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Stabilitat von Typ-1-Pili
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Type 1 pili are extracellular, supramolecular protein complexes required
for the attachment of pathogenic E. coli strains to host cells. Hundreds to
thousands of protein subunits are assembled within minutes in vivo and
form filaments with unique kinetic stability against dissociation. Here, we
review recent work on the structure, assembly mechanism and potential
technical applications derived from this exciting biological system.
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B Mehr als 80 Prozent aller Harnwegsin-
fektionen des Menschen werden durch uro-
pathogene Escherichia coli-Stamme hervor-
gerufen [1], die an ihrer Oberfliche adhidsive
Pili tragen. Die Typ-1-Pili von E. coli-Stam-
men, die die unteren Harnwege infizieren,
sind filamentdse, ausschlieBlich aus Pro-
teinuntereinheiten bestehende Komplexe
(Abb. 1A), die an Mannose-Einheiten des
Membran-Glykoproteins Uroplakin 1a von
Harnwegsepithelzellen binden und die Anhef-
tung der Bakterien als ersten Schritt bei der
Etablierung einer Harnwegsinfektion ver-
mitteln. Zudem ermdglichen Typ-1-Pili die
Internalisierung und das Uberleben der Bak-
terien in Wirtszellen. Typ-1-Pili sind somit
Virulenzfaktoren und ein Target fiir die Ent-
wicklung neuer antibakterieller Substanzen,
die die bakterielle Anheftung an Wirtszellen
inhibieren [2].

Allgemeiner Aufbau und Biogenese
der Typ-1-Pili

Typ-1-Pili bestehen aus vier verschiedenen
strukturellen Proteinuntereinheiten: FimH,
FimG, FimF und FimA. FimA ist die Haupt-
strukturuntereinheit. Bis zu 3.000 Kopien von
FimA assemblieren zu einer starren, rechts-
gingigen helikalen Quartarstruktur mit einem
Durchmesser von sieben Nanometern und
einer Linge von ein bis zwei Mikrometern
und bilden den Pilusstamm. FimH, FimG und
FimF assoziieren zu einem kurzen, flexiblen
Filament, das als Tip-Fibrillum bezeichnet

wird und eine Kopie von FimH und eine oder
mehrere Kopien von FimG und FimF enthalt.
FimH wird als erste Untereinheit in den Pilus
eingebaut, sitzt an dessen Spitze und besitzt
zwei Doménen. Die N-terminale Lektin-
doméne FimH, ist fir die Bindung an den
Rezeptor Uroplakin 1a verantwortlich und
bestimmt somit die Funktion des gesamten
Pilus. Die C-terminale Doméne von FimH
(FimH) und die Adapteruntereinheiten FimF
und FimG verkniipfen FimH; mit dem Pilus-
stamm (Abb. 1B).

Zwei weitere Proteine, das losliche, peri-
plasmatische Chaperon FimC und die Assem-
blierungsplattform FimD in der duBeren Bak-
terienmembran, sind fiir die Pilus-Assem-
blierung in vivo essenziell. FimC bindet alle
neu ins bakterielle Periplasma sekretierten
Pilusuntereinheiten, katalysiert deren Fal-
tung und transportiert die gefalteten Unter-
einheiten zu FimD, wo die Untereinheiten an
das wachsende Pilusende abgegeben werden
[3, 4]. FimD ist ein Multidom@nenprotein der
auBeren Membran, bindet spezifisch die
FimC-Untereinheitenkomplexe, katalysiert
deren Assemblierung und vermittelt die
Translokation der Untereinheiten tber die
auBere Membran (Abb. 1B, [3, 5]).

Strukturelle Grundlagen der Wechsel-
wirkung zwischen Pilusunterein-
heiten und ihrer Assemblierung

Die Strukturaufkldrung von verschiedenen
Piluskomponenten und Assemblierungsin-

termediaten hat zusammen mit einer Viel-
zahl biochemischer Experimente im Laufe der
letzten Jahre maBgeblich zum Verstdndnis
des Assemblierungsmechanismus adhésiver
Pili beigetragen. FimA, FimF, FimG und
FimH,, sind homologe B-Faltblattproteine mit
einer Immunglobulin-dhnlichen dreidimen-
sionalen Struktur, denen jedoch der C-termi-
nale B-Faltblattstrang reguldrer Immunglo-
bulindoméanen fehlt. Gleichzeitig besitzen die
Untereinheiten FimA, FimF und FimG jedoch
am Aminoterminus eine Extension aus ca. 15
bis 20 Aminoséduren, die im Kontext der
assemblierten Quartirstruktur des Pilus als
B-Faltblattstrang die unvollstandige Tertiar-
struktur der jeweils vorausgehenden Unter-
einheit vervollstandigt. Die N-terminalen
Extensionen von FimA, FimF und FimG, die
auch als ,Donorstrang® bezeichnet werden,
sind antiparallel zum C-terminalen -Strang
der vorausgehenden Untereinheit angeord-
net (Abb. 1C). Im Adhésin FimH ist am N-Ter-
minus der C-terminalen Doméne FimH,, statt
eines Donorstrangs die N-terminale Lektin-
doméne FimH, fusioniert. Dies stellt einer-
seits sicher, dass FimH ausschlieBlich als end-
standige Untereinheit des Tip-Fibrillums in
den Pilus eingebaut wird, und ist anderer-
seits die Grundlage dafiir, dass die Pilus-
assemblierung stets mit FimH als erster
Untereinheit beginnt.

Der in der Quartdrstruktur adhésiver Pili
beobachtete Mechanismus der Donorstrang-
Komplementation ist auch in den periplas-
matischen Komplexen zwischen dem Cha-
peron FimC und den einzelnen Untereinhei-
ten realisiert. Dabei wird die unvollstandige
Struktur der Untereinheit jeweils durch In-
sertion eines ausgestreckten Polypeptid-
segments von FimC vervollstandigt, wobei
sich jedoch die Orientierung des FimC-
Donorstrangsegments gegeniiber der Donors-
tranginsertion zwischen benachbarten Unter-
einheiten umkehrt. Somit wird FimC
transient Teil der Tertidarstruktur der ge-
bundenen Pilusuntereinheiten, bevor es die-
se wieder an den wachsenden Pilus abgibt
(Abb. 1D).
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Neben dem Transport von Pilusunterein-
heiten zur Assemblierungsplattform FimD
hat FimC zwei weitere, einzigartige Funktio-
nen: So beschleunigt FimC spezifisch die Fal-
tung aller Pilusuntereinheiten. Im Fall der
Hauptstrukturuntereinheit FimA, die sich in
Abwesenheit von FimC liberraschenderweise
nur extrem langsam faltet (ca. 1,6 Stunden
Halbwertszeit), ist der Beschleunigungsfak-
tor mindestens 10.000-fach. Dieser hocheffi-
zienten Katalyse durch FimC liegt wahr-
scheinlich eine Verringerung der topologi-
schen Komplexitat der Faltung von Pilusun-
tereinheiten nach Bindung an das Chaperon
zugrunde. Dariiber hinaus ist FimC fiir die
Qualitdtskontrolle der Ausbildung der Disul-
fidbriicken in den Pilusuntereinheiten zustin-
dig, die alle eine invariante, strukturelle Disul-
fidbriicke zwischen den ersten beiden B-Falt-
blattstingen ihrer Pilindoméanen besitzen. Es
zeigte sich, dass FimC entfaltete Unterein-
heiten nur dann erkennt, wenn in der unge-
falteten Untereinheit die Disulfidbriicke
bereits ausgebildet ist. Die Bildung der Disul-
fidbriicke erfolgt im bakteriellen Periplasma
durch Disulfidaustausch mit der Dithioloxi-
dase DsbA, die ihre eigene, katalytische Disul-
fidbriicke auf Cysteinpaare sekretorischer Pro-
teine tbertrdgt. Da nur FimC-gebundene
Pilusuntereinheiten assemblierungskompe-
tent sind, stellt FimC auf diese Weise sicher,
dass der assemblierte Pilus ausschlieBlich
aus stabilen Untereinheiten mit intakten
Disulfidbriicken besteht [4, 6].

Die interessanteste Komponente bei der
Assemblierung von Typ-1-Pili ist ohne Zwei-
fel die Assemblierungsplattform FimD in der
auBeren E. coli-Membran. FimD besteht aus
einer N-terminalen, periplasmatischen Doma-
ne (FimD,), die spezifisch die FimC-Unter-
einheitenkomplexe erkennt, einer Trans-
membrandomdne aus einem 24-strdngigen
B-Faltblatt-Fass, die gleichzeitig die Translo-
kationspore fiir die Pilusuntereinheiten bil-
det, einer Plug-Domaine, die im inaktiven
Zustand von FimD die Translokationspore ver-
schlieBt, und zwei C-terminalen, periplasma-
tischen Doménen (FimD.; und FimD,) [7].
In Abwesenheit FimC-gebundener Unterein-
heiten liegt FimD in einem inaktiven Konfor-
mationszustand vor, in dem die Plug-Doma-
ne die Translokationspore verschlieft. Die
Uberfiihrung von FimD in den aktiven
Zustand erfolgt nach Bindung des FimC-FimH-
Komplexes an FimD,. Daraufhin klappt die
Plug-Doméne aus der Translokationspore ins
Periplasma heraus, und die Pore wird neu
durch die FimH-Lektindoméne FimH, besetzt.
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A Abb. 1: Typ-1-Pili von Escherichia coli. A, elektronenmikroskopische Aufnahme einer Zelle des
E. coli-Stamms W3110 mit zahlreichen Typ-1-Pili auf der Zelloberfléche. B, allgemeiner Aufbau und
Biogenese von Typ-1-Pili. C, Banderdarstellung der dreidimensionalen Struktur des Tip-Fibrillums
[11]. Im assemblierten Pilus wechselwirken die Untereinheiten nicht-kovalent liber antiparallele
Donorstrangkomplementation. Die letzte FimF-Untereinheit ist an das Chaperon FimC gebunden.
D, Bénderdarstellung der dreidimensionalen Struktur des FimC-FimH-Komplexes [12]. Das Cha-
peron FimC wechselwirkt mit Pilusuntereinheiten tiber parallele Donorstrangkomplementation,
wie hier am Beispiel des FimC-FimH-Komplexes gezeigt. Der Donorstrang von FimC ist in C und D
rot markiert.

Das Vorhandensein von FimH, ist in vitro fiir
diesen Aktivierungsschritt essenziell, was
zusatztlich erklart, warum FimH stets als erste
Untereinheit in den Pilus eingebaut wird [5].
Im aktivierten, terndaren FimD-FimH-FimC-
Komplex bleibt das Chaperon FimC, stabili-
siert durch Wechselwirkungen mit den C-ter-
minalen FimD-Doméanen, an FimH gebunden,

bis der nachste FimC-Untereinheitenkomplex
an die nun frei gewordene FimD -Domédne
bindet (Abb. 2A). Da FimC mit einer Mole-
kiilmasse von 23 Kilodalton zu groB ist, um in
die Translokationspore einzutreten, wird ver-
hindert, dass FimH vorzeitig in den extrazel-
luldren Raum diffundiert. Die weiteren Schrit-
te der Pilusassemblierung sind durch einen
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A Abb. 2: Struktur und katalytische Funktion der Assemblierungsplattform FimD. A, Banderdarstellung der 2,8-Angstrom-Kristallstruktur des FimD-

FimC-FimH-Komplexes mit der Assemblierungsplattform FimD in ihrer aktivierten Konformation [7]. B, schematische Darstellung der von FimD kataly-
sierten Donorstrangaustauschreaktion am Beispiel des Einbaus einer FimA-Untereinheit in den Pilusstamm. FimA: grau-blau, FimC: gelb, Farbgebung
der FimD-Domanen wie in A; E: Extrazellularraum, P: Periplasma.
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A Abb. 3: Struktur und praktische Anwendung des FimG-DsF-Komplexes. A, Kristallstruktur und
kinetische und thermodynamische Parameter des FimG-DsF-Komplexes [8, 10]. Die FimG-Domé&ne
ist in grauer Oberflachendarstellung, das DsF-Peptid in Stabdarstellung gezeigt. B, Arbeitsschritte
bei der Anwendung des FimG-DsF-Systems in der Affinitdtschromatografie.

Mechanismus charakterisiert, der als Donor-
strang-Austauschreaktion bezeichnet wird.
Dabei wird das am wachsenden Pilusende
gebundene FimC durch den freien Donor-
strang der nachsten Pilusuntereinheit ver-
drangt, nachdem diese als FimC-Komplex an
FimD, gebunden hat. Nach Ablésung der neu
eingebauten Untereinheit von FimDy rutscht
dann der wachsende Pilus um die Lange einer
Untereinheit (ca. 50 Angstrom) nach auSen,
und das an der neuen Untereinheit gebunde-
ne FimC bildet nun das Ende des wachsen-
den Pilus. Dieser Reaktionszyklus wiederholt
sich nun bis zu mehrere Tausend Mal und
lauft in Gegenwart von FimD extrem schnell
ab. Wéhrend sich z. B. aus FimC-FimA-Kom-
plexen FimA-Polymere spontan nur extrem
langsam bilden (ca. zehn Stunden Halb-

wertszeit), erfolgt die Verkniipfung zweier
FimA-Untereinheiten in Gegenwart von FimD
innerhalb von weniger als 100 Millisekunden
(Abb. 2B). In der Tat wurde durch die in vitro-
Rekonstitution der Pilusbiogenese FimD als
erster Katalysator der Assemblierung von
supramolekularen Proteinkomplexen identi-
fiziert [5]. Die von FimD katalysierte Polyme-
risation von Typ-1-Pilusuntereinheiten erfolgt
unabhéngig von extern zugefiihrter Energie
und bezieht ihre Triebkraft ausschlieBlich aus
der Energie, die bei der Bildung von Komple-
xen zwischen Pilusuntereinheiten frei wird.

Stabilitat von Typ-1-Pili und
technische Anwendungen

Eine bemerkenswerte Eigenschaft von Typ-
1-Pili ist ihre extreme Resistenz gegeniiber

Dissoziation und Denaturierung durch hohe
Konzentrationen von Denaturierungsmitteln,
extreme pH-Werte oder hohe Temperaturen.
Dagegen zeigen monomere Pilusunterein-
heiten mit unvollstindiger Immunglobulin-
faltung nur eine sehr geringe Faltungsstabi-
litdt von typischerweise —10 kJ/mol [4, 8, 9].
Entscheidende Hinweise auf die Ursachen der
enormen Stabilitdt von Pili lieferten Unter-
einheitenkonstrukte, bei denen durch kiinst-
liche Fusion von Donorstrangsegmenten an
den C-Terminus eine intramolekulare Selbst-
komplementation erzwungen wurde. Auf die-
se Weise wurden monomere, Donorstrang-
gesittigte Untereinheiten erhalten, die die-
selbe Konformation und antiparallele Donor-
strangorientierung haben wie im intakten
Pilus. Ihre kinetische und thermodynamische
Charakterisierung zeigte, dass die Stabilitat
der Pili auf einer extrem hohen Aktivie-
rungsenergiebarriere der Entfaltungsreak-
tion beruht, wodurch die Assoziation benach-
barter Untereinheiten praktisch irreversibel
wird [8]. In der Tat erwiesen sich bimoleku-
lare Komplexe zwischen Pilusuntereinheiten
und synthetischen Donorstrangpeptiden als
so stabil, dass sie niemals dissoziieren. So ist
der Komplex zwischen der Untereinheit FimG
und dem Donorstrangpeptid der benachbarten
Untereinheit FimF (DsF) der thermodyna-
misch und Kinetisch stabilste nicht-kovalente
Proteinligandenkomplex, der bisher bekannt
ist: Seine Dissoziationskonstante betragt
1,5 x 1072% mol/1 (das entspricht einer Bin-
dungsenergie von —113 kJ/mol), und seine
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extrapolierte Halbwertszeit der spontanen
Dissoziation/Entfaltung betragt ca. vier Mil-
liarden Jahre (Abb. 3A, [8, 10]). Die enorme
Stabilitdt des FimG-DsF-Komplexes fiihrte
bereits zu ersten technischen Anwendun-
gen in der Affinitatschromatografie von Pro-
teinkomplexen [10]. So wurde der 15 Amino-
sduren lange FimF-Donorstrang gezielt an
einzelne Untereinheiten von heterooligo-
meren Proteinkomplexen fusioniert, und die
intakten Proteinkomplexe (darunter sogar
intakte Ribosomen) konnten mit auf Sepha-
rose kovalent immobilisiertem FimG in sehr
hoher Reinheit direkt aus unbehandelten
Zellextrakten isoliert werden. Zum Ablosen
der gebundenen Komplexe von FimG unter
nicht-denaturierenden Bedingungen wurde
an der Fusionsstelle zur DsF-Sequenz eine
spezifische Protease-Schnittstelle verwen-
det (Abb. 3B). Diese ersten Beispiele zeigten,
dass das FimG-DsF-System gegeniiber eta-
blierten Affinitatspeptiden deutlich effi-
zienter ist [10]. Neben der Verwendung des
FimG-DsF-Systems zur Identifizierung der
Komponenten von heterooligomeren Pro-
teinkomplexen unbekannter Zusammen-
setzung bietet sich vor allem auch sein Ein-
satz fiir die funktionelle Immobilisierung
von Proteinen an Oberflachen in definier-
ter Orientierung an.

Danksagung

Die in diesem Artikel erwdhnten Beitrdage
der Autoren wurden von der ETH Ziirich
und dem Schweizerischen Nationalfonds im
Rahmen des NCCR-Strukturbiologiepro-
gramms und der Projekte 138677 und
31003A-122095 unterstiitzt. |

Literatur

[1] Stamm W, Stapleton A (2004) Approach to the Patient
with Urinary Tract Infection. In: Gorbach S, Bartlett J,
Blacklow N (Hrsg) Infectious diseases. Lippincott Williams
& Wilkins, Philadelphia, S 861-872

[2] Thanassi DG, Bliska JB, Christie PJ (2012) Surface orga-
nelles assembled by secretion systems of Gram-negative
bacteria: diversity in structure and function.

FEMS Microbiol Rev 36:1046-1082

[3] Nishiyama M, Vetsch M, Puorger C et al. (2003)
Identification and characterization of the chaperone-subunit
complex-binding domain from the type 1 pilus assembly
platform FimD. ] Mol Biol 330:513-525

[4] Vetsch M, Puorger C, Spirig T et al. (2004) Pilus cha-
perones represent a new type of protein-folding catalyst.
Nature 431:329-333

[5] Nishiyama M, Ishikawa T, Rechsteiner H et al. (2008)
Reconstitution of pilus assembly reveals a bacterial outer
membrane catalyst. Science 320:376-379

[6] Crespo MD, Puorger C, Scharer MA et al. (2012) Quality
control of disulfide bond formation in pilus subunits by the
chaperone FimC. Nat Chem Biol 8:707-713

[7] Phan G, Remaut H, Wang T et al. (2011) Crystal structu-
re of the FimD usher bound to its cognate FimC-FimH sub-
strate. Nature 474:49-53

[8] Puorger C, Eidam O, Capitani G et al. (2008) Infinite
kinetic stability against dissociation of supramolecular pro-
tein complexes through donor strand complementation.
Structure 16:631-642

[9] Vetsch M, Sebbel P, Glockshuber R (2002) Chaperone-
independent folding of type 1 pilus domains.

J Mol Biol 322:827-840

[10] Giese C, Zosel F, Puorger C et al. (2012) The most sta-
ble protein-ligand complex: applications for one-step affinity
purification and identification of protein assemblies.
Angew Chem Int Ed Engl 51:4474-4478

[11] Le Trong I, Aprikian P, Kidd BA et al. (2010) Structural
basis for mechanical force regulation of the adhesin FimH
via finger trap-like beta sheet twisting. Cell 141:645-655
[12] Choudhury D, Thompson A, Stojanoft V et al. (1999) X-
ray structure of the FimC-FimH chaperone-adhesin complex
from uropathogenic Escherichia coli.

Science 285:1061-1066

Korrespondenzadresse:

Prof. Dr. Rudi Glockshuber

Institut fiir Molekularbiologie und Biophysik
ETH Ziirich

SchafmattstraBe 20

CH-8093 Zirich

Tel.: 0041-(0)44-633-6819

Fax: 0041-(0)44-633-1036
rudolf.glockshuber@mol.biol.ethz.ch

AUTOREN

Christoph Giese

Rudi Glockshuber

2000-2005 Biochemiestudium an der Universitat Halle-Wittenberg. 2006-2011
Promotion an der ETH Ziirich, Schweiz, dort seit 2011 Postdoktorand.

1979-1985 Chemiestudium an der LMU Miinchen und am Max-Planck-Institut fir
Biochemie, Martinsried. 1985-1989 Promotion am Genzentrum der LMU Miin-
chen. 1989-1994 Postdoktorand an der Universitdt Regensburg. 1994-1997
Tenure-Track-Assistenzprofessor an der ETH Ziirich, Schweiz. 1997-2000 AuBer-
ordentlicher Professor an der ETH Ziirich. Seit 2000 Ordentlicher Professor fiir
Molekularbiologie an der ETH Ziirich.

BlOspektrum | 05.13 | 19. Jahrgang




