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1 . EINLEITUNG

1 .1 . Proteintransport in Gram-negativen Bakterien

Im Vergleich zu eukaryontischen Zellen, die durch ihren komplexen Aufbau

über zahlreiche Kompartimente verfügen, liegt Bakterienzellen ein einfaches

Bauprinzip zugrunde . Gram negative Bakterien haben zwei Membranen, die das

Cytoplasma von seiner Umgebung abgrenzen ; die innere und ä03ere Membran

sind durch den periplasmatischen Raum voneinander getrennt.

Während das Cytoplasma den Ort zentraler Reaktionen wie Replikation der

DNA, Proteinbiosynthese und katalytisches Zentrum anaboler und kataboler

Stoffwechselreaktionen darstellt, wird durch die Zelthülle die biologische

Kommunikation mit der Umgebung gewährleistet . Sie wirkt als Permeabilitäts-

schranke, die die Molekül- und lonenzusammenseC .zung der Zelle reguliert,

sowie die Information äußerer Reize in das Zellinnere weiterleiten kann . An

diesen Reaktionen sind zahlreiche Proteine beteiligt, die im Cytoplasma

synthetisiert und zu ihrem Wirkort, der inneren oder äußeren Membran, dem

Periplasma oder dem umgebenden Medium transportiert werden müssen . Die

dabei zu überwindeden hydrophoben Barrieren deuten auf einen komplexen

Mechanismus der Translokation hin.

Proteine, die an das Außenmedium abgegeben werden, verfügen häufig über ein

für das jeweilige Protein spezifisches Exportsystem (Haemolysin, Mackman et

al .,1986 ; Pu7lulanase, Reyss und Pugsley,1990) oder tragen die für den

Export notwendigen Komponenten in Form einer C-terminalen Helferdomäne im

Protein selber (IgA Protease, Pohlner et al .,1987).

Die meisten Proteine der inneren und äußeren Membran, sowie periplasma-

tische Proteine werden über einen gemeinsamen, sogenannten sec-abhängigen

Weg transportiert . Dieser Mechanismus wurde bei dem Gram negativen Bakte-

rium Escherichia coil gut untersucht (Bieker et a1 .,1990).

Sekretorische Proteine zeichnen sich durch das Vorhandensein einer Signal-

sequenz aus . Obwohl bei der Vielzahl bekannter Signalsequenzen keine

Homologien in der Primärstruktur festgestellt werden konnten, liegt ihnen

doch ein gemeinsames Bauprinzip zugrunde : ein bis mehrere positiv geladene

Aminosäuren am N-Terminus werden von einem bis zu 12 Aminosäuren langen

Bereich mit hydrophoben Eigenschaften gefolgt, der eine membrandurch-

spannende Region darstellt (von Heijne und Abrahmsen,1989) . Im taufe des

Transports periplasmatischer und äußerer Membranproteine durch die Cyto-

plasmamembran wird diese Signalsequenz durch die Signalpeptidase abgespal-

ten ; diese erkennt den Bereich zwischen dem hydrophoben Teil und dem N-

Terminus des reifen Proteins, der sich in der Regel durch die Aminosäure-
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sequenz Ala-X-Ala auszeichnet (von Heijne,1986).

1 .2 . Experimentelle Ansätze zur Identifizierung der Exportkomponenten

Die am Export beteiligten zellulären Komponenten wurden hauptsächlich über

zwei Versuchsansätze identifiziert (Bieker et al .,1990):

I . Durch Expression eines Fusionsproteins konnten konditional lethale

Mutanten isoliert werden, die einen pleiotropen Defekt im Proteinexport

aufwiesen . Das Fusionsprotein, das sich aus dem 11-Terminus eines exportier-

baren Proteins (wie Lame, MalE) und einem cytoplasmatisch lokalisierten

Protein (ß-Galaktosidase) zusammensetzt, kann unter den gewählten Bedingun-

gen nicht exportiert werden . Der in der Literatur als 'jamming' bezeichnete

Effekt beschreibt die durch die starke Expression der Fusion hervorgerufene

Blockierung der Exportstellen in der Membran, die für die Zellen lethal

ist . Klone, die unter diesen Selektionsbedingungen überleben können, tragen

eine Mutation in einer der an der Wechselwirkung mit dem Fusionsprotein

beteiligten Komponenten . Die über diesen Ansatz identifizierten Gene werden

mit sec für 'secretion' abgekürzt . Der pleiotrope Defekt im Proteinexport

verdeutlicht sich durch die Akkumulation verschiedener Exportproteine

(Bieker et al .,1990).

2 . Die Translokation sekretorischer Proteine kann durch Mutationen in der

Signalsequenz verhindert werden . Hierbei handelt es sich um Veränderungen

im hydrophoben Bereich des Signalsequenz, auch kann der Austausch einer

positiv geladenen gegen eine negativ geladene Aminosäure am N--Terminus den

Exportdefekt verursachen . Zu diesen Mutationen wurden Suppressormutanten

isoliert, die ein Protein mit einer veränderten Signalsequenz wieder

exportieren können . Ober den beschriebenen Ansatz konnten Komponenten

identifiziert werden, die während der Translokation eines sekretorischen

Proteins eine Wechselwirkung mit der Signalsequenz eingehen . Diese

dominanten Suppressoren von Signalsequenz-mutationen werden mit prlfür

'protein localization' gekennzeichnet (Bieker et a1,1990).

Weitere Komponenten konnten als Mutationen mit regulatorischem Effekt auf

die Expression von secA isoliert, sowie biochemisch als stimulierende

Komponenten auf den Proteintransport in vitro charakterisierte werden

(Oliver et al .,1990) .



3

1 .3 . Komponenten des Proteinexport-Apparates von E.coli

Zahlreiche Faktoren des Proteinexport-Apparates sind genetisch und bio-

chemisch gut untersucht:

secA (priD) : Mutationen im secA Gen wurden mit Hilfe einer MalE--LacZ

Fusion von Oliver und Beckwith (1981), sowie als Suppressoren von MalE-

Signalsequenzmutationen isoliert (Fikes und Bassford,1989).

Das SecA Protein ist ein 102 kDa gropes, membranassoziiertes Protein mit

ATPase Aktivität . Diese auch als Translokations ATPase bezeichnete

Aktivität wird durch Inkubation mit Vesikeln der inneren Membran, sowie

durch ein translokationskompetentes Exportprotein stimuliert (Lill et

al .,1989) . Biochemisch konnte gezeigt werden, daß das SecA Protein hierbei

mit dem SecY Protein der Plasmamembran, dem SecB Protein (einem cytoplasma-

tischen Chaperon), sowie mit der Signalsequenz und dem reifen Teil des zu

exportierenden Proteins wechselwirkt (Cunningham und Wickner,1989 ; Lill et

a1 .,1990 ; Hartl et al .,1990).

Als einziges der bisher identifizierten Gene des Proteinexport-Apparates

ist die Expression des secA Gens reguliert, sie reagiert auf die Änderung

der Exportfähigkeit einer Zelle . Die SecA Synthese ist abhängig von der

Translation des im secA Operon stromaufwärts lokalisierten Gens X (Schmidt

et al .,1988) und wird durch Defekte im Proteinexport erhöht . So führen

Inkubation eines secA (ts) Stamms bei der nicht-permissiven Temperatur,

Mutationen in den Genen secD, secE, secY oder Expression von lethalen

Fusionsproteinen zu einer ca . 10fach erhöhten SecA Konzentration (Gardel et

a1 .,1987 ; Rollo und Oliver,1988 ; Bieker et al .,1990) . Schmidt und Oliver

(1989) konnten einen autoregulatorischen Mechanismus der SecA Expression

auf der Ebene der Translation nachweisen ; das SecA Protein reprimiert seine

eigene Synthese.

secY (pr7A) : Die Isolierung von Suppressormutanten zu Mutationen in der

Signalsequenz des LamB Proteins deuteten auf eine Wechselwirkung des SecY

Proteins mit der Signalsequenz von Exportproteinen hin (Emr et a1 .,1981).

Eine entsprechende konditional-lethale Mutante im gleichen Gen wurde durch

lokalisierte Mutagenese der chromosomalen Region um das priA Gen erhalten

(Ito et al ., 1983).

SecY ist zusammen mit Genen ribosomaler Proteine im sogenannten spc Operon

organisiert und kodiert für ein Protein mit einem Molekulargewicht von

49000 (Cerretti et al .,1983) . Als integrales Membranprotein mit 10 membran-

spannenden Segmenten (Akiyama und Ito, 1987) stellt das SecY im Komplex mit

dem SecE Protein und einem bisher nicht identifizierten "Bande 1" Protein
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den membranlokalisierten Anteil des sogenannten Translokators dar (Brundage

et al .,1990).

Durch Sequenzierung zweier sehr effektiver Signalsequenz-Suppressoren

(pr1A4 und pr1A410) konnten die Mutationen in den Transmembransegmenten 7

und 10 lokalisiert werde . Dies könnte bedeuten, daß die Signalsequenz erst

nach der Insertion in die Membran von SecY erkannt wird (Bieker et

al,1990).

secB : Im Gegensatz zu allen anderen sec Mutanten fahrt die Inaktivierung

des secB Gens durch Transposonmutagenese nicht zum Verlust der Zellebens-

fähigkeit (Kumamoto und Beckwith,1985) . SecB ist nur für den Export bestim-

mter Proteine notwendig, auch kann die Abhängigkeit von SecB durch

Inkubation bei einer höheren Temperatur abgeschwächt werden . Möglicherweise

übernehmen unter diesen Bedingungen die Hitzeschockproteine GroEL und DnaK

die Funktion von SecB (Altman et al .,1991).

Das ca . 460Bp grope secB Gen kodiert für ein Protein von 16kDa, welches als

Tetramer im Cytoplasma vorkommt (Kumamoto und Nault,1989, Watanabe und

Blobel, 1989) . SecB wirkt im Proteinexport als Chaperon, das durch Bindung

das Vorläuferprotein in einer exportkompetenten Konformation hält, hierbei

werden neben dem reifen Teil des Proteins auch Strukturen in der Signalse-

quenz erkannt (Collier et al .,1988; Gannon et al .,1989, Altman et al .,

1990) . Die SecB Assoziation verhindert so die Aggregation der Vorläufer-

proteine, sowie deren unspezifische Bindung an exportinaktive Stellen der

Cytoplasmamembran . Die hohe Affinität des SecB Proteins zum SecA, der

peripheren Komponente des Translokators, läßt auf eine weitere Funktion

schließen . SecB vermittelt die spezifische Bindung des Vorläuferproteins an

die Exportstellen der Cytoplasmamembran (Hartl et al .,1990).

Genetisch und biochemisch konnte bisher neben der SecB-Abhängigkeit für den

cotranslationalen Transport des Maltose Bindeproteins eine Bindungs-

affinität zu den Vorläufermolekülen praeLamB, praeOmpA, praeOmpF, praePhoE

gezeigt werden (Kumamoto und Beckwith,1985 ; Kumamoto und Gannon,1988;

Kumamoto,1989 ; Kusters et al .,1989) . Bindung von SecB an die prozessierte

Form der Proteine, sowie das cytoplasmatische Enzym ß-Galaktosidase konnte

nicht dargestellt werden ( Kumamoto, 1989) . Auch konnte eine Abhängigkeit

des Ribose-Bindeprotein und des p-Laktamase Transports von SecB nicht

nachgewiesen werden (Collier et al .,1990 ; Laminet et al .,1991).

secE (pr7G) : Das secE Gen ist zusammen mit dem nusG Gen in einem Operon

organisiert und kodiert far ein ca 14kDa großes Membranprotein mit drei
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membrandurchspannenden Segmenten (Schatz et al .,1989 ; Downing et al .,1990).

Kältesensitive Mutanten im secE Gen wurden durch Selektion auf erhöhte

Expression einer SecA-p-Galaktosidase Fusion identifiziert {Riggs et

al .,1988) . Die Isolierung eines Signalsequenzsuppressors (priG ) zu Muta-

tionen im LamB und MalE Protein deutet auf eine Wechselwirkung des SecE

Proteins mit dem Vorläuferprotein während des Exports hin (Stader et

al .,1989).

SecE liegt im Komplex mit dem SecY und Bande 1 Protein als Membranbestand-

teil des Translokators vor . Genetische Untersuchungen von Bieker und

Silhavy (1990) deuten auf eine sequentielle Wirkungsweise der Komponenten

hin, bei der SecE vor dem SecY Protein mit der Signalsequenz in Wechsel-

wirkung zu treten scheint.

secD, secF : Durch die Expression lethaler Fusionsproteine konnte die kälte-

sensitive secD Mutation isoliert werden, die einen pleiotropen Effekt auf

den Proteinexport ausübt . Das Gen secD ist zusammen mit dem secF, das für

einen weiteren essentiellen Faktor des Proteintransports kodiert, in einem

Operon von insgesamt 7 Genen organisiert . Beide Proteine sind in der Cyto-

plasmamembran verankert und tragen eine große periplasmatische Domäne.

Diese Beobachtung und die Tatsache, daß die beschriebenen Gene nicht als

Signalsequenzsuppressoren isoliert wurden, läßt eine späte Wirkungsweise im

Proteintransport vermuten (Gardel et al .,1990).

Signalpeptidase : Durch Überproduktion und Selektion auf erhöhte Prozes-

sierungskinetik des M13 `Coat'-Proteins konnte das lep Gen, welches für die

Signaipeptidase aus E.coli kodiert, isoliert werden (Date und Wickner,

1981) . Das 37kDa große Protein ist mit zwei membrandurchspannenden

Segmenten in der Cytoplasmamembran verankert (Date,1983) . Das aktive

Zentrum des Enzyms ist ins Peripiasma gerichtet, während der Transiokation

wird hinter der konservierten Erkennungssequenz das Signalpeptid vom reifen

Teil eines Proteins abgespalten (Wolfe et al,1983) . Die Erkennungssequenz

der Signalpeptidase kann far zahlreiche Vorläuferproteine mit Ala-X-Ala

angegeben werden (von Heijne, 1986).

Die Hitzeschockproteine GroEL und DnaK wirken wie das Seca Protein als

Chaperon, sie binden an Vorläufer exportierbarer Proteine und erhalten

diese in einer exportkompetenten Konformation (Lecker et al .,1989 ; Laminet

et al .,1990) . Durch Überexpression dieser Hitzeschockproteine kann der

durch Mutation eines sec Gens oder Expression eines lethalen Fusions-
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proteins hervorgerufene Exportdefekt einer Zelle kompensiert werden, so dap

ein Überleben bei nicht-permissiver Bedingung ermöglicht wird (van Dyk et

al .,1989 ; Phillips und Silhavy,1990).

Aus E.coli wurde ein Protein P48 (ffh) isoliert, welches starke Homologie

zu dem eukaryontischen Protein SRP54 des 'Signal Recognition Particle'

(SRP), einer essentiellen Komponente des eukaryontischen Proteinexport-

Apparates, zeigt (Römisch et al .,1989 ; Bernstein et al .,1989) . Dieses

Protein ist assoziiert mit einer 4,55 RNA (ffs), die ihrerseits wiederum

Homologie zur SRP7S RNA des SRP-Partikels besitzt . Mutanten im ffs Gen

zeichnen sich durch Akkumulation des Vorläuferproteins prae-p-Laktarrrase,

nicht aber des prae®hlaltose Bindeproteins aus . Diese lethale Mutation kann

durch Expression der eukaryontischen SRP7S RNA supprimiert werden . Die 4,55

RNA aus E.coii bindet in vitro an das eukaryontische SRP54-Protein und kann

somit die SRP7S-RNA teilweise funktionell ersetzen (Ribes et al .,1990;

Poritz et al .,1990) . Das Protein P48 und die 4,55 RNA von E.co7i sind

Komponenten eines Ribonukleopartikels, welcher möglicherweise SRP-ähnliche

Funktion im Proteintransport übernimmt.

Von den temperatursensitiven Mutationen im secA und secY Gen wurden

zahlreiche Suppressormutanten isoliert, die ein eingeschränktes Wachstum

unter nicht-permissiven Bedingungen ermöglichen (secC, Ferro-Novick et

al .,1984 ; ssa, Oliver,1985 ; ssy, Shiba et al .,1986a) . Hierbei handelt es

sich in der Regel um Gene, die im Zusammenhang mit der Proteinbiosynthese

stehen . Durch diese Suppressormutationen wird die Biosyntheserate

reduziert, so dap die verminderte Akkumulation von Vorläuferproteinen ein

langsames Zeltwachstum unter nicht-permissiven Bedingungen ermöglicht . Der

gleiche Effekt kann auch durch Inkubation in Gegenwart einer sublethalen

Dosis des Proteinbiosyntheseinhibitors Chloramphenikol erreicht werden (Lee

und Beckwith,1986 ; Ueguchi und Ito,1990) . Obwohl diese Gene wahrscheinlich

nicht für essentielle Komponenten des Proteinexport-Apparates kodieren,

spiegeln sie doch die enge Kopplung zwischen Translation und Proteintrans-

port wider.

Driessen und Wickner (1990) konnten in vitro ein definiertes ATP-abhängiges

Proteintranslokations-System rekonstituieren . Dieses System bestand aus

künstlichen Vesikeln, in deren Membran das Sec)/ Protein eingebaut war, SecA

und translokationskompetentem praeOmpA . Unter Energieverbrauch wurde das

Protein praeOmpA in die Vesikel transloziert . Da für diese Reaktion relativ

grope Mengen von ATP benötigt wurden, ist die Beteiligung weiterer Kompo-

nenten, welche die Kinetik des Transports verbessern, wahrscheinlich.

Zahlreiche cytoplasmatische Faktoren, denen neben dem SecB Protein
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Chaperon-Funktion zugeschrieben wird, könnten in dieser Weise wirksam sein

(GroEL, DnaK oder Ribonukleopartikel) . Hierbei scheint jedoch das Sec& eine

zentrale Rolle im Proteintransport zu spielen, da nur dieses eine Wechsel-

wirkung mit SecA eingeht (Brundage et a1 .,1990).

Trotz der Vielzahl der isolierten Faktoren könnten weitere, bisher unbekan-

nte Komponenten existieren, die eine zusätzliche Funktion beim Transport

von Proteinen übernehmen . Wie schon für Eukaryonten gezeigt wurde (Savitz

und Meyer,1990), könnte auch im prokaryontischen System ein Ribosomen-

rezeptor in der Cytoplasmamembran existieren, der beim cotranslationalen

Transport von Proteinen die Bindung der Ribosomen an die Membran vermit-

telt.

1 .4 . Modell für den Export des Maltose Bindeproteins ins Periplasma

Die bisher erzielten Ergebnisse werden in Abbildung 1 am Beispiel des

cotranslationalen Transports des Maltose Bindeproteins als sequentielles

Modell dargestellt:

Während der Synthese des sekretorischen Proteins am Ribosom bindet das

Sec& Protein an das Vorläufermolekül, uni so seine exportkompetente Konfor-

mation aufrecht zu erhalten . Hierbei erkennt das Cha p eron Strukturen in der

Signalsequenz und dem reifen Teil des Vorläuferproteins [1] (Altman et

a1 .,1990 ; Hartl et a1 .,1990) . Nachdem ca . 80% des Proteins synthetisiert

sind, kann das SecB auf Grund seiner hohen Affinität zum membranassoziier-

ten SecA eine produktive Bindung des Komplexes an den Proteintranslokator

vermitteln . Das SecA Protein, das an das SecY gebunden ist, erkennt hierbei

neben Sec& sowohl die Signalsequenz, als auch den reifen Teil des Maltose

Bindeproteins [2] (Hartl et a1 .,1990) . Dap auch SecY und SecE an der

Erkennung der Signalsequenz beteiligt sind, wurde durch die Isolierung von

Signalsequenz-Suppressormutationen in diesen Genen belegt (pr1A und priG;

Bieker et a1 .,1990) . Während die Assoziation des Sec&-Praeprotein Komplexes

an den Translokator energieunabhängig geschieht, ist die eigentliche

Translokation abhängig von ATP und dem elektrochemisches Potential (Yamane

et a1 .,1987 ; Swidersky et aie,1990) . Die im SecA Protein lokalisierte

A TPase-Aktivität wird durch Bindung eines exportkompetenten Vorläufer-

proteins, SecY und saurer Phosholipide stimuliert [3] (Lill et a1 .,1990;

Brundage et al .,1990)a Ob, wie von Geller (1990) vorgeschlagen, die ATP-

Hydrolyse für die Insertion der Signalsequenz in die Membran und das

elektrochemische Potential für die eigentliche Translokation durch die

Membran benötigt werden, ist zur Zeit nicht geklärt.

Während der Translokation erfolgt die Abspaltung der Signalsequenz durch
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die Signalpeptidase, deren aktives Zentrum im Periplasma lokalisiert ist.

Das Maltose Bindeprotein nimmt seine endgültige Faltung ein und wird ins

Periplasma freigesetzt [4].

Abbe y Modell für den cotranslationalen Proteintransport des
f4a )tose®Bindeproteins (NB!) ins Periplasma von c. co l i;

A SecA ; B SecB ; E SecE ; y Sect; S Signalpeptidase;
C Cytoplasma ; M Cytoplasmamembran ; P Periplasma,

e5 . Proteintransport in Gran-positiven Bakterien

Gram-positive Bakterien der Gattung Bacthus verfügen über die Fähigkeit

Exoproteine in gropen Mengen zu bilden und auszuschleusen (bis zu 12 g/l

Harwood,1989) . Diese Fähigkeit mag im unterschiedlichen Aufbau der Zellwand

begründet sein . Während zum Export eines Proteins in das Außenmedium eines

Gram-negativen Bakteriums zwei Membranen überwunden werden müssen, stellt

in Gram--positiven Bakterien die Cytoplasmamembran die einzige hydrophobe

Barriere für die Ausschleusung eines Proteins dare

Über den Proteintransport in Gram-positiven Bakterien ist nur wenig

bekannte Zahlreiche durch Selektion auf verminderten Proteinexport

isolierte Gene regulieren auf Ebene der Transkription und Translation die
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Synthese der Exoenzyme (sac und prs Gene aus B.subtilis ; Kontinen et

al .,1988 ; Henner et al .,1988 ; bzw . agr und exp für Staphylococcus aureus;

Rescei at al .,1986 ; Morfeld et al .,1988) . Trotz der unterschiedlichen

morphologischen Strukturen gibt es jedoch Hinweise auf die Existenz eines

vergleichbaren Exportapparates in Gram-positiven und -negativen Bakterien.

Für den Export bestimmte Proteine tragen wie die der Gram-negativen

Bakterien eine Signalsequenz, die im Laufe des Transports abgespalten wird.

Die in der Regel längere Signalsequenz beginnt an ihrem N-Terminus mit zwei

bis fünf positiven Ladungen, gefolgt von einer hydrophoben Region aus 15

und mehr Aminosäuren (von Heijne und Abrahmsen,1989) . Wie auch bei E.coli

befindet sich zwischen der Signalsequenz und dem reifen Teil in der Regel

die Aminosäurefolge Ala-X-Ala, die die Konsensussequenz für die Signal-

peptidase in Gram-negativen Bakterien darstellt . Tatsächlich konnte gezeigt

werden, daß sekretorische Proteine aus Gram-positiven Bakterien in E.coli

unter korrekter Prozessierung ins Periplasma ausgeschleust werden ( lino

und Sako,1988 ; Harwood, 1989) . In vitro wurde auch für B.subtilis eine

Signalpeptidase-Aktivität nachgewiesen, welche die gleiche Spezifität wie

das aus E.coli isolierte Enzym aufweist (Wong und Doi,1986).

Sequenzierung des spc Operons und Verwendung des sec)/ Gens aus E.coli

als Sonde führten zur Identifizierung eines Gens, das zum sec)/ von E.coli

starke Homologie aufweist (Suh et al .,1990 ; Nakamura et al .,1990a) . Die

abgeleitete Aminosäuresequenz zeigt 41,3% Homologie zum SecY Protein, wobei

die Übereinstimmung der Aminosäuren in den cytoplasmatischen Domänen bis zu

80% beträgt . Expression des SecY homologen Proteins aus B.subtilis in einer

temperatursensitiven secY Mutante von E.coli führt nicht zur Komplemen-

tation des Wachstumsdefekts, vermittelt aber eine deutliche Beschleunigung

des Proteinexports (Nakamura et a1 .,1990b).

1 .6 . Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Isolierung einer am Proteinexport

beteiligten Komponente aus den Gram-positiven Bakterien Staphylococcus

carnosus und Sacillus subtilis . Dies sollte über zwei unterschiedliche

experimentelle Ansätze erfolgen:

a) über heterologe Komplementation der im Proteinexport defekten

Mutante MM52 (secA Ts) von E.coli;

b) über DNA-DNA Hybridisierung mit dem secA Gen aus E.coli als

Sonde.

Die isolierten Gene sollten charakterisiert und ihre Wirkungsweise in

E.coli untersucht werden .
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2 . MATERIAL UND METHODEN

2 .1 . Bakterienstämme und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme und Plasmide sind in

Tabelle 1 und 2 zusammengefaßt.

Tabelle 1 : Bakterienstämme

Stamm

	

Genotyp Zitat

Gram positive Bakterien

Bacillus subtilis

	

Kawamura und Doi,
DB104

	

his nprR2 nprE18 _aprA3

	

1984
Staphylococcus carnosus

	

Schleifer und
TM300

	

Wildtyp

	

Fischer, 1982

Gram negative Bakterien: Escherichia coli-Stämme

JM109 recAl supE44 endAl hsdR17 gyrA96 Yanish-Perron,

	

1985
relAl thi

	

(lac proAB) F' C traD36
proAB lacl

	

lacZ M'15]
Sure T M rec8 recJ sbcC201 üvrC umuC: :Tn5 Greener, 1990

(kanR) mcrA mcrB mrr lac

	

(hsdRl9S)
endAl gyrA96 thi relAl sal-1E44

Y1090
`,(proABF laclq Z ~115 Tn10

supF araD139 s trÄ proA+	(lon) Huynh et al .,

	

1985
lacU169 Ctrpe22 : :Tn] (pMC9)

ED8654 supE supF hsdR metB lacY gal trpR Murray et al .,

	

1977
MC4100 araD39

	

argF- lac) U169 re 1A51_( Shultz et al .,

	

1982
rpsL150 f1bB5301 deoC1 ptsF25

MM52 MC4100 secA51 [Ts] Oliver und
Beckwith,

	

1981
BA13 MC4100 secA13[Am] supF[Ts] Cabelli

	

et al .,
trp[Am

]
l zch : :Tn10 1988

IQ85 MC4100serY24[Ts] zhc: :TnlO Shiba et al . . 4 1984
IT41 W3110 sup' lep9 [Am,Ts] Inada et al .,

	

1989
mini TnlO nahe

	

lep
CK1953 MC4100 secB: :Tn5 Kumamoto und

Beckwith, 1985
MM180 MC4100 secE[Cs]E501 arg: :Tn10 Riggs et al .,

	

1988
=PR520

NP315 K10 fda- [Ts] Schreyer und Böck,
1973

T850 tonA2? proA44 lacYl supRF44? gal-6 Takano und
- h isG1 rpsL9 ma lAI (

	

) xy7-7 Kakefuda, 1972

MF746
mtl-2 argHl th i-1 mop-1 (=groE)
thr-i dnaK756 (Ts) tonA21 lacYl
supE44 - rfbD1
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Tabelle 2 : Plasmide

Plasmid

	

genetische Marker

	

Zitat

ptlC18, pUC19

	

AmpR lac

	

Vieira und Messing, 1982

pHC79

	

AmpR Te

	

Cos-Region vom Hohn und Collins, 1980
Phä en Lä bda

pKK223-3

	

Amp' tac-Promotor rrn-

	

Brosius und Holy, 1984

Terminator
pMF8

	

pBR325 Derivat : AmpR

	

Schmidt und Oliver, 1989

secA

pOF39

	

pBR325 Derivat : AmpR

	

Fayet et al ., 1986

groEL ES

2 .2 . Medien und Kultivierungsbedingungen

Die Gram-positiven Bakterienstämme B.subtilis und S.carnosus wurden

Vollmedium (LB) kultiviert, die Anzucht von E.coli Stammen erfolgte je nach

Angabe in Vollmedium (LB) oder Minimalmedium (M9).

Vollmedium (nach Miller,1972)

LB-Medium (Angaben pro 1) : 10g Bacto-Tryptone
5g Hefe Extrakt
5g NaCl

Minimalmedium (variiert nach Miller, 1972)

Minimalmedium AT (Angaben pro 1) : 7g KH PO4
3g K HP04
1g

N11
4S04

pH Wert von 6 .5 einstellen

Nach dem Autoklavieren wurden folgende Lösungen zugesetzt:

1 ml
r~:~~s~4l~nn, .,

J. Hl i 1 HILllll IH k .ivmy/ui i/
0 .4% C-Quelle
1 ml lOx Salz Lösung bestehend aus (Angaben pro 1):

60g Na2HPO4
30g KHrPO4
5g NaCl
lOg NH4C1

pH Wert 7 .3 einstellen

in

Filr die Kultivierung auf Platten wurden den Medien 15g/l Agar zugesetzt.

LB-Weich-Agar enthielt eine Konzentration von 7,5g/l .
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Antibiotika wurden in folgenden Konzentrationen zugesetzt : Ampizillin

50µg/m1, Tetrazyklin 12,5ig/m1 und Kanamyzin 50p,g/ml.

Die Gram-positiven Bakterienstämme sowie die Wildtypstämme von E.coli

wurden bei 37°C kultiviert, während die Anzucht der E.coli Stämme mit

temperatursensitiven Eigenschaften bei der permissiven Temperatur 30°C

erfolgte.

2 .3 . Allgemeine genetische und rekombinante DNA Techniken wie Spaltung mit

Restriktionsenzymen, Klenow Reaktion, DNA Fällung, Ligation und Transforma-

tion wurden nach Sambrook et al . (1989) durchgeführt.

2 .4 . Präparation von Plasmid DNA

Die Präparation der Plasmid-DIVA erfolgte aus 2,5ml Übernacht-Kulturen

(Minipräparation) bzw . im grö(ieren Mapstab (Midipräparation) aus 50ml

Kulturen von E.coli.

Folgende Lösungen wurden benötigt:

Lösung A : 50mM Glukose, 25mM Tris-HC1 pH 8 .0, 10mM EDTA
Lösung B: 0,2N NaOH, 1% SDS
Lösung C: 3M Kaliumacetat pH 4 .8
Phenol-Chloroform:

	

i mneutralisiertes Phenol1 und Chloroform
gleichen Verhältnis gemischt

TE-Puffer : 10mM Tris, 1mM EDTA ; pH 7 .8

'Mini'pr°äparlation: Plasmid-DNA wurde aus 2,5 ml Obernacht-Kultur nach der

Methode der alkalischen Lyse (Sambrook et a1 .,1989) gewonnen.

'Midipr°äparation' : Mit einer nach Birnboim und Doly (1979) modifiziert

Methode wurde aus einer 50m1 Kultur Plasmid DNA wie folgt isoliert:

* Nach Zentrifugation der Kultur wurde der Zeltniederschlag in 5ml

Lösung A aufgenommen und 10 Minuten auf Eis gegeben;

* nach Zugabe von 10 ml Lösung B erneut 10 Minuten auf Eis inkubieren;

* nach Zugabe von 7,5 ml Lösung C weitere 10 Minuten auf Eis inkubieren;

* der Ansatz wurde 15 Minuten in der Minifuge RF bei 5000rpm zentrifugiert;

die DNA wurde aus dem Oberstand mit 15 ml Isopropanol gefällt und 15

Minuten zentrifugieren;

* der Niederschlag wurde in 2 ml H 20 gelöst, nach Zugabe von 2ml kaltem

5M LiC1 2 (in 50mM Tris-HCl pH 8 .0) wurde der Ansatz 15 Minuten auf Eis

gestellt und 15 M i nuten zentrifu g iert;1111\1 15

	

~

	

Y
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* die Fällung der DNA aus dem Oberstand erfolgte durch Zugabe von

10m1 Ethanol und 30 minütiger Inkubation bei -20°C, der Ansatz

wurde anschließend 15 Minuten zentrifugiert;

* der DNA Niederschlag wurde in 4O0µ1 TE Puffer aufgenommen, und

in Gegenwart von 5pl RNase (10mg/ml) 30 Minuten bei 37°C inkubiert;

* die Proteine wurden durch je eine Phenol/Chloroform und Chloroform-

Extraktion entfernt;

* durch Zugabe von 1/10 Volumen Lösung C und 2 Volumen Ethanol wurde

die Plamid DNA gefällt, der Ansatz zentrifugiert und der DNA Niederschlag

mit 70% Ethanol gewaschen;

* die getrocknete Plasmid DNA wurde in 1O0µ1 TE Puffer aufgenommen und die

Konzentration der DNA wurde iber Agarose-Gelelektrophorese bestimmt.

Puffer für Agarosegelelektrophoreseo

IOx TAE-Puffer (Angaben pro 1) : 49g Iris, 11 .4m1 Essigsäure, 20m1
0,5M EDTA pH 8 .0

Sx ONA-Probenpuffer: 0,250 Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol,
15 % Ficoll in H 2O

1µl Plasmid-DNA wurden mit 10µl 1xTAE-Puffer und 2µ1 6xDNA-Probenpuffer

versetzt, der Ansatz auf ein 0,8% Agarosegel gegeben und die DNA durch

Elektrophorese getrennt . Das Gel wurde nach dem Lauf mit Ethidiumbromid

angefärbt und die DNA unter UV Licht sichtbar gemacht.

Zur Sequenzierung war Plasmid DNA aus einer Midipräparation geeignet.

Plasmid DNA aus einer Minipräparation konnte nach der Vorschrift von

Sambrook et al . (1989) durch Lithiumchlorid von RNA gereinigt und so

ebenfalls für die Sequenzreaktion eingesetzt werden.

2 .5 . Erstellung einer Cosmidgenbank von Staphylococcus carnosus

Chromosomale DNA von Staphylococcus carnasus TM300 wurde nach der Vor-

schrift von Rescei et al . (1987) präpariert, partiell mit dem Restriktions-

enzym Sau3A gespalten und mit dem mit Parr/rli linearisierten Vektor pFC79

ligiert . Die Verpackung in Lambda Phagenköpfe, sowie die Transfektion und

Vermehrung im E.coli Stamm ED8654 erfolgte nach dem Protokoll zum 'DNA

Packaging-Kit' der Firma Boehringer, Mannheim . Die durchschnittliche Größe

der inserierten DNA Fragmente lag bei 26 kB, die Cosmide-wurden aus 1500

rekombinanten Klonen präpariert . Nach der statistischen Berechnung von

Si i vy

	

1 (9 98ll . nter der ~nnahmo das Genom von TM300 umfasse`Jd Ij ILE V. ~/ eL al . 1d7U`P, Lkil l.cl uci nin~wnur., .au ., \.14i 11M»f
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5000kB) ist somit das Genom von S.carnosus TM300 zu 99,99% in der Genbank

repräsentiert .

2 .6 . Herstellung von Deletionsklonen zur Sequenzierung

Die zur Sequenzierung benötigten Klone wurden nach dem Protokoll des `Erase

a base'-Kits der Firma Promega (Madison, USA) hergestellt.

Folgende Lösungen wurden nach diesem Protokoll benötigt:

10x Exonukleaselll Puffer : 660mM Tris-HC1, pH 8 .0 ; 6,6mM MgC1 2

7,4xS1-Puffer: 0,3M KAc, pH4 .6 ; 2,5M NaCl, 10mM ZnSO4 , 50 %

Glycerin
S1-Nuklease Mix : 172111 H20, 27µl 7,4x S1 Puffer, 60U

S1 i/uk lease
S_ Nuklease Stop Puffer: 0,3M Tris, 0,05M EDTA
Kdlenow Puffer: 20mM Tris-HC1 pH 8 .0, 100mM MgC1 2

Klenow Mix : 3Oµ1 Klenow Puffer, 3-5U Klenow DNA Polymerase
dNTP : 0,125mM von dATP, dCTP, dGTP, dTTP
IOx Ligase Puffer : 500mM Tris-HCl pH 7 .6, 100mM MgCl 2 , 10mM ATP

Folgendes Protokoll ist für Einführung von Deletionen in ein 6,5 kB DNA

Fragment geeignet:

* 5µg Plasmid DNA wurden mit zwei unterschiedlichen Restriktions-

enzymen, die jeweils ein 3' überhängendes Ende und ein

5'-überhängendes oder stumpfes Ende bilden, gespalten . Während

das 3'-überhängende Ende vor dem Abbau durch Exonucleaselll

geschützt ist, wird das 5'überhängende bzw . stumpfe Ende durch

die 3'-> 5' gerichtete Exonuklease Aktivität angegriffen;

* nach Reinigung und Fällung der mit zwei Enzymen restringierten

DNA wurde der Niederschlag in 60µl ExoIII-Puffer gelöst und auf

die Reaktionstemperatur von 37°C erwärmt;

* nach Zugabe von 250-500 Units Exonukleaselll wurde in 30 Sekunden

Intervallen je 2,511l Probe entnommen und die Reaktion im 51-Nuklease

Mix bei 4°C gestoppt;

nach erfolgter Probennahme wurden die Eppendorfgefäpe 30 Minuten

bei Raumtemperatur irrkubiert, so dap die 51-Nuklease wirksam . ..

werden konnte;

* nach Zugabe von 1µl S 1 Stop Puffer wurden die Enzyme durch 10

minütiges Erwärmen auf 70°C inaktiviert;

zur Auffüllung der 3'überhängenden Enden wurden jedem Ansatz 1µl

Klenow Mix sowie 1µi dNTP-Mix zugesetzt und weitere 5 Minuten.

4, .. : :7'iOC• : ;vd . .hvnv+i- o
WC 1 .~ ..Jl~ . L. `~~-1 lil~l6L IGi L t
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* das Ausmaß der Deletion wurde durch Agarose-Gelelektrophorese

überprüft;

* die Ligation erfolgte über Nacht bei 16°C in lx Ligasepuffer mit

1U Ligaset

* die Ligationsansätze wurden in den E.coli Stamm JM109 transformiert

und die Größe der Deletion nach Präparation der Plasmide durch

Agarose-Gelelektrophorese untersucht.

2 .7 . DNA Sequenzierung nach Sanger

Die durch Exonukleaselll gewonnenen Deletionsklone wurden mit Hilfe der

Didesoxynukleotid-Terminationsmethode (Sanger et al .,1977) sequenziert.

Die Sequenzreaktion setzte sich aus den folgenden Schritten zusammen:

alkalische Denaturierung der Plasmid-DNA, Bindung des 'Primers`, Markierung

mit 35S-ATP, Verlängerung der markierten Ketten und Trennung der DNA-Ketten

über Polyacrylamid-Gelelektrophorese.

Folgende Lösungen wurden benötigt:

Denaturierungspuffer :

	

0,2M NaOH ; 0,2mM EDTA
Neutralisierungspuffer : 2M Ammoniumazetat, pH 4,5
1Ox Reaktionspuffer :

	

70mM Tris-HCI pH 7 .5, 70mM MgC1 2 ,
300m,MNaC1,100mM DTT, 1mM EDTA

Nuk leot idMixe

Stammlösungen

		

Pipettierschema (Angaben in µl)
T-Mix C-Mix G-Mix A-Mix

do

dTTP 0,5mM 5 100 100 100
dCTP .0,5mM 100 5 100 100
dGTP 0,5mM 100 100 5 100
ddTTP 10rrM 15 - - -
ddCTP 10mM - 3 - -
ddGTP 10mM 5
ddATP 10mM d 1,5
TrisnHCl pH 8 .0 10mM 200 200 200 100

dNTP Chase Mix enthält dATP, dCTP, dGTP und dTTP in einer
Konzentration von 0,125mM.

Formamid Puffer: 10ml Formamid, 10mg Xylencyanol, 10mg
Bromphenolblau, 200111 0,5M EDTA pH 8 .0

5x TPE-Puffer

	

(Angaben pro 1) 54g Tris, 27,5g Borsäure,
20m1 0,5M EDTA pH 8 .0

Zusammensetzung des Sequenzgels (Angaben pro 60m1):
25,2g Harnstoff, 6,0ml 10xTBE Puffer, 27,2m1 H 90, 0,3m1 10%
APS, 9m1 Acrylamid :Bisacrylamid (19 :1), 60p,l TEMED
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Denaturierung:

* 2µg Plasmid DNA in einem maximalen Volumen von 8µl wurden mit

40µl Denaturierungspuffer 5 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert;

* nach gleichzeitiger Zugabe von 4pl Neutralisierungspuffer, sowie

1000 eiskaltem Ethanol wurde die DNA 10 Minuten bei -70°C

gefällt;

* der Ansatz wurde 10 Minuten zentrifugiert und der Niederschlag mit

1 ml 70% eiskaltem Ethanol gewaschen;

* der DNA Niederschlag wurde maximal 2,5 Minuten in einer

temperierbaren Vakuumzentrifuge getrocknet und kalt gestellt.

Primerbindung:

* Der DNA Niederschlag wurde in 3µl ' Sequenz-' bzw . ,Reversem

Sequenz-Primer' (10ng/wl) gelöst, 1,5 µi 10x Reaktionspuffer

und 9,5µl H20 zugesetzt und 20 Minuten bei 37°C irrkubiert.

Markierung der DNA:

* Nach der Bindung des Primers erfolgten die Zugabe von 10 Kienow

Polymerase (5U/µ1) sowie 2µl [35S]-dATPaS (>600Ci/mmol,

Amersham Buehler GmbH, Braunschweig);

* je 3µl dieser Mischung wurden in vorbereitete Eppendorfgefäße

mit 2µl der entsprechenden Nukleotidmixe gegeben, die Inkubation

erfolgte 20 Minuten bei 37°C.

Verlängerung der Ketten:

* Nach Zugabe von 2µl dNTP 'Chase' Mix wurden die Ansätze weitere

15 Minuten inkubiert;

* die Reaktion wurde durch Zugabe von 4pl Formamidpuffer gestoppt.

Po lyacrylamid Ge ie lektrophorese:

Das Polyacrylamid-Gel wurde durch einstündige Elektrophorese bei

1500V auf ca 55 .°C vortemperiert . Vor der Trennung der markierten

DNA-Ketten über das Polyacrylamid-Gel wurde der Reaktionsansatz

2,5 Minuten bei 96°C denaturiert und je 20 aufgetragen . Die

Elektrophorese erfolgte 1,5 . (kurzer Lauf) bzw. 3 Stunden (langer

Lauf) in 1xTBE Puffer bei ca . 1500V.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel getrocknet und die

markierten DNA Ketten durch Autoradiographie dargestellt .
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2 .8 . DNA-DNA Hybridisierung nach Southern

Die DNA-DNA Hybridisierung wurde nach dem Protokoll des nichtradioaktiven

'DNA labeling and detection'-Kits der Fa . Boehringer, Mannheim, dem die

Methode von Southern et al . (1975) zugrunde liegt, durchgeführt . Nach

diesem Protokoll wurde die als Sonde eingesetzte DNA mit Digoxygenin-ll-

dUTP markiert . Die 'Ziel'-DNA wurde über Agarose-Gelelektrophorese getrennt

und auf Nylonmembranen übertragen . Die Bedingungen für den Transfer der DNA

auf Nylonmembranen (Fa . Schleicher und Schüll, Dassel) sowie die dazu

benötigten Lösungen wurden dem Protokoll der Fa . Pharmacia/LKB zur Vakuum-

Blot-Apparatut (LKB 2016 VacuGene) entnommen . Die Hybridisierung der DNA-

Sonde gegen die auf Nylonmembranen fixierte 'Ziel'-DNA erfolgte je nach

Angabe in wä¢riger oder formamidhaltiger Lösung.

Folgende Lösungen wurden benötigt (nach Protokollen der Firmen Boehringer

und Pharmacia/LKB):

Depurinisierungspuffer : 0,25N HC1
Denaturierungspuffer :

	

1,5M NaCl, 0,5M NaOH
Neutraiisierungspuffer : 1M Tris, 2M NaCl ; pH 5 .0
20xSSC Puffer :

	

3M NaCl, 0,3M Trinatriumcitrat$ pH 7 .4
Hybridisierungslösung (wäprig) : 5xSSC, 0,1% N-lauroylsarkosinat,

0,02% SDS, 1% Blocking Reagenz
(Fa . Boehringer),

Hybrdidisierungslösung (mit Formamid) : 5x SSC, 20 bzw . 50% Formamid,
0,1% N-lauroylsarkosinat,
0,02% SDS, 1% Blocking Reagenz

Waschlösung 1 : 2x SSC, 0,1% SDS
Wasch Lösung 2: 0,lx SSC, 0,1% SDS
Puffer 1 :

	

100mM Tris-HC1, 150mM NaCl ; pH 7 .5
Puffer 2:

	

0,5% Blocking Reagenz in Puffer 1
Puffer 3 :

	

100mM Tris-HC1, 100mM NaCl, 50mM MgC1 2 ; pH 9 .5
Färbelösung .

	

45µl NBT (4-Nitroblau-Tetrazolium®Chlorid)
350 X-Phosphat-Lösung ( 5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolyl-Phosphat), 10ml Puffer 3

Markierung der DIVA Sonde . Vor der Markierung mit Digoxygenin-ll-dUTP (Dig-

dUTP) wurde die DNA 10 Minuten bei 96°C denaturiert und sofort auf Eis

abgekühlt . Ein Markierungsansatz von 20µl setzte sich wie folgt zusammen:

10ng-3µ,g denaturierte DNA,
2µl Hexanukleotidmix (enthält Oligonukleotide, Fa .Boehringer),
2µ,l dNTP 'labeling' Mix (enthält dNTP und Dig-dUTP zur Markierung,

Fa . Boehringer),
2 U K lenow Po Iymerase

Die Inkubation erfolgte 20 Stunden bei 37°C . Vor der Hybridisierung wurde

der Markierungsansatz mit Hybridisierungs-lösung verdünnt und erneut



18

hitzedenaturiert.

Denaturierung und Transfer der ' Zie 1' -DNA auf Nylonmembran

Nach Trennung der DNA Fragmente durch Agarose-Gelelektrophorese wurde die

DNA unter Vakuum wie folgt auf Nylonmembran übertragen:

* Das Agarosegel wurde auf die in die Vakuum Blot Apparatur eingespannt

Nylonmembran gelegt;

* sofort nach Einschalten des Vakuums von mindestens 40cm H 20

wurde das Gel mit Depurinisierungslösung überschichtet und 10

Minuten einwirken gelassen;

* die Lösung wurde entfernen und Schritt 1 nacheinander mit

Denaturierungs- und Neutralisierungslösung wiederholt;

* der Transfer der DNA erfolgte mit 20x SSC 1 Stunde;

* die DNA wurde durch 3 minütige UV-Bestrahlung auf der trockenen

Nylonmembran fixiert.

Praehybridisierung und Hybridisierung . Um unspezifische Bindungen der DNA

Sonde an die Nylonmembran zu verhindern wurde in Abwesenheit der Sonde eine

Praehybridisierung des Filters bei 68°C in wäBriger Lösung bzw . bei 42°C in

500 formamidhaltiger Losung fur mindestens 2,5 Stünden durchgeführt.

Die Hybridisierung gegen die Dig-dUTP markierte DNA-Sonde, die zuvor

hitzedenaturiert wurde, erfolgte über Nacht bei 68°C (hohe Stringenz) bzw.

bei 42°C in 20% formamidhaltiger Lösung (niedrige Stringenz).

Zur Beseitigung unspezifisch gebundener DNA wurden die Filter nach der

Hybridisierung bei Raumtemperatur 2 mal 5 Minuten in Waschlösung 1, sowie 2

mal 15 Minuten in Waschlösung 2 bei der entsprechenden Hybridisierungs-

temperatur gewaschen.

Detektion der DNA-DNA Hybride;

Die Detektion der an den Filter gebundenen DNA Sonde erfolgte durch einen

anti-Digoxygenin gerichteten, an alkalische Phosphatase gekoppelten

Antikörper wie folgt:

* die Membran wurde in Puffer 1 gewaschen und 30 Minuten bei

Raumtemperatur in Puffer 2 geschwenkt;

* die Membran wurde kurz in Puffer 1 gespült, die Inkubation mit

dem Anti-Digoxygenin-Antikörper (Verdünnung 1 :5000 in Puffer 1)

erfolgte unter vorsichtigem Schwenken 30 Minuten bei Raumtemperatur;

unspezifisch gebundener Antikörper .wurde .2 mal durch 15 minütiges

Waschen entfernen ;
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* die Membran wurde 2 Minuten in Puffer 3 äquilibriert;

die Inkubation des Filters in Gegenwart der Färbelösung wurde im

Dunkeln durchgeführt, nach erfolgter Farbreaktion wurde die

Nylonmembran in TE-Puffer fixieren.

2 .9 . Plaque-Hybridisierung : Southern Hybridisierung gegen Phagen-DNA

Die Hybridisierung einer DNA-Sonde gegen Phagen-DNA erfolgte wie unter 2 .8.

beschrieben auf Nylonmembranen.

Vor dem Transfer der Phagen DNA auf Nylonmembranen (Fa . Pall Biosupport,

Dreieich) wurden die LB Platten, die mit Phagenpartikel enthaltendem

Weichagar überschichtet waren, zur Aushärtung 1 Stunde bei 4°C gekühlt . Die

Nylonfilter wurden 1 Minute auf die Agaroberfläche gelegt und die an der

Membran adsorbierte DNA in den folgenden Schritten denaturiert . Hierzu

wurde der Filter mit der Adsorptionsseite nach oben 5 Minuten auf einem

Tropfen (0,5ml) Denaturierungslösung inkubiert, sodann der gleiche Vorgang

auf Neutralisierungslösung wiederholt . Die Fixierung der Phagen-DNA an die

luftgetrockneten Filter erfolgte durch 3 minütiger UV-Bestrahlung . Die

Detektion hybridisierter Phagen DNA wurde wie unter Southern Hybridisierung

(2 .8 .) beschrieben durchgeführt.

2 .10 . Herstellung von Gesamtzellextrakten und SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteinmuster bestimmter Bakterienstämme zu untersuchen, wurden Gesamt-

zellextrakte der Stämme E.coli, S .carnosus und B.subtilis hergestellt und

die Proteine nach ihrem Molekulargewicht über SDS-PAGE getrennt (Laemmli et

a1 .,1970).

Folgende Lösungen wurden benötigt (variiert nach Laemmli et al .,1970):

IaxBlot Puffer :

	

pro 1 : 30g Tris, 144g Glyzin
Laufpuffer :

	

pro 1 : 100ml 10x Blot Puffer, 10ml 10% SDS
Lämmli-Probenpuffer : pro 100ml

(
: 12,5m1 0,5M Tris-HCl pH 6 .8,

20m l 10% SDS, 10m l Glyzerin, 5m l Mercapto-
äthanol, Spatelspitze Bromphenolblau

Färbelösung :

	

pro 1 : 1,75g Serva Blau R, 454m1 Methanol, 92 ml
Essigsäure
pro 1 : 300ml Ethanol, 100m1 EssigsäureEntfärber :
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Zusammensetzung eines 12,5% SDS-Po lyacrylamid Geis mit 5% Sammelgel:

Trenngel 30ml :

	

12,5m1 Acrylamid :Bisacrylamid (30 :0,8)
7,5m1 1,5Ni Tris-HC1 pH 8 .8, 0,3m1 10% SDS
9,4m1 30% Glyzerin, 0,3m1 10 %APS, 20pl TEMED

Sammelgel 15m1 : 2,5m1 AcrylamidtBisacrylamid (30 :0,8)
3,75m1 0,5M Tris-HC1 pH 6 .8, 0,15m1 10% SDS
_8,45m1 H 2 O, 0,15m1 10% APS, 10111 TEMED

Herstellung von Gesamtze 1 lextrakte von E. co 1 i, S. carnosus und B .subtilis

1 ml einer Übernachtkultur von E.coli wurde zentrifugiert und der

Niederschlag in 100ii Laemmli-Probenpuffer aufgenommen . Die Zellen wurden

durch 10 miniltiges Kochen aufgeschlossen.

Die Ubernachtkulturen von B.subtilis und S.carnosus (ca . 10ml) wurden

auf ein Volumen von 1 ml konzentriert und durch Ultraschall

	

eineri1 I

	

GI{ld {i lR l durch

	

mitL Hilfe L{1141

Mikrotip-Spitze in einem Eppendorfgefäp aufgeschlossen (Sonifier B 15, Fa.

Branson Sonic Co ., USA) . Bei einer Schallstärke von 4 erfolgte der

Aufschluß von B.subtilis 6 mal 30" pulsierend mit je 30" Pause bei 4°C.

S.carnosus wurde durch 15 minütige, kontinuierliche Beschallung in der

Kälte aufgeschlossen . Die Extrakte wurden mit dem gleichen Volumen 2x

Laemmli-Probenpuffer gemischt und vor der Elektrophorese 10 Minuten

hitzedenaturiert.

SOS-PAGE: 10-300 des hitzedenaturierten Zellextrakts in Laemmli-Proben-

puffer wurden (wenn nicht anders angegeben) auf ein 12,5% SDS-Gel aufge-

tragen, die Elektrophorese erfolgte über Nacht bei IOmA . Das Gel wurde

anschlie3end 30 Minuten in der Färbelösung geschüttelt und die Protein-

banden nach mehrmaligem Wechsel des Entfärbers sichtbar gemacht.

2 .11 . Western B l ot

Der spezifische Nachweis von Proteinen mit Antikörpern wurde nach der.

Vorschrift von Towbin et al . (1979) durchgeführt . Die Detektiori des

spezifisch gebundenen Antikörpers erfolgte über einen zweiten, an

Peroxidase-gekoppelten Antikörper aus Ziegen, der gegen Immunglobulin G aus

Kaninchen gerichtet war (Hawkes et al ., 1982).

Folgende Lösungen wurden benötigt (variiert nach Towbin et al .,1979)

10xSiot Puffer (s . unter 2 .10 .)
Lösung I :

	

3% RSA, 10mM Iris-NCI pH 7 .5, 0,9% NaCl
Lösung II:

	

0,3% RSA, 10mM Tris-HC1 pH 7 .7, 0,9% NaCl, 0,1% Tween 20
Entwickler :

	

60mg a-Chloronaphtoi, 20 ml Ethanol, 80m1 Tris-HC1

piff
/,J, Il1 H2V2
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Western Blot (var . nach Towbin et al .,1979)

* Nach der Trennung der Zellproteine Ober SDS-PAGE (siehe 2 .10 .)

erfolgte der Transfer der Proteine auf Nitrozeliulosemembran

3 Stunden bei 30V in lxBlot Puffer;

* zur Blockierung freien Bindungsstellen wurde die Membran 1

Stunde bei 37°C in Lösung I geschüttelt;

* in Gegenwart des spezifische c SecA-Antikörper (in einer

1 :300 Verdünnung in Lösungll) wurde der Filter Ober Nacht bei 4°C

vorsichtig geschüttelt;

* die Membran wurde 2 mal 30 Minuten bei 37°C in Lösungll gewaschen;

* nach Zugabe des zweiten Antikörpers (Peroxidase-gekoppeltes-

Anti-Kaninchen Immunglobulin aus Ziegen, Verdünnung 1 :2000 in

Lösungll, Fa . Sigma) erfolgte die Inkubation für 1 Stunde bei 37°C;

* die Membran wurde 2 mal 30 Minuten bei 37°C in Lösungll gewaschen;

* nach Zugabe des Entwicklers erfolgt die Reaktion der an den

Antikörper gekoppelten Peroxidase innerhalb weniger Minuten.

2 .12 . In Vivo 35S-Methionin Markierung und Immunprazipitation

Die Markierung von Proteinen mit nachfolgender Fällung durch einen

spezifischen Antikörper erfolgte nach den Vorschriften von Gebert et al.

(1988), Ito et al . (1981) und Shuman et al . (1980).

Folgende Lösungen wurden benötigt (Gebert et al .,1989)

'Chase'-Lösung : 1000 Methionin (201 /ml), 5p,l Chloramphenikol
(40mg/ml 50% Ethanol

Lysepuffer I:

	

2% SDS, 1mM EDTA, 50mM Tris-HC1 pH 8 .0
Lysepuffer II: 2% Triton X-100, 0,15M NaCl, 0,1mM EDTA, 50mM

T .,,
~-flla 1 pHfJPI ..lJ 8 .0f I 1 J

Waschpuffer 1 : 1% Triton X-100, 1M NaCl, 50mM Tris-HC1 pH 8 .0,
Waschpuffer 2: 0,1% SDS, 0,5 M LiCI, 50mM Tris-HCI pH 8 .0
Waschpuffer 3: 5.0mM .Tris°HC1 pH 8 .0

Eine bei 30°C gewachsene Übernacht-Kultur von E.coli in Minimalmedium ( mit

je 0,4% Glyzerin und Maltose) wurde im gleichen Medium auf eine OD 578 von

ca . 0 .03 verdünnt.

Anzucht und Markierung

* Während der frühen exponentiellen Wachstumsphase wurde die

Kultur geteilt und bei 30°C und 42°C weiter kultiviert
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* zu den jeweils angegebenen Zeitpunkten wurden die Kulturen für

die 35S-Methionin Markierung auf eine OD578 0,1 eigestellt;

* 2m1 auf 30°C vortemperierte Zellsuspension wurde 2 Minuten in Gegenwart

von 40 'Methionin Assay Medium' (0,5mg/mi H 20 ; Difco) inkubiert;

* durch Zugabe von 350Ci 35S-Methionin (ca .lOpCi/0 1 ; Amersham Buchier,

Braunschweig) wurden die Zellen markiert

(an dieser Stelle wurden 5pl des Markierungsansatzes zur

Quantifizierung der eingesetzten Radioaktivität entnommen);

* nach 1 Minute wurden 5201 'Chase' Lösung zugesetzt, zu den

angegebenen 'Chase' Zeiten wurde 0,5m1 Probe in 0,15m1 eiskaltes

40% TCA pippetiert;

* die Fällung der Proteine erfolgte 20 Minuten auf Eis, nach der

Zentrifugation wurde der Proteinniederschlag mit Aceton gewaschen

und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet;

Ze l laufsch lup und Immunfällung

* der getrocknete Niederschlag wurde mit 3001 Lysepuffer I

sorgfältig gelöst, der Ansatz 10 Minuten bei 65°C (gilt nur für

nachfolgende Fällung von Membranproteinen) und 2 Minuten bei

96°C inkubiert;

* nach Zu gabe von Iml Lysepuffer II und Zentrifugation wurde aus

dem Überstand durch Zugabe des entsprechenden Antikörpers das

spezifische Protein über Nacht bei 4°C gefällt

(hier 1001 zur Quantifizierung der Radioktivität entnehmen);

* die Präzipitation der Antigen-Antikörper Komplexe erfolgte durch

Inkubation mit 10001 fixierten Staphylococcus aureus Zellen

(Pansorbin, 10% w/v ; Calbiochem) 20 Minuten auf Eis

(zwischenzeitlich mehrmaliges Schütteln) und nachfolgende

Zentrifugation;

* der Niederschlag wurde nachfolgend mit 0,5ml Waschpuffer

1,2 und 3 gewaschen;

* der Zeltniederschlag wurde in 1501 2x Laemmli-Probenpuffer

(siehe 2 .10 .) resuspendiert und der Antigen/Antikörper-Komplex

durch 5 minütige Denaturierung bei 96°C gelöst ; nach der Zentrifu-

gation wurde der gesamte Überstand auf ein SDS-Polyacrylamidgel

aufgetragen.

F lour^ograph ie

* nach Beendigung der SDS-PAGE wurde das Gel I Stunde in einem

Gemisch aus Methanol, H20 und Essigsäure (45 :4510) fixiert und

nachfolgend 30 Minuten in 'Amplifier' (Amersham Buehler GmbH,
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Braunschweig) geschüttelt;

* nach Trocknung des Gels unter Vakuum erfolgte die Exposition

eines Röntgenfilms (X-Ray, Fuji) bei -70°C.

Der prozentuale Einbau von 35 S-Methionin wurde aus dem Quotienten der durch
Szintillationsmessung bestimmten radioaktiven Zerfälle im Zellysat (nach

Zugabe von Lysepufferll) und im Markierungsansatz errechnet.

2 .13 . In Vitro Transkription/Translation

Mit Hilfe des 'Prokaryotic DNA-Directed Translation'-Kits der Firma

Amersham (Amersham Buchler GmbH, Braunschweig) wurden plasmidkodierte Gene

exprimiert und ihr Produkt durch nachfolgenede SDS-PAGE und Flourographie

dargestellt . Der Transkriptions- und Translationsansatz setzte sich aus

folgenden Bestandteilen zusammen:

(enthält fier Transkription und Translation
nötigen Komponenten wie Nukleotide, tRNA,
Energie regenerierende Systeme und
anorganische Salze)
(enthält alle Aminosäuren außer Methionin in
äquimolarem Verhältnis)
(zur Markierung der Genprodukte)
(Verdünnungspuffer)
(S-30 Extrakt von einem RNase-negativem
E.coli Stamm mit den essentiellen
enzymatischen Komponenten und Ribosomen
für die Transkription und Translation

Die Reaktion erfolgte 60 Minuten bei 37°C, nach Zugabe von 5µl Lösung 7

(Methionin 'Chase' Lösung) wurde der Ansatz weitere 5 Minuten inkubiert.

Vor SDS-PAGE wurde der Ansatz mit 350 2x Lämmli-Probenpuffer (siehe 2 .10 .)

gE

	

1vt .I . uaer hitzedenaturierten
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weitere Behandlung des Gels und Flourographie wurde wie unter 'In Vivo 35s -

Methionin Markierung und . Immunpräzipitation' beschrieben durchgeführt ..

2 .14 . Präparatian von Ribosomen und zweidimensionale Gelelektrophorese

Die Präparation von E.coli Ribosomen, Extraktion ribosomaler Proteine und

nachfolgende zweidimensionale Gelelektrophorese erfolgte nach den

Vorschriften von Hardy et al .(1969), Isono und Isono..(1978), G.eyl et .

al .(1981) und Rheinberger et al .(19.88).

4µg Plasmid DNA
7,50 Lösung 2

3µl Lösung 3

2µi 355-Methionin
7,50 Lösung 5

5µi Lösung 1



Folgende Lösungen wurden benötigt:

Ticf5fI3oSH4 Puffer : 10mM Tris-HC1 pH 7 .4 (bei 4°C), 6mM MgC1 2 ,
30mM NH4C1, 4mM Merkaptoethanol

Saccharose lösung : 40% in T1'1SN30SH4 Puffer

6elzuJa!!!f/!li llm' enJe4LLJJ lt

	

~ Dimension : (100ml) 4g Acrylamid, 0,lgUL ! LLJ~t.7lJnir derder 1 .

	

(pro
Bisacrylamid, 1,19g Bis-Tris, 36g Harnstoff, 0,19g EDTA, 1ml 7%
APS, 350µ1 TEMED, pH 5 .0 mit Essigsäure einstellen

Gelzusammensetzung der 2. Dimension: (pro 1) 372g Harnstoff, 186g
Acrylamid, 4,8g Bis-Acrylamid, 54m1 Essigsäure, 10m1 5N KOH,
33m1 10% APS, 5,8ml TEMED, der pH der Lösung liegt bei 4 .5

Oberer Elektroden Puffer (10fach konzentriert, pro 1) : 20,9g Bis-
Tris, 45m1 Essigsäure, pH liegt bei 3 .8;

Unterer Elektrodenpuffer (10fach konzentriert, pro 1) : 175,7g
K-Azetat, 49m1 Essigsäure, pH liegt bei 5 .3;

Probenpuffer : 6M Harnstoff, 10mM DTT, Spatelspitze basisches
Fuchsin

Präparation der Ribosomen : Ausgehend von 1 Liter LB Kultur wurden Ribosomen

von E.coli nach der Vorschrift von Isono und Isono (1978), sowie

Rheinberger et al .(1988) isoliert . Bei einer OD650 von ca . 2 .0 wurden die

Zellen geerntet und in ca . 10m1 T10M6N30SH4-Puffer (entspricht ca . 0,5g

Feuchtgewicht/ml) resuspendiert . Der ZellaufschluI erfolgte in der Kälte

durch Ultrabeschallung mit einem 1/2" Horn bei maximaler Intensität

(6x30 "pulsierend mit je 30" Pause ; Sonifier B 15, Fa . Branson Sonic Co .,

USA) . Nach 30 minütiger Zentrifugation bei 30 .000g, 4°C wurde der Zell-

extrakt einer Ultrazentrifugation unterzogen (105 .000g, 4°C, 3 Stunden).

Der Niederschlag, der Ribosomen und Zellmembranen enthielt, wurde in ca.

1ml T10M6N30SH4-Puffer resuspendiert und auf einen kontinuierlichen

Saccharosegradient (0 bis 40%) gegeben . Hach 18 Stunden bei 21 .000UpM und

4°C wurden die Ribosomen enthaltenden Fraktionen durch Absorptionsmessung

bei 260nm bestimmt und vereinigt . Die Ribosomen wurden durch erneute

Ultrazentrifugation bei 105 .000g sedimentiert und in 0,5ml T10M6N30SH4-

Puffer resuspendiert (entspricht zwischen 300 und 600 A 260 Einheiten).

Extraktion ribosomaler Proteine : Hach der Vorschrift von Hardy et al .(1969)

wurden die ribosomalen Proteine durch zweimalige Extraktion in Gegenwart

von 1/10 Volumen IM MgCl 2 und 2 Volumen Eisessig unter ständigem Rühren bei

4°C von der RNA getrennt . Die Überstände der 10 minütigen 20 .000g-

Zentrifugation wurden vereinigt und über Nacht bei 4°C gegen 2% Essigsäure

dialysiert . Nach Lyophilisation wurden die Proteine mit 2% Essigsäure in

einer Konzentration von ca . 10mg/ml gelöst.

Elektrophorese ( Geyl et al . (1981)) : 10111 der Proteinlösung wurden mit

24
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4011l Probenpuffer gemischt und in der 1 .Dimension ca . 7 Stunden mit 1mA pro

Gel getrennt (Elektrophorese bei 4°C, Laufrichtung vom + zum -Pol;

Gelröhrchen mit einem Durchmesser von 2,5mm und ca . 10cm Länge) . Die Gele

wurde aus den Glasröhrchen gelöst und mit Hilfe einer 0,6% Agaroselösung

auf den Gelen für die anschlie3ende 2 .Dimension fixiert (Plattengele 14cm

xlOcm xO,75mm) . Die Elektrophorese erfolgte ca . 15 Stunden bei 4°C und

30mA.

Die Gele wurden 30 Minuten vorsichtig in der Färbelösung geschwenkt, durch

mehrmaliges Wechseln des Entfärbers konnte das Proteinmuster sichtbar

gemacht werden .



3 . ERGEBNISSE

3 .1 ISOLIERUNG UND CHARAKTERISIERUNG DES L13 GENS AUS STAPHYLOCOCCUS

CAPOSUS, EINES SUPPRESSORS FOR TEMPERATURSENSITIVE MUTATIONEN IM

EXPORTAPPARAT VON E.COLI

3 .1 .1 . Isolierung und Kartierung von secA (Ts) komplementierenden Cosmiden

aus einer Genbank von S.carnosus TM300

Mit dem Ziel, eine SecA analoge Komponente des Exportapparates von E.coli

aus S.carnosus zu isolieren, wurde eine Cosmidgenbank von S.carnosus TM300

in die E.coli Mutante MM52 (secA Ts) transformiert . Die Selektion erfolgte

bei 37°C auf Minimalmedium mit der C-Quelle Maltose und Ampicillinresis-

Lenz . Da die sowohl für die Aufnahme von Maltose, als auch für die

Ausprägung der Resistenz nötigen Proteine in der Plasmamembran bzw . im

Periplasma lokalisiert sind, konnten nur solche Klone wachsen, deren

Proteinexportdefekt komplementiert wurde.

Bei der Selektion wurden 4 Cosmide erhalten, die DNA Fragmente zwischen 5,5

und 22 kB trugen (pCos7, 22, 23, 48) . Die Restriktionskartierung von pCos7,

23 und 48 ist in Abbildung 2 dargestellt.

Beim Vergleich der Restriktionskarten sind keine gemeinsamen Regionen zu

erkennen, die auf die Isolierung identischer Gene schließen lassen könnte.

Da bei der Konstruktion der Genbank keine gröpenfraktionierte DNA von TM300

in den Vektor pHC79 ligiert wurde, bestand die Möglichkeit, dap mehrere

kleine, auf dem Chromosom nicht benachbart liegende Fragmente in einem

Cosmid nebeneinander inseriert wurden . Demnach wäre bei der Klonierung

eines bestimmten Fragments in unterschiedlichen Cosmiden kein einheitliches

Restriktionsmuster zu erwarten . Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde

jedes der oben erwähnten Cosmide in einer Southern Hybridisierung als Sonde

gegen die jeweiligen anderen Plasmide eingesetzt . Die Cosmide besagen zum

Teil homologe Bereiche zueinander, die jedoch kein übereinstimmendes

Restriktionsmuster aufwiesen, so daß davon ausgegangen werden mupte, dap

die Cosmide keine gemeinsamen DNA Fragmente hatten.

Die durch die Cosmide kodierten Proteine wurden in einem Transkriptions-

Translations Experiment in vitro synthetisiert und nach Trennung über SDS-

PAGE und Flourographie dargestellt (Abb .3).

Neben den durch den Kontrollvektor pHC79 exprimierten Produkten, die der ß-

Laktamase und den Tetrazyklin-Resistenz vermittelnden Proteinen
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entsprechen, traten bei den untersuchten Cosmiden zahlreiche weitere

Proteinbanden auf, die jedoch im Vergleich zueinander keine

offensichtlichen Gemeinsamkeiten zeigten . Bei Cosmid pCos23 (Spur 3) wurde

ein Protein von ca . 16kDa in groper Menge gebildet (siehe Pfeil), welches

im Weiteren genauer untersucht wurde.

Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dai die vier isolierten Cosmide

unterschiedliche DNA-Fragmente trugen, die den Protein-Exportdefekt der

Mutante MM52 supprimieren konnten .
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Abb .2 Restriktionskarte der E.coIi secA Is (MM52) komplemen-
tierenden Cosmide pCos7, pCos23 und pCos48 aus einer
Genbank von S.carnosus TM300 .
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Abb .3 Expression der Cosmide pHC79 (1), pCos22 (2), pCos23 (3)
pCos48 (4) und pCos7 (5) in einer 'in vitro'
Transkriptions-Translationsreaktion ; Pfeil markiert 16kDa
Produkt von pCos23.

3 .1 .2 . Komplementationsverhalten der Cosmide in temperatursensitiven

Mutanten des Pr°oteinexpoa tapparates von E. co 1 i

Das Komplementationsverhalten der im Stamm MM52 selektionierten Cosmide

wurde bei unterschiedlichen Temperaturen (Tab .3) untersucht.

Tab .3 Komplementation des E.co1i Stamms MM52 durch die
Cosmide pHC79, pCos7, pCos22, pCos23 und pCos48 bei
unterschiedlichen Temperaturen ;

	

- gutes Wachstum,

- = kein Wachstum, (¢) = eingeschränktes Wachstum

--_- ..s-r	 ..-®-_--®	

pHC79

	

pCos7

	

pCos22 pCos23 pCos48
	 ®ampA	 . . ..m®e®__~_m-d®m_m- ..---®-- ¢

	

¢--e	

MM52 37°C,,

	

-
42°C --	(¢)

	

m

	

+

- -m-A ..--- .. ..- . ._-_-em	 wmeo-a-amm_-

,~~ : Selektion auf Minimalmedium mit Maltose, 2 Tage

Selektion auf LB Medium 2 Tage .
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Wie aus Tabelle 3 ersichtlich, war nur das Cosmid pCos23 in der Lage, die

temperatursensitive Mutation der Mutante MM52 auch bei 42°C eindeutig zu

supprimieren.

Um zu untersuchen, ob die Fähigkeit zur funktionellen Komplementation

spezifisch für die secA (Ts) Mutation ist, wurden die Cosmide in weitere

temperatursensitive Mutanten des Export-Apparates transformiert . Diese

tragen einen Defekt im secY Gen (IQ85) und der Signalpeptidase (IT41)

(Tab .4).

Tab .4 Wachstumsverhalten der E.coli Stämme MM52 (secA Ts),
IQ85 (secY Ts) und IT41 (lep Ts) nach Transformation mit den
Cosmiden pCos7, 22, 23, 48.

--------------------------------------------------

pHC79

	

pCos7

	

pCos22

	

pCos23

	

pCos48

MM52 (secA Ts) **	-

	

+

	

+

	

+

	

+
IQ85 (sec)/ Ts

	

-

	

+

	

+

	

+

	

+
IT41 (lep Ts)

	

-

	

+

	

+
------------------------------------------------------

Wachstum nach 2 Tagen auf Minimalmedium mit Maltose bei
x

37°C bzw

	

42°C ; + = Wachstum, - = kein Wachstum.

Die in Tabelle 4 dargestellten Ergebnisse lassen vermuten, dai die funktio-

nelle Komplementation der secA(Ts) Mutante durch die isolierten Cosmide

nicht spezifisch ist . Neben dem secA Defekt konnten die Cosmide auch den

secY Defekt der Mutante IQ85, die Cosmide pCos7 und 23 außerdem den Defekt

in der Signalpeptidase supprimieren . Für die weiteren Untersuchungen wurde

das Cosmid pCos23 ausgewählt, da dieses als einziges den drei erwähnten

Mutanten das Wachstum auch bei 42°C ermöglichte.

3 .1 .3 . Untersuchungen zur Zellmorphologie von MM52/pCos23

Während unterschiedlicher Kultivierungszeit der Stämme MM52/pHC79 und

MM52/pCos23 bei der nicht permissiven Temperatur (42°C) wurde das Erschei-

nungsbild der Zellen im Lichtmikroskop untersucht (Abb .4).

Ausgehend vom gleichen Phaenotyp nahm die Länge der Zellen des Stamms

MM52/pHC79 im Vergleich zu MM52/pCos23 nach zweistündiger Inkubation bei

42°C zu . Nach weiteren vier Stunden bildete der Stamm MM52/pHC79 bis zu

AOnn lan ge, aneinanderhaftende Filamente, die nicht mehr in der La ge waren,

sich zu teilen . Der Phaenotyp von MM52/pCos23 entsprach dem des secA-
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3 .1 .4 . Subklonierung des komplementierenden Fragments aus pCos23

Wie in Abb .5 dargestellt, wurde das 5,5kB grope DNA-Insert des Cosmids

pCos23 durch partielle Restriktion mit dem Enzym Sau3A um 3kB verkleinert

und in den mit Bai* I linearisierten Vektor pUC18 subkloniert (Abb .5;

pUC23) . Durch ExonucleaseIll Abbau und gezielte Subklonierung konnte der

komplementierende Bereich auf eine Größe von 0,7kB eingeengt werden (Abb .5;

p23-1),

Durch die Subklonierung eines Sau3A Fragments in einen Vektor mit hoher

Kopienzahl konnte im Zellextrakt von JM109/pUC23 eine stark exprimierte

Proteinbande nachgewiesen werden (Abb .6) . Das Auftereten dieser Bande von

ca . 16kDa korrelierte mit der Fähigkeit zur Komplementation von MM52

(Abb .5) . Wie in Abbildung 3 dargestellt, wurde in einer in vitro Transkrip-

tions-Translations-Reaktion durch das Cosmid pCos23 ein stark exprimiertes

Produkt gleicher Größe gebildet.

Die Ergebnisse zeigen, dap es sich bei der isolierten DNA um ein kleines

Gen von ca . 0,7kB handelt, das für ein Protein von etwa 16kDa kodiert.
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pw,c 7s

pUC 23
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_

	

2,15 kb

PUC 23-58

	

_4_1	 I

	

-

	

1,90kb

pUC 23-23	 	 I	 I	 .la	-

	

1,40kb

p23-1

	

nmp R	 I	 II	 	 -I-

	

0,70kb
WC IS

Abb .5 Deletionsanalyse des Cosmids pCos23 und Komplementation der
E_cnli Mut.ant.e MM52 durch die Deletionsklone ; A RCCI, B BaI~I,
C CIaI, E EcoRI, H Hindlil, ~ MIuI, Pä Pvul, PTl PvuII, X Xbal

t'lasmid

	

#Complementation Fragmentgrpiie
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Abb .6 SOS-PAGE von Zellextrakten der plasmidtragenden Stämme
(1) 3M109/pUC18, (2) pUC23, (3) pUC23-3, (4) pUC23-50,
(5) pUC23-58, (6) pUC23-23

3 .1 .5 . Sequenzierung des kompiemetierenden Gens

Zur weiteren Charakterisierung des komplementierenden DNA-Fragments aus

S.carnosus wurde das Gen sequenziert und durch Vergleich mit den in der

Swiss-Protein Datenbank (Firma IntelliGenetics, Inc ., Mountain View, CA)

gespeicherten Informationen identifiziert.

Die zur Sequenzierung eingesetzten Klone wurden durch die Einführung von

Deletionen mittels Exonucleaselll in das Plasmid pUC23 bzw . durch gezielte

Subklonierung erhalten.

Es wurde ein 885 Bp gropes Fragment sequenziert, das zwei offene

Leserahmen trägt (Abb .7a,b) . Der erste offene Leserahmen kodiert für ein

Protein von 145 Aminosäuren ; der zweite, unvollständige Leserahmen ist

durch 40 Aminosäurereste repräsentiert . Während das Protein des ersten
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offenen Leserahmens mit einem Methionin beginnt, dient im zweiten offenen

Leserahnen das Triplett TTG, das in Leucin übersetzt wird, als Startcodon.

Die Gene sind durch eine Sequenz von 22 Bp getrennt, dieser geringe Abstand

deutet auf eine gemeinsame Organisation in einem Operon hin . Etwa 10 Bp vor

dem Translationsstart befindet sich bei beiden Genen eine für E.coli

typische Ribosomenbindungsstelle (-GAGG- ; Lewin,1990) . 202 Bp vor dem

Startcodon des ersten Gens repräsentiert die Sequenz -TTGACA- eine typische

-35 Region, wie sie für E .coli Promotoren beschrieben ist . Die 17 Bp

stromabwärts lokalisierte Sequenz -TACGAT- könnte als zugehörige -10 Region

wirksam sein (Lewin,1990) . Das sequenzierte Fragment enthält keine DNA-

Abschnitte, die Haarnadelstrukturen ausbilden könnten . Derartige Strukturen

würden auf mögliche Regulationsmechanismen auf der Ebene der Transkription

oder Translation hinweisen.

Sspl
Aha III

Clal
k~el

Hind II

ORF 1

Spll
Sspl

Ad'

zoo

Abb .7 a) Restriktionskarte des sequenzierten Fragmentes von
pCos23, das die E.coli Mutante MM52 (secA Ts)

komplementiert ; Pfeile markieren den Bereich der offenen
Leserahmen (ORF1 und 2) .
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L13 => METArgGlnThrPheMETAIaAsnGluSerAsnlleGluArg LysTrpTyrVa1

361 TTATCGATGCAGCAGGCCAAACTTTAGGTCGCTTATCATCAGAAGTAGCATCTATTTTAC
Ile Asp Ala AlaGlyGlnThrLeu GlyArgLeu SerSerGluVaIAla SerIleLeu Arg

421 GCGGAAAACATAAAGCAACTTATAC'I°CCACACGTTGACAGTGGTGACTACGTAATCATCA
G1yLysHisLysAlaThrTyrThrProHisValAspSerGlyAspTyrValIleIlelle

481 TCAACGCTGGACAAATCGAAA.TGACAGGTGCTTCAGACAAAGTTTea.CTACCGTC

AsnAlaGlyG1nl1eGluMETThrGlyLysLysAlaSerAspLysVa1TyrTyrArgHis

541 ACTCTAACTACCCAGGTGGAATTAAA`i`CAATCACAGCTGGTGAATTAAGAGAG

	

CC
SerAsnTyrPzoGlyGlylleLys SerileThrAlaGlyGluLeuArgGluLysAsnPro

601 CAGAACGTTTACTTGAAATTTCAATCAAAGGCATGTTACCAAGCA000GTTTAGGTGAAA
GluArgLeu LeuGlulleSerlleLys GlyMETLeu ProSerSerArgLeuGlyGluLys

661 AACAAGGTAAAAAATTATTTGTATATGGTGGCGCTGAACATCCACACGCTGCFiCA ACAAC
G1nGlyLysLysLeuPheValTyrGlyGlyAlaGluHisProHisAlaAlaGlnGlnPro

721 C.%3GAAAACTACGAGTTACGTGGTTAATTAGAAGGAGGAAATTACATTGGCACAAGTTGAA
G1uAsnTyrGluLeuArgGly

	

RBS

	

S9~ LeuAlaGlnValGlu

781 TATAGAGGCACAGGCCGTCGTAAAAACTCAGTAGCACGTGTALGTTTAGTACCAGGCGAA
TyrArgGlyThrGlyArgArgLysAsnSerValAlaArgValArgLeuValProGlyGlu

841 GGTAACATCACTGTAAATGGTAAAGACGTACGTGAATATTTACCA
GlyAsnlleThrValAsnGlyLysAspValArgGluTyrLeuPro

ssp l

Abb .7 b) Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosäuresequenz
eines E.coli secA (Ts) komplementierenden Fragments aus

S.carnosus 1M300 ; unterstrichen sind die vermutete -35
und -10 Regionen, sowie die Ribosomenbindungsstellen (ROS)
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3 .1 .6 . Homologievergleich der Proteinsequenzen mit den ribosomalen

Proteinen L13 und S9 von E.coli

Beim Vergleich der abgeleiteten Proteinsequenz der offenen Leserahmen mit

den in der Swiss-Protein Datenbank gespeicherten Informationen nach der

Methode von Myers und Miller (1988) zeigte sich eine starke Homologie zu

den durch die Gene rplF1 und rpsl kodierten Proteine aus E.coli . Das Protein

L13 (rplf), ein Protein der gro¢en ribosomalen Untereinheit, ist mit dem 59

Protein (rpsl), das in der kleinen ribosomalen Untereinheit lokalisiert

ist, in einem Operon organisiert (Isono et a1 .,1985) . Der Sequenzvergleich

der Proteine ist in Abb .8 dargestellt.
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.SeS	 .

ECL13

	

- MK-TF`I'AKPETVI:RDWYVVDATGKTLGRLATELARRLFtGICHKAEYTPHVD m49

SCL13

	

- SGDYVIIINAGQIENTGKKASDKVYYRHSNYPGGIKSITAGELREKNPER -100
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S Sö . : S$°SS : :5	 SS
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ECL13

	

- TGDYIIVLNADKVAVTGNKR'I`DKVi'YHHTGHIGGIKQATFEEMIARRPER m99

SCL13

	

- LLEISIKGMLPSSRLGEKQGKKLFVYGGAEHPHAF;QQPENYELRG -145
SSomsSS . . .i
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SZ	

ECL13

	

- VIE IAVKGMLPICGPLGRAMFRKLKVi'AGNEHiVHAAQQPQ ® -VLDI -142

SCS9

	

- LAQVEYRGTGRRKNSVARVRLVPGEGNITVNGKDVREYI .,P ® ,40

S8

	

: . . .ms~ : ®ös s . . : . Sä S S

	

.

ECS9

	

- MAENQYYG'I`GRRKSSAARVFIKPGrIGKIVINQRSLEQYFG -40

Abb .8 Aminosäuresequenzvergleich des ribosomalen Proteins L13 und
der N-terminalen Region des Proteins 59 aus S.carnosus (Sc
L13, Sc S9) und E.coli (Ec L13, Ec S9) ;

	

markiert
identische Aminosäuren, 's' markiert Aminosäuren mit
gleichen chemischen Eigenschaften wie A,S,T ; D,E ; N,Q ; R,K;
I,L,M,V ; F,Y,W.

Die Sequenz des ersten offenen Leserahmens ist mit der Proteinsequenz des

L13 Proteins zu 54,9% identisch, weitere 15,5% der Aminosäuren an gleicher

Position sind auf Grund ihrer chemischen Eigenschaften ähnlich . Beim

Vergleich der Sequenz des zweiten Leserahmens mit dem 59 Protein zeigt

sich, daJ3 18 der 40 Aminosäuren identisch, weitere 5 zu den Aminosäuren des

Proteins S9 in gleicher Position ähnlich sind .
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Auf Grund dieser Daten kann geschlossen werden, dap es sich bei der iso-

lierten DNA um das ribosomalen Gene rplhlund um einen Teil des ribosomalen

rpsl Gens für die Proteine L13 und 59 aus S.carnosus handelt . Das Protein

L13 ist für die Komplementation der Mutante MM52 verantwortlich, da die

secA (Ts) Mutation auch durch das Plasmid pUC23-3 (Abb .5), bei dem die

Sequenz von S9 deletiert wurde, komplementiert wird.

3 .1 .7 . Untersuchungen zur Expression und Komplementation des heterologen

L13-Proteins in E.co1i

Das 0,61kB grope SspI Fragment trägt eine 78Bp lange Sequenz, die vor dem

Translationsstart des rp hvl Gens liegt, sowie die strukturelle Information

des L13 Proteins und der ersten 37 Aminosäuren des 59 Proteins . Dieses

Fragment wurde in beiden Orientierungen zu den Promotoren lacZ (Vektoren

pUC18 bzw . pUC19) und tac (Expressionsvektor pKK223-3) kloniert, um zu

untersuchen, ob das SspI Fragment eine Promotor wirksame Struktur trägt und

ob das L13 Protein unter der Kontrolle des lacZ bzw . tac Promotors expri-

miert werden kann (Abb .9 und 10) . Ober SDS-Page wurde die Synthese und

Induzierbarkeit des Genproduktes L13 durch IPTG überprüft (Abb .1O), auper-

dem wurde die Fähigkeit zur funktionellen Komplementation der Mutante MM52

getestet (Abb .9) .

K

	

Prp
+cnMR52

	

en PM CA

	

L 13

	

put 1!3

	

p23-2

	

p tecz

	

p23-1

	

Piacz

eKK223 -3

	

pKK23-1

	

P tac
un Terminator

	

pKK23-2

	

P tac

	

4-

	

pKK 223-3

Abb .9 Klonierung des rplN tragenden SspI Fragments in den
Vektoren pUCI8 und 19 und den Expressionsvektor pKK233-3 in
unterschiedlichen Orientierungen ; P la lacZ Promotor ; Pt c
tac Promotor, ; Pfeile geben Richtung der Promotoren und der
rplM Gens an ; Komplementation der Mutante MM52 : ++ sehr
gutes, A- gutes, (-) eingeschränktes, - kein Wachstum ; SDS-
PAGE : - keine Proteinbande, + Proteinbande sichtbar.

++
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Abb .10 SDS-PAGE von Zellextrakten der E.coli Stämme Shure/pUC18
(1), p23-1 (2), p23-2 (3), pKK23-1 (4), pKK23-2 (5) nach
Kultivierung unter Glukose reprimierten (-1(0,5% Glukose in
LB) bzw . IPTG induzierten [+](1mM IPTG in LB, 2h 37°C)
Bedingungen.

Wie Abbildung 9 darstellt, waren die Plasmide p23-1 und p23-2 in der Lage,

die Mutante MM52 zu komplementieren . Ein besseres Wachstum wurde durch das

Plasmid p23-1 erreicht, bei dem das Gen dem IacZ Promotor entgegengesetzt

kloniert wurde . Im Gegensatz zum Extrakt aus p23-2 konnte eine Proteinbande

nicht sichtbar gemacht werden (Abb .10, Spur 2 und 3).

Dieses Ergebnis ließ vermuten, dap auf dem Sspl Fragment ein Promotor

lokalisiert ist, und daß das Genprodukt, wenn es in geringer Konzentration

exprimiert wird, eine effektivere Komplementation hervorruft.

Im Plasmid p23-2 war die Synthese des I13 Proteins durch IPTG induzierbar.

Dieses Resultat schließt nicht aus, daß das Fragment einen eigenen,

schwachen Promotor trägt, dessen Wirkung durch den starken IacZ Promotor

überlagert werden kann.

Zellextrakte des E .coli Wildtypstamms Shure/pKK23-1 wiesen sowohl unter

Glukose reprimierten, als auch IPTG induzierten Bedingungen grope Mengen

des Genproduktes auf (Abb .10, Spur 4), wodurch nur ein reduziertes Wachstum

der Mutante MM52 bei der nicht-permissiven Temperatur erreicht werden

konnte . Das Plasmid pKK23-2, bei dem wie bei p23-1 das Gen dem Promotor
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entgegengesetzt kloniert wurde, konnte weder die Mutante MM52 komplemen-

tieren, noch wurde ein Protein in sichtbaren Mengen gebildet.

Im Gegensatz zu der oben erwähnten Schlußfolgerung zeigte dieses Ergebnis,

daß auf dem SspI Fragment kein Promotor lokalisiert ist . Möglicherweise

kommt es bei p23-I durch einen vektorlokalisierten Promotor zur geringen

Expression des L13 Proteins, die für eine funktionelle Komplementation der

E.co1i secA Mutante ausreicht . Der auf dem Vektor lokalisierte Promotor P 3

(Stüber und Bujard, 1981) könnte in dieser Weise wirksam sein.

Die Fähigkeit der Plasmide, die Mutante MM52 zu komplementieren, wurde

unter Glukose reprimierten und IPTG induzierten Bedingungen untersucht . Die

gewonnenen Ergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tab .5 Wachstum der E.coli Mutante MM52(secA Ts) mit den Plasmiden pUC18,
p23-1, p23-2, pKK23-1 und pKK23-2 unter Glukose reprimierten und IPTG
induzierten Bedingungen ; Pfeile zeigen die relative Lage des Promotors zum
r p lI4 Strukturgen .

oa----eo--oa-®oaamee-®o®-ooo	 ®	 m ®--vw- .a,.,.	

Temp . Medium

	

pUC18

	

p23-2

	

p23-I pKK23-1 pKK23-2
->__>

	

><=>-->

	

=><--

~o--o-e----ea--®e---voWe	 W- ..-

30°C

	

LB

	

+++

	

+

	

+++
LB 0,5% G l uk

	

+++

	

++

	

+++

	

+

	

+++

37°C

	

M9 Mal
M9 Mal 0,2mM IPTG
LB 0,5% Gluk

+,+e sehr gutes, ++ : gutes, + : mittleres, (+) : eingeschränktes Wachstum,
kein Wachstum nach 1 Tag

Durch das Plasmid p23-1 wurde das beste Wachstum der Mutante MM52 bei nicht

permissiver Temperatur erreicht . Die Plasmide p23-2 und pKK23-1, bei denen

das Protein in großer Konzentration exprimiert wurde (Abb .10), konnten nur

eine eingeschränkte Komplementation vermitteln, die zum Teil nur unter.

Glukose reprimierten Bedingungen wirksam war . Bereits bei 30°C war das

Wachstum dieser Transformanden im Vergleich zum Kontrollplasmid pUC18

eingeschränkt.

Die Ergebnisse zeigen, daß für die Komplementation der Mutante MM52 bereits

geringe, im SDS Polyacrylamidgel nicht sichtbare Mengen des L13 Proteins.

ausreichen ; hohe Konzentrationen (nach SDS-PAGE deutlich sichtbar, Abb .10)

des Proteins führen bereits bei der permissiven Temperatur (30°C) zu einer.

Wachstumshemmung .

(+)

+
++

+++
(+ )
-fr +
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3 .1 .8 . Untersuchungen zur Suppression unterschiedlicher E.coli Mutanten

durch das ribosonale Protein L13 aus S. carrrosus

Die rplfl tragenden Plasmide pCos23 und p23-1 wurden in unterschiedliche

E.coli Mutanten transformiert, um zu untersuchen, ob der supprimierende

Effekt spezifisch auf Mutationen des Proteinexport-Apparats von E.cali

wirkt, oder allgemein temperatursensitive Mutationen komplementiert

(Tab .6) . Für das Plasmid pOF39, das die Gene der Hitzeschockprotein GroELES

trägt, wurde bereits von Van Dyk et al .(1989) die Fähigkeit zur

unspezifischen Komplementation beschrieben.

Tab .6 Komplementation unterschiedlicher Mutanten von
E.coli durch die Plasmide pCos23, p23-1 und pOF39

___-®	 e®_mm®	 e	 ®	 ®-o---

Stamm relevanter Genotyp

	

pCos23

	

p23m1

	

pOF39
------- 	 ®-®®®o	 g®---®	 ®	 ®

MM52 secA

	

(Ts)

	

~

	

A-

	

+

	

1

BA13 secA (Am)

	

-

	

n .b .3
IQ85
IT41

sec)/ (Ts)

	

+

lap

	

(Ts)

	

A'

	

(Y)

	

~

	

3

CK1953 secB : :TnS

	

n .b . 4
MM180 secE (Cs)

	

-

	

n .b .~
T850 groEL (Ts)

	

_

	

+
MF746 drraK (Ts)

	

6
NP315 ►da

	

(Ts)

	

n .b .

	

®

	

n .b . 2

Selektionsbedingupgen : 1 bei 37°C auf M Medium mit Maltose ; 2 42°C LB;
42°C M9 Maltose ;

	

30°C LB ; 5 20°C LB ;

	

44°C auf LB mit 0,05% NaCl ; -~:
Komplementation, (-0 : eingeschränkte Komplementation,

	

keine
Komplementation ; n .b . : nicht bestimmt.

Durch die Plasmide pCos23 und p23-1, die das Gen des ribosomalen L13-

Proteins tragen, konnten die temperatursensitiven Mutationen in den

Komponenten SecA, Seerund der Signalpeptidase supprimiert werden . Die

Suppression weiterer temperatursensitiver Mutationen wie die der

Hitzeschockproteine DnaK und GroEL, sowie des Enzyms der Glykolyse

Fruktose-1.6.-diphosphataldolese wurde nicht erreichte Auch wurden die

durch Inaktivierung der Gene secA (BA13, secA Am) bzw. secB (CK1953,

secB:eTn5) bedingte Wachstumshemmung, sowie die kältesensitive Mutation im

secE Gen durch die Wirkung von L13 nicht aufgehoben . Das Plasmid pOF39,

welches die Gene der Hitzeschockproteine GroEL, GroES trägt, war in der

Lage neben den temperatursensitiven Mutationen im secA, secY und lep Gen

wie erwartet auch die Mutation im groEL Gen zu komplementieren . Diese

pleiotrope Wirkung wurde bereits von van Dyk et al .(1989) beschrieben .

3
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3 .1 .9 . Lokalisation des heterologen L13 Proteins in der E.co7i Mutante 1M52

Zum Verstdndnis der Wirkungsweise des L13 Proteins in der E.coli Mutante

MM52 wurde untersucht, ob ein Einbau des Proteins in die Ribosomen von

Ecoif erfolgt . Hierzu wurden nach der Vorschrift von Rheinberger et

al .(1988) die Ribosomen durch Saccharose-Gradientenzentrifugation aus den

Stämmen MC4100/pUC18, MM52/pUC18 und MM52/pUC23-3 isoliert und die

ribosomalen Proteine nach Extraktion mit Essigsäure Ober zweidimensionale

Gelelektrophorese dargestellt (nach Hardy et al .,1969 ; Isono und Isono,

1978 ; Geyl et al .,1981) . Abbildung 11 zeigt unter A das ribosomale Protein-

muster des Stamms MC4100/pUCI8, die Beschriftung eindeutig identifizierba-

rer Proteinspots erfolgte nach Geyl et al . (1981) . Die unter B und C

Abb .11 Zweidimensionale Gelelektrophorese der ribosomalen Proteine aus
E.coli MC4100/pUC18 (A), MM52/pUC18 (B) und MM52/pUC23-3 (C) ; mit
Pfeil markiert ist das L13 Protein aus E.coli (EcL13) bzw.
3.carnosus (SCL13) .
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dargestellten Extrakte wurden aus dem Stamm MM52/pUC18 bzw . MM52/pUC23-3

gewonnen, und präsentieren den relevanten Ausschnitt des ribosomalen

Proteinmusters.

Erwartungsgemäß zeigte die Mutante MM52/pUC18 im Vergleich zum Wildtyp

MC4100/pUC18 keinen Unterschied im ribosomalen Proteinmuster . Zwischen

Abb .11 B (MM52/pUC18) und C (MM52/pUC23-3) war jedoch ein deutlicher

Unterschied sichtbar ; hier erschien (durch den Pfeil Sc L13 markiert) ein

zusätzlicher Punkt unterhalb des ribosomalen Proteins S5, an der vergleich-

baren Stelle in Abb .11 B war kein Proteinspot zu erkennen . Das L13 Protein

von E.coli (Pfeil Ec L13) war nur reduziert vorhanden.

Die Ergebnisse zeigen, daß nach Expression des rplM Gens aus S.carnosus in

E.Loti das heterologe L13 Protein in die Ribosomen von L.coli eingebaut

wird, hierbei liegt es in größerer Menge als das homologe L13 vor.

3 .1 .10 . Untersuchungen zum Wachstum, Proteintransport und zur Protein-

synthese des komplementierten Stars MM52/pCos23

Zur weiteren Charakterisierung wurde der Einfluß der Expression des hetero-

logen L13 Proteins auf das Wachstum, die Proteinbiosynthese und die Pro-

teintranslokation in E.coli untersucht.

Die Anzucht der Stämme MM52/pHC79 und MM52/pCos23 erfolgte über Nacht bei

30°C in Minimalmedium mit Glyzerin und Maltose . Die Kulturen wurden in dem

gleichen Medium auf eine OD578nm von 0,025 verdünnt und nach etwa

einstündigem Wachstum in der frühen exponentiellen Phase geteilt . Ein Teil ..

wurde weiterhin bei 30°C kultiviert, während der andere Teil bei der nicht-

permissiven Temperatur von 42°C inkubiert wurde . Nach 2- bis 4-ständiger

Kultivierung, bei der beide Stämme vergleichbare Wachstumsraten aufwiesen .

(gemessen an OD Zunahme n siehe Abb .12), wurden die Kulturen auf eine OD578

von 0,1 eigestellt und eine Minute bei 30°C bzw .42°C mit 35S-Methionin

markiert . Die Probennahme erfolgte zu den in Abbildung 13 angegebenen

Zeiten . Als Markerprotein für den Export wurde das Protein der äußeren

Membran OmpA mit Antikörpern gefällt, nicht-prozessierte und reife Form

über SDS-PAGE getrennt und durch Flourographie dargestellt .
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Abb .12 Wachstum der E.co li Stämme MiM52/pHC79 .undPriM52/pCos23 bei
30°C und 42°C in Minimalmediumo

Wie Abbildung 12 dargestellt, war das Wachstum der Stämme MM52/pHC79 und

MM52/pCos23 nahezu identisch . Während beide Kulturen bei 30°C Tiber den

gesamten i'ießzeitraum eine vergleichbare ODZunahme zeigten, wurde nach

sechsstündiger Kultivierung bei 42°C der komplementierende Effekt des
Cosmids pCos23 deutlich, die ODc 7A erreichte einen Endwert von 0,48 . Im

Gegensatz dazu wirkte sich der temperatursensitive secA Defekt im Stamm

MM52/pHC79 nach 6 Stunden vollkommen aus, so daß nur eine geringe Zunahme

der OD578 auf 0,17 verzeichnet .'erden konnte.
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Abb .13 Prozessierung von pOmpA in den E.coli Stämmen MM52/pHC79 und
MM52/pCos23 nach Kultivierung bei 30°C und 42°C ; Markierungs-
temperatur 30°C (A) bzw .42°C (B) ; MM52/pHC79 30°C (1) und
42°C (2) ; MM52/pCos23 30°C (3) und 42°C (4) ; 'Chase'-Zeiten:
1,15,30 bz . 1, 20 Minuten ; Prozentzahlen in der Abbildung
geben die 33 S-Methioninaufnahme der jeweiligen Stämme an.

Abb .14 Proteinsynthesemuster der 35 S-Methionin markierten E.coli

Stämme MM52/pHC79 und MM52/pCos23 nach vierstündiger
Kultivierung bei 30°C und 42°C ; MM52/pHC79 30°C (1) und
42°C (2), MM52/pCos23 30°C (3) und 42°C (4) .
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Die Auswirkungen der secA Mutation auf die Proteinprozessierung verdeut-

lichten sich in Abbildung 13 . Bereits bei 30°C kam es zur Akkumulation des

Vorläuferproteins pOmpA, nach Kultivierung bei 42°C verstärkte sich dieser

Effekt, hier lag kaum reife Form vor (Abb .13 A 1,2) . Durch 15 minütige

Inkubation konnte die nicht-prozessierte Form in das reife Protein OmpA

überführt werden . Die Kinetik der Prozessierung wurde durch Inkubation bei

42°C beschleunigt (Abb .13 B 1,2) . Hier war das Verhältnis der beiden Formen

zu Gunsten des reifen Proteins OmpA verschoben.

Auch beim Stamm MM52/pCos23 kam es zur Akkumulation der nicht prozessierten

Form (Abb .13 A 3) . Bei vergleichbarer 35S-Methionin Aufnahme (88 gegenüber

80%) war diese Akkumulation jedoch bei 30°C im Vergleich zum Stamm

MM52/pHC79 Vermindert . DPutlicher wurde dies bei der Markierungstemperatur

von 42°C, hier konnten nur sehr geringe Mengen des nicht-prozessierten

Proteins nachgewiesen werden (Abb . 13 B 3).

Um das Proteinsynthesemuster der Kulturen MM52/pHC79 und MM52/pCos23 zu

untersuchen, wurden die Zellextrakte der markierten Kulturen Ober SDS-PAGE

getrennt und das Proteinmuster durch Autoradiographie dargestellt (Abb .14).

Das Proteinmuster der bei 30 und 42°C kultivierten Stämme MM52/pHC79

(Abb .14 Spur 1 und 2) und MM52/pCos23 (Abb .14, Spur 3 und 4) war vergleich-

bar . Die Extrakte der beiden Stämme zeigten bei 42°C ein verändertes

Synthesemuster, welches auf die Bildung von Hitzeschockproteinen zurück-

geführt werden konnte . Auffallend war die beim Stamm MM52/pCos23 zusätzlich

auftretende Proteinbande bei ca . l6kDa (Abb .14, Pfeil) . Hierbei handelte es

sich um das durch das Cosmid exprimierte L13 Protein.

Der durch das Cosmid pCos23 komplementierte Stamm MM52 zeigt im Vergleich

zur Kontrolle MM52/pHC79 ein verbessertes Wachstum nach längerer Kultivie-

rung bei 42°C . Die bei 30°C gewachsene Kultur MM52/pCos23 weist im Ver-
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pümpA auf, dieser Effekt verdeutlicht sich bei der Markierungstemperatur

von 42°C . Es konnte zwischen den untersuchten Stämmen keine unterschied-

liche 35S-Methioninaufnahme gemessen werden, was auf vergleichbare Protein-

syntheseraten schließen läßt .
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3 .1 .11 . Proteintransport in den durch p23-1 supprimierten E .roli Mutanten

MM52, 105 und 1141

Der Einflu;3 des L13 Proteins auf die Kinetik des Proteintransports sollte

in den E.coli Stämmen MM52 (secA Ts), IQ85 (secY Ts) und 1T41 (lap Ts)

untersucht werden, in denen der Wachstumsdefekt durch das L13 Protein

supprimiert wurde . Die Stämme wurden mit den Plasmiden pUCI8 und p23-1

transformiert und für die Markierung in Minimalmedium mit Glycerin und

Maltose angezogen . Für die Anzucht der Stämme IQ85 und IT41 wurde dem

Medium 0,2mM IPTG zugesetzt (s .u .).

Nach den in Abbildung 16 angegegebenen Kultivierungszeiten bei der nicht-

permissiven Temperatur erfolgte die Markierung mit 35 S-Methionin für eine

Minute (MM52, 1Q85) bzw . 10 Sekunden (IT41) bei 30°C.

Zahlreiche Suppressoren zu den temperatursensitiven Mutationen im secA und

secY Gen reduzieren die Proteinbiosynthese (Lee und Beckwith,1986) . Um den

Effekt dieser Reduktion auf den Proteintransport zu untersuchen, wurde das

Antibiotikum Chloramphenikol der Kultur MM52/pUC18 20 Minuten vor Beginn

der Markierung in einer Konzentration von 1µg/ml zugesetzt.

Abb .15 Proteinsynthesemuster der E.coli Stämme IQ85/pUC18 und
p23-1 nach Kultivierung in Gegenwart von 0,2mM IPTG;
Pfeil markiert L13 Protein .
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Hinsichtlich des Wachstums zeigten die vergleichbaren Kulturen bei 30°C und

bei 42°C keine Unterschiede . Den Kulturen IQ85 und IT41 wurde IPTG in einer

Konzentration von O,2mM zugesetzt . Hierdurch sollte die Expression des dem

lacZ Promotor entgegengesetzt klonierten rplM Gens auf ein Map reduziert

werden, das für die Suppression ausreichte (Suppression in Gegenwart von

0,2mM IPTG war möglich, für das Wachstum von IT41/p23-1 sogar förderlich).

Dap unter diesen Bedingungen LI3 gebildet wurde, zeigt Abbildung 15.

Nach einminütiger Markierung des bei 30°C gewachsenen Stamms MM52/pUC18

zeigte sich eine Akkumulation des Vorläuferproteins pOmpA (Abb .16 A 1) . Im

Vergleich dazu konnte durch das Plasmid p23-1 bei einem leicht verminderten

Einbau von 35 S-Methionin (29% gegenüber 38%) eine Reduktion der Vorläufer-

akkumulation erreicht werden (Abb .16 A 2) . Dies steht in Übereinstimmung

mit dem in Abschnitt 3 .1 .11 beschriebenen Ergebnis für das Plasmid pCos23.

Dreistündiges Wachstum bei 42°C führte zu einer Reduktion der Protein-

synthese (Abb .16 A 3 und 1, MM52/pUC18 42°C, 11% gegenüber 38%), was sich

jedoch bei der Kultur MM52/p23-1 nicht in diesem Mape auswirkte (Abb .16 A 4

und 2, 16% gegenüber 29%) . Obwohl im Vergleich zum Stamm MM52/pUC18 (42°C)

gröpere Mengen an pOmpA vorlagen, konnten diese wie bei MM52/pUC18 (30°C)

innerhalb von 4 Minuten prozessiert werden.

Im Stamm IQ85/pUC18 30°C (Abb .16 B) konnte nur nach einminütiger

Markierung nicht-prozessiertes Protein nachgewiesen werden . Wie auch für

den Stamm MM52 beschrieben verursachte das Plasmid p23-1 bei leicht

vermindertem 35 S-Methionineinbau (43% gegenüber 59%) eine Reduktion der

Vorläuferakkumulation (Abb .16 B 1 und 2) . Nach zweistündiger Kultivierung

bei 42°C prägte sich der secY Defekt deutlich aus, hier kam es zu einer

starken Anhäufung von pOmpA, die über den Mepzeitraum von 5 Minuten nur

leicht vermindert werden konnte (Abb .16 B 3 und 4).

Die für den Stamm IT41 gewählte Markierungszeit von 10 Sekunden, sowie

die Probenahmezeiten von maximal einer Minute erwiesen sich als zu kurz

(Abb .16 C) . Hier wurde innerhalb von einer Minute keine Prozessierung des

Vorläufers beobachtet . Es konnte jedoch festgestellt werden, daß die

Expression des L13 Proteins sowohl bei 30°C als auch bei 42°C eine

Reduktion der Methioninaufnahme verursachte (bei 30°C 0,4% gegenüber 1,6%;

bei 42°C 0,7% gegenüber 6,8%) . Durch die verminderte Proteinbiosynthese war

die Akkumulation des OmpA Vorläufers im Stamm IT41/p23-1 im Vergleich zum

Stamm IT41/pUC18 vermindert (Abb .16 C 2 und 1, 4 und 3) .



47

1

1 ' .

	

~ e

	

7°

	

13 `

D

13 7

Abbe16 Kinetik der Proteinprozessierung in unterschiedlichen Export-
mutanten von E co1f mit den Plasmiden pUCI8 und p23=1 ; A : MM52, 3h bei 30
bzw. 42 ®C, Probennahme 1,4,7,13 Minuten ; 0 : 1Q85, 2h bei 30 bzw. 42 ®C,
Probennahme 1,23,5 Minuten ; C : IT41, ih bei 30 bzw®42 @C, Probennahme 10,
20,30, 60 Sekunden ; 0 : MM52/pUCI8 20 Minuten vor Markierung mit 1p.g/ml
Chloramphenikol irrkubiert, Kultivierung und Probennahme wie unter A ® 1
pUC13 30® C, 2 p23=1 30 ®C, 3 pUC18 42 ®C, 4 p23=1 42°C ; Aufnahme von 056®

Methionin ist als Prozentzahl unter der jeweiligen Abbildung angegeben .



48

Das in Abbildung 16 D dargestellte Experiment sollte eine Aussage über

die Auswirkung reduzierter Proteinbiosyntheserate auf die Prozessierungs-

kinetik von MM52/pUC18 geben . Im Vergleich zur Abbildung 16 A wurde durch

1pg Chloramphenikol/ml Kultur der Einbau von 35 S-Methionin bei 30°C von 38%

auf 13% gesenkt ; da durch Ausprägung der secA Mutation bei 42°C ebenfalls

die Proteinsynthese reduziert wurde, war kein deutlicher Unterschied zu der

bei 42°C in Gegenwart des Antibiotikums gewachsenen Zellen festzustel-len

(7% gegenüber 11%) . Jedoch wurde durch Zugabe von Chloramphenikol die

Akkumulation des Vorläufers deutlich reduziert ; während in Abwesenheit des

Antibiotikums nach einminütiger Markierung pOmpA und OmpA in gleichen

Mengen vorlagen (Abb .16 A 1), war das Verhältnis in Gegenwart des

Inhibitors deutlich zu Gunsten der reifen Form verschoben (Abb .16 D I).
Das Plasmid p23-I führte in den untersuchten Stämmen zu einer Reduktion der

OmpA-Vorläufer Akkumulation . Bei unverändertem Wachstum zeigten die Stämme

MM52 und IQ85 eine leichte, der Stamm IT41 eine deutlichere Reduktion der

355-Methionin Aufnahme . Wie aus anderen Experimenten geschlossen werden

konnte, war die Bestimmung des Methionineinbaus gropen Schwankungen

unterworfen, so da p Unterschiede von 15% nicht als signifikant angesehen

werden konnten . Durch Reduktion der Proteinsynthese in Gegenwart von 1µ,g

Chloramphenikol/ml wurde ein ähnliches Bild erhalten . Auch hier kam es zu

einer verminderten Akkumulation des Vorläufers, jedoch wurde die Aufnahme

des radioaktiven Methionins deutlicher gehemmt als durch das Plasmid p23-1.

3 .1 .12 . Proteintransport im E.coli Wildtyp JM1O9 nach Expression

unterschiedlicher Mengen des L13 Proteins aus S.car5rrosus

Dieses Experiment sollte Aussage darüber geben, ob durch starke Expression

des ribosomalen Proteins L13 die Kinetik des Proteintransports im E.coli

Wildtyp beinfiupt wird . Hierzu wurde der Stamm JM109 mit den Plasmiden

pUCl8, p23-i, p23-2 und pKK23-1 transformiert und bei 25°C in Minimalmedium

mit Glukose angezogen (Abb .17) . Eine Stunde vor der Markierung wurden die

Zellen gewaschen und in Gegenwart von 1mM IPTG weiterhin bei 25°C inku-

biert . Die Induktion des L13 Proteins wurde auf einem SDS-Polyacrylamidgel

überprüft, sie konnte in den Extrakten der Stämme JM109/p23-2, sowie

pKK23-1, der die größte Konzentration aufwies, dargestellt werden (nicht

abgebildet) . Die Zellen wurden bei einer OD 578 von 0,1 für 30 Sekunden bei

25°C mit 35S- Methionin markiert, Proben zu den in Abbildung 17 angegebenen

Zeitpunkten entnommen und die Prozessierungskinetik des Membranproteins

OmpA untersucht .
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Abb .17 Untersuchungen zum Proteintransport im E,coli Wiltyp
JM109/pUC18, p23-1, p23-2 und pKK23-1

Abbildung 17 verdeutlicht, daß die Syntheserate des pOmpA Proteins mit

zunehmender Konzentration des L13 Proteins abnahm, dies korrelierte mit dem

Einbau des 35 S-Methionins (pUC18 14%, p23-1 12%, p23-2 7%, pKK23-1 2%) . Der

Stamm JM109/pKK23-1 mit der geringsten Einbaurate (2%) zeigte schon bei der

Anzucht der Zellen ein reduziertes Wachstum, während die Zunahme der

0D578nm der übrigen Kulturen identisch war . In allen Markierungsansätzen

wurde der Vorläufer des OmpA Proteins innerhalb von einer Minute in die

reife Form überführt.

Das ribosomale Protein L13 führt bei starker Expression im E,coli Wildtyp®

stamm JM109 zu einer Reduktion der Proteinsyntheserate, wodurch auch das

Wachstum der Zellen beeinflußt wird . Die Kinetik der Proteinprozessierung

bleibt jedoch unverändert .
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3 .2 . ISOLIERUNG EINES SECA HOMOLOGEN DNA-FRAGMENTS AUS BACILLI'S SI/STILTS

3 .2 .1 . Hybridisierung einer secA Sonde aus Escherichia co7i gegen

chromosomale DNA aus Gram-positiven Organismen

Chromosomale DNA aus S.carnosus TM300, B .subtilis DB104 und E.coli MC4100

wurden nach der Vorschrift von Rescei et al . (1987) präpariert . Hierbei

wurden die Zellen von S.carnosus wie angegeben mit Lysostapliin und Lysozym

aufgeschlossen, während der Aufschluß der B .subtilis und E.coli Zellen nur

mit Lysozym erfolgte . Die DNA wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI

vollständig gespalten . Nach Trennung der DNA Fragmente durch Agarose-

Gelelektrophorese und Transfer auf eine Nylonmembran wurden die Membranen

der Länge nach in Streifen geschnitten und unter verschiedenen Bedingungen

gegen das secA Gen aus E.coli als Sonde hybridisiert . Hierbei variierten

sowohl die Temperatur, als auch die Formamidkonzentration.

Als DNA Sonde wurde das 2,5kB große NcoI Fragment aus dem Plasmid pMF8,

welches das secA Gen aus E.coli trägt, nach Markierung mit Digoxygenin-ll-

dUTP eingesetzt.

Abb .1

	

Southern Hybridisierung des secA Gens aus E.coli gegen
chromosomale DNA aus E.coli und S.carnosus unter
unterschiedlichen Bedingungen : Spur 1 bis 5 chromosomale
DNA aus TM300, Spur 6 aus MC4100 ; 1) wäßrige Lösung 42°C,
2) wäßrige Lösung 52°C, 3) wäßrige Lösung 62°C, 4) 20%

Formamid 20°C, 5) und 6) 20% Formamid 42°C .
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Wie in Abbildung 18 Spur 6 zu ersehen, erhielt man bei 2 .5kB das für E.coli

typische Signal . Die Inkubationsbedingungen in wäßriger Lösung, wie in Spur

1 bis 3 dargestellt, waren für die Hybridisierung gegen chromosomale DNA

von S.carnosus ungeeignet, hier war kein spezifisches Signal sichtbar . In

Gegenwart von 20% Formamid bei 20°C erschienen mehrere Banden, die jedoch

auch durch unspezifische Reaktionen zustande kamen . Ein einzelnes spezifi-

sches Signal in der Größe von ca . 4,5 kB war in Spur 5 deutlich zu erken-

nen . Diese reduzierten Stringenzbedingungen bei 20% Formamid und 42°C waren

auch für die Southern Hybridisierung der E.coli secA-Sonde gegen chromoso-

male DNA aus B.subtilis DB104 (Daten nicht abgebildet) geeignet . Hier

konnte ein EcoRI Fragment von ca . 5,5kB dargestellt werden.

3 .2 .2 Isolierung und Subklonierung eines secA homologen DNA Fragments aus

Bacillus subtilis

Mit dem secA Gen aus E.coli als DNA Sonde wurde eine Lambda gtll Genbank

von B.subtilis ATCC 6057 (Fa . Clonetech, Palo Alto, Californien) mit Hilfe

der Methode der Plaquehybridisierung durchgemustert . Unter den gewählten

reduzierten Stringenzbedingungen wurde ein positiver Klon erhalten . Die

Präparation der Phagen DNA erfolgte aus einer 21 Kultur nach Sambrook et

al .(1989) . Nach Restriktion mit dem Enzym EcoRI wurde das inserierte 3,9kB

große Fragment in den mit EcoRI linearisierten Vektor pUC18 subkloniert.

Die resultierenden Plasmide psecAl und psecA2 sind in Abbildung 19

dargestellt.

Um zu überprüfen, ob dieses isolierte Fragment spezifisch gegen das secA

Gen aus E .coli reagiert, wurde eine Hybridisierung gegen chromosomale DNA

aus B.subtilis und E.coli durchgeführt, wobei als Sonde zum Einen das Ncol

Fragment aus E.coli, zum Anderen das aus der Bacillus-Genbank isolierte

EcoRI Fragment diente (Abb .20).

Die aus E.coli und B.subtilis eingesetzten DNA Sonden reagierten gegenüber

chromosomaler DNA aus E.coli, B.subtilis und S.carnosus TM300 (Abb .20 ; Spur

1,3,6) gleich ; durch beide Sonden wurden Fragmente gleicher Größe markiert.

Die Größe der markierten Fragmente betrug bei E.coli 2,5kB, bei B .subtilis

5,5kB und bei S.carnosus 3,9kB.

Dieses Ergebnis zeigt, daß das aus B.subtilis isolierte DNA Fragment

Homologie zum secA Gen aus E.coli aufweist.

Die heterologen DNA-Proben verdeutlichten den Nachteil dieser Methode .
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Kartierung der Plasmide psecAl-4, die das secA homologe
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Abb .20 Southern Hybridisierung mit den DNA Sonden secA aus E.coli

und dem EcoRI Fragment aus B.subtilis ; A Ncol Fragment aus
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Zwar wurde durch Hybridisierung gegen das jeweils aus dem Organismus

isolierte Fragment ein eindeutig positives Signal erhalten (siehe Abb .20 A,

Spur 2 hier ist das 2,5kB Fragment stärker markiert als der Vektor ; siehe

B Spur 4, hier ist das 3,9 kB Fragment stärker markiert als der Vektor),

jedoch wurde bei der Hybridisierung gegen das secA tragende Plasmid aus dem

heterologen Organismus neben dem secA Fragment auch der Vektor markiert.

Dies wurde auch bei der Hybridisierung gegen das als Negativkontrolle

eingesetzte Plasmid pOF39, welches das groELES Gen trägt, deutlich . Durch

die Hybridisierung unter den hier gewählten, niedrigen Stringenzbedingungen

kam es zu unspezifischen Reaktionen . Allgemein galt, dap zunehmende Grö3e

und zunehmende Konzentration der DNA verstärkt zu unspezifischen Signalen

führten . Die hier unter niedrigen Stringenzbedingungen angewandte Methode

eignet sich somit nur für die Hybridisierung gegenüber chromosomaler DNA.

3 .2 .3 . Sequenzierung und Homologievergleich des secA-homologen Fragments

aus B.subtilis

Das aus B.subtilis isolierte secA homologe Fragment wurde sequenziert und

seine Aminosäuresequenz mit dem SecA Protein aus E.coli verglichen.

Die für die Sequenzierung verwendeten Klone wurden mittels Subklonierung

und Herstellung von Deletionsklonen durch ExonukleaselII gewonnen und beide

DNA Stränge nach der Methode von Sanger et al .(1977) sequenziert . Abbildung

21 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosäuresequenz des 1,4 kB

Fragments aus psecAl, sowie das Restriktionsmuster des sequenzierten

Bereichs.
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Abb .21 .a) Restriktionskartierung des sequenzierten secA homologen
Fragments aus B.subtilis;
Pfeile markieren die offenen Leserahmen (ORF1 und 2).

Abb 21 b) Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosäuresequenz des
1,4 kB secA homologen Fragmentes aus psecAl ; vermutete
-35 und -10 Region, sowie die Ribosomenbindungstelle
(RBS) sind unterstrichen ; Pfeile zeigen palindromische
Sequenz an .



54

10

	

20

	

30

	

40

	

50

	

60

1 AGAAGAGGAGGAGAGCTTGGACATTGTCCGTCAGAAACGCTTTAATTTAAAGCCGATGGATAGTGA
G1uG1uGluGluSerLeuAspZleValArgGlnLysArgPheAsnLeuLysProMETAspSerGlu

67 AGAAGCGATCTTGCAAATGAATATGCTTGGCCATAATTTCTTTGTTTTCACAAATGCGGAAACAAA
Gi .:nA iai i-eia2üGIai '-iiTAzn.ixiETLeuGlyv ; ~ n °.`nh .-.nb. . . ~~~ t"i'^me"" r aau~avi u i . a

~a~t~r~7 .,m5`arsn .~^^a .~i .~ri.,a . ai . .~r a .c v a i r a.c i ..,~,naa 	

133 CCTTACAAATGTCGTGTACCGCAGAAATGACGGGAAATATGGCTTAATTGAACCGACTGAATAATG
LeuThrAsnValValTyrArgArgAsnAspGlyLysTyrGlyLeulleGluProThrGlu

199 AAGAGAAGCCTTCCGTGATGTTCGCGGAAGGTTTTTGTTTTTCTTATTTGCAAATTCTTTGGAAAT
-35

265 AACAAAAGGTATGATATGATAATGAGAGGTATACATGGACTAGTAAA7°TATTTATACA~TTA
-1E?

331 AAATAGGCATGTGATGATAGGAGTTATAAATGCTTGGAATTTTAAATAAAATGTTTGATCCA
Res

	

METLeuGlylleLeuAsnLysMETPheAspPro

397 ACAAAACGTACGCTGAATAGATACGAAAAAATTGCTAACGATAT'T'GATGCGA'1t'CGCGGAGACT'Al'
ThrLysArgThrLeuAsnArgTyrGluLyslleAlaAsnAsplleAspAlazleArgGlyAspTyr

463 GAAAATCTCTCTGACGACGCGTTGAAACATAAAACAATTGAATTTAAAGAGCGCCTTGAAAAAGGG
GluAsnLeuSerAspAspAlaLeuLysHisLysThrlleGluPheLysG luArgLeuGluLysGly

529 GCGACAACGGATGATCTTCTTGTTGAAGCTTTCGCTGTTGTTCGAGAAGCTTCACGCCGCGTAACA
AlaThrThrAspAspLeuLeuValGluAlaPheAlaValValArgGluAlaSerArgArgValThr

595 GGCATGTTTCCGTTTAAAGTCCAGCTCATGGGGGGCGTGGCGCTTCATGACGGAAATATCGCGGAA
GlyMETPheProPheLysValGlnLeuMETGlyGlyValAlaLeuHisAspGlyAsnileAlaGlu

661 ATGAAAACAGGGGAAGGGAAAACATTAACGTCTACTCTGCCTGTTTATTTAAATGCGTTAACAGGT
METLysThrGlyGluGlyLysThrLeuThrSerThrLeuProValTyrLeuAsnAlaLeuThrGly

727 AAAGGCGTACACATCGTGACTGTCAACGAATACTTGGCAAGCCGTGACGCTGAGCAAATGGGGAAA
LysGlyValHislleValThrValAsnGluTyrLeuAlaSerArgAspAlaGluGInMETGIyLys

793 ATTTTCGAGTTTCTCGGTTTGACTGTCGGCTTGAATTTAAACTCAATGTCAAAAGACGAAAAACGG
IlePheGluPheLeuGlyLeuThrValGlyLeuAsnLeuAsnSerMETSerLysAspGluLysArg

859 GAAGCTTATGCCGCTGATATTACTTACTCCACAAACAACGAGCTTGGCTTCGACTATTTGCGTGAC
GluAlaTyrAlaAlaAsplleThrTyrSerThrAsnAsnGluLeuGlyPheAspTyrLeuärgAsp

925 AATATGGTTCTTTATAAAGAGCAGATGGTTCAGCGCCCGCTTCATTTTGCGGTAATTGATGAAGTT
AsnMETVa1LeuTyrLysGluGInMETVa1GlnArgProLeuHisPheAlaVallleAspGluVa1

991 GACTCTATTTTAATTGATGAAGCGAGAACACCGCTTATCATTTCTGGACAAGCTGCAAAATCCACT
AspSerlleLeuileAspGluAlaArgThrProLeullelleSerGlyGlnAlaAlaLysSerThr

1057 AAGCTGTACGTACAGGCAAATGCTTTTGTCCGTACGTTAAAAGCGGAGAAGGATTACACGTACGAT
LysLeuTyrValGlnAlaAsnAlaPheValArgThrLeuLysAlaGluLysAspTyrThrTyrAsp

1123 A'I`CAAAACAAAAGCTGTACAGCTTACTGAAGAAGGAATGACGAAGGCGGA aAaAGCGTTCGGCATC
IleLysThrLysAlaValGlnLeuThrGluGluGIyMETThrLysPlaGluLysAlaPheGlylle

1189 GATAACCTCTTTGATGTGAAGCATGTCGCGCTCAACCACCATATCAACCAGGCCTTAAAAGCTCAC
AspAsnLeuPheAspValLysHisValAlaLeuAsnHisHislleAsnGlnAlaLeuLysAlaHis

1255 GTTGCGATGCAAAAGGACGTTGACTATGTAGTGGAAGACGGACAGGTTGTTATTGTTGATTCCTTC
ValAiaMETGlnLysAspValAspTyrValValG .luAspGlyGlnValVallleValAspSerPhe

1321 ACGGGACGTCTGATGAAAGGCCGCCGCTACAGTGAGGGGCTTCACCAAGCGATTGAAGCAAAGGAA
ThrGlyArgLeuMETLysGlyArgArgTyrSerGluGlyLeuHisGlnAlalleGl,uAlaLysGlu

1387 GGGCTTGAGATTCAAAACGAAAGCATGACCTTGGCGACGATTACGTTCCAAAACTACTTCCGAATG
GiyLeuGlulleGlnAsnGluSerMETThrLeuAlaThrlleThrPheGlnAsnTyrPheArgMET

1453 TACG -
Tyr .
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Das 1456 Basenpaare umfassende Fragment aus B.subtilis trägt zwei

unvollständige, offene Leserahmen . Während durch den erste Leserahmen 94

Aminosäuren kodiert werden, besteht das Protein des zweiten Leserahmens aus

364 Resten . Zwischen den beiden Genen befindet sich eine nicht translatier-

te Sequenz von 170 Basenpaaren, die eine für vegetative Promotoren von

B.subtilis beschriebene Konsensussequenz aufweist (Abb .21b, -35 und -10

Region ; Lewin,1990) . Zwischen der -10 Region und dem vermuteten Transla-

tionsstart des zweiten offenen Leserahmens befindet sich eine gegenläufige,

palindromische Sequenz, die eine Haarnadelstruktur aus 8 Basenpaaren mit

einer Schleife von 7 Basenpaaren ausbilden kann (siehe Pfeile in Abb .21b).

Die Sequenz -GGAG- stellt eine für B.subtilis typische Ribosomenbindungs-

stelle dar (10 Basenpaare vor dem Translationsstart des zweiten Lese-

rahmens ; Harwood,1989).

Das secA Operon aus E.coli setzt sich aus drei Genen zusammen : dem promo-

torproximal liegenden GenX, dem secA und dem mutT Gen (Oliver et a1 .,1990).

Während beim Sequenzvergleich des ersten offenen Leserahmens mit der

Aminosäuresequenz des GensX keine Ähnlichkeiten zu erkennen waren, gab es

im zweiten Leserahmen im Vergleich zum N-terminalen Bereich des SecA

Proteins deutliche Übereinstimmungen . Die Sequenzen sind nach der Methode

von Myers und Miller (1988) zu 58 Prozent identisch (in Abb .22 mit

gekennzeichnet), weiterhin findet man häufig in gleicher Position Amino-

säuren mit gleichen chemischen Eigenschaften (in Abb .22 mit

	

gekenn-

zeichnet) . Position 100 bis 107 repräsentiert eine von Matsuyama et al.

(1990) beschriebenen ATPase Konsensussequenz . Sie ist mit dem entsprechen-

den Bereich aus E.coli nahezu identisch, an Position 101 befindet sich bei

B.subtilis statt eines Arginins ein Lysin (Abb .22, unterstrichene Sequenz).

Aus den angeführten Ergebnissen kann geschlossen werden, dap es sich bei

dem aus B .subtilis isolierten DNA Fragment um den N-terminalen Teil des

secA Gens handelt . Im Gegensatz zum secA Operon aus E.coli scheint das secA

Gen von B.subtilis unter der Kontrolle eines eigenen Promotors zu stehen .
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� - GLTVGLNLNSMSKDEKREAYAADITYSTNNELGFDYLRDNMVLYKEQMVQ -198

E - GLTVGINLPGMPAPAKREAYAADITYGTNNEYGFDYI.+RDNMAFSPEERVQ -200

B - RPLHFAVIDEVDSILIDEiiRTPLIISGQAAKSTKLYVQANAFVRTLK--- -245
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B	 ®-AEKDYTYDIKTKAVQLTEEGMTKAEKAFGIDNLF D -280

E - KEDSETFQGEGHFSVDEKSRQVNLTERGLVI,IEELLVKEGIMDEGESLYS -300

B - VKHVALNHHINQALKAHVAMQKDVDYVVEDGQVVIVDSFTGRIZKGRRYS -330

E - PANIM~MHHVTAALRP,HALFTRDVDYIVKDGEVIIVDEH .TGRTMQGRRWS -350

B - EGLHQAIEAKEGLEIQNESMTLATITFQNYFRMY -364

E - DGLHQAVEAKEGV4„]IONENOTLASITFQ NYFRLY -384

Abb .22 Aminosäuresequenzvergleich zwischen der N-terminalen Region
des SecA Proteins aus E.coli ( Aminosäure 1-383, E) und dem
durch den zweiten Leserahmen kodierten Protein von B.subtilis
(B) ;

	

markiert identische Aminosäuren,

	

markiert ähnliche
Aminosäuen wie A,S,T ; D,E ; N,Q ; R,K ; I,L,M,V ; F,Y 1 W ; der unter-

strichene Bereich zeigt eine ATPase Konsensussequenz an.

3 .2 .4 . Western Blot mit Antikörpern gegen das SecA Protein aus E.coli

Um zu untersuchen, ob Antikörper gegen das E.coli SecA Protein mit einem

SecA-analogen Protein Gram-positiver Organismen reagieren, wurde ein

Western Blot durchgeführt . Hierzu wurden Zellextrakte von S .carnosus TM300,

B.subtilis DBI04 und E.coli MM52 über eine 7,5% SDS-PAGE getrennt und die

Proteine auf eine Nitrozellulosemembran Obertragen . Die Inkubation mit dem

Anti-SecA-Antikörper erfolgte über Nacht bei 4°C in Lösung II (Verdünnung

des Antikörpers 1 :300) . Nach Zugabe des zweiten, an Peroxidase gekoppelten

Antikörpers und Anfärbung mit Chloronaphthol und H 20 2 ergab sich das in

Abbildung 23 dargestellte Bild . Das für das SecA Protein aus E .coli

typische Signal tritt in Spur.5 bis 8 bei einer GrOe von 100 kDa auf . Auch
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in Spur 1 und 2 (Extrakt von S.carnosus TM300 in unterschiedlichen Konzen-

trationen) ist eine Bande zu erkennen, die etwas kleiner als die SecA-Bande

aus E.coli zu sein scheint . Im Zellextrakt von B.subtilis (Spur 3 und 4)

konnte keine Kreuzreaktion sichtbar gemacht werden . Die Ursache hierfür

könnte einerseits in einer zu geringen Proteinkonzentration liegen,

andererseits könnte das SecA Protein aus Bacillus zu dem aus E.coli so

unterschiedlich sein, daß es von den Antikörpern nicht erkannt wird.

Durch die Sequenzierung des 1,4kB gropen Fragments aus dem Plasmid psecAl

war der vermutete Translationsstart des secA Gens aus B.subtilis bekannt.

Um dieses Gen unter der Kontrolle des lac Promotors exprimieren zu können,

wurde ein O,88kB gropes Spei-Clal Fragment aus psecAl nach Auffüllen der

Enden mit KlenowPolymerase in den mit Smal linearisierten Vektor pUC18

subkloniert . Im dem daraus resultierenden Plasmid psecA4 (Abb .19) war das

Fragment in der korrekten Orientierung hinter dem lacZ Promotor eingebaut

und konnte so nach Induktion mit IPTG in sichtbaren Mengen exprimiert

werden (siehe Abb .24 A Spur e).

Abb . 23 Western Blot mit anti-E.coli-SecA Antikörpern gegen
Zeltextrakte von S.carnosus TM300, B .subtilis DB104 und
unterschiedlichen Stammen von E.coli ; TM300 (1) 100 (2)
300 ; DB104 (3) 10µl (4) 30µl ; MM52 pHC79 (5), pCos7 (6),
pCos22 (7), pCos23 (8) je 5µl ; geschlossener Pfeil
markiert SecA aus E.coli, offener Pfeil markiert
kreuzreaktives Material aus S.carnosus .
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Abb . 24 SDS-PAGE (A) und Western Blot (B) mit anti-E.coli-SecA Anti-
körpern gegen Zeitextrakte von DB104 (a) und Ji109/pUC18
(b), psecAl (c), psecA2 (d) und psecA4 (e) nach Induktion
mit IPTG ( 1mM IPTG zwei Stunden 37°C) ; offener Pfeil
markiert SecA aus E.coli; geschlossener Pfeil markiert
SecA aus B.subtilis.

Wie in Abbildung 24 dargestellt, wurden Extrakte von B.subtilis DB104,

E.coli JM109 mit den Plasmiden pUCl8, psecAl, psecA2 und psecA4 nach

zweistündiger Induktion mit 1mM IPTG Ober 12,5% 2S-PAGE getrennt und nach

dem Transfer auf Nitrozellulose ein Western Blot mit anti-SecA Antikörpern

durchgeführt.

In Spur b bis e (B) ist (durch den offenen Pfeil markiert) das durch das

SecA Protein aus E.co1i hervorgerufene Signal zu erkennen . Während in

Extrakten von JM109 mit den Plasmiden psecAl und psecA2 (Spur c und d) im

Vergleich zum Proteinextrakt aus JM109/pUCI8 (Spur b) keine weitere Bande

auftrat, konnte eine solche Bande im Zellextrakt des psecA4 enthaltenden

Stamms nachgewiesen werden (geschlossener Pfeil, Spur e in Abb .24 A und B).

Nach IPTG Induktion wurde im Stamm JM109/psecA4 ein etwa 30kDa großes

Protein gebildet, welches mit dem Antikörper gegen das SecA Protein aus

E.coJi reagierte . Wie schon in Abbildung 23 dargestellt, trat auch hier

keine Reaktion im Gesamtzellextrakt von B.subtilis DB104 auf .
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Die Ergebnisse zeigen, dap der gegen das SecA Protein aus E.coli gerichtete

Antikörper mit einem SecA analogen Protein aus S.carnosus TM300 und

B.subtilis DB104 kreuzreagiert ; für B.subtilis konnte dies jedoch nur nach

starker Expression des Genprodukts ausgehend von Plasmid psecA4 dargestellt

werden . Die im Zellextrakt von B.subtilis DB104 und durch die Plasmide

psecAl und 2 exprimierte Proteinmenge von SecA ist für eine Reaktion mit

dem gegen das heterologe E.coli SecA Protein gerichteten Antikörper zu

gering.

3 .2 .5 . Untersuchungen zur Komplementation des Wachstumsdefekts der

E.coli secA Mutanten

Die Plasmide psecA 1,2,3 und 4, sowie die Plasmide pUC18 (als Negativ-

kontrolle) und pMF8 (trägt das secA Gen aus E.coli) wurden in die E.coli

Mutanten MM52 (secA Ts) und BA13 (secA Am) transformiert, und die Stämme

hinsichtlich des Wachstums bei der nicht-permissiven Temperatur (42°C)

untersucht . Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tab .7 Wachstum der Stämme MM52 (secA Ts) und BA13 (secA Am) bei
42°C mach Transformation mit den Plasmiden psecAl-4, pUC18 und
pMF8 ; + = Wachstum, - = kein Wachstum.

Stamm

	

pUC18

	

pMF8

	

psecAl

	

psecA2 psecA3

	

psecA4
_m	

MM 52

	

+

	

+
BA 13

	

+
	 mn____m®__®	 ®	 m__®__ ..	 ®_®_®__

Die Ergebnisse zeigen, dap der Wachstumsdefekt der Mutante MM52 neben dem

Plasmid pMF8 a uch durch das Plasmid psecA4 komplementiert werden konnte,

welches ein 0,88kB Fragment des secA Gens aus B.subtilis DB104 trägt

(Tab .7 ; Abb .25) . In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dap die

Komplementation von MM52 sowohl in Gegenwart von 0,5% Glukose, als auch von

0,2mM IPTG möglich war (Daten nicht dargestellt) . Der Wachstumsdefekt des

Stamms BAI3, in dem durch eine 'amtier'-Mutation im secA Operon die Bildung

des SecA Proteins unterbunden ist, konnte nur durch Transformation mit dem

intakten Gen aus E.coli (pMF8) aufgehoben werden . Eine Komplementation

beider Mutanten durch die Plasmide psecA 1 bis 3 war nicht zu beobachten.

Aus den Daten kann geschlossen werden, daß das SecA Peptid aus B.subtilis

in der Mutante MM52 (secA Ts) funktionell wirksam ist .
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Abb .25 Wachstumsverhalten des E.coli Stamms MM52 (secA Ts) mit
den Plasmiden pUC18, pMF8 und psecA4 auf LB Medium mit
0,2mM IPTG,

3 .2 .6 . Untersuchungen zum Proteintransport im Sta ; MM521psecA4

Um zu untersuchen, ob das SecA Fragment aus B .subtilis neben der Komplemen-

tation des Wachstums der E.coli Mutante MM52 auch eine spezifische Wirkung

auf den Proteintransport ausübt, wurde ein Pulse-Chase Experiment mit

nachfolgender OmpA-Antikörperfällung durchgeführt . Die Stämme MM52/pUC18,

pMF8 und psecA4 wurden 2,75 Stunden in Minimalmedium mit Glukose bei 42°C

kultiviert . Zwanzig Minuten vor Zugabe von 35S®Methionin wurde den Kulturen

IPTG in einer Konzentration von 1mM zugesetzt, um die Bildung des

B.subtilis SecA Peptids zu verstärken (Abb .26) . Längerwirkende Induktion

bzw . Anzucht der Zellen unter Glukose-Abwesenheit führten zur Zel1lyse . Die

Kulturen wurden auf eine 0D 578nm von 0,1 eingestellt, eine Minute mit 35 S_

Methionin bei 30°C markiert und die Proben nach 1, 3, 6 und 11 Minuten

entnommen (Abb .27).

Der Stamms MM52/pMF8, der das secA Gen von E.coli auf dem Plasmid trägt,

verhielt sich nach fast dreistündiger Kultivierung bei der nichtpermis-

siven Temperatur (42°C) bezüglich der 35S-Methionin-Einbaurate und der

Prozessierungsgeschwindigkeit wie der Wildtyp-Stamm MC4100 (nicht abgebil-

det) . Der Vorläufer wurde bereits während des Markierungszeitraums
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Abb . 26

	

Expression des SecA N--Terminus aus B .subtilis in E.coli

nach Wachstum in Minimalmedium mit Glukose und IPTG
(siehe Text) ; (1) MM52/pUC18, (2) MM52/psecA4 ; Pfeil
markiert das secA Peptid.

Abb . 27

	

Kinetik der pOmpA Prozessierung in den E .coli Stämmen
MM52/pUC18 (1-4), psecA4 (5-8) und pMF8 {9 . 12) nach 1,
3, 6 und 11 Minuten ; p= Prae-Form, m= reife Form .
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vollständig in das reife OmpA Protein überführt . Dagegen zeigten die Stämme

MM52/pUC18 und MM52/psecA4 reduzierte 35S-Methionin Aufnahme (21% gegenüber

37% bei MM52/pMF8) . Weiterhin war nach einminütiger Markierung eine

deutliche Akkumulation von pOmpA zu beobachten . Während der OmpA-Vorläufer

im Stamm MM52/pUC18 Ober 6 Minuten bestehen blieb, konnte in der Kultur

MM52/psecA4 eine deutlich erhöhte Prozessierungs-Geschwindigkeit

festgestellt werden ; nach 3 Minuten war kein pOmpA mehr sichtbar.

Der durch das Plasmid psecA4 kodierte Aminoterminus des SecA Proteins aus

B.subtilis zeigt in der E.coli Mutante MM52 eine spezifische, stimulierende

Wirkung auf den Proteintransport.

Durch Expression des SecA Fragments wird das Protein-Synthesemuster der

Kulturen nicht verändert . Hierdurch kann ein indirekte Wirkung über die

Induktion der Hitzeschockantwort ausgeschlossen werden .



4 . DISKUSSION

4 .1 . Isolierung, Sequenzierung und physiologische Untersuchungen zur

Wirkungsweise des ribosomalen Proteins L13 aus S.carnosus

4 .1 .1 . Isolierung und Sequenzanalyse des rp hV Gens aus S.carnosus

Durch die heterologe Komplementation der E.coli Mutante MM52 (secA Ts)

wurde aus einer Genbank von S.carnosus TM300 das Cosmid pCos23 isoliert,

welches das Gen rplM (L13) und einen Teil des rpsl (S9) Gens trägt . Die

Sequenzanalyse des Bereichs ergab, daj3 die Gene für die ribosomalen Pro-

teine L13 und 59 in einem Operon organisiert sind, da der Abstand zwischen

den beiden Genen nur 22Bp beträgt (Abb .7b) . Dieses Ergebnis steht in Über-

einstimmung mit den für E.coli beschriebenen Daten, auch hier liegen die

Gene rplM und rpsl in einer Trankriptionseinheit, in der das Gen für das

L13 Protein (rplM) promotorproximal lokalisiert ist (Isono et al .,1985).

Als Startkodon des L13 Proteins dient das ATG Codon (Nukleotid 309,

Abb .7b), das für die Aminosäure Methionin kodiert . Bei dem rphV folgenden

rpsl Gen (S9) könnte das Triplett TTG (Leucin) das Startkodon darstellen

(Position 766, Abb .7b) . Während die Translation eukaryontischer Proteine

immer mit dem Triplett ATG beginnt, können in prokaryontischen Genen neben

ATG auch TTG und GTG als Startkodon wirksam sein (Lewin,1990).

Es konnte gezeigt werden, da(3 die 78 Bp lange Sequenz vor dem vermuteten

Translationsstart des L13 Proteins (Abb .7b, Bp 231 bis 309) keine in E.coli

wirksame Promotoraktivität aufweist . Eine typische Konsensussequenz für

eine -35 Region, die sowohl für E.coli, als auch für den vegetativen Sigma-

Faktor der RNA Polymerase aus B.subtilis beschrieben ist, wird durch die

Sequenz -TTGACA- repräsen-fiert (Abb .7b, 217 Bp vor ATG-Codon ; Lewin,1990).

Als zugehörige -10 Region könnte die 17 Bp stromabwärts lokalisierte

Sequenz -TACtGAT = , die gegenüber der beschriebenen Konsensussequenz

T80A95T45A60A50T96an zwei nur zu 45 bzw . 60% konservierten Stellen Austau-

sche zeigt (Lewin,1990), wirksam sein . Über typische Promotorstrukturen der

Gattung Staphylococcus ist bisher nur wenig bekannt . Das von Götz et

al .(1985) sequenzierte Lipase Gen aus S.hyicus, das in S.carnosus expri-

miert wurde, trägt wie auch das rplM Gen aus S.carnosus ca . 7OBp vor dem

Translationsstart eine für E.coli und B.subtilis beschriebene -35 Sequenz.

Dies könnte ein Hinweis sein, dap diese Sequenz auch im Organismus

Staphylococcus als Promotor wirksam ist.

63
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4 .1 .2 . Lokalisierung des heterologen L13 Proteins in E.coli

Wittmann et al .(1974) beschreiben Rekonstitutionsexperimente, in denen

ribo-somale Proteine aus E.coli und B.stearothermophilus zu einer aktiven

30S ribosomalen Untereinheit assemblieren.

Auf Grund der konservierten Primärstruktur des L13 Proteins aus E.coli und

5.carnosus ist bei Expression des heterologen Proteins in E.coli die Bil-

dung von hybriden Ribosomen vorstellbar . Untersuchungen zur Lokalisierung

des L13 Proteins aus S.carnosus ergaben, dap dieses in deutlich höherer

Konzentration als die homologe Komponente in die Ribosomen eingebaut wird

(Abb .11).

Für E.coli konnte durch 'Crosslinking' eine Wechselwirkung von L13 mit den

ribosomalen Proteinen L3, L20 und L21 nachgewiesen werden (Walleczek et

ai .,1988) . Die Proteine L3 und L20 sind an der Bindung der Aminoacy etRBA

bzw . dem Transfer des Peptids während der Elongation beteiligt (Lewin,

1990) . Bei einem Einbau des heterologen L13 an Stelle des homologen Pro-

teins wäre auf Grund sterischer Veränderungen eine verminderte Aktivität

der Ribosomen bei der Proteinbiosynthese denkbar . Tatsächlich zeigen die

E.coli Stämme, in denen das heterologe L13 in geringen, für die Suppression

ausreichenden Konzentrationen exprimiert wird, weder reduziertes Wachstum,

noch eine signifikant verminderte 35S-Methionin Aufnahme (Ausnahme E.coli

Stamm IT41 (lep Ts) ; Abb .13 und 16), die eine grobe Einschätzung der

Proteinbiosynthese ermöglicht.

4 .1 .3 . Einflug der L13-Konzentration auf das Wachstum von E.coli

Die Expression des L13 Proteins in der Mutante MM52 ermöglicht ein Über-

leben unter nicht permissiven Bedingungen, wobei die für die Mutante

typische Ausprägung der Filamentierung nach Wachstum bei der nicht-permis-

siven Temperatur nahezu unterdrückt wird (Abb .4).

Die I UI die funktionelle K UIIip ICIIIeII aI. ion ausreichende Menge voll LSJ I J L.

dabei so gering, dap das Protein nicht im Coomassie gefärbten Gel, sondern

nur nach radioaktiver Markierung der Kultur sichtbar gemacht werden kann

(siehe Plasmid p23-1 in Abb .10 und pCos23 in Abb .14) . Sowohl im Wildtyp-

stamm, als auch in der secA Mutante ist die starke Expression des L13

Proteins schädlich . Sie verursacht eine Wachstumsverzögerung, bedingt durch

eine Reduktion der Proteinbiosynthese (Abb .17 ; Tab .5).

Die Expression ribosomaler Proteine in E.coli ist streng reguliert, auf der

Ebene der Translation kann die Synthese der in einem Operon organisierten

Proteine durch eines der Genprodukt reprimiert werden (z .B . reguliert 57

aas str Operon, 58 das spc Operon, usw .) . Durch diesen Mechanismus wird ein
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Gleichgewicht der ribosomalen Bausteine und eine schnelle Anpassung an

veränderte physiologische Zustände in der Zelle gewährleistet (Watson et

al .,1987).

Es wäre daher vorstellbar, dap bei starker Expression des heterologen L13

Proteins in E.coli (wie z .B . durch pKK23-1) das L13 aus S.carnosus die

Synthese der homologen Proteine des rplf- rpsl Operons in E.coli reprimiert.

Hierdurch würde neben dem ausreichend vorhandenen L13 auch die Synthese des

E.coli 59 Proteins reduziert . Als Folge der Limitation des S9 Proteins wäre

somit die Assemblierung der Ribosomen gestört, so dap die übrigen ungebun-

denen ribosomalen Proteine wiederum ihre eigene Expression reprimierten.

Wie für das Plasmid pKK23-1 beschrieben, wäre eine Reduktion der Proteine

biosynthese und des Wachstums die Folge.

4 .1 .4 . Suppressionsverhaiten des L13 Proteins im Vergleich zu den

Hitzeschockproteinen Gr°oELIES

Der funktionell komplementierende Effekt von L13 scheint im Gegensatz zu

Untersuchungen der Suppression durch das Hitzeschockprotein GroEL spezi-

fisch zu sein . Van Dyk et al . (1989) konnten zeigen, dap durch Überproduk-

tion von GroEL/ES neben den Mutationen in SecA, SecY und dem Hitzeschock-

protein DnaK auch der Wachstumsdefekt zahlreicher Mutanten der Aminosäure-

synthese von E.coli und S.thyphimurium aufgehoben werden kann . Die unter-

suchten Mutationen waren alle temperatursensitiv . GroEL sollte hierbei als

Chaperon wirken und durch Bindung an die defekten Komponenten eine mehr

oder weniger aktive Konformation stabilisieren, die das Wachstum unter

nicht-permissiven Bedingungen ermöglicht.

Die durch L13 erzielte Komplementation ist mit den Ergebnissen der Hitze-

schockproteine nicht vergleichbar . Einerseits wird Komplementation nicht

durch Überproduktion erreicht, dieser Zustand wirkt auf die Zellen sogar

Wachst l ämsheMmnnde Rnd4r4r.]41ts kV[n~~. .; dÜrl.<'E L1 a lur d Ie 4eiilper atiirJGIIJ 1°

tiven Mutationen in Komponenten des Proteintransports (SecA, SecY und

Signalpeptidase) supprimiert werden, während andere Defekte wie "Null'--

mutationen im secA und secß Gen, kältesensitive Mutation im secE, sowie

temperatursensitive Defekte in den Genen groEL, dnaK und dem Protein-

transport-unabhängigen Gen der Fruktose-1 .6 .-diphosphataldolase nicht

unterdrückt werden (Tab .6).

Dieser Befund könnte auf eine spezifische Funktion von L13 beim Protein-

transport hinweisen . Hierbei ist allerdings die Wirkungsweise von L13 in
der Signalpeptidase-Mutante (IT41) schwer verständlich, da sie in einem zu

SecA und Sec'r unterschiedlichen zellulären Kompartiment, dem Periplasma,
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aktiv ist.

4 .1 .5 . Eigenschaften von secA(Ts) und secY(Ts)-Suppressormutanten

In der Literatur wurde die Isolierung zahlreicher Suppressoren von tempe-

ratursensitiven secA und secY-Mutationen beschrieben, die den Wachstums-

defekt dieser Stämme unterdrücken (ssa für secA bzw . ssy für secY) . Diese

Suppressormutanten betreffen Komponenten des Proteinbiosynthese-Apparates

wie Aminoacyl-MA Synthetasen, MA-Moleküle, Translation-Initiations-

faktor, ribosomale Proteine (S1,S15) und andere (Oliver,1985 ; Shiba et

al .,1986a und b ; Lee und Beckwith,1986) . Ihre Wirkungsweise beruht zum Teil

auf einer Reduktion der Proteinbiosynthese, wodurch die Akkumulation von zu

exportierendem Vorläuferprotein reduziert und so den Mutanten ein Überleben

bei der nicht-permissiven Temperatur ermöglicht wird . Dai3 dieser Effekt auf

einer reduzierten Proteinsynthese beruht, wurde durch Zugabe sublethaler

Dosen des Inhibitors Chloramphenikol gezeigt, der auch den Wachstumsdefekt

supprimieren kann (Lee und Beckwith, 1986).

Die häufig kältesensitiven Suppressoren ermöglichen den sec Mutanten in der

Regel nur ein Wachstum bei 37°C, nicht bei 42°C (Oliver,1985) . Bei einigen

Mutanten (ssyA, ssyB) konnte durch Messung der Kettenverlängerungsgeschwin-

digkeit des Enzyms 63-Galaktosidase eine Reduktion der Proteinbiosynthese

nachgewiesen werden, während andere Mutationen keine Reduktion verursachen

(ssyE, ssyF [entspricht dem ribosomalen Protein SI], ssyG; Shiba et al .,

1986a und b) . Wie auch das in dieser Arbeit beschriebe L13 Protein aus

S.carnosus kann die SsyG Mutation neben dem temperatur-sensitiven Defekt im

secYGen auch secA(Ts) supprimieren (Shiba et al .,1986b).

Die Wirkungsweise dieser Suppression ist bisher nicht verstanden . Während

einige Mutationen die Proteinbiosynthese reduzieren und so, wie auch die

Proteinbiosyntheseinhibitoren, ein Überleben bei der nicht permissiven

Temperatur erm6g1 icholl, scheinen aridere Suppr e»UI eIi nicht uber diesen Weg

zu wirken.

Lee und Beckwith (1986) diskutieren die Möglichkeit der Reduktion der

Kettenverlängerungsgeschwindigkeit exportierbarer Proteine . Hierdurch würde

dem sekretorischen Apparat mehr Zeit für die Katalyse der Translokation

gegeben . Möglicherweise kann die Zelle auch zwischen sekretorischen und

cytoplasmatischen Proteinen unterscheiden und spezifisch die Expression zu

exportierender Proteine reduzierender . Dies wurde z .B . in der E.coli

Mutante BA13 (secA Am) beobachtet, durch die Inaktivierung des secA Gens

wird hier spezifisch die Synthese des Malfose-Bindeproteins unterbunden

(Oliver und Beckwith,1982) . Weitere Hinweise auf einen derartigen Mechanis-
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mus lieferte die Isolierung der Mutante secC, die einen Defekt im rpsO Gen

trägt (ribosomales Protein S15; Ferro-Novick et a1 .,1984) . Ein Stamm mit

dieser Mutation zeigt eine reduzierte Synthese des exportierbaren Maltose-

Bindeproteins, Ribose-Bindeproteins und des äußeren Membranproteins OmpF,

während die Synthese der cytoplasmatischen Proteine SecA und des Elon-

gationsfaktors G im Vergleich zum Wildtyp unverändert ist (Ferro-Novick et

a1 .,1984) . Diese Interpretationen schließen eine direkte Wechselwirkung

einiger Suppressoren mit Komponenten des Exportapparates jedoch nicht aus.

Auf Grund der Vielfalt der bisher identifizierten Suppressoren ist die

Isolierung unterschiedlicher Cosmide Ober den in dieser Arbeit vorge-

stellten Ansatz der heterologen Komplementation verständlich (Abb .2 und 3).

Es könnte sich hierbei, wie für E.coli beschrieben, um weitere Komponenten

der Proteinbiosynthese-Apparates aus S.carnosus handeln.

4 .1 .6 . Mögliche Wirkungsweise der Suppression durch das L13 Protein

Für die mögliche Wirkungsweise des L13 Proteins, die zur funktionellen

Komplementation der temperatursensitiven Mutationen im Exportapparat führt,

werden drei Punkte diskutiert:

1. Die Expression des L13 Proteins löst als eine Art Streßsignal die

Hitzeschockantwort in der Zelle aus, wodurch indirekt eine

Suppression des Exportdefektes erreicht wird.

Die Hitzeschockantwort kann auch bei niedriger Temperatur durch unter-

schiedliche Faktoren in der Zelle ausgelöst werden (Parsell und Sauer,

1988) . Die Expression des heterologen L13 Proteins könnte einen Streßfaktor

darstellen, der eine verstärkte Synthese von GroEL/ES induzieren würde.

Dieser Effekt kann jedoch ausgeschlossen werden, da, wie in Abb .14 gezeigt,

iiac Arnt®incwnfhacamuc$av di,vrIs cvnr+accinn rdac 112 D'•n$ainc nananiikav Any.	 ~ .~ . . .~ .. .aa.ouws~a. . ..vt, .,~~ ~~r, ..~~ , .,,~ Ll6 .aP Li.. 11

Kontrolle unverändert ist.

2. Wie die für E.coli beschriebenen Suppressoren von secA(Ts) und

secY(Ts) bewirkt die Expression des L13 Proteins eine Reduktion

der Proteinbiosynthese . Hierdurch wäre ein Wachstum der Mutanten

unter nicht-permissiven Bedingungen möglich.

Ohne das Wachstum zu beeinfiußen führt die Expression des L13 Proteins im

E.coli Stamm IT41 (lep) zu einer reduzierten Proteinsynthese, während diese

in den Uta mien MM52 (sec A T s) und I Q85 (sec'r Ts) -gemessen an der 35 S-
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Methionin-Aufnahme- nicht signifikant verändert ist . Durch sublethale Dosen

von Chloramphenikol (1pg/ml) wird die Exportkinetik wie auch durch die

Expression des L13 Proteins beschleunigt, hierbei kommt es aber im Gegen-

satz zu den supprimierten Stämmen MM52 und 1Q85 zu einer deutlichen Reduk-

tion der Proteinsynthese (Abb .13 und 16).

Möglicherweise ist eine bereits geringe Reduktion der Proteinbiosynthese

für die Suppression der sec(Ts) Mutationen verantwortlich . Vergleichbar mit

der Wirkungsweise der Suppressoren ssyF bzw .secC (mit verändertem Si bzw.

515 Protein) könnte durch Einbau des heterologen L13 Proteins in die

Ribosomen von E.coli entweder die Gesamtsyntheserate oder spezifisch die

Synthese sekretorischer Proteine reduziert werden.

3 . Das ribosomale Protein L13 stellt eine Komponente des Protein-

translokations-Apparates dar, die möglicherweise eine Wechselwirkung

mit SecA und/oder Sec) oder einer bisher nicht identifizierten

Komponente in der Membran (z .B . Ribosomenrezeptor) eingeht.

Das homologe L13 Protein ist peripher in der gro3en Untereinheit der

Ribosomen lokalisiert, eine Funktion ist bisher nicht beschrieben

(Walleczek et a1 .,1988) . Auf Grund seiner Lokalisation wäre eine Betei-

ligung am Proteinexport denkbar, L13 könnte beim cotranslationalen Trans-

port mit bereits identifizierten (SecA, Seca, SecE) oder noch unbekannten

Komponenten (analog dem Ribosomenrezeptor aus Eukaryonten) des Protein-

export-Apparates eine Wechselwirkung eingehen . Durch Expression eines hete-

rologen L13 Proteins könnte die exportrelevante Ribosomen-aktivität so

reduziert werden, daß durch Anpassung an die verminderte Exportfähigkeit

der Zellen ein Überleben unter nicht permissiven Bedingungen ermöglicht

würde.

4 .1 .7 . Postuliertes Modell für die Suppression der exportdefekten E.coli

Stäniie 1T41, 1Q85 und MM52 durch das ribosomale Protein L13 aus S.carnosus

Auf Grund der vorliegenden Daten werden folgende Wirkungsweisen des

S.carnosus L13 Proteins bei der Suppression exportdefekter E.coli Mutanten

vorgeschlagen:

Die temperatursensitive Mutation im Gen der Signalpeptidase wird, wie für

zahlreiche Suppressoren der Gene secA und sec), beschrieben, durch eine

Reduktion der Proteinbiosynthese supprimiert.

Die funktionelle Komplementation der Mutationen secA(Ts) und secY(Ts)

beruht nicht auf Reduktion der gesamten Proteinbiosynthese, sondern wird
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vielmehr durch eine Reduktion des Proteinexports erreicht . Dies geschieht

entweder durch spezifische Kontrolle der Synthese exportierbarer Proteine

(analog dem secC Gen, wie unter 4 .1 .5 . beschrieben) oder durch eine Vermin-

derung exportaktiver Komplexe aus Vorläuferprotein-Chaperon-Ribosom . Das

heterologe L13 Protein könnte hierbei auf Grund seiner reduzierten Affini-

tät zu einem postulierten Ribosomenrezeptor die Assoziation des Komplexes

an die Exportstellen der Membran verhindern . Nur Ribosomen, die das

homologe E.coli Protein enthalten, könnten durch Bindung an die Membran

eine Translokation der sekretorischen Proteine ermöglichen.

Um diese Hypothese zu untersuchen, ist die Beantwortung der folgende Fragen

wichtig : Kann eine Bindung der Ribosomen an die Membran nachgewiesen

werden? Erfolgt diese Bindung Ober einen spezifischen Rezeptor oder gehen

die Ribosomen hierbei Wechselwirkung mit bereits identifizierten Komponen-

ten des Exportapparates (5ecA, SecY, SecE) ein? Wird die Bindungsaffinität

beeinflu¢t durch den Einbau des heterologen L13 Proteins aus S.carnosus?

Ist im Vergleich zu unterschiedlichen cytoplasmatischen Enzymen die Bio-

synthese sekretorischer Proteine reduziert, und ist dies abhängig von der

Art der Translokation (co- bzw . posttranslational)?

Antworten auf diese Fragen könnten Hinweise auf den Mechanismus der

Kopplung zwischen der Translation und dem Export sekretorischer Proteine

liefern und so die Wirkungsweise des heterologen L13 Proteins in E.coli

erklären .
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4.2 . Isolierung, Sequenzierung und Charakterisierung eines secA homologen

DNA-Fragments aus Bacillus subti l is

4.2 .1 . Sequenzanalyse des secA Gens aus B.subtilis

Mit Hilfe des secA Gens aus E.coli konnte durch die Methode der DNA-DNA

Hybridisierung das aminoterminale Fragment des secA Gens von B.subtilis

isoliert werden . Es liegt auf einem 1,4kB grofen Fragment (Abb .21b), das

für zwei offene, unvollständige Leserahmen kodiert.

Das secA Gen aus E.coli ist als mittleres in einem Operon aus drei Genen

lokalisiert (Oliver et al .,1990) . Die Expression des SecA Proteins unter-

liegt einer komplexen Regulation . 'Amber' Mutationen im promotorproximal

liegenden GenX haben einen polaren Effekt auf die Translation von SecA,

Defekte in Komponenten des Proteinexport-Apparates führen zu einer De-

repression der SecA Synthese, die wiederum autoregulatorisch durch das SecA

Protein reprimiert werden kann (Schmidt et al .,1988 ; Schmidt und Oliver,

1989).

Im Unterschied zu dieser in E.coli vorliegenden Organisation scheint das

secA Gen von B .subtilis unter der Kontrolle eines eigenen Promotors zu

stehen . Hierfür sprechen zwei Punkte : die durch den ersten offenen Lese-

rahmen kodierte Aminosäuresequenz zeigt keine Homologie zu der Sequenz des

GerrsX aus E.coli. Beide offenen Leserahmen sind durch einen Bereich von

170Bp (gegenüber 64Bp in E.coli) getrennt, der eine Sequenz beinhaltet, die

nahezu mit der durch den vegetativen Sigma Faktor von B.subtilis erkannten

Konsensussequenz übereinstimmt (Abb .21b ; Position 257-284 :-TTGGAA-16Bp-

TATGAT ; Moran et al .,1982).

Oliver et al .(1990) konnten im L.co/i secA-0peron durch Deletion des

Bereiches zwischen dem Stopcodon des GensX und der Ribosomenbindungsstelle

des secA Gens eine konstitutive Expression des SecA Proteins erreichen.

Dies weist auf eine wichtige Funktion dieser Sequenz in der Regulation hin.

In B.subtilis befindet sich zwischen der vermuteten -10 Region und der

Ribosomenbindungsstelle des secA Gens eine entgegengesetzte, palindromische

Sequenz, die eine Haarnadelstruktur von 8Bp mit einer Schleife von 7Bp

ausbilden könnte (Abb .21b, Position 320-343) . Diese Sequenz könnte -analog

einer Terminationsstruktur bei den durch Attenuation regulierten Amino-

säurebiosynthesegenen (Lewin 1990)- eine wichtige Rolle in der Regulation

der secA Expression in B.subtilis spielen .
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4 .2 .2 . Aminosäuresequenzvergleich der arninoterminalen Fragmente aus

B.subtilis und E . co l i

Die abgeleitete Aminosäuresequenz des N-terminalen SecA-Fragments aus

B.subtilis weist zu den ersten 384 Aminosäuren des E.coli SecA Proteins

eine starke Homologie auf (Abb .24) . Auf Grund dieser konservierten Struktur

zeigen die gegen das E.coli SecA gerichteten Antikörper Kreuzreaktivität

zum SecA Peptid aus B.subtilis (Abb .25).

Für das SecA Protein von E.coli wurden experimentell drei ATP-Bindungs-

stellen nachgewiesen, von denen nur eine an der induzierbaren Transloka-

tions ATPase Aktivät beteiligt ist (Lill et a1 .,1989) . Oliver et al .(1990)

schlagen für das SecA Protein vier ATP ..Bindungsstellen vor, die zu den

untersuchten Konsensussequenzen vom Typ A und B Homologie aufweisen

(Position 160-167, 341-348, 503-511 Typ A, 266-283 Typ B; Nomenklatur nach

Walker et al . 1982, Gay und Walker 1983).

Matsuyama et al .(1990) konnten durch Mischung unterschiedlicher aminoter-

minaler und carboxyterminaler SecA-Fragmente mit überlappenden Regionen in

vitro ein Hybrid rekonstituieren, welches ATP binden konnte . Dieser Bereich

konnte auf die ersten 241 Aminosäuren eingegrenzt werden, und es wurde eine

zu den von Oliver et al .(1990) vorgeschlagenen Regionen unterschiedliche

ATP-Bindungsstellen postuliert (Position 102-109).

Vergleicht man die Aminosäuresequenz des SecA Proteins aus B.subtilis mit

den ersten 241 Aminosäuren des E.coli Proteins, läpt sich folgendes fest-

stellen : die Sequenz des B.subtilis SecA Proteins ist an Position 100-107

nahezu identisch mit der von Matzuyama postulierten ATP-Bindungsstelle ; als

ein konservierter Austausch kann die Aminosäure Lysin an Stelle des

Arginins betrachtet werden . Die von Oliver et al .(1990) vorgeschlagene

Bindungsstelle (Position 160-167) stimmt nur in 3 von 7 Aminosäuren mit der

entsprechenden Sequenz aus B.subtilis überein.
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die Sequenz -GX4GKTX6 (I/V)- für den Typ A bzw . (R/K)X2-3GX3L,4 (D/E) für den

Typ B L steht für hydrophobe Aminosäuren wie I,V,L,M,Y,W,FJ.

In B.subtilis ist die oben erwähnte Aminosäurefolge, die mit der von

Matsuyama vorgeschlagenen ATP-Bindungsstelle von E.coli übereinstimmt,

nahezu identisch zu der von Walker postulierten Konsensussequenz des Typs

A, im Unterschied ist an Position 1 statt eines Glycins ein Alanin loka-

lisiert (Aminosäure . . 98-114, Abb .21) . Ein weiterer Bereich, der dem Typ B

entsprechen würde, wird durch die Abfolge an Position 270-283 vertreten
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der hydrophoben geladene Aminosäuren (nicht unterstrichen).

Auf Grund dieser Ergebnisse wird die Aminosäurefolge 98-114 des SecA

Proteins aus B.subtilis als ATP-Bindungsstelle des Typs A vorgeschlagen . Da

der Bereich mit der von Matsuyama et al .(1990) postulierten Sequenz nahezu

identisch ist, könnte dies als Hinweis gewertet werden, daß es sich bei der

Sequenz um die für die Translokation von Proteinen relevante ATP-Bindungs-

stelle am SecA Protein handelt.

4 .2 .3 . Einfluß der Expression des SecA Fragments aus B.subtilis in den

E.coli secA Mutanten MM52 und BAI3

Durch Expression des aminoterminalen SecA Peptids aus B.subtilis konnten

sowohl der Wachstums-, als auch der Prozessierungsdefekt der E.coli Mutante

MM52 (secA Ts) komplementiert werden (Abb .25,27) . Eine Komplementation der

Mutante BA13 (secA Am) durch das Plasmid psecA4 wurde nicht beobachtet.

Während in der E.coli Mutante MM52 auch nach Wachstum bei der nicht-permis-

siven Temperatur ein zwar enzymatisch inaktives SecA Protein gebildet wird,

ist bei 42°C die Expression dieses Proteins in der Mutante BA13 auf Grund

einer polaren Mutation im GenX vollständig unterbunden (Schmidt et al .,

1988) . Die durch das Plasmid psecA4 hervorgerufene Komplementation von MM52

ist also abhängig von der Anwesenheit inaktiven SecA Proteins.

Matsuyama et al .(1990) konnten in Rekonstitutionsexperimenten zeigen, daß

aminoterminale und carboxyterminale Sec^ Fragmente mit überlappenden

Bereichen in vitro zu einem ATP-bindungsfähigen Protein assemblieren

können . Hierbei lokalisierten sie die für die Translokation relevante ATP-

Bindungsstelle im N-terminalen Teil, während sie dem C-Terminus die Funk-

tion der Stabilisierung einer aktiven Konformation zuschrieben®

Das N-terminale Fragment aus B.subtilis könnte in einer vergleichbaren

Weise die Komplementation der Mutante MM52 bewirken . Wie für die a-Komple-
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zu einem enzymatisch aktiven Enzym zusammenfügen, könnte das aminoterminale

SecA Peptid mit dem SecA Protein aus E.coli zu einer aktiven Form des

Enzyms assemblieren . Hierbei könnte der carboxyterminale Bereich des E.coli

Proteins den Komplex stabilisieren, während das N-terminale Peptid aus

B.subtilis die enzymatische Aktivität gewährleistete.

4 .2 .4 . Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die Isolierung des aminoterminalen Frag-

mentsdes secA Gens aus B.subtilis vorgestellt, das dem secA Gen aus E.coli

homo dog 1st . Es komplementiert den secA(Ts) bedingten T r-ans lokal ions_ und
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Wachstumsdefekt der E.coli Mutante MM52.

Neben der Identifizierung eines secY-homologen Gens in B.subtilis liefert

der Nachweis eines secA-homologen Gens einen weiteren Hinweis auf die

Existenz eines konservierten sec-homologen Proteintranslokations-Apparates

in Gram-positiven Bakterien.

Um eine Aussage darüber machen zu können, ob das SecA Protein von

B .subtilis die entsprechende Komponente in E.coli vollständig funktionell

ersetzten kann, ist die Klonierung des gesamten secA Gens, sowie dessen

Expression in der E.coli Mutante BA13 [secA Am] erforderlich.

Nach Abschluß dieser Arbeit wurde von Sadaie et al .(1991) eine Sequenz aus

B.subtilis publiziert (div), die zum secA aus E.coli Homologie aufweist.

Das von dieser Arbeitsgruppe isolierte div Gen ist identisch mit dem in

dieser Arbeit vorgestellten aminoterminalen secA Fragment aus B.subtilis.

Die DNA Sequenzen unterscheiden sich in 18 von insgesamt 1456Bp, wobei der

Austausch des Nukleotids A zu G an Postition 739 (Abb .21b) einen Amino-

säureaustausch (Ile zu Val) zur Folge hat . Dieser Befund kann möglicher-

weise auf Variationen im Stamm B.subtilis DB104 zurückgeführt werden .
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5 . ZUSAMMENFASSUNG

Während zahlreiche Komponenten des Proteinexport-Apparates des Gram nega-

tiven Bakteriums Escherichia coli identifiziert und charakterisiert wurden,

:"t über den Mechanismus der Proteintranslokation Gram positiver Bakterien
.>>>~~.a

nur wenig bekannt . In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe unterschied-

licher experimenteller Ansätze versucht, Komponenten des Poteintrans-

lokations-Apparates der Gram positiven Organismen Bacillus und Staphylo-

coccus zu isolieren.

Über den Ansatz der heterologen Komplementation der E.coli Mutante

MM52, die einen temperatursensitiven Defekt im SecA, einer essentiellen

Komponente des Proteinexport-Apparates, trägt, wurde das Gen rplNaus dem

Organismus Staphylococcus carnosus isoliert . Das 0,6kB umfassende Gen

kodiert für das ribosomale Protein L13, das wie bei E.coli zusammen mit dem

Gen rpsl (ribosomales Protein S9) in einem Operon organisiert ist . Das

S.carnosus L13 weist gegenüber dem L13 Protein aus E.coli starke Homologie

auf ; auf Grund dieser konservierten Struktur wird das heterologe Protein in

die Ribosomen von E.coli eingebaut . Im Bezug auf das Komplementations-

verhalten unterschiedlicher Sekretionsmutanten von E.coli zeigt L13 eine

pleiotrope Wirkung ; durch geringe Expression d es heterologen Proteins kann

neben dem secA (Ts) Defekt der E.coli Mutante MM52 auch der temperatur-

sensitive Wachstumsdefekt der Stämme IQ85 (secY Ts) und IT41 (lep Ts)

supprimiert werden . Während die Expression von L13 in der Mutante IT41

(lep) eine Reduktion der Proteinbiosynthese verursacht und somit ein

Überleben unter nicht-permissiven Bedingungen ermöglicht, konnte dieser

Effekt in den Stämmen MM52 (secA Ts) und IQ85 (secY Ts) nicht beobachtet

werden . Diese Stämme zeigen unter permissiven Bedingungen eine leicht

verminderte Akkumulation des OmpA Vorläuferproteins.

Über die Methode der Southern Hybridisierung konnte mit Hilfe des secA

Gens aus E.coli als Sonde das aminoterminale secA Fragment aus Bacillus

subtilis isoliert werden . Es kodiert für ein Protein, das zu den ersten 364

Aminosäureresten des SecA aus E.coli starke Homologie aufweist und mit den

gegen das E .coli SecA gerichteten Antikörpern kreuzreagiert . Im Gegensatz

zum E.coli secA, das als mittleres von drei Genen in einem Operon organi-

siert ist, scheint das secA von B.subtilis unter der Kontrolle des eigenen

Promotors zu stehen . Durch ein 275 Aminosäure gropes B .subtilis secA

Peptid, welches die Konsensussequenz einer ATP-Bindungsstelle aufweist,

kann sowohl der Wachstums-, als auch der Protein-Prozessferungsdefekt der

E.coli Mutante MM52 (secA Ts) komplementiert werden .
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