
492 WISSENSCHAFT

BIOspektrum | 05.13 | 19. Jahrgang

CHRISTOPH GIESE, RUDI GLOCKSHUBER

INSTITUT FÜR MOLEKULARBIOLOGIE UND BIOPHYSIK, ETH ZÜRICH, SCHWEIZ

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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ó Mehr als 80 Prozent aller Harnwegsin-
fektionen des Menschen werden durch uro-
pathogene Escherichia coli-Stämme hervor-
gerufen [1], die an ihrer Oberfläche adhäsive
Pili tragen. Die Typ-1-Pili von E. coli-Stäm-
men, die die unteren Harnwege infizieren,
sind filamentöse, ausschließlich 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 ermöglichen Typ-1-Pili die
Internalisierung und das Überleben der Bak-
terien in Wirtszellen. Typ-1-Pili sind somit
Virulenzfaktoren und ein Target für 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-
gängigen helikalen Quartärstruktur mit einem
Durchmesser von sieben Nanometern und
einer Länge 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 enthält.
FimH wird als erste Untereinheit in den Pilus
eingebaut, sitzt an dessen Spitze und besitzt
zwei Domänen. Die N-terminale Lektin -
domäne FimHL ist für die Bindung an den
Rezeptor Uroplakin 1a verantwortlich und
bestimmt somit die Funktion des gesamten
Pilus. Die C-terminale Domäne von FimH
(FimHC) und die Adapteruntereinheiten FimF
und FimG verknüpfen FimHL mit dem Pilus-
stamm (Abb. 1B).

Zwei weitere Proteine, das lösliche, peri-
plasmatische Chaperon FimC und die Assem-
blierungsplattform FimD in der äußeren Bak-
terienmembran, sind für 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 Multidomänenprotein der
äußeren Membran, bindet spezifisch die
FimC-Untereinheitenkomplexe, katalysiert
deren Assemblierung und vermittelt die
Translokation der Untereinheiten über die
äußere Membran (Abb. 1B, [3, 5]).

Strukturelle Grundlagen der Wechsel -
wirkung zwischen Pilusunterein -
heiten und ihrer Assemblierung
Die Strukturaufklärung von verschiedenen
Piluskomponenten und Assemblierungsin-

termediaten hat zusammen mit einer Viel-
zahl biochemischer Experimente im Laufe der
letzten Jahre maßgeblich zum Verständnis
des Assemblierungsmechanismus adhäsiver
Pili beigetragen. FimA, FimF, FimG und
FimHC sind homologe β-Faltblattproteine mit
einer Immunglobulin-ähnlichen dreidimen-
sionalen Struktur, denen jedoch der C-termi-
nale β-Faltblattstrang regulärer Immunglo-
bulindomänen fehlt. Gleichzeitig besitzen die
Untereinheiten FimA, FimF und FimG jedoch
am Aminoterminus eine Extension aus ca. 15
bis 20 Aminosäuren, die im Kontext der
assemblierten Quartärstruktur des Pilus als
β-Faltblattstrang die unvollständige Tertiär-
struktur der jeweils vorausgehenden Unter-
einheit vervollständigt. Die N-terminalen
Extensionen von FimA, FimF und FimG, die
auch als „Donorstrang“ bezeichnet werden,
sind antiparallel zum C-terminalen β-Strang
der vorausgehenden Untereinheit angeord-
net (Abb. 1C). Im Adhäsin FimH ist am N-Ter-
minus der C-terminalen Domäne FimHC statt
eines Donorstrangs die N-terminale Lektin-
domäne FimHL fusioniert. Dies stellt einer-
seits sicher, dass FimH ausschließlich als end-
ständige Untereinheit des Tip-Fibrillums in
den Pilus eingebaut wird, und ist anderer-
seits die Grundlage dafür, dass die Pilus -
assemblierung stets mit FimH als erster
Untereinheit beginnt.

Der in der Quartärstruktur adhäsiver 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 unvollständige
Struktur der Untereinheit jeweils durch In -
sertion eines ausgestreckten Polypeptid -
segments von FimC vervollständigt, wobei
sich jedoch die Orientierung des FimC-
Donorstrangsegments gegenüber der Donors-
tranginsertion zwischen benachbarten Unter-
einheiten umkehrt. Somit wird FimC
 transient Teil der Tertiärstruktur 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 überraschenderweise
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 Komplexität der Faltung von Pilusun-
tereinheiten nach Bindung an das Chaperon
zugrunde. Darüber hinaus ist FimC für die
Qualitätskontrolle der Ausbildung der Disul-
fidbrücken in den Pilusuntereinheiten zustän-
dig, die alle eine invariante, strukturelle Disul-
fidbrücke zwischen den ersten beiden β-Falt-
blattstängen ihrer Pilindomänen besitzen. Es
zeigte sich, dass FimC entfaltete Unterein-
heiten nur dann erkennt, wenn in der unge-
falteten Untereinheit die Disulfidbrücke
bereits ausgebildet ist. Die Bildung der Disul-
fidbrücke erfolgt im bakteriellen Periplasma
durch Disulfidaustausch mit der Dithioloxi-
dase DsbA, die ihre eigene, katalytische Disul-
fidbrücke auf Cysteinpaare sekretorischer Pro-
teine überträgt. Da nur FimC-gebundene
Pilus untereinheiten assemblierungskompe-
tent sind, stellt FimC auf diese Weise sicher,
dass der assemblierte Pilus ausschließlich
aus stabilen Untereinheiten mit intakten
Disulfidbrücken besteht [4, 6].

Die interessanteste Komponente bei der
Assemblierung von Typ-1-Pili ist ohne Zwei-
fel die Assemblierungsplattform FimD in der
äußeren E. coli-Membran. FimD besteht aus
einer N-terminalen, periplasmatischen Domä-
ne (FimDN), die spezifisch die FimC-Unter-
einheitenkomplexe erkennt, einer Trans-
membrandomäne aus einem 24-strängigen
β-Faltblatt-Fass, die gleichzeitig die Translo-
kationspore für die Pilusuntereinheiten bil-
det, einer Plug-Domäne, die im inaktiven
Zustand von FimD die Translokationspore ver-
schließt, und zwei C-terminalen, periplasma-
tischen Domänen (FimDC1 und FimDC2) [7].
In Abwesenheit FimC-gebundener Unterein-
heiten liegt FimD in einem inaktiven Konfor-
mationszustand vor, in dem die Plug-Domä-
ne die Translokationspore verschließt. Die
Überführung von FimD in den aktiven
Zustand erfolgt nach Bindung des FimC-FimH-
Komplexes an FimDN. Daraufhin klappt die
Plug-Domäne aus der Translokationspore ins
Periplasma heraus, und die Pore wird neu
durch die FimH-Lektindomäne FimHL besetzt.

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

bis der nächste FimC-Untereinheitenkomplex
an die nun frei gewordene FimDN-Domäne
bindet (Abb. 2A). Da FimC mit einer Mole-
külmasse von 23 Kilodalton zu groß ist, um in
die Translokationspore einzutreten, wird ver-
hindert, dass FimH vorzeitig in den extrazel-
lulären Raum diffundiert. Die weiteren Schrit-
te der Pilusassemblierung sind durch einen

˚ 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 Zelloberfläche. B, allgemeiner Aufbau und
Biogenese von Typ-1-Pili. C, Bänderdarstellung der dreidimensionalen Struktur des Tip-Fibrillums
[11]. Im assemblierten Pilus wechselwirken die Untereinheiten nicht-kovalent über antiparallele
Donorstrangkomplementation. Die letzte FimF-Untereinheit ist an das Chaperon FimC gebunden.
D, Bänderdarstellung der dreidimensionalen Struktur des FimC-FimH-Komplexes [12]. Das Cha-
peron FimC wechselwirkt mit Pilusuntereinheiten über parallele Donorstrangkomplementation,
wie hier am Beispiel des FimC-FimH-Komplexes gezeigt. Der Donorstrang von FimC ist in C und D
rot markiert.
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Mechanismus charakterisiert, der als Donor -
strang-Austauschreaktion bezeichnet wird.
Dabei wird das am wachsenden Pilusende
gebundene FimC durch den freien Donor -
strang der nächsten Pilusuntereinheit ver-
drängt, nachdem diese als FimC-Komplex an
FimDN gebunden hat. Nach Ablösung der neu
eingebauten Untereinheit von FimDN rutscht
dann der wachsende Pilus um die Länge einer
Untereinheit (ca. 50 Angström) nach außen,
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
läuft in Gegenwart von FimD extrem schnell
ab. Während sich z. B. aus FimC-FimA-Kom-
plexen FimA-Polymere spontan nur extrem
langsam bilden (ca. zehn Stunden Halb-

wertszeit), erfolgt die Verknüpfung 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
unabhängig von extern zugeführter Energie
und bezieht ihre Triebkraft ausschließlich aus
der Energie, die bei der Bildung von Komple-
xen zwischen Pilusuntereinheiten frei wird.

Stabilität von Typ-1-Pili und
technische Anwendungen
Eine bemerkenswerte Eigenschaft von Typ-
1-Pili ist ihre extreme Resistenz gegenüber

Dissoziation und Denaturierung durch hohe
Konzentrationen von Denaturierungsmitteln,
extreme pH-Werte oder hohe Temperaturen.
Dagegen zeigen monomere Pilusunterein-
heiten mit unvollständiger Immunglobulin-
faltung nur eine sehr geringe Faltungsstabi-
lität von typischerweise –10 kJ/mol [4, 8, 9].
Entscheidende Hinweise auf die Ursachen der
enormen Stabilität von Pili lieferten Unter-
einheitenkonstrukte, bei denen durch künst-
liche Fusion von Donorstrangsegmenten an
den C-Terminus eine intramolekulare Selbst-
komplementation erzwungen wurde. Auf die-
se Weise wurden monomere, Donorstrang-
gesättigte Untereinheiten erhalten, die die-
selbe Konformation und antiparallele Donor -
strangorientierung haben wie im intakten
Pilus. Ihre kinetische und thermodynamische
Charakterisierung zeigte, dass die Stabilität
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-kova lente
Proteinligandenkomplex, der bisher bekannt
ist: Seine Dissoziationskonstante beträgt
1,5 × 10–20 mol/l (das entspricht einer Bin-
dungsenergie von –113 kJ/mol), und seine

˚ Abb. 2: Struktur und katalytische Funktion der Assemblierungsplattform FimD. A, Bänderdarstellung der 2,8-Angström-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-Domänen wie in A; E: Extrazellularraum, P: Periplasma.
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˚ 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-Domäne
ist in grauer Oberflächendarstellung, das DsF-Peptid in Stabdarstellung gezeigt. B, Arbeitsschritte
bei der Anwendung des FimG-DsF-Systems in der Affinitätschromatografie.
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extrapolierte Halbwertszeit der spontanen
Dissoziation/Entfaltung beträgt ca. vier Mil -
liarden Jahre (Abb. 3A, [8, 10]). Die enorme
Stabilität des FimG-DsF-Komplexes führte
bereits zu ersten technischen Anwendun-
gen in der Affinitätschromatografie von Pro-
teinkomplexen [10]. So wurde der 15 Amino -
säuren 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 Ablösen
der gebundenen Komplexe von FimG unter
nicht-denaturierenden Bedingungen wurde
an der Fusionsstelle zur DsF-Sequenz eine
spe zifische Protease-Schnittstelle verwen-
det (Abb. 3B). Diese ersten Beispiele zeigten,
dass das FimG-DsF-System gegenüber eta-
blierten Affinitätspeptiden 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 für die funktionelle Immobilisierung
von Proteinen an Oberflächen in definier-
ter Orientierung an.
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