufzeichnung (Abb. 3.14) wird die Dosis, und somit der
Strahlschaden, innerhalb der Kippserie minimiert (engl. low dose) (Dierksen et al., 1992). Die
gesamte Elektronendosis wihrend einer Kippserie sollte zwischen 2000 und 6000 e/nm’
liegen (Grimm et al., 1998). Da eine manuelle Einstellung und die Korrektur von wichtigen
Mikroskopparametern, wie Defokus und Bildverschiebung, nach jedem Kippschritt zu einer
hohen Strahlenbelastung des Objekts fiihren und sehr zeitintensiv sind, werden die einzelnen
Schritte von einem externen Computer gesteuert. Die Werte der Bildauswanderung und
Defokussierung werden vom Computer ermittelt und an das Elektronenmikroskop
weitergeleitet und korrigiert. Somit kann flir die eigentlichen Aufnahmen ein Grofteil der
zuldssigen Gesamtdosis verwendet werden. Ein Nachteil dieser Nieder-Dosis-Bedingungen ist
jedoch, dal die Auflésung und das daraus resultierende Signal-zu-Rausch- (engl. signal-to-

noise) Verhéltnis verschlechtert werden.



Physikalische Grundlagen 41

Kippwinkel

/TN

Energieschlitz
Aufnahme zentrieren

\ )

Bildverschiebung S
korrigieren Okussieren

N

Abb. 3.14: Schematischer Ablauf eines automatisierten, tomographischen Aufnahmezykluses. Fiir

jeden gesetzten Kippwinkel wird die Probe erneut fokussiert und die mechanische Probendrift mit
Hilfe der Bildverschiebung korrigiert. Danach erfolgt die eigentliche Aufnahme. Eine Zentrierung des

Energieschlitzes zur ,,zero-loss*“-Filterung ist nur etwa alle 10 Aufnahmen nétig.

3.4 Kryo-Priparation

Helligkeit und Kontrast in elektronenmikroskopischen Aufnahmen hingen stark von der fiir
die Bildaufnahme verwendeten Elektronendosis ab. Besonders bei dickeren Proben, wie
ganzen Zellen, muf3 daher eine hohe Intensitdt verwendet werden. Biologische Materialien,
wie etwa Zellen, Organellen, Makromolekiile oder Viren, sind allerdings sehr
strahlungsempfindlich und werden durch den Elektronenstrahl aufgeheizt, was zu
strukturellen Verdanderungen und letztendlich zur Zerstérung der Probe fiihrt. Eine Methode,
dies zu verhindern oder zumindest zu verzdgern, ist es, die zu untersuchende Probe durch
Schockgefrieren mittels einer Guillotine-artigen Apparatur (Abb. 3.15) in fliissigem Ethan (T
= -183 °C) in einen diinnen Eisfilm einzubetten (vitrifizieren) (Dubochet ef al., 1988). Ethan
zeichnet sich durch eine wesentlich bessere Wiarmeleitfahigkeit gegeniiber Stickstoff aus,
welcher bei Wiarmeaufnahme sofort verdampft und sich als isolierendes Gaspolster um die
Probe legen wiirde (Leidenfrost-Phdnomen). Auf Grund der hohen Abkiihlrate des durch
Stickstoff (T = -196 °C) gekiihlten Ethans, die bei Proben mit einer Dicke von weniger als
einem Mikrometer 10° K/s betrigt, bildet sich kein kristallines Eis aus, sondern amorphes Eis,
welches die native Struktur bis auf atomare Dimensionen konserviert. Dies stellt einen

entscheidenden Vorteil gegeniiber den klassischen Priparationstechniken (wie der chemischen
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Fixierung, Entwisserung oder Kontrastierung) dar. Zusitzlich wird ein Verdampfen der
wassrigen, biologischen Proben im Hochvakuum des Mikroskops verhindert. Zwei Nachteile
der Kryo-Préparation gegeniiber der Negativkontrastierung sind allerdings der geringe
Kontrast der abzubildenden Struktur auf Grund des geringen Dichteunterschieds von
amorphen Eis und Protein, sowie die hohere Strahlungsempfindlichkeit des Préparats. Die
maximale Elektronendosis fiir biologische Priparate betrigt ca. 20 bis 100 ¢/A”. Die ab dieser
Dosis erkennbaren strukturellen Verdanderungen beruhen auf der Bildung und der Diffusion

von freien Radikalen und den durch sie ausgelosten Reaktionen.

Abb. 3.15: EinschuBlapparatur zur Kryo-Fixierung. Sie funktioniert nach dem Prinzip einer Guillotine
und gewdbhrleistet eine kontrollierte und reproduzierbare Vitrifikation. Die Fallvorrichtung wurde in
Anlehnung an die Konstruktion von Dubochet (Dubochet et al., 1988) von der hauseigenen Werkstatt

entworfen und gebaut.

Die genaue Vorgehensweise bei der Kryo-Préparation ist in der folgenden Abbildung (Abb.
3.16) illustriert:
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Abb. 3.16: Bei der Kryo-Fixierung wird die in wéssriger Losung oder Kulturmedium befindliche
Probe auf einen Kohlelochfilm aufgebracht. Nach dem Entfernen der iiberstehenden Fliissigkeit durch
Filterpapier (,,Blotten) wird das Grid in fliissiges Ethan eingeschossen und somit schockgefroren (von

links nach rechts) [aus Bohm, 2001].

Nach der Kryopréparation wird die vitrifizierte Probe stets unter fliissigem Stickstoff gehalten
und mittels eines speziellen Kryo-Probenhalters (Abb. 3.17), der sich ebenfalls auf
Stickstofftemperatur befindet und die Probe somit iiber mehrere Stunden thermisch stabil hélt,

in das Hochvakuum des Mikroskops transferiert und die Datenaufnahme begonnen.

Abb. 3.17: Kryo-Probenhalter.
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4 Material und Methoden

4.1 Zellkultivierung

4.1.1 Bakterienstamm

Untersuchungsobjekt dieser Arbeit waren Zellen der Art Spiroplasma melliferum BC-3
(ATCC 33219), die in der Natur als Krankheitserreger in Honigbienen (Apis mellifera)
vorkommen (Clark, 1977; Clark et al., 1985). Die Zellen sind helikal gewunden und haben

einen Durchmesser von 100-150 nm und eine Liange von 3-10 um (Krieg und Holt, 1984).

4.1.2 Wachstumsbedingungen und Anzucht

Der Organismus wurde in 5-ml Cryordhrchen (Roth, E295.1) in ,,798 plant mycoplasma
medium” (Tab. 1A und 1B, nach ATCC) bei 30°C geziichtet. Die Inkubationszeiten betrugen
24 Stunden fiir Umsetzungen bzw. 6-8 Stunden fiir Préparationsversuche. Zum Beimpfen
wurden 0,5 ml zu 4,5 ml frischem Medium gegeben. Erfolgreiches Wachstum konnte anhand

eines Farbumschlags des Mediums von rot iiber orange nach gelb festgestellt werden.

Tab. 1A: Mediumzusammensetzung.

D-Glukose 0,1g Merck 1.08337
D-Fruktose 0,1g Merck 1.05323
Saccharose 10g Merck 1.07651
Trypton 10g Difco 0123
D-Sorbit 70¢g Merck 1.07758
PPLO Broth w/o CV 2,1g Difco 0554
Pepton 0,8¢g Difco 0118
dest. H,O 70,0 ml
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Dieses Gemisch wurde mittels 1IN NaOH auf einen pH-Wert von 7,8 eingestellt und 15
Minuten bei 121 °C autoklaviert. Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur wurden folgende

nicht-autoklavierbare Komponenten steril-filtriert zugegeben:

Tab. 1B: Mediumzusammensetzung.

Schneider’s Drosophila Medium 160,0 ml GIBCO 11720

fotales Rinderserum, hitze-inaktiviert, 50,0 ml Biochrom S0113

v-bestrahlt

Hefe-Extrakt-Losung 10,0 ml GIBCO 18180

Phenolrot-Losung (0,5%) 1,2 ml Merck 7241

Die Phenolrot-Losung wurde folgendermaPen hergestellt: 1 g Phenolrot wird im Morser unter
langsamer Zugabe von 30 ml 1 N NaOH zerrieben. Danach fiillt man mit destilliertem Wasser
auf 200 ml auf und inkubiert tiber Nacht bei 4 °C. AnschlieBend wird die Losung filtriert, auf
einen pH-Wert von 7,5 eingestellt und autoklaviert.

4.1.3 Langzeitaufbewahrung von Kulturen

Kulturen wurden in fliissigem Stickstoff eingefroren und aufbewahrt, um zu einem spéteren
Zeitpunkt wieder aufgetaut und angeziichtet werden zu konnen. Hierfiir wurde eine 6-8
Stunden gewachsene Kultur im Verhéltnis 9:1 mit 50%-igem DMSO (dimethyl sulfoxide)

gemischt und durch Eintauchen in fliissigen Stickstoff gefroren.

4.2 Probenvorbereitung fiir die Elektronenmikroskopie

4.2.1 Kryo-Proben

Fir die Untersuchung im Elektronenmikroskop wurden 5 pl aus einer 6-8 Stunden
gewachsenen Kultur auf ein mit einem Kohlelochfilm beschichtetes Kupfergrid (S166-2;
Plano GmbH, Wetzlar) pipettiert. Dieses wurde vorher bereits im Beglimmer (engl. plasma

cleaner) durch Glimmentladung in ionisiertem Gas hydrophil gemacht und mit 3 pl einer
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Goldlosung, bestehend aus 10 nm kolloidalem Gold (Sigma), beschichtet, um eine spétere
Alignierung der 2-D-Aufnahmen zu ermdglichen. Danach wurde das Grid nach der wie in
Kapitel 3.4 beschriebenen Kryo-Priparationsmethode eingefroren und anschliefend im

Elektronenmikroskop untersucht, oder in Gridboxen in Stickstofftanks aufbewahrt.

4.2.2 Negativ-kontrastierte Proben (engl. negative staining)

Mit Kohlefilm beschichtete Grids wurden 30 Sekunden im Plasma Cleaner beglimmt, um sie
hydrophil zu machen. Auf einem Parafilm wurden der Reihe nach je ein 5 pl-Tropfen Probe,
destilliertes Wasser und 2% Uranylacetat (UA) pipettiert. Das Grid wurde anschlieBend
nacheinander fiir 30 Sekunden (Probe), 1 Sekunde (H,O dest.) bzw. 1 Minute (UA)
umgekehrt auf den jeweiligen Tropfen gelegt und zwischendurch mit Filterpapier abgesaugt.
Das getrocknete Grid wurde fiir die spitere Untersuchung im CMI12 Transmissions-

Elektronenmikroskop aufbewahrt.

4.3 Kryo-Elektronentomographie

Mit einem 300kV Transmissions-Elektronenmikroskop der Firma FEI (Eindhoven,
Niederlande), welches mit einer Feldemissionskathode (FEG) und einem GIF 2002
Energiefilter der Firma Gatan Inc. (Pleasanton, Kalifornien) ausgestattet ist, wurden
tomographische Kippserien mit einem Inkrement von 1,5° innerhalb eines Winkelbereichs
von etwa —60° bis +60° unter Niedrigdosisbedingungen aufgenommen. Die Belichtungszeit
wurde nach der Funktion 1/cos a fiir jeden Kippwinkel festgelegt. Der Defokus der
verschiedenen Kippserien betrug zwischen 8 und 15 pum. Die Datenaufnahme erfolgte

automatisiert (siehe 3.3.2). Die Pixelgrof3e betrug zwischen 0,68 und 0,86 nm.

4.4 Bildverarbeitung und Visualisierung

Die 2-D-Aufnahmen wurden wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben aligniert und zu einem 3-D-
Volumen mit einer Aufldsung von bis zu 4 nm rekonstruiert. Hierzu diente das von R. Hegerl

erstellte EM-Programm (Hegerl, 1996). Aufgrund des schlechten Signal-zu-Rausch-
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Verhiltnisses in den Aufnahmen wurde durch Anwendung der nonlinearen anisotropen

Diffusion im 3-D-Volumen das Rauschen vermindert (Frangakis und Hegerl, 2001).

Um die Anzahl und die Abstéinde der einzelnen Cytoskelett-Filamente zu bestimmen, wurde
die sogenannte ,,Hough“-Transformation (Russ, 2002) fiir Filamentregionen aus mehreren
Tomogrammen berechnet. Hierfiir erstellt man zunéchst Projektionen iiber alle ¢- und 6-
Winkel (Abb. 4.1), bestimmt die Position mit maximalem Kontrast und wéhlt dann die

entsprechenden Projektionswinkel aus.

Abb. 4.1: Veranschaulichung der sphirischen Koordinaten r, ¢ und 0.

Die Berechnung der geodétischen Linie, das heiflt der kiirzesten Verbindung zwischen zwei
beliebigen Punkten auf der drei-dimensionalen Zellmembran, erfolgte in Anlehnung an

Kimmel und Sethian (Kimmel und Sethian, 1998).

Zur 3-D-Visualisierung diente das AMIRA Software Programm (Mercury Computer Systems
Inc., Chelmsford, Massachusetts), mit dem man einzelne Strukturen aus dem 3-D-Volumen

manuell segmentieren und darstellen kann.

4.5 Aufstellung von Bewegungsmodellen

4.5.1 Konfokale Lichtmikroskopie

Um die Bewegungsmechanismen und Helizitét von S. melliferum zu untersuchen, wurden von
den Zellen lichtmikroskopische Aufnahmen am ,,European Molecular Biology Laboratory*

(EMBL) in Heidelberg aufgenommen.
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Die Zellen wurden zunédchst 30 Minuten mit 10 pg/ml Hoechst 33342 inkubiert. Anschliefend
wurden sie mit 45% Glycerin gemischt und sofort auf einem Objekttrager mit Deckgldschen
mikroskopisch untersucht. Mit einem fiir Fluoreszenzprotein-Aufnahmen angepaften Zeiss
LSM 510 Konfokalmikroskop (Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland) mit 100x
PlanApochromat 1.4 NA Olimmersions-Objektiv wurden Bilder gesammelt (vgl. Gerlich et
al., 2001). Um den sehr beweglichen Zellen in z-Richtung folgen zu kdnnen, wurden alle 250
Millisekunden zwei 7,7 um dicke Bereiche mit einer Verschiebung von 2,0 pm
aufgenommen. Mit dem gleichen Mikroskop wurden zudem Phasenkontrast-Aufnahmen von

unbehandelten Zellen gemacht.

4.5.2 Computersimulationen

Die Simulationen der Bewegungsmechanismen von S. melliferum basieren auf den

Ergebnissen dieser Arbeit, die aus den tomographischen Untersuchungen gewonnen wurden.

Demzufolge wurde fiir unser Modell die Existenz eines aus drei miteinander verbundenen
Filamentbandern bestehendes Cytoskelett vorausgesetzt, welches unterhalb der Membran
durch die ganze Zelle verlduft. Zudem wurde angenommen, dafl das innere Band eine
elastische, zylindrische Form induziert, und daB3 jedes der beiden &uBeren Bénder aus
diskreten Elementen besteht, welche zwei verschiedene Konformationen annehmen konnen.
Somit wurden die Simulationen folgendermassen erstellt: In 3-D wird eine beliebige Kurve,
die aus diesen diskreten Elementen einer Konformation gebildet wird, definiert. Um diese
Kurve wird in einem konstanten Abstand, welcher durch die in dieser Arbeit bestimmten
Breite des inneren Bandes definiert ist, eine zweite Kurve mit unterschiedlicher Konformation
ithrer diskreten Elemente berechnet. AnschlieBend wird ein elastischer, zylindrischer Korper,
welcher den Zellkorper repriasentiert, um diese beiden Kurven gewickelt. Die Annahme eines

elastischen Zylinders ist wichtig, da eine eindeutige Losung sonst nicht moglich wére.

Durch Simulation von Langen- und Distanzdnderungen der beiden Kurven, welche die beiden
duBeren Filamentbinder darstellen, konnen sowohl die Anderung der Hindigkeit der Zelle, als
auch die Fortpflanzung einer Deformation (engl. propagating kink) durch den Zellkorper
erklart werden — beides Mechanismen, die von S. melliferum zur Fortbewegung benutzt

werden.
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4.6 Biochemische Untersuchung

4.6.1 Gel-Elektrophorese

Fir die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurden die
Proben im Verhiéltnis 4:1 mit 5x SDS-Puffer (1,7% SDS, 5% Glycerin, 58§ mM Tris, 100 mM
DTT, 0,02% Bromphenolblau, pH 6,8) gemischt und 5 Minuten bei 95 °C im Heizblock
erhitzt, um die Zellen zu lysieren. Als Elektrophorese-Puffer dienten ein Kathodenpufter (100
mM Tris, 100 mM Tricine, 0,1% SDS, pH 8,25) und ein Anodenpuffer (200 mM Tris-HCI,
pH 8,9). Die Proben, sowie ein Marker (SeeBlue Pre-Stained Standard, Invitrogen), wurden
auf ein 12%-Acrylamid-Gel aufgetragen und durch Elektrophorese (100 V, 400 mA, 1-2 h)
getrennt. AnschlieBend wurde das Gel einige Minuten in TCAA (trichloroacetic acid)
geschwenkt und danach mit Wasser gut abgewaschen. Als Féarbelosung fiir die Gele wurde
eine Coomassie-Losung eingesetzt (0,3% Coomassie brilliant blue R250, 45% Methanol, 10%

Essigsdure), zur Entfairbung wurde Wasser verwendet.

4.6.2 Western-Blot-Analysen

S. melliferum BC3-Zellen in mid-logarithmischer Phase wurden durch Zentrifugation (4 °C, 4
500 g, 30 min) geerntet. Ein Teil des Pellets wurde im Verhiltnis 4:1 in 5x SDS-Puffer gelost
und 5 Minuten bei 95 °C im Heizblock erhitzt, um die Zellen zu lysieren. Das Kulturmedium
wurde auf die gleiche Weise behandelt und diente als Kontrolle. Die Proben wurden auf ein
12%-Acrylamid-Gel aufgetragen und elektrophoretisch getrennt (siehe 4.5.1). Das Gel wurde
anschlielend fiir 15 Minuten in Blotting-Puffer (39 mM Glycin, 48 mM Tris, 0,0375% (w/v)
SDS, 20% Methanol) equilibriert und die Proteine durch Elektroblotten (15 V, 1 h) auf eine
Optitran BA-S Nitrocellulose-Membran (Schleicher und Schuell) transferiert. Nach 30-
miniitigem Waschen mit NCP-Puffer (10 mM Tris, 1,5 M NaCl, 0,5% Tween, 0,2% Na-Azid)
wurden unbesetzte Proteinbindungsstellen auf der Membran durch 30-miniitige Inkubation
mit NCP/5% BSA- (engl. bovine serum albumin) Puffer blockiert. Die Membran wurde
anschlielend jeweils getrennt mit dem ersten Antikorper (monoklonaler Aktin-Antikérper
(236-1, Prof. Dr. G. Gerisch, MPI fiir Biochemie, Martinsried, Deutschland), polyklonaler
MreB-Antikorper (Prof. J. Errington, University of Oxford, Oxford, UK) 1:500 verdiinnt in
NCP-Puffer, polyklonaler ,,Fibril*“-Protein-Antikérper (Eurogentec, Seraing, Belgien) 1:500
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verdiinnt in NCP-Puffer) auf einem Schiittler bei 4 °C {iber Nacht inkubiert. Nach mehreren
Waschschritten in NCP-Puffer (5 x 10 min) wurde die Membran mit dem zweiten Antikorper
(Aktin: alkaline phosphatase-conjugated anti-mouse, MreB und ,,Fibril“-Protein: alkaline
phosphatase-conjugated goat anti-rabbit (1:5000 verdiinnt in NCP-Puffer), Sigma-Aldrich
Inc.) fiir 1 Stunde auf einem Schiittler bei Raumtemperatur inkubiert. Nach weiteren
Waschschritten (5 x 5 min in NCP-Puffer und 1 x 5 min in 0,1 M NaHCOs, pH 10,2), wurden
gebundene Antikorper mit einer Férbetablette (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro
blue tetrazolium, Sigma-Aldrich Inc.) sichtbar gemacht und die Membran anschlieend mit

Wasser gewaschen.

4.6.3 Herstellung des Antikorpers gegen das ,,Fibril“-Protein

Es wurden zwei Antikdrper gegen das ,,Fibril“-Protein von der Firma Eurogentec (Seraing,
Belgien) hergestellt. Als Peptidsequenzen wurden folgende Sequenzen aus dem bereits
sequenzierten Protein von S. citri (SWISS-PROT: FIB SPICI) verwendet: fiir den ersten
Antikorper wurde die Sequenz STNDKHDTGDTTI ST (AA 78-92) (Abb. 4.2 links) benutzt,
fiir den zweiten Antikorper wurden die beiden Sequenzen | SVFI PSNKGANRGV (AA 461-
474) (Abb. 4.2 Mitte) und DI TRNDYDPI KVGSF (AA 492-506) (Abb. 4.2 rechts) im
Rahmen des ,,Double XP*“-Programms verwendet. Diese Sequenzen erwiesen sich aufgrund
folgender Eigenschaften als besonders geeignet: starke Hydrophilizitit und antigener Index
(AA 78-92), hohe Wahrscheinlichkeit der Oberfldchenexposition (AA 461-474), sowie starke
Hydrophilizitit und Flexibilitdt (AA 492-500).

Abb. 4.2: Modell der Struktur des N-terminalen Teils des ,,Fibril“-Proteins aus S. citri, in der die Lage

der fiir die Antikorper-Herstellung ausgewéhlten Sequenzen (cyan) markiert ist (erstellt mit dem

Grafikprogramm RasMol).
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4.6.4 Isolierung und Aufreinigung der Filamente

Die Isolierung und Aufreinigung der Filamente erfolgte, abgesehen von einzelnen
Abweichungen, nach den Methoden von Trachtenberg und Gilad (Trachtenberg und Gilad,
2001):

Die Zellen einer 500 ml-Kultur, die 11 Stunden gewachsen war, wurden in einem Sorvall SS-
34 Rotor abzentrifugiert (4 °C, 13 000 rpm, 30 min). Die Pellets wurden in Tris-Puffer (10
mM, pH 7,6) mit 400 mM NaCl gewaschen und anschliefend in 50 ml 10 mM Tris-Puffer mit
1% Triton X-100, 1% Natriumdeoxycholat und 2 M Glyercin, pH 7,6, aufgelost und bei 4 °C
iiber Nacht geriihrt. Der Tris-Puffer enthielt zusitzlich Mg®" (5 mM), DNase (2,5 pg/ml) und
eine Tablette “protease inhibitor complete” (Boehringer, Mannheim, Deutschland). Das Lysat
wurde in einem Ti55.2 Rotor abzentrifugiert (4 °C, 35 000 rpm, 120 min). Nach der
Zentrifugation enthielt das Pellet das ,Fibril“-Protein, wihrend sich MreB im Uberstand
befand. Das Pellet wurde mit Tris/EDTA-Puffer (TE; 10 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 7,6)
gewaschen, in einem Ti55,2 Rotor abzentrifugiert (4 °C, 40 000 rpm, 20 min) und in 1 ml TE
mit 1 M KCI (TEK) durch 4-tdgiges Riihren bei 4 °C aufgeldst. Die TEK-Suspension wurde
auf einen 15-60%-igen Sucrose-Gradienten in TE-Puffer gegeben und in einem Beckman
SW28 Rotor zentrifugiert (20 °C, 28 000 rpm, 18 h). AnschlieBend wurden mit Hilfe eines
Dichtegradienten-Fraktionssammlers (ISCO, Lincoln, Nevada, Model 640) 38 Fraktionen a
0,8 ml gesammelt.

Zur genaueren Untersuchung der Fraktionen der Dichtegradientenzentrifugation wurden SDS-
PAGE-Gele von jeder zweiten Fraktion angefertigt und anhand eines Western-Blots mit
einem Antikdrper gegen das ,,Fibril“-Protein die Fraktionen bestimmt, welche das ,,Fibril“-
Protein enthalten. Von der Fraktion mit dem hochsten Anteil an Protein wurden ein
gesondertes Gel fiir die Sequenzanalyse, sowie negativ-kontrastierte Grids (siche 4.2.2) zur

Untersuchung im Elektronenmikroskop vorbereitet.

Um die Proteine des Uberstands nach der Zentrifugation des Lysats zu trennen, wurde eine
Gelfiltration durchgefiihrt. Um die Auftrennung zu verbessern, wurde der Uberstand (50 ml)
zunichst durch Zentrifugation in einer Rotanta 46 RS Zentrifuge (4 °C, 3 500 rpm) 38-fach
aufkonzentriert (Millipore, Amicon Ultra-15, 5 000 MWCO). Die Gelfiltration erfolgte an
einer Akta mit einer Superose-6-Sdule (130 ml). Zum Equilibrieren der Siule wurde ein

Tris/EDTA-Puffer (10 mM Tris, 10 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7,6)
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verwendet. AnschlieBend wurde die Sdule mit 1,3 ml Probe beladen und mit 0,5 ml/min bei 4
°C gefahren. 32 pl jeder zweiten Fraktion des Peaks wurden auf einem SDS-PAGE-Gel
aufgetrennt und anhand eines Western-Blots mit einem Antikorper gegen MreB die
Fraktionen bestimmt, welche MreB enthalten. Da sich bei der elektronenmikroskopischen
Untersuchung herausstellte, dal die Probe keine Filamente enthélt, wurde ein Versuch
unternommen, die MreB-Filamente mit Hilfe eines Polymerisationsassays wieder

herzustellen.

Polymerisationsassay:

Nach der Gelfiltration wurden die Fraktionen mit dem hochsten Anteil an Protein vereinigt,
mit Polymerisationspuffer (100 mM Tris-HCI, 2 mM ATP, 4 mM MgCl,, 100 mM NaCl, pH
7,0) gemischt und 30 Minuten bei 37 °C im Heizblock inkubiert. AnschlieBend wurde diese
Probe in einem Ti70.1 Rotor ultrazentrifugiert (4 °C, 45 000 rpm, 20 min) und vom in
Polymerisationspuffer aufgenommenen Pellet, sowie vom Uberstand, negativ-kontrastierte
Grids (siehe 4.2.2) fiir die Untersuchung im Elektronenmikroskop angefertigt. 6 ml des
Uberstands wurden zudem 6-fach aufkonzentriert (Pall, Nanosep 10K Omega) und fiir die

Proteinsequenzanalyse verwendet.

4.6.5 Proteinsequenzanalysen

SDS-PAGE-Gele der Dichtgradientenfraktion, welche das ,,Fibril“-Protein enthielt, sowie der
Gelfiltrationsfraktionen, in dem sich MreB befand, wurden fiir Proteinsequenzanalysen

verwendet.

Die durch Western-Blot-Analyse und anhand ihres Molekulargewichts bestimmten,
entsprechenden Proteinbanden wurden aus dem Gel ausgeschnitten, Cystein-alkyliert und
tryptisch gespalten (vgl. Eckerskorn und Lottspeich, 1989). AnschlieBend wurden die
Peptidfragmente aus dem Gel eluiert und mittels ,reverse-phase’ HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) (SYCAM, Fiirstenfeldbruck, Deutschland, Luna C-18-Siule, 150 x
I mm) aufgetrennt. Die Sequenzierung einzelner Fragmente erfolgte durch N-terminalen
Edman-Abbau mit Hilfe eines Procise 492 cLC Gasphase-Sequenators (Applied Biosystems
GmbH, Weiterstadt, Deutschland) gemdf den Anleitungen des Herstellers. Die gefundenen

Sequenzen wurden schlielich mit Sequenzen in der Datenbank des NCBI (National Center
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for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)  verglichen und

entsprechend zugeordnet.
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S Ergebnisse

5.1 Kryo-Elektronentomographie von S. melliferum

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchungen an S. melliferum beschrieben, die
mit Hilfe der Kryo-Elektronentomographie gewonnen wurden. Dabei wird zunéchst auf den
strukturellen Aufbau des Cytoskeletts dieser Bakterien eingegangen und anschlieend die

Lage und 3-D-Struktur innerhalb der Zelle dargestellt.

5.1.1 Struktureller Aufbau des Cytoskeletts

Um einen detaillierten Einblick in den Aufbau des Cytoskeletts von S. melliferum zu erhalten,
mull eine hohe Bildauflosung gewihrleistet sein, da Cytoskelett-Elemente generell im
GroBenbereich von wenigen Nanometern liegen. In elektronenmikroskopischen 2-D-

Aufnahmen kann dies nicht erreicht werden, wie die Abbildung 5.1 veranschaulicht.

Abb. 5.1: 0°-Bild einer Kippserie von S. melliferum. Groflenbalken: 100 nm.
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Erst durch die Uberlagerung von Informationen aus einer Vielzahl von Einzelbildern, wie es
bei der Erstellung von Kryo-Elektronentomogrammen der Fall ist (siehe 3.3.1), ist eine
Auflésung von 4-5 nm erreichbar. In den 3-D-Rekonstruktionen dieser Arbeit konnte eine

Auflosung von 4 nm erzielt werden, wie die folgenden Ergebnisse zeigen.

Die Abbildungen 5.2, 5.3 und 5.4 zeigen Ausschnitte aus Tomogrammen von S. melliferum-
Zellen. Man erkennt verschieden dicke Filamente, die parallel zueinander angeordnet sind und
durch die Zelle verlaufen. Das von diesen Filamenten gebildete Cytoskelett besteht aus drei
Bindern - zweil duBleren Béindern aus dickeren Filamenten, welche ein drittes Band aus
diinneren Filamenten umgeben. Die einzelnen Filamente sind sehr wahrscheinlich miteinander

verbunden.

Abb. 5.2: Schnitt (1,4 nm dick) aus einem Tomogramm einer S. melliferum-Zelle, der den Aufbau des
Cytoskeletts zeigt. Man erkennt deutlich die beiden dufleren Bénder aus dickeren Filamenten und das
dazwischen liegende Band aus diinneren Filamenten. Die Bilder entstanden durch

Aufeinanderprojizieren mehrerer z-Schichten des Tomogramms. GroBenbalken: 100 nm.
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Abb. 5.3: VergroBertes Bild des in Abbildung 5.2 markierten Ausschnitts, das die Struktur des inneren

Bandes klarer verdeutlicht. Gréf3enbalken: 100 nm.

Abb. 5.4: Schnitte (2,7 nm dick) aus Tomogrammen von S. melliferum-Zellen, die deutlich die
Zusammensetzung der beiden dufleren Béndern des Cytoskeletts zeigen. Die Bilder entstanden durch

Aufeinanderprojizieren mehrerer z-Schichten des Tomogramms. GroBenbalken: 100 nm.
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Durch automatische Berechnung der sogenannten ,Hough“-Transformation fiir
Filamentregionen aus mehreren Tomogrammen konnten die Anzahl und die Abstinde der
einzelnen Filamente bestimmt werden (Abb. 5.5). Die beiden dulleren Bénder sind jeweils
etwa 55 nm breit und bestehen aus je fiinf dicken Filamenten, zwischen denen die Abstédnde
etwa 11 nm betragen. Das dazwischen liegende Band hat eine Breite von etwa 35 nm und

wird von neun diinnen Filamenten gebildet, welche etwa 4 nm voneinander entfernt sind.
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Abb. 5.5: Schnitte (2,7 nm dick) aus Tomogrammen von S. melliferum-Zellen (links) und
dazugehorige Profile der Filament-Grauwerte (rechts), die die Anzahl und die Abstinde der dickeren
(oben) und diinneren (unten) Filamente aufzeigen (hervorgehoben durch rote Balken). Jedes Kreuz in
den Graphen steht fiir ein Pixel (Pixelgréfe: oben, 1,72 nm; unten, 0,68 nm). (In dem unteren Graphen

wurden die Werte auf beiden Seiten des inneren Bandes auf Null gesetzt.) GroBenbalken: 100 nm.

Abhidngig von dem Grad der Verdrehung der Zelle und der Lage der Filamente relativ zur
Einfallrichtung des Elektronenstrahls wihrend der Datenaufnahme kann man in den

Tomogrammen fiinf oder lokal weniger als fiinf dicke Filamente erkennen (vgl. Abb. 5.6).
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Abb. 5.6: Simulation von Filamentbandern, die veranschaulicht, wann in Abhéngigkeit von dem Grad
der Verdrehung der Zelle bzw. des Bandes und der Lage der Filamente relativ zur Einfallrichtung des

Elektronenstrahls (z-Richtung) eine Unterscheidung der einzelnen Filamente médglich ist.

5.1.2 Lage und Verlauf des Cytoskeletts

Wie bereits in Abbildung 5.7 ersichtlich, verlduft das Cytoskelett direkt unterhalb der
Zellmembran durch die Zelle. Vermutlich sind die Filamente mit der Membran verbunden. Es

war jedoch nicht moglich, entsprechende Verbindungen in den Tomogrammen zu erkennen.

Abb. 5.7: Schnitt (3,3 nm dick) aus einem Tomogramm einer S. melliferum-Zelle, in dem die Lage des

Cytoskeletts direkt unterhalb der Zellmembran deutlich wird (rote Pfeile). GroBenbalken: 100 nm.

Mit Hilfe des Visualisierungsprogrammes AMIRA konnte die Anordnung und der Verlauf des
Cytoskeletts innerhalb der Zelle in 3-D illustriert werden. Dazu wurden die Zellmembran

sowie die beiden duBeren Bander des Cytoskeletts manuell segmentiert.
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Abb. 5.8: Uberlagerte Schnitte aus einem Tomogramm und entsprechende 3-D-Visualisierung eines
Teils einer S. melliferum-Zelle, die den Verlauf des Cytoskeletts entlang der Zellmembran (blau)
anhand der beiden duBeren Filamentbander (gelb) veranschaulicht. Die Bénder winden sich parallel
zueinander helikal (siehe Pfeil) durch die Zelle und liegen dabei immer dicht unterhalb der
Zellmembran. Die beiden dufleren Filamentbénder, die bereits in den Tomogrammschnitten klar zu
erkennen sind, verdeutlichen in der 3-D-Darstellung den in diesem Fall linkshidndigen Verlauf des

Cytoskeletts.

Hierbei wird deutlich, daB3 sich das aus den drei Filamentbidndern bestehende Cytoskelett dicht
unterhalb der Zellmembran in helikaler Weise durch die Zelle windet (Abb. 5.8). Im
Tomogramm einer ganzen S. melliferum-Zelle war zu erkennen, daB3 die Filamente vom
stumpfen bis zum spitz zulaufenden Ende durch die gesamte Zelle verlaufen (Abb. 5.9). Von
Trachtenberg (1998) wurde bereits berichtet, dafl sich das von ihm beschriebene Cytoskelett,
bestehend aus einem Filamentband, auf dem kiirzesten, helikalen Weg durch die Zelle windet.
Um diese Aussage zu iiberpriifen, wurde die geodétische Linie, das heiflt die kiirzeste
Verbindung zwischen zwei Punkten auf der Zellmembran, in der 3-D-Rekonstruktion der S.

melliferum-Zelle berechnet und visualisiert (Abb. 5.10).
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Abb. 5.9: Schnitt aus einem Tomogramm und entsprechende 3-D-Visualisierung einer ganzen S.
melliferum-Zelle, welche den Verlauf der beiden dufleren Filamentbédnder (griin und rot) durch die

Zelle veranschaulicht.

Abb. 5.10: 3-D-Visualisierung des Verlaufs der beiden duBleren Filamentbander (griin und rot) des

Cytoskeletts, sowie der geodétischen Linie (gelb), durch eine S. melliferum-Zelle.
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Man kann erkennen, dal3 sich eines der duBleren Filamentbander (rot) teilweise auf dieser
Linie befindet, das heiit, dal an dieser Stelle ein Langenunterschied zwischen den beiden
Béandern besteht und das rote Band kiirzer als das griine ist. Dieser Zustand hat Auswirkungen
auf die Form der Zelle und erklirt zudem, wie im Folgenden beschrieben, einen der

Bewegungsmechanismen.

5.2 Aufstellung von Bewegungsmodellen

Trachtenberg und Gilad (Gilad et al., 2003; Trachtenberg et al., 2003) beschrieben bereits
anhand von lichtmikroskopischen Untersuchungen die verschiedenen Bewegungsformen von
S. melliferum. Durch eigene lichtmikroskopische Untersuchungen und Computersimulationen

konnten die folgenden Mechanismen nachvollzogen bzw. erklart werden.

5.2.1 Anderung der Hiindigkeit der Zelle

Ein Mechanismus, der zur Fortbewegung von S. melliferum dient, ist die Anderung der
Hindigkeit der Zelle von links- nach rechtshindig bzw. umgekehrt. Die Anderung geht von
einem Ende der helikal gewundenen Zelle aus und setzt sich durch die gesamte Zelle bis zum

anderen Ende hin fort (Abb. 5.11). Dieser Vorgang dauert etwa 0,5-0,75 Sekunden.
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Abb. 5.11: Zeitlich aufeinander folgende lichtmikroskopische Aufnahmen von S. melliferum-Zellen,
die ihre Héndigkeit dndern. Roter Pfeil: Stelle der Handigkeitsdnderung; gelber Stern: vollstindige
Links- bzw. Rechtshindigkeit der ganzen Zelle. Grof3enbalken (rot): 1 um.

In Abbildung 5.12 ist eine Zelle simuliert, in der sich die Liangen der beiden &uBeren
Filamentbander unterschiedlich dndern und dadurch die Héndigkeit der Zelle umkehren (Abb.
5.13). Angenommen, die Zelle hat eine bestimmte Héndigkeit iiber die gesamte Linge, dann
ist eines der beiden dulleren Filamentbénder kurz, wahrend das andere lang ist. Wenn sich nun
das kurze Band nach und nach ausdehnt, wihrend sich das andere gleichzeitig verkiirzt,
wechselt die Hindigkeit und die Stelle des Ubergangs zwischen den beiden Stadien wandert
durch die gesamte Zelle. Auf molekularer Ebene kann dies erreicht werden, indem, wie
bereits von Trachtenberg (Trachtenberg und Gilad, 2001) vorgeschlagen, die benachbarten
Filament-Untereinheiten der fiinf Filamente der 4dufleren Filamentbdnder simultan
Konformationsdnderungen eingehen und ihre Form dadurch zwischen nahezu rund und

elliptisch wechselt.

Abb. 5.12: Computersimulation einer S. melliferum-Zelle, die ihre Handigkeit von links- (rechts) nach
rechtshindig (links) &ndert. Die beiden duBeren Filamentbander sind in griin und rot dargestellt, die

zentrale Linie durch die Zelle in violett.
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Lange der Filamente

Linge der Zelle

Abb. 5.13: Der Graph illustriert die Léngenunterschiede zwischen den beiden &dulleren
Filamentbdndern (griin und rot) auf beiden Seiten der Stelle der Héndigkeitsdnderung
(Kreuzungspunkt). Das dazwischen liegende Filamentband, welches seine Lange nicht dndert, ist in

blau dargestellt.

Ein alternatives Modell besteht in der Moglichkeit, dass sich die Hiandigkeit dadurch éndert,
indem sich eines der beiden dufleren Filamentbander lokal an dem dazwischen liegenden

Filamentband verschiebt, was phdnomenologisch der Muskelbewegung nahe kidme.

Beide Mechanismen wiirden letztlich dazu fiihren, daf} sich die Zelle helikal aufwindet und
ihre Handigkeit dndert. Wandert die Stelle der Handigkeitsdnderung dann von einem zum
anderen Ende durch die Zelle, so bewirkt dies wiederum eine Rotation der Zelle um ihre
eigene Achse und damit einen Antrieb in die entgegengesetzte Richtung. Diese Art der

Bewegungsform der Zelle dhnelt stark der einer Flagelle.

5.2.2 ,Propagating kink*

Ein weiterer Mechanismus von S. melliferum, sich fortzubewegen, wurde von Gilad und
Trachtenberg (Gilad ef al., 2003; Trachtenberg et al., 2003) beobachtet. Dabei bildet sich in
einer der helikalen Windungen eine Deformation, welche durch die Zelle wandert (engl.
propagating kink). Bei eigenen lichtmikroskopischen Untersuchungen konnte diese Art der
Bewegung bisher jedoch nicht beobachtet werden. Ein solcher Bewegungsmechanismus 14t

sich aber mit Hilfe einer Simulation erkléren.
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Abb. 5.14: Computersimulation einer S. melliferum-Zelle mit einer Deformation (engl. kink) in einer
ihrer helikalen Windungen. Die beiden duBleren Filamentbdnder sind in griin und rot dargestellt, die

zentrale Linie durch die Zelle in violett.

In Abbildung 5.14 ist eine Zelle simuliert, die in einer ihrer helikalen Windungen eine
derartige Deformation aufweist. Diese Art der Ausbeulung kann mit Hilfe des in dieser Arbeit
beschriebenen Cytoskeletts dadurch erzeugt werden, daf sich der Abstand der beiden dufleren
Filamentbédnder lokal dndert. Wandert diese Deformation nun von einem Ende der Zelle zum
anderen, so erfahrt die Zelle einen Antrieb entgegengesetzt zur Fortpflanzungsrichtung der
Verformung, vergleichbar mit dem, der durch Handigkeitsdnderung hervorgerufen wird (siehe

5.2.1.1).

5.2.3 Fortlaufendes Abbiegen der Zelle

Unter dem Lichtmikroskop konnte aulerdem die in Abbildung 5.15 gezeigte Bewegung bei S.
melliferum beobachtet werden. Es handelt sich dabei um ein fortlaufendes Abbiegen einer sich
um ihre eigene Achse rotierenden Zelle. Diese Art der Bewegung konnte dadurch erzeugt
werden, dal sich ein Teil des Cytoskeletts relativ zum anderen Teil, oder das Cytoskelett
relativ zur Zellmembran, unterschiedlich verkiirzt und wieder ausdehnt. Dies geschieht auch
bei der Héndigkeitsdnderung der Zelle. Somit konnte die Héndigkeitsdnderung gleichzeitig
zum Abbiegen der Zelle fiihren, und zwar an der Stelle, wo sich die Héndigkeit dndert.
Wandert diese Stelle durch die Zelle, so bewirkt dies, da3 sich die Zelle um ihre longitudinale
Achse dreht, und der abgebogene Teil der Zelle kreisférmig rotiert.
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Abb. 5.15: Zeitlich aufeinander folgende lichtmikroskopische Aufnahmen einer S. melliferum-Zelle

(weiBer Pfeil), die sich fortlaufend an einer Stelle abbiegt.

5.3 Biochemische Untersuchungen

Die elektronentomographischen Daten haben gezeigt, dal das Cytoskelett von S. melliferum
aus zwei unterschiedlich dicken Filamenten aufgebaut ist. Dies lieB vermuten, daB diese
beiden Filamentarten aus verschiedenen Proteinen zusammengesetzt sind. Biochemische
Untersuchungen sollten helfen, die beteiligten Proteine zu identifizieren. Mit Hilfe von
Western-Blot-Analyse wurden die Filamente zundchst isoliert und aufgereinigt, um
anschlieBend Proteinsequenzanalysen durchfiihren und elektronenmikroskopische Bilder

aufnehmen zu konnen.

5.3.1 Western-Blot-Analysen

Mit Hilfe von Western-Blots wurde zunéchst die Existenz von Aktin oder Aktin-dhnlichen
Proteinen in S. melliferum gepriift. Dabei stellte sich heraus, da3 das eukaryontische Protein
Aktin in diesen Zellen nicht vorkommt, aber neben dem bereits nachgewiesenen ,,Fibril*-
Protein (Townsend et al., 1980; Townsend und Plaskitt, 1985; Williamson et al., 1991) das
Aktin-dhnliche Protein MreB existiert (Abb. 5.16).
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Abb. 5.16: Western-Blots von S. melliferum-Lysat mit einem Aktin- (links), einem ,,Fibril“-Protein-
(Mitte) und einem MreB-Antikorper (rechts). Wéhrend die Reaktion mit dem Aktin-Antikorper
negativ verlief, zeigen die beiden anderen Experimente, dal das 59 kDa-schwere ,,Fibril“-Protein

(blauer Pfeil) und das 39 kDa-schwere MreB-Protein (roter Pfeil) in S. melliferum vorhanden sind.

Kontrollexperimente zeigten, da3 keiner der verwendeten Antikdrper mit Bestandteilen des

Mediums fiir S. melliferum reagierte.

5.3.2 Isolierung der Filamente

Das in Abbildung 5.17 skizzierte Verfahren zur Isolierung der Filamente orientiert sich an
dem von Trachtenberg und Gilad (Trachtenberg und Gilad, 2001), die damit bereits die
Existenz des ,,Fibril“-Proteins in S. melliferum nachgewiesen haben. Da Trachtenberg und
Gilad jedoch elektronenmikroskopisch nur eine Art von Filamenten in S. melliferum
nachgewiesen haben, erkldrten sie das im Niederschlag gefundene ,Fibril“-Protein zum
Strukturprotein der von ihnen beschriebenen Cytoskelett-Filamente. Eine in dieser Arbeit
vorgenommene genauere Untersuchung des Uberstands mit Hilfe von Western-Blot und
Proteinsequenzanalyse (siehe 5.3.2.2 und 5.3.3) ergab nun, daf} sich in diesem zusétzlich das
Aktin-dhnliche MreB-Protein befand (Abb. 5.18), welches bisher nur in S. citri nachgewiesen

und sequenziert worden ist.
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Abb. 5.17: Verfahren zur Isolierung und weiteren Untersuchung der Cytoskelett-Filamente.
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Abb. 5.18: SDS-Gel des S. melliferum-Lysats, sowie des Uberstands und Pellets nach Zentrifugation
des Lysats. Wahrend sich das “Fibril“-Protein mit einer molekularen Masse von etwa 59 kDa im Pellet
wiederfindet (blauer Pfeil), bleibt das etwa 39 kDa-schwere MreB-Protein im Uberstand (US) (roter
Pfeil). Die Bandenzuordnung erfolgte nach dem jeweiligen Molekulargewicht, nachdem in den
weiteren Untersuchungen das Vorkommen und die Identitit der entsprechenden Proteine in Uberstand

bzw. Pellet durch Western-Blot und Proteinsequenzanalyse nachgewiesen werden konnte.

Um Proteinsequenzanalysen zur eindeutigen Identifizierung der beiden Proteine vornehmen
und zudem elektronenmikroskopische Untersuchungen der jeweiligen Filamente anstellen zu
konnen, wurde versucht, die Proteine auf unterschiedliche Weise aufzureinigen. Hierfiir
wurde fiir das ,,Fibril“-Protein eine Gradientenzentrifugation, fiir das MreB-Protein dagegen

eine Gelfiltration durchgefiihrt.

5.3.2.1.1 ,,Fibril“-Protein

Die Aufreinigung des ,Fibril“-Proteins mittels Gradientenzentrifugation gelang nicht
vollstidndig, jedoch zeigten sich in den Anfangsfraktionen auf der Héhe von etwa 59 kDa zwei
klare Banden (blauer Pfeil in Abb. 5.19), die zur weiteren Analyse herangezogen werden
konnten. Somit wurde ein weiteres SDS-Gel der Fraktion 3 der Gradientenzentrifugation

angefertigt und fiir die Sequenzanalyse verwendet (sieche 5.3.3).
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Abb. 5.19: SDS-Gel einzelner Fraktionen (oben numeriert) der Gradientenzentrifugation. Der Pfeil
zeigt die Doppelbande bei 59 kDa, die weiter analysiert wurde. M = Marker.
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AuBlerdem wurde von Fraktion 2 der Gradientenzentrifugation ein negativ-kontrastiertes
Priparat fiir die Elektronenmikroskopie hergestellt und untersucht. Hierbei zeigte sich, daf3 in
dieser Fraktion doppelstringige Filamente mit einem Durchmesser von etwa 10 nm

vorhanden waren (Abb. 5.20).

Abb. 5.20: Isolierte ,,Fibril“-Filamente (negativ-kontrastiert). Groflenbalken: 100 nm.

5.3.2.1.2 MreB

Die Gelfiltration erwies sich als Aufreinigungsmethode als ungeeignet. Der Grund liegt
moglicherweise darin, dal das sich in der Suspension befindliche Triton X-100 Micellen
bildet, in denen die verschiedenen Proteine eingeschlossen werden. Eine Auftrennung der
einzelnen Proteine war somit nicht moglich. Dennoch war eine klare Doppelbande auf der
Hohe von etwa 39 kDa erkennbar (roter Pfeil in Abb. 5.21), die auch mit dem MreB-
Antikorper reagierte (Abb. 5.22) und somit zur weiteren Analyse herangezogen wurde.
Anhand des Western-Blots wurden die Fraktionen 30-33 der Gelfiltration ausgewéhlt und ein
Polymerisationsassay mit anschlieBender Ultrazentrifugation durchgefiihrt (siche 4.6.4). Von
dem Uberstand wurde ein wetieres SDS-Gel fiir die Sequenzanalyse angefertigt (siehe 5.3.3).
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Abb. 5.21: SDS-Gel einzelner Fraktionen (oben numeriert) der Gelfiltration. Der Pfeil zeigt die
Doppelbande bei 39 kDa, die weiter analysiert wurde. M = Marker.
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Abb. 5.22: Western-Blot mit einem MreB-Antikorper einzelner Fraktionen (oben numeriert) der
Gelfiltration. Der Pfeil zeigt die Position, bei der das MreB-Protein vermutet wird. Die darunter

liegende Bande konnte von teilweise abgebautem MreB herrithren. M = Marker.

Die elektronenmikroskopische Untersuchung des Préparats ergab, daf3 sich in der Probe auch
nach Durchfiihrung des Polymerisationsassays keine Filamente befanden. Auch die
Ultrazentrifugation des Polymerisationsassays fiihrte zu keinem anderen Ergebnis.
Offensichtlich sind die MreB-Filamente, falls sie in S. melliferum als solche existieren, sehr
instabil und zerfallen bei der in dieser Arbeit verwendeten Isolierungsprozedur. Eine erneute

Polymerisation des Proteins zur Wiederherstellung der Filamente konnte durch die
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Anwesenheit von Triton X-100, welches Proteine durch Micellenbildung einschlief3t,

verhindert worden sein.

5.3.3 Proteinsequenzanalysen
5.3.3.1.1 ,Fibril“-Protein

Zum Nachweis des ,,Fibril“-Proteins wurde die Fraktion 3 der Gradientenzentrifugation auf
ein Gel aufgetragen (Abb. 5.23), zur Identifizierung von MreB Fraktionen der Gelfiltration
nach Polymerisationsassay (siche 4.6.4) (Abb. 5.25). Die aus den Gelen eluierten und
aufgetrennten Peptidfragmente wurden anschlieBend mittels N-terminalen Edman-Abbaus

sequenziert.

Zur Sequenzanalyse des ,,Fibril“-Proteins wurde die Probe in unterschiedlicher Menge auf ein

SDS-PAGE-Gel aufgetragen (Abb. 5.23).
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Abb. 5.23: Gel der Fraktion 3 der Gradientenzentrifugation, welche das ,,Fibril“-Protein enthielt. Die

Probe wurde in unterschiedlicher Menge auf neun Spalten verteilt. N&her untersucht wurde die mit
dem Pfeil markierte Doppelbande, die auf der Hohe von etwa 59 kDa liegt, welches etwa der
molekularen Masse des ,,Fibril“-Proteins von S. citri (59 kDa) entspricht.

Wihrend fiir die Peptidsequenzen der oberen Bande der in Abbildung 5.23 markierten
Doppelbande keine dhnlichen Sequenzen in der NCBI-Datenbank gefunden wurden, zeigten

die Aminosdure-Sequenzen einzelner Fragmente aus der unteren Bande klare
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Sequenzverwandtschaft zu der bekannten Sequenz des ,,Fibril“-Proteins von S. citri (SWISS-
PROT: FIB SPICI). So wurden die beiden folgenden Peptidsequenzen in S. melliferum
gefunden: VI LGEDEXK und NDYDPI K, wobei X fiir eine unbestimmte Aminosdure steht.
Abbildung 5.24 zeigt die dazu homologen Sequenzabschnitte des ,,Fibril“-Proteins von S.

citri.

MIGVISTAYFTMKDKHSIKTVKKYWWKNCVIQHVKYHGKTFIIATVGYGKANAAMTIT
YLLEKYPGLQTILNVDLALSTNDKHDTGDTTISTKEFIYRDADLTVFKDIKYGQIVNEP
ESFQFDGEFAKVVKDFKLGLTEGVTGTADMLIYNSKQFKEMVDKYGHTIDVIDTEAGA
IAQVAKKSSINYIALKITYNNALSPWDNDPIHKFKMYETVNTLKYLLRRLENLLSSNY
IIDLSQCSQDDLDSINELFEIKHDOQWIKLFKPNTHKVLSGEFGPSLMLVDKQEKTPVAL
DITQVIRSKTKEAEGPSKVILGEDEWKNAPKKWLRKLLFLEQVRVNDDELLWNKSAKY
DLNNEKLYKIETVETVANEIAAATAEKCQODKSSYTYNGATVPEKYLLVNCDARISFEFYTI
THNQSHEFVEDKNEFGTQLVSNEFLKYLNEALKDVDSPYQQIVIYMTIPALDYRKISVE
IPSNKGANRGVKEFVALNQKLORDYTVVDITRNDYDPIKVGSFKVTIRLKSE

Abb. 5.24: Aminosiure-Sequenz des ,,Fibril“-Proteins von S. citri (SWISS-PROT: FIB_SPICI) mit
hervorgehobenen Sequenzabschnitten, die hohe Sequenzihnlichkeit zu den sequenzierten Peptiden des

isolierten Proteins aus S. melliferum zeigen.

5.3.3.1.2 MreB

Zur  Sequenzanalyse von MreB wurden Fraktionen der Gelfiltration nach
Polymerisationsassay (siche 4.6.4) in unterschiedlicher Konzentration auf ein SDS-PAGE-Gel

aufgetragen (Abb. 5.25).

Abb. 5.25: Gel der Fraktionen aus der Gelfiltration, welche MreB enthielten. Die Probe wurde in
unterschiedlicher Konzentration (von links: 3 x 6-fach, 3 x 3-fach, 3 x unkonzentriert) auf neun
Spalten verteilt. Untersucht wurde die mit dem Pfeil markierte Doppelbande, die auf der Hohe von
etwa 39 kDa liegt, welches der molekularen Masse der verschiedenen MreB-Proteine von S. citri

entspricht.
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Fiir ein Peptidfragment aus der oberen Bande der in Abbildung 5.25 markierten Doppelbande
konnte eine klare Sequenzdhnlichkeit zum MreB2-Protein von S. citri (SWISS-PROT:
Q8VQG4) nachgewiesen werden. Die fiir S. melliferum bestimmte Aminosiure-Sequenz
lautet NVLLASFTR. Abbildung 5.26 zeigt den dazu homologen Sequenzabschnitt des MreB2-

Proteins von S. citri.

MANYKFGKDYSFLTLDLGTANTVAYVSGQGIVYNEPSMMAYDTLNNSLITLGNEAYKMVG
KTHDHIRMVTPLVDGVISDMEAAQDLLKHIFSRLKLSGIWKNSLVILACPSGVTELERGA
LKATAKDMGASHVLVEEEVKLAALGAGINIGLAQGNLVIDIGGGTTDIAITSAGDIVISK
SVKVAGKQLDQEIQKYIRVEYNVLVGIRTAEQIKKEIGALVKIINEKTVRAFGRDIITGL
PREILIKPEEIKNVLLASFSRITDLLVEVLEQTPPELAGDVIRNGITICGGGALIRGIVK
YFESIFQLKVKAANDPLMCVIEGAKTYEKNLGAVIERIQLLDANEYKIS

Abb. 5.26: Aminosdure-Sequenz des MreB2-Proteins von S. citri (SWISS-PROT: Q8VQG4) mit
hervorgehobenem Sequenzabschnitt, der hohe Sequenzéhnlichkeit zu dem sequenzierten Peptid des

isolierten Proteins aus S. melliferum zeigt.

Das HPLC-Muster der tryptisch gespaltenen Proteine aus der oberen Bande des SDS-Gels
wies eine grofe Anzahl von Peaks auf, was darauf hin deutet, daf mehrere Proteine in dieser

Bande enthalten sind.

Eine Untersuchung der unteren Bande fiihrte zu zwei Aminosédure-Sequenzen (El YYLLDLAR
und ( C) AFEVA( C) LDK), welche Sequenzdhnlichkeit zur Ornithin-Carbomoyltransferase

von Rhizobium etli zeigten.

Zusammengefaft legten die biochemischen Befunde die Existenz beider Cytoskelett-bildender

Proteine, ,,Fibril* und MreB, in S. melliferum nahe.
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6 Diskussion

6.1 Bisherige Erkenntnisse iiber das Cytoskelett von S. melliferum

Bisher wurde das Cytoskelett von S. melliferum als ein aus sieben Filamenten bestehendes
flaches, Membran-gebundenes Band beschrieben, welches sich auf dem kiirzesten, helikalen
Weg direkt unterhalb der Zellmembran durch die Zelle windet (Trachtenberg und Gilad,
2001). Desweiteren wurde angenommen, dal3 diese Filamente aus dem sogenannten ,,Fibril*-
Protein aufgebaut sind, welches in S. citri bereits sequenziert wurde (Maccheroni et al.,
unpublished). Die verschiedenen Bewegungsmechanismen (Gilad et al., 2003; Trachtenberg
et al., 2003) wurden anhand von Konformationsinderungen der Filament-Untereinheiten
erklart (Trachtenberg und Gilad, 2001). Demnach &ndern diese ihre Form von nahezu zirkular

zu elliptisch und ermoéglichen dadurch Léngenédnderungen der Filamente.

6.2 Neue Einblicke in die Struktur des Cytoskeletts von S.

melliferum durch Kryo-Elektronentomographie

Die Kryo-Elektronentomographie ermoglicht es, intakte und unbehandelte S. melliferum-
Zellen in toto bei molekularer Auflésung zu studieren. Auf diese Weise kdnnen interne
Strukturen eindeutig ihrem zelluldren Zusammenhang zugeordnet werden. Die Vitrifizierung
verhindert das Auftreten von Artefakten, die bei der Anwendung der klassischen
Priparationsmethoden auftreten konnen. Zudem bietet die Elektronentomographie den Vorteil
der 3-D-Visualisierung gegeniiber beispielsweise der elektronenmikroskopischen
Untersuchung von Diinnschnitten, die nur eingeschrinkte Einblicke in die Probe liefert.
Aufgrund der in dieser Arbeit durch Kryo-Elektronentomographie gewonnenen Ergebnisse
mufl nun die bisherige Sicht iiber die Organisation des Cytoskeletts von S. melliferum

revidiert werden.

In den 3-D-Rekonstruktionen von S. melliferum-Zellen konnte ein Cytoskelett nachgewiesen

werden, welches dicht unterhalb der Zellmembran durch die gesamte Zelle verlduft, jedoch
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aus drei Filamentbdndern aufgebaut ist. Diese Bénder laufen parallel zueinander und sind

hochstwahrscheinlich miteinander sowie mit der Zellmembran verbunden.

Anhand der unterschiedlichen Tomogramme wird auch ersichtlich, warum man mit
Diinnschnitten die tatsdchliche Cytoskelett-Struktur nicht aufkldren konnte. Abhdngig von
dem Grad der Verdrehung der helikal gewundenen Zelle und der Lage der Filamente relativ
zur FEinfallrichtung des Elektronenstrahls wéhrend der Datenaufnahme sind mehr oder
weniger Filamente in den Diinnschnitten (vgl. Townsend und Plaskitt, 1985), wie auch in den
3-D-Rekonstruktionen sichtbar (vgl. Abb. 5.6). Erschwerend kommt zudem das ,,missing
wedge*“-Problem (Koster et al., 1997) hinzu, welches eine vollstdndige Rekonstruktion der
Zelloberfliche und des darunter liegenden Cytoskeletts unmdglich macht. Erst durch die
Aufnahme einer Vielzahl von Tomogrammen konnten geniigend Positionen visualisiert
werden, um eine eindeutige Aussage iiber die Anzahl der jeweiligen Filamente treffen zu

konnen.

6.3 Erklirung und Simulation der Bewegungen von S. melliferum

Verschiedene Bewegungsmechanismen von S. melliferum konnten im Rahmen dieser Arbeit
unter dem Lichtmikroskop beobachtet und mit Hilfe von Simulationen erkldrt werden. Als
Grundlage dienten die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse liber das Cytoskelett dieser

schwimmenden Bakterien.

Grundsétzlich miissen zwei Voraussetzungen erfiillt sein, damit ein kontraktiles Cytoskelett-
System die Form und Bewegung einer Zelle beeinflussen kann: erstens mufl es an der
Zellmembran verankert, und zweitens mit einem Krafterzeuger assoziiert sein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, da die Cytoskelett-Filamente mit der
Membran verbunden sind (siehe 5.1.2). Eine derartige Verbindung kann durch periphere oder
integrierte Membranproteine entstehen und konnte somit auch dazu fiihren, dal3
Membranproteine zusammen mit den Cytoskelett-Proteinen aufgereinigt werden (vgl.
Townsend et al., 1980; Trachtenberg und Gilad, 2001).

Die Krafterzeugung kann entweder durch Motorproteine (ATP- oder GTP-getriebene
Mechano-Enzyme), oder aber durch Konformationsdnderungen der Cytoskelett-Proteine

erzielt werden. So wire es denkbar, da3 die duBleren Filamentbdnder — dhnlich wie das
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Motorprotein Myosin bei der Muskelkontraktion an Aktin — in einem ATP- oder GTP-
abhéngigen Prozefl am inneren Band entlang gleiten und dadurch lokale Lingeninderungen
der Filamente hervorrufen. Ein derartiger Gleitmechanismus bezoge sich allerdings nur auf
unmittelbar benachbarte Filamente der beiden miteinander agierenden Bénder und ist daher
eher unwahrscheinlich. Zudem gab es bisher keinen Beweis dafiir, daB es in Prokaryonten
Motorproteine gibt. Trachtenberg und Gilad stiitzten ihre Erkldrung zur Langendnderungen
der Filamente daher auf einen Mechanismus, der auf der Konformationsdnderung der
Filament-Untereinheiten beruht und wesentlich schnellere Wirkung erzielt, als der der
Muskelkontraktion (Trachtenberg und Gilad, 2001). Wolgemuth und Kollegen diskutierten
ebenfalls zwei auf Konformationsdnderungen basierende molekulare Mechanismen, mit denen
Krifte die Zellbewegung antreiben kénnen, und erstellten ein Modell fiir die Ausbreitung
einer helikalen Welle in Spiroplasma (Wolgemuth et al., 2003). Demnach ermdglicht die
Kopplung eines biochemischen Zykluses (wie z.B. ATP-Hydrolyse) an die Dynamik
elastischer Filamente, daB Deformationen, die sich durch Anderung des Abstands (engl. pitch)
oder des Radius der Helixkriimmung bilden, durch die Zelle wandern und dabei antreibende
Krifte entstehen lassen. Ausgelost werden die Konformationsdnderungen durch lokale
Anderungen der lonenkonzentration in der Umgebung der Zelle. Berg (Berg, 2002) schlug
aullerdem einen Weg vor, wie das Cytoskelett-Band durch kreisformiges Beugen der Zelle
den Antrieb steuern kann. Das Abbiegen der Zelle kann dadurch erzeugt werden, dal} sich ein
Teil des Cytoskeletts relativ zum anderen Teil, oder das Cytoskelett relativ zur Zellmembran,
unterschiedlich  verkiirzt und wieder ausdehnt. Dies geschieht auch bei der
Héndigkeitsinderung der Zelle. Somit konnte die Héndigkeitsinderung gleichzeitig zum
Abbiegen der Zelle fithren, und zwar an der Stelle, wo sich die Héndigkeit &dndert. (Diese
Beobachtung wurde auch von Gilad und Kollegen gemacht (Gilad et al., 2003)). Wandert
diese Stelle durch die Zelle (vgl. Abb. 5.15), so bewirkt dies, daB sich die Zelle um ihre
longitudinale Achse dreht, und der abgebogene Teil der Zelle kreisformig rotiert.

Die oben genannten Bewegungsmodelle von Wolgemuth und Kollegen (Wolgemuth et al.,
2003) und Berg (Berg, 2002) liefen sich anhand der bisherigen Erkenntnisse {iiber
Konformationséinderungen der Filament-Untereinheiten (Trachtenberg und Gilad, 2001) und
der in dieser Arbeit gewonnenen Einblicke in den strukturellen Aufbau des Cytoskeletts von

S. melliferum simulieren bzw. nachvollziehen.
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6.4 Identifizierung der Cytoskelett-Proteine von S. melliferum mit

Hilfe biochemischer Untersuchungen

Lange wihrte eine Kontroverse iliber die mdgliche Existenz von Aktin oder Aktin-dhnlichen
Proteinen in Prokaryonten (siche Neimark, 1983) einschlieBlich der Mollicutes. Aufgrund von
Genomvergleichen verschiedener bereits sequenzierter Mollicutes, welche zeigten, dal3 das
Genom dieser Bakterienklasse keine homologen Proteine zu den eukaryontischen Cytoskelett-
und Motor-Proteinen aufweist (Chambaud et al., 2001; Fraser et al., 1995; Glass et al., 2000;
Himmelreich et al., 1997), wurde eine Existenz derartiger Proteine in Mollicutes jedoch
letztlich ausgeschlossen. Auch waren die bereits aus Spiroplasma sequenzierten Cytoskelett-
und assoziierte Gene und daraus hergeleiteten Aminosiduresequenzen der Proteine (fib,
Williamson et al., 1991; scml, Jacob et al., 1997) nicht verwandt mit jenen der Eukaryonten

oder anderen Prokaryonten.

Bei der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchung der Cytoskelett-Proteine von S.
melliferum zeigte sich zunichst einmal, daB3 Aktin in diesen Zellen nicht vorhanden ist. Bisher
nahm man an, daB die Cytoskelett-Filamente, wie sie von Trachtenberg und Gilad
(Trachtenberg und Gilad, 2001) beschrieben wurden, von einem einzigen Protein, dem
sogenannten ,,Fibril”-Protein, gebildet werden. Da dieses Protein einen Durchmesser von etwa
5 nm aufweist, wurde angenommen, da3 die Untereinheit der Filamente ein Tetramer aus 59
kDa-Monomeren ist, und dal} die Filamente Paare bilden, um die 10 nm weiten axialen und

lateralen Abstdnde innerhalb des Cytoskelett-Bandes zu ergeben (Trachtenberg et al., 2003).

Da sich in dieser Arbeit jedoch herausstellte, daB3 das Cytoskelett von S. melliferum aus zwei
unterschiedlichen Filamenten gebildet wird, stellte sich die Frage nach der Identitdt des
zweiten Proteins. Als moglicher Kandidat bot sich das Aktin-dhnliche Protein MreB an,
welches bereits in mehreren Bakterien, darunter S. cifri, als Filament-bildendes Protein
nachgewiesen wurde (Doi et al., 1988; Figge et al., 2004; Jones et al., 2001; Maccheroni et
al., unpublished; van den Ent et al., 2001; Wachi et al., 1987). In S. citri wurden fiinf

verschiedene MreB-Gene gefunden und sequenziert.

Durch Western-Blot-Analyse und teilweise Sequenzierung konnte in dieser Arbeit nicht nur
bestitigt werden, dal S. melliferum iiber das ,,Fibril“-Protein verfiigt, sondern es konnte zum

ersten Mal nachgewiesen werden, dal auch MreB in diesen Zellen vorkommt. Das HPLC-
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Muster der tryptisch gespaltenen Proteine aus der MreB-Bande des SDS-Gels 146t vermuten,
daB auch in S. melliferum mehrere MreB-Proteine existieren. Fiir eine genaue Bestimmung
wire jedoch die Durchfiihrung eines 2-D-Gellaufes zur weiteren Auftrennung der Proteine

notwendig.

Wihrend in dieser Arbeit bestétigt werden konnte, da3 das ,,Fibril“-Protein Filamente mit
einem Durchmesser von etwa 10 nm bildet, blieb die Frage offen, ob MreB {iberhaupt in Form
(stabiler) Filamente vorkommt. Eine Isolierung des intakten Cytoskeletts, bestehend aus den
drei Filamentbdndern, war nicht moglich. Um die Existenz von MreB-Filamenten zu
beweisen, wire es z.B. notwendig, Immunomarkierungsversuche in weitgehend intakten
Zellen durchzufiihren. Da MreB in anderen Bakterien jedoch, wie bereits erwédhnt, in Form
von Filamenten auftritt, liegt es nahe, anzunehmen, da3 dieses Protein auch in S. melliferum
filamentos vorliegt. Davon ausgehend wurde eine Hypothese iiber die Zusammensetzung des
Cytoskeletts von S. melliferum erstellt (Abb. 6.1), in der vermutet wird, daB3 die beiden
duBeren Filamentbander, bestehend aus dickeren Filamenten, von dem ,Fibril“-Protein
gebildet werden, wéhrend das innere Filamentband, bestehend aus diinneren Filamenten, aus

MreB aufgebaut ist.

Diinne Filamente:

MreB

. Intensitéit der Grauwerte

Anzahl: 9

n 40 B0 B0

Abstand: 4 nm
Dicke Filamente:

“Fibril"-Protein

Anzahl: 2x5

Abstand: 11 nm

Intensitit der Grauwerte

. . , M —— L . L s
0 10 20 30 40 S5 e T 60 % 00
nm

10

Abb. 6.1: Hypothese iiber die Zusammensetzung des Cytoskeletts von S. melliferum.
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Diese Vermutung wird durch mehrere Ergebnisse bisheriger Forschungen gestiitzt. So ist
gezeigt worden, dal MreB-Filamente etwa 4 nm dicke Protofilamente unter bestimmten
Bedingungen in vitro bilden und sich unter anderem zu flachen Béndern zusammenlagern
konnen (van den Ent ef al., 2001). Eine Verbindung zwischen den Fibrillen von §. citri und
einem Aktin-dhnlichen Protein wurde von Williamson und Kollegen (Williamson et al., 1991)
vermutet. Zudem schlugen Townsend und Archer (Townsend und Archer, 1983) bereits vor,
daB das Membranprotein Spiralin in Verbindung mit Fibrillen und einem 39 kDa-Protein (die
GroPe entspricht der von MreB) eine Rolle bei der Zellformgebung in S. citri spielen konnte.
Dies wiirde zudem die Theorie stiitzen, da3 das Cytoskelett mit einer integralen Komponente
der Zellmembran verbunden ist. SchlieBlich ergaben Studien eines nicht-helikalen und
unbeweglichen S. citri-Stammes (ASP-1), dal diesen Zellen ein 39 kDa-Protein fehlt
(Townsend et al., 1977; Townsend et al., 1980). Der ASP-1-Stamm hat die gleichen
ultrastrukturellen Merkmale wie der helikale Wildtyp und behilt die Fahigkeit bei,
unregelméfBig zu zucken, zeigt aber nicht die typischen Rotations- oder Beugebewegungen. Es
wurde vorgeschlagen, daB3 das in diesem Stamm fehlende Protein Teil der Struktur sein
konnte, welche die Fibrill-Elemente mit der Membran verbindet. Eine andere Erklédrung wire
allerdings, daB3 dieses Protein MreB ist, dessen Fehlen die Zellform verdndert und somit die
Bewegung beeintrichtigt. Der Grund dafiir konnte sein, dafl die MreB-Filamente der Zelle die
Stdbchenform verleihen, indem sie das innere, elastische Band bilden, wihrend die damit
verbundenen ,,Fibril“-Filamente die Bildung einer Helix, sowie Bewegung ermdglichen. Ohne

MreB ist diese Interaktion nicht moglich.

6.5 Ausblick

Die Kryo-Elektronentomographie ermoglichte die Beschreibung der 3-D-Struktur und
Organisation des Cytoskeletts intakter S. melliferum-Zellen auf molekularer Ebene. Eventuell
konnte eine noch hohere Auflosung in den Tomogrammen durch Benutzung eines Dreh-
Kipphalters (Penczek et al., 1995) oder durch Arbeiten bei Helium-Bedingungen (Plitzko et
al., 2002) erzielt werden.

Ein Teil der Bewegungsmechanismen von S. melliferum konnte anhand der in dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse simuliert und erkliart werden. Allerdings besteht noch Unklarheit

iiber die Energetik und Antriebskréfte des Systems.
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Um endgiiltige Schliisse iiber den Aufbau des Cytoskeletts ziehen zu konnen, ist es
notwendig, die Identitét der  verschiedenen Cytoskelett-Proteine durch
Immunomarkierungsversuche eindeutig nachzuweisen. Fiir GFP-Markierungsexperimente

miifliten zuerst neue genetische Hilfsmittel in Mollicutes entwickelt werden.

Zudem ist die Rolle der anderen, zusammen mit dem ,,Fibril“-Protein aufgereinigten Proteine
zu kléren. Dies wiirde vielleicht auch gleichzeitig Einblicke in die genaue Art der

Verkniipfung des Cytoskeletts mit der Zellmembran geben.
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