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1. EINLEITUNG

1.1. Proteintransport in Gram-negativen Bakterien

Im Vergleich zu eukaryontischen Zellen, die durch ihren komplexen Aufbau
iber zahlreiche Kompartimente verfiigen, liegt Bakterienzellen ein einfaches
Béubfiﬁiip zugruﬁdé;méfammnegativé Bakterien haben zwei Membranen, die das
Cytoplasma von seiner Umgebung abgrenzen; die innere und duere Membran
sind durch den periplasmatischen Raum voneinander getrennt.

Wahrend das Cytoplasma den Ort zentraler Reaktionen wie Replikation der
'DNA, Proteinbiosynthese und katalytisches Zentrum anaboler und kataboler
“Stoffwechselreaktionen darstellt, wird durch die Zellhiille die biologische
Kommunikation mit der Umgebung gewdhrleistet. Sie wirkt als Permeabilitdts-
schranke, die die Molekiil- und Ionenzusammensetzung der Zelle reguliert,
sowie die Information &uferer Reize in das Zellinnere weiterleiten kann. An
diesen Reaktionen sind zahlreiche Proteine beteiligt, die im Cytoplasma
synthetisiert und zu ihrem Wirkort, der inneren oder duPeren Membran, dem
Periplasma oder dem umgebenden Medium transportiert werden miissen. Die
dabei zu tiberwindeden hydrophoben Barrieren deuten auf einen komplexen
Mechanismus der Transiokation hin.

Proteine, die an das AuBenmedium abgegeben werden, verfiigen hdufig iber ein
fiir das jeweilige Protein spezifisches Exportsystem (Haemolysin, Mackman et
al.,1986; Pullulanase, Reyss und Pugsley,1990) oder tragen die fir den
Export notwendigen Komponenten in Form einer C-terminalen Helferdomdne im
Protein selber (Ig4 Protease, Pohlner et al.,1987).

Die meisten Proteine der inneren und &uPeren Membran, sowie periplasma-
tische Proteine werden liber einen gemeinsamen, sogenannten sec-abhdngigen
Weg transportiert. Dieser Mechanismus wurde bei dem Gram negativen Bakte-
rium Fscherichia coli gut untersucht (Bieker et al.,1990).

Sekretorische Proteine zeichnen sich durch das Vorhandensein einer Signal-
sequenz aus. Obwohl bei der Vielzahl bekannter Signalsequenzen keine .-
Homologien in der Primédrstruktur festgestellt werden konnten, liegt ihnen
doch ein gemeinsames Bauprinzip zugrunde: ein bis mehrere positiv geladene
Aminosduren am N-Terminus werden von einem bis zu 12 Aminosduren langen
Bereich mit hydrophoben Eigenschaften gefolgt, der eine membrandurch--
spannende Region darstellt {von Heijne und Abrahmsen,1989). Im Laufe-des
Transports periplasmatischer und &uferer 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 Aminosdure-




sequenz Ala-X-Ala auszeichnet (von Heijne,1986).

1.2. Experimentelle Ansdtze zur Identifizierung der Exportkomponenten
Die am Export beteiligten zelluldren Komponenten wurden hauptsdchlich iber
_zwei Versuchsansdtze identifiziert (Bieker et al.,1990):
1. Durch Expression eines Fusionsproteins konnten konditional lethale
Mutanten isoliert werden, die einen pleiotropen Defekt im Proteinexport
aufwiesen. Das Fusionsprotein, das sich aus dem N-Terminus eines exportier-
baren Proteins (wie LamB, MalE) und einem cytoplasmatisch lokalisierten
Protein (B-Galaktosidase) zusammensetzt, kann unter den gewdhlten 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 fir die Zellen lethal
ist. Klone, die unter diesen Selektionsbedingungen iiberleben kénnen, tragen
eine Mutation in einer der an der Wechselwirkung mit dem Fusionsprotein
beteiligten Komponenten. Die iiber diesen Ansatz identifizierten Gene werden
mit sec fiir 'secretion' abgekiirzt. 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 Verdnderungen
im hydrophoben Bereich des Signalsequenz, auch kann der Austausch einer
positiv geladenen gegen eine negativ geladene Aminosdure am N-Terminus den
Exportdefekt verursachen. Zu diesen Mutationen wurden Suppressormutanten
isoliert, die ein Protein mit einer verdnderten Signalsequenz wieder
exportieren kdnnen. Uber den beschriebenen Ansatz konnten Komponenten
identifiziert werden, die wdhrend der Translokation eines sekretorischen
Proteins eine Wechselwirkung mit der Signalsequenz eingehen. Diese
dominanten Suppressoren von Signalsequenz-mutationen werden mit pr7 fir
"protein Jocalization'~gekennzeichnet (Bieker et al,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-
J(O]iyer-et-a?;,lQQO),.:-* '




1.3. Komponanten des Proteinexpert-Apparates von £.coli

Zahlreiche Faktoren des Proteinexport-Apparates sind genetisch und bio-
chemisch gut untersucht:

secA {pribj: Mutationen im secA Gen wurden mit Hilfe einer MalE-LacZ
Fusion von Oliver und Beckwith (1981), sowie als Suppressoren von #MalE-

| Signa1sequenzmatdtidnen isoliert (Fikés und Bassfcrd,1989j.

Das SecA Protein ist ein 102 kDa gropes, membranassoziiertes Protein mit
ATPase Aktivit&t. Diese auch als Translokations ATPase bezeichnete
Aktivitdt wird durch Inkubation mit Vesikeln der inneren Membran, sowie
durch ein translokationskompetentes Exportprotein stimuliert (Lill et
~-al.,1989). Biochemisch konnte gezeigt werden, daB 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
al.,1890; Hartl et al.,1990).

Als einziges der bisher identifizierten Gene des Proteinexport-Apparates
ist die Expression des secA Gens reguliert, sie reagiert auf die Anderung
der Exportféhigkeit einer Zelle. Die Secd Synthese ist abhdngig von der
Translation des im secA Operon stromaufwdrts lokalisierten Gens X (Schmidt
et al.,1988) und wird durch Defekte im Proteinexport erhdht. So fiihren
Inkubation eines secA (ts) Stamms bei der nicht-permissiven Temperatur,
Mutationen in den Genen secd, seck, secY oder Expression von lethalen
Fusionsproteinen zu einer ca. 10fach erhthten SecA Konzentration (Gardel et
al.,1987; Rollo und Oliver,1988; Bieker et al.,1990). Schmidt und Oliver
(1989) konnten einen autoregulatorischen Mechanismus der SecA Expression
aut der Ebene der Translation nachweisen, das SecA Protein reprimiert seine

eigene Synthese.

secY {prid}: 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 al.,1981).
Eine entsprechende konditional-lethale Mutante im gleichen Gen wurde durch
lokalisierte Mutagenese der chromosomalen Region um das prl4 Gen erhalten
(Ito et al., 1983).

SecY ist zusammen mit Genen ribosomaler Proteine im sogenannten spc Operon
organisiert und kodiert fiir ein Protein mit einem Molekulargewicht von
49000 (Cerretti et al.,1983). Als integrales Membranprotein mit 10 membran-
spannenden Segmenten (Akivama und Ito, 1987) stellt das SecY im Komplex mit
dem SecE Protein und einem bisher nicht identifizierten "Bande I" Protein




den membranlokalisierten Anteil des sogenannten Trans]okators dar (Brundage
et al.,1990).

Durch Sequenzierung zweier sehr effektiver Signalsequenz-Suppressoren
(priA4 und priA410) konnten die Mutationen in den Transmembransegmenten 7/
und 10 Tokalisiert werde. Dies konnte bedeuten, dap 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 fithrt die Inaktivierung
des secB Gens durch Transposonmutagenese nicht zum Verlust der Zellebens-
fahigkeit (Kumamoto und Beckwith,1985). SecB ist nur fir den Export bestim-
mter Proteine notwendig, auch kann die Abhdngigkeit von SecB durch
Inkubation bei einer héheren Temperatur abgeschwdchi werden. Moglicherweise
itbernehmen unter diesen Bedingungen die Hitzeschockproteine Grofl und fnak
die Funktion von SecB (Altman et al.,1991).

Das ca. 460Bp grope secB Gen kodiert fiir 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 Vorlduferprotein in einer exportkompetenten Konformation hélt, 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 Vorldufer-
proteine, sowie deren unspezifische Bindung an exportinaktive Stellen der
Cytoplasmamembran. Die hohe Affinitdt des SecB Proteins zum SecA, der
peripheren Komponente des 7ranslokators, 18t auf eine weitere Funktion
schlieBen. SecB vermittelt die spezifische Bindung des Vorlduferproteins an
die Exportstellen der Cytoplasmamembran (Hartl et al.,1990).

Genetisch und biochemisch konnte bisher neben der SecB-Abhé&ngigkeit fiir den
cotranslationalen Transport des Maliose Bindeproieins eine Bindungs-
affinitdt zu den Vorlaufermolekiilen praelamB, praeOmpA, praeOmpF, praePhofE
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 B-Galaktosidase konnte
nicht dargestellt werden { Kumamoto, 1989). Auch konnte eine Abhdngigkeit
des Ribose-Bindeprotein und des P-Laktamase Transports von Sec8 nicht
nachgewiesen werden (Collier et al.,1990; Laminet et al.,1991).

v secE (prig}: Das secf Gen ist zusammen mit dem nusG Gen in einem Operon
corganisiert und kodiert fiir ein ca 14kDa grofes Membranprotein mit drei




membrandurchspannenden Segmenten (Schatz et al.,1989; Downing et al.,1990).
KédTtesensitive Mutanten im secf Gen wurden durch Selektion auf erhthte
Expression einer SecA-B-Galakiosidase Fusion identifiziert (Riggs et
‘al.,1988). Die Isolierung eines Signalsequenzsuppressors (prl6 ) zu Muta-
tionen im LamB und Malf Protein deutet auf eine Wechselwirkung des Sect
Proteins mit dem Vorliuferprotein wahrend des Exports hin (Stader et
al.,1989).

SecE liegt im Komplex mit dem SecY und Bande I 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.

sech, secF: Durch die Expression lethaler Fusionsproteine konnte die kdlte-
sensitive seacD Mutation isoliert werden, die einen pleiotropen Effekt auf
den Proteinexport ausilbt. Das Gen sech ist zusammen mit dem secF, das fir
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 grofe periplasmatische Domdne.
Diese Beobachtung und die Tatsache, daPp die beschriebenen Gene nicht als
Signalsequenzsuppressoren isoliert wurden, 18Bt eine spate Wirkungsweise im
Proteintransport vermuten (Gardel et al.,1990).

SignaIpeptidase: Durch Uberproduktion und Selektion auf erhdhte Prozes-
sierungskinetik des M13 'Coat'-Proteins konnte das Jep Gen, welches fiir die
Signalpeptidase aus E.coli kodiert, isoiiert werden {Date und Wickmer,
1981). Das 37kDa groBe Protein ist mit zwel membrandurchspannenden
Segmenten in der Cytoplasmamembran verankert (Date,1983). Das aktive
Zentrum des Enzyms ist ins Periplasma gerichtet, wdhrend der Transiokation
wird hinter der konservierten Erkennungssequenz das Signalpeptid vom reifen
Teil eines Proteins abgespalten (Wolfe et al,1983). Die Erkennungssequenz
“der Signalpeptidase kann fir zahlreiche Vorliduferproteine mit Ala-X-Ala
angegeben werden (von Heijne, 1986).

“'Die Hitzeschockproteine &reofl und DnakK wirken wie das SecB Protein als
- Chaperon, sie binden an Vorlaufer exportierbarer Proteine und erhalten

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

et al.,1990). Durch Uberexpression dieser Hitzeschockproteine kann der
durch Mutation eines sec Gens oder Expression eines lethalen Fusions-




proteins hervorgerufene Exportdefekt einer Zelle kompensiert werden, so dap
ein Uberleben bei nicht-permissiver Bedingung ermdglicht 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 (Rémisch 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 7fs Gen
zeichnen sich durch Akkumulation des Vorlduferproteins prae-p-Laktamase,
nicht aber des prae-#altose Bindeproteins aus. Diese lethale Mutation kann
durch Expression der eukaryontischen SRP7S RNA supprimiert werden. Die 4,55
RNA aus £.col7 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 F.coli sind
Komponenten eines Ribonukleopartikels, welcher moglicherweise SRP-dhnliche
Funktion im Proteintransport iibernimmt.

Von den temperatursensitiven Mutationen im secd und secY Gen wurden
zahTreiche Suppressormutanten isoliert, die ein eingeschrénktes Wachstum
unter nicht-permissiven Bedingungen ermdglichen (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 Vorlduferproteinen ein
langsames Zellwachstum unter nicht-permissiven Bedingungen ermdglicht. Der
gleiche Effekt kann auch durch Inkubation in Gegenwart einer sublethalen
Dosis des Proteinbiosyntheseinhibitors Chloramphenikol erreicht werden (Lee
und Beckwith,1986; Ueguchi und It0,1990). Obwohl diese Gene wahrscheinlich
nicht fiir essentielle Komponenten des Proteinexpori-Apparates kodieren,
spiegeln sie doch die enge Kopplung zwischen Translation und Proteintrans-
port wider.

Driessen und Wickner (1990) konnten in vitro ein definiertes ATP-abhdngiges
Proteintransiokations-System rekonstituieren. Dieses System bestand aus
kiinstlichen Vesikeln, in deren Membran das SecY Protein eingebaut war, SecA

und translokationskompetentem praeOmpA. Unter Energieverbrauch wurde das

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

~"grope Mengen von ATP benétigt wurden, ist die Beteiligung weiterer Kompo-

nenten, welche die Kinetik des Transports verbessern, wahrscheinlich.
“~Zahlreiche cytoplasmatische Faktoren, denen neben dem SecB Protein




Chaperon-Funktion zugeschrieben wird, kdnnten in dieser Weise wirksam sein
(GroFL, Dnak oder Ribonukleopartikel). Hierbei scheint jedoch das SecB eine
zentrale Rolle im Proteintransport zu spielen, da nur dieses eine Wechsel-

Trotz der Vielzahl der isolierten Faktoren kénnten weitere, bisher unbekan-
nte Komponenten existieren, die eine zusdtzliche Funktion beim Transport
von Proteinen ibernehmen. Wie schon fir Eukaryonten gezeigt wurde (Savitz
und Meyer,1990), kénnte 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. Hodell fiir den Export des Naltose Bindsproteins ins Periplasma

Die bisher erzielten Ergebnisse werden in Abbildung 1 am Beispiel des
cotranslationalen Transports des Maltose Bindeproteins als sequentielles
Modell dargestellt:

Wahrend der Synthese des sekretorischen Proteins am Ribosom bindet das
SecB Protein an das Yorlaufermolekiil, um so seine exportkompetente Konfor-
mation aufrecht zu erhalten. Hierbei erkennt das Chaperon Strukturen in der
Signalsequenz und dem reifen Teil des Vorlauferproteins [1] (Altman et
al.,1990; Hartl et al.,1990). Nachdem ca. 80% des Proteins synthetisiert
sind, kann das SecB auf Grund seiner hohen Affinitdt zum membranassoziier-
ten Secd eine produktive Bindung des Komplexes an den Proteintranslokator
vermitteln. Das SecA Protein, das an das SecY gebunden ist, erkennt hierbei
neben SecB sowohl die Signalsequenz, als auch den reifen Teil des Maltose
Bindeproteins [2] (Hartl et al.,1990). Dap auch SecY und Secf an der
Erkennung der Signalsequenz beteiligt sind, wurde durch die Isolierung von
Signalsequenz-Suppressormutationen in diesen Genen belegt (prfA und priG;
Bieker et al.,1990). Wahrend die Assoziation des SecB-Praeprotein Komplexes
an den Translokator energieunabhingig geschieht, ist die eigentliche
TransTokation abhingig von ATP und dem elektrochemisches Potential (Yamane
et al.,1987; Swidersky et al.,1990). Die im SecA Protein lokalisierte
ATPase-Aktivitdt wird durch Bindung eines exportkompetenten Vorldufer-
proteins, SecY und saurer Phosholipide stimuliert [3] {Lil11 et &l.,1990;
Brundage et al.,1990). Ob, wie von Geller (1990) vorgeschlagen, die ATP-
Hydrolyse fiir die Insertion der Signalsequenz in die Membran und das
elektrochemische Potential fiir die eigentliche Translokation durch die
Membran bendtigt werden, ist zur Zeit nicht gekldrt,

Wahrend der Translokation erfolgt die Abspaltung der Signalsequenz durch




die Signalpeptidase, deren aktives Zentrum im Periplasma lokalisiert ist.
Das Maltose Bindeprotein nimmt seine endgililtige Faltung ein und wird ins
Periplasma freigesetzt [4].

Abb.1 Modell fiir den cotranslationalen Proteintransport des
Ma ltose-Bindeproteins (#8P) ins Periplasma von £.col7;
A Sech; B SecB; E SecE; Y SecY; § Signalpeptidase;
€ Cytoplasma; M Cytoplasmamembran; P Periplasma.

1.5. Proteintransport in Gram-positiven Bakterien

Gram-positive Bakterien der Gattung Bacillus verfiigen lber die Fdhigkeit
Exoproteine in gropen Mengen zu biiden und auszuschieusen (bis zu 12 g/1
Harwood,1989). Diese Féhigkeit mag im unterschiedlichen Aufbau der Zellwand
begriindet sein. Wdhrend zum Export eines Proteins in das AuBenmedium eines
Gram-negativen Bakteriums zwei Membranen {iberwunden werden milssen, stellt
in Gram~positiven Bakterien die Cytoplasmamembran die einzige hydrophobe
Barriere fir die Ausschleusung eines Proteins dar.

Uber den Proteintransport in Gram-positiven Bakterien ist nur wenig
bekannt. Zahireiche durch Selektion auf verminderten Proteinexport
isolierte Gene regulieren auf Ebene der Transkription und Transliation die




Synthese der Exoenzyme (sac und prs Gene aus B.subtilis; Kontinen et
al.,1988; Henner et al.,1988; bzw. agr und exp fir 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- pos1t1ven und - negat1ven Bakterien.

Fiir den Export bestimmte Proteine tragen wie die der Gram- negat1ven
Bakterien eine Signalsequenz, die im Laufe des Transports abgespalten wird.
Die in der Regel langere Signalsequenz beginnt an ihrem N-Terminus mit zwei
bis fiinf positiven Ladungen, gefolgt von einer hydrophoben Region aus 15
und mehr Aminosduren (von Heijne und Abrahmsen,1989}. Wie auch bei £.col7i
befindet sich zwischen der Signalsequenz und dem reifen Teil in der Regel
die Aminosdurefolge Ala-X-Ala, die die Konsensussequenz fiir die Signal-
peptidase in Gram-negativen Bakterien darstellt. sachlich konnte gezeigt
werden, dap sekretorische Proteine aus.Gram—p051t1ven Bakterien in £.coli
unter korrekter Prozessierung ins Periplasma ausgeschleust werden ( Tino
und Sako,1988; Harwood, 1989). In vitro wurde auch fiir B.subtilis eine
Signalpeptidase-Aktivitit nachgewiesen, welche die gleiche Spezifitdt wie
das aus E.coli isolierte Enzym aufweist (Wong und Doi,1986).

Sequenzierung des spc Operons und Verwendung des secY Gens aus £.col7
als Sonde fiihrten zur Identifizierung eines Gens, das zum secY von E.colf
starke Homologie aufweist (Suh et al.,1990; Nakamura et al.,1990a). Die
abgeleitete Aminoséuresequenz zeigt 41,3% Homologie zum SecY Protein, wobe i
die Ubereinstimmung der Aminosiuren in den cytoplasmatischen Doménen bis zu
80% betrdgt. Expression des SecY-homologen Proteins aus B.subtilis in einer
temperatursensitiven secY Mutante von E.coli fihrt nicht zur Komplemen-
tation des Wachstumsdefekts, vermittelt aber eine deutliche Beschleunigung
des Proteinexports (Nakamura et al.,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 Bacillus subtilis. Dies sollte itber zwei unterschiedliche
experimentelle Ansédtze erfolgen:
a) iiber heterologe Komplementation der im Proteinexport defekten
Mutante MM52 (secA Ts) von E.coli;
b) tiber 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, Bakterienstdmme upnd Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdmme und Plasmide sind in

Tabelle 1 und 2 zusammengefapt.

Tabelle 1:

Stamm

Bakterienstdmme

Genotyp

Zitat

Gram positive Bakterien

Bacillus subtilis

DB104

his nprR2 nprEl8 _aprA3

Staphylococcus carnosus

TM300

Wildtyp

Kawamura und Doi,
1984

Schleifer und
Fischer, 1982

Gram negative Bakiterien: Escherichia coli-Stdmme

MF746

JM109 recAl supE44 endAl hsdR17 gyrA96
reiAI thi gfac proAB) F'[ traD36
. proAB* lacI9 lacZ _MI5]
Sure!M recB_recd shcC201 uvrC umuC :Tnb
' (kan®) mcrA mcrB mrr lac _(hsdRMS)
endAl gyrA96 thi relAl supE44
F [proAB lacI9 Z 15 Tn10
Y1090 supF araDI139 strA proA™ (lon)
lacti69 [trpC22::Tn] (pMCY)
ED8654 SupE supF hsdR metB lacY gal trpR
MC4100 arap39 (argf-Jac) U169 relA5]
rpsLI50 F1bB5301 deoCl ptsF25
MMb2 MC4100 secAsl [Ts]
BA13 MC4100 secAI3[Am] supF[Ts]
tro[Am]} zch::TnlQ
1Q85 MC4100 596Y24[Ts] zhc::Tnld
1T41 w3110 supV 7ep9 [Am,Ts]
_ mini Tnl0 nahe Jep
CK1953 ‘MC4100 secB::Tn5
MM180 MC4100 secf[Cs]E50I arg::TnlQ =
=PR520 I
NP315 K10 fda- [Ts]
7850 tonAZ? proAd44 lacyl supk44? gal-6.
_ hisG! rpsl9 malAl ( ) xyl-7
mt1-2 argHl thi-1 mop-1 (=grof)
thr-1 dnak756 (Ts) tonAZI JacYl

Supt44 = rfbbl

Inada et al.,

Yanish-Pervron, 1985

1M

Greener, 1530

Huynh et al., 1985
Murray et al., 1977
Shultz et al., 1982

Oliver und
Beckwith, 1881
Cabelli et al.,

1988
Shiba et al.,1984
1989

Kumamoto und

Beckwith, 1985

'Riggs-et'al;;'1988

Schreyer_und Bock

1973

Takano und o
Kakefuda, 1972 -

Yochem et al., 1978
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Tabelle 2: Plasmide

Plasmid genetische Marker Zitat

puC18, pUClo AmpR lacZ' Vieira und Messing, 1982

pHC79 Amp™ Tet' Cos-Region vom  Hohn und Collins, 1980

' Phagen Lambda

pKK223-3 Amp™ tac-Promotor rrn- Brosius und Holy, 1984
Terminator

pMF8 pBR325 Derivat: AmpR Schmidt und Qliver, 1989
SecA

pOF39 pBR325 Derivat: AmpR Fayet et al., 1986
groELES

2.2. Medien und Kultivierungsbedingungen

e das L3 IS

Die Gram-positiven Bakterienstdmme B.subiilis und S.carnosus wurden in
Vollmedium (LB) kultiviert, die Anzucht von £.coli Sté&mmen erfolgte je nach
Angabe in Vollmedium (LB) oder Minimalmedium (M9).

Vollmedium (nach Miller,1972)

[ B-Hedium (Angaben pro 1): 10g Bacto-Tryptone
5g Hefe Extrakt
5g NaCl

MinimaImedium (variiert nach Miller, 1972)

Minimalmedium #9 (Angaben pro 1)}: 7g KHsPO
ﬁ 4

3g K P04

1g Nﬁ S0
pH Wert von 6.5 einstellen

Nach dem Autoklavieren wurden folgende LOsungen zugesetzt:

ml 1M MgSO,
el Thiamin {KOmafml}
fii rnaaiin youviigysna
A% C-Quelle
ml 10x Salz Lésung bestehend aus (Angaben pro 1):

60g N&zHPO@

30g KH5P0g4

. 5g Naé]

10g NH4Cl
pH Wert 7.3 einstellen

= O et

Fir die Kultivierung auf Platten wurden den Medien 15g/1 Agar zugesetzt.
- LB-Weich-Agar enthielt eine Konzentration von 7,5g/1. . S
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Antibiotika wurden in folgenden Konzentrationen zugesetzt: Ampizillin

50pg/ml, Tetrazyklin 12,5pg/ml und Kanamyzin 50pg/ml.

Die Gram-positiven Bakterienstdmme sowie die Wildtypstdmme von E.coli

wurden bei 37°C kultiviert, wdhrend die Anzucht der £.col7 Stdmme mit

temperatursensitiven Eigenschaften bei der permissiven Temperatur 30°C

éffo1gte.

2.3. Allgemeine genetische und rekomhinante DNA Techniken wie Spaltung mit
Restriktionsenzymen, KTenow Reaktion, DNA F&Tlung, Ligation und Transforma-
tion wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt.

2.4, Prdparation von Plasmid DNA

Die Prdparation der Plasmid-DNA erfolgte aus t u
(Minipréparation) bzw. im gréperen Mapstab (Midiprdparation) aus 50ml
Kulturen von E.coli.

Folgende L&sungen wurden bendtigt:

Ldsung A: 50mM Glukose, 25mM Tris-HCT pH 8.0, 10mM EDTA

Ldsung B: 0,2N NaOH, 1% SDS

Lésung C: 3M Kaliumacetat pH 4.8

Pheno 1-Chloroform: neutralisiertes Phencl und Chloroform im
gleichen Verhdltnis gemischt

TE-Puffer: 10mM Tris, 1lmM EDTA; pH 7.8

'Mini' préparation: Plasmid-DNA wurde aus 2,5 m1 Ubernacht-Kultur nach der
Methode der alkalischen Lyse (Sambrook et al.,1989) gewonnen.

'Midiprdparation' : Mit einer nach Birnboim und Doly (1979) modifiziert
Methode wurde aus einer 50ml1 Kultur Plasmid DNA wie folgt isoliert:

* Nach Zentrifugation der Kultur wurde der Zellniederschlag in 5mi
Lésung A aufgenommen und 10 Minuten auf Eis gegeben;

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

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

* der Ansatz wurde 15 Minuten in der Minifuge RF bei 5000rpm zentrifugiert;
die DNA wurde aus dem Uberstand mit 15 ml Isopropanol gefd1lt und 15
Minuten zentrifugieren;

* der Niederschlag wurde in 2 ml Hy0 geldst, nach Zugabe von 2m1 kaltem

~ BM LiCl, (in 50mM Tris-HC1 pH 8.0) wurde der Ansatz 15 Minuten auf Eis

L
estellt und 15 Minuten zentrifugiert;

Mk &




* die F&1lung der DNA aus dem Uberstand erfolgte durch Zugabe von
10m1 Ethanol und 30 minltiger Inkubation bei -20°C, der Ansatz
wurde anschliefend 15 Minuten zentrifugiert;

* der DNA Niederschlag wurde in 400p1 TE Puffer aufgenommen, und

~in Gegenwart von 5u1 RNase (10mg/m1) 30 Minuten bei 37°C inkubiert;

* die Proteine wurden durch je eine Phenol/Chloroform und Chioroform-
Extraktion entfernt;

* durch Zugabe von 1/10 Volumen L&sung C und 2 Volumen Ethanol wurde
die Plamid DNA gefdlit, der Ansatz zentrifugiert und der DNA Niederschlag
mit 70% Ethanol gewaschen;

* die getrocknete Plasmid DNA wurde in 100p1 TE Puffer aufgenommen und die
Konzentration der DNA wurde iiber Agarose-Gelelektrophorese bestimmt.

Puffer fiir Agarosegelelektrophorese:

10x TAE-Puffer (Angaben pro 1): 49g Tris, 11.4ml Essigsdure, 20ml
0,54 EDTA pH 8.0

6x DNA-Probenpuffer: 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol,
15 % Ficoll in Hy0

1p1 Plasmid-DNA wurden mit 10p]l 1IxTAE-Puffer und 2p1 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
angefdrbt und die DNA unter UV Licht sichtbar gemacht.

Zur Sequenzierung war Plasmid DNA aus einer Midipréparation geeignet.
Plasmid DNA aus einer Miniprdparation konnte nach der Vorschrift von
Sambrook et al. (1989) durch Lithiumchliorid von RMNA gereinigt und so
ebenfalls fiir die Sequenzreaktion eingesetzt werden.

2.5. Erstellung einer Cosmidgenbank von Staphyiococcus carnosus
Chromosomale DNA von Staphylococcus carnosus TM300 wurde nach der Vor-
schrift von Rescei et al. (1987) prépariert, partiell mit dem Restriktions-
enzym Sau3A gespalten und mit dem mit BamHI Tinearisierten Vektor pHC79
ligiert. Die Verpackung in Lambda Phagenk&pfe, sowie die Transfektion und
Vermehrung im £.col7 Stamm ED8654 erfolgte nach dem Protokoll zum 'DNA
Packaging-Kit' der Firma Boehringer, Mannheim. Die durchschnittliche Gréfe
der inserierten DNA Fragmente lag bei 26 kB, die Cosmide wurden aus 1500
“rekombinanten Klonen prépariert. Nach der statistischen Berechnung von

: C2llhmuriy md = T
-Silhavy et al. (1984; unt
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5000kB) ist somit das Genom von S.carnosus TM300 zu 99,99% in der Genbank

reprdsentiert .

2.6. Herstellung von Deletionsklonen zur Sequenzierung
Die zur Sequenzierung bendtigten Klone wurden nach dem Protokoll des 'Erase
a base -Kits der Firma Promega (Mad1son USA) hergestellt,

Folgende L&sungen wurden nach diesem Protokoll bendtigt:

10x Exonuk leaseIII Puffer: 660mM Tris-HC1, pH 8.0; 6,6mM MgC]

7,4x8;-Puffers 0,3M KAc, pH4.6; 2,5M NaCl, 10mM ZnSO4, 50 %
G1 cerin

S y=Nuk lease Mix: 172u1 H,0, 27u1 7,4x Sy Puffer, 60U

Sy Huk lease
S, Nuklease Stop Puffer: 0,3M Tris, 0,05M EDTA

Lldw el

Klenow Puffer: 20mM Tris-HC1 pH 8.0, 100mM MgCl,

Kienow Mix: 30wl Klenow Puffer, 3- 5U Klenow DNA Po1ymerase
dNTP: 0,125mM von dATP, dCTP, dGTP diTP

10x LTQ&SE Puffer: 500mM Tris-HC] pH 7.6, 100mM MgCl,, 10mM ATP

Folgendes Protokoll ist fiir Einfiihrung von Deletionen in ein 6,5 kB DNA

Fragment geeignet:

* Bug Plasmid DNA wurden mit zwei unterschiedlichen Restriktions-
enzymen, die jeweils ein 3' iiberhéingendes Ende una ein
5'-iiberhdngendes oder stumpfes Ende bilden, gespalten. Wéhrend
das 3'-iiberhingende Ende vor dem Abbau durch Exonucleaselll
geschiitzt ist, wird das 5'iiberhdngende bzw. stumpfe Ende durch
die 3'-> 5' gerichtete Exonuklease Aktivitdt angegriffen;

* nach Reinigung und F&1lung der mit zwei Enzymen restringierten
DNA wurde der Niederschlag in 60pl ExollI-Puffer geldst und auf
die Reaktionstemperatur von 37°C erwdrmt;

* nach Zugabe von 250-500 Units ExonukleaseIll wurde in 30 Sekunden
Intervallen je 2,5w] Probe entnommen und die Reaktion im S;-Auklease
Mix bei 4°C gestoppt;

*"nach erfolgter Probennahme wurden die Eppendorfgefdfe 30 Minuten

“'bei Raumtemperatur inkubiert, so dap die S;-Auklease wirksam.

- werden konnte;

* nach Zugabe von 1pl §; Stop Puffer wurden die Enzyme durch 10

~ - miniitiges Erwdrmen auf 70°C inaktiviert;

-_#_Zur Auffiillung der 3'lberhdngenden Enden wurden jedem Ansatz 1wl

" Klenow Mix sowie 1pt dNTP-Mix zugesetzt und weitere 5 Minuten.'
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* das Ausmap der Deletion wurde durch Agarose-Gelelektrophorese
iberprift;

* die Ligation erfolgte iiber Nacht bei 16°C in 1x Ligasepuffer mit
1U Ligase;

* die Ligationsansdtize wurden in den E.coli Stamm JM109 transformiert
und die Grope der Deletion nach Praparat1on der Plasmide durch
Agarose-Geleiektrophorese untersucht.

Z2.7. DHA Sequenzierung nach Sanger

Die durch Exonukleaselll gewonnenen Deletionsklone wurden mit Hilfe der
Didesoxynukleotid-Terminationsmethode (Sanger et al.,1977) sequenziert.

Die Sequenzreaktiion setzte sich aus den folgenden Schritten zusammen:
aTkalische Denaturierung der Piasmid-DNA, Bindung des 'Primers’, Markierung
mit 35S~ATP, Verlédngerung der markierten Ketten und Trennung der DNA-Ketien
iiber Polyacrylamid-Gelelektrophorese.

Folgende L&sungen wurden bendtigt:

Denaturierungspuffer: 0,2M NaOH; 0,2mM EDTA

Neutralisierungspuffer: 2M Ammoniumazetat, pH 4,5

10x Reaktionspufifer: 70mM Tris-HCT pH 7.5, 70mM MgCl,,
300mMiNaC1,100mM DTT, ImM EDTA

Nuk leotid-Mixe

Stammi1dsungen Pipettierschema (Angaben in pl)
T-Mix C-Mix G-Mix A-Mix
dTip 0, 5mM 5 100 100 100
dCTpP 0, 5mM 100 5 100 160
dGTP 0, 5mM 100 i00 5 100
ddTTP 10mii i5 - - -
ddCTP 10mM o= 3 o= -
ddGTP 10mM - - 5 -
ddATP 10mM - - L e 1,5
Tris-HC1 pH 8.0 10mM 200 200 200 100

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

Formamid Puffer: 10ml Formamid, 10mg Xylencyanol, 10mg
Brompheno]biau 2001 0,5M EDTA pH 8.0

5x TBE-Puffer (Angaben pro ]) 54g Tris 27,59 Borsdure,
20m1 0,5M EDTA pH 8.0

Zusammensetzung des Sequenzgels (Angaben pro 60ml):
25,29 Harnstoff, 6,0m1 10xTBE Puffer, 27,2m1 H,0, 0,3ml 10%
APS 9m1 Acry1am1d Bisacrylamid {19: 1 60@1 TEMED
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Denaturierung:
* 2ug Plasmid DNA in einem maximalen Volumen von 8ul wurden mit

40p1 Denaturierungspuffer 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert;

* nach gleichzeitiger Zugabe von 4pT Neutralisierungspuffer, sowie
100u1 eiskaltem Ethanol wurde die DNA 10 Minuten bei -70°C
gefallt;

* der Ansatz wurde 10 Minuten zentrifugiert und der Niederschlag mit
1 mt 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 3pl ,Sequenz-' bzw. ,Reversem
Sequenz-Primer' (10ng/p1) geldst, 1,5 wl 10x Reaktionspuffer
und 9,5u1 Ho0 zugesetzt und 20 Minuten bei 37°C inkubiert.

Markierung der DNA:

* Nach der Bindung des Primers erfolgten die Zugabe von 1pl Klenow
Polymerase (5U0/u1) sowie 2ul [355]—dATPaS.(>600€i/mmo¥,

Amersham Buchler GmbH, Braunschweig);

* je 3pl dieser Mischung wurden in vorbereitete EppendortgefiBe
mit 2n1 der entsprechenden Nukleotidmixe gegeben, die Inkubation
erfolgte 20 Minuten bei 37°C.

Verldngerung der Ketten:

* Nach Zugabe von 2u1 dNTP 'Chase’ Mix wurden die Ansdtze weitere
15 Minuten inkubiert; '

* die Reaktion wurde durch Zugabe von 4p1 Formam1dpuffer gestoppt _

Polyacrylamid-Ge Ie lekirophorese:

Das Polyacrylamid-Gel wurde durch einstiindige EIektrophorese bei
1500V auf ca 55°C vortemperiert. Vor der Trennung der markierten
DNA-Ketten iiber das Polyacrylamid-Gel wurde der Reaktionsansatz
2,5 Minuten bei 96°C denaturiert und je 2pl aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte 1,5 (kurzer Lauf) bzw. '3 Stunden (Tanger
Lauf) in 1xTBE Puffer bei ca. 1500V. :

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel'getrocknet:unq.die

markierten DNA Ketten durch Autoradiographie dargestellt.
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2.8. DNA-DMA Hybridisierung nach Southern

Die DNA-DNA Hybridisierung wurde nach dem Protokoll des nichtradioaktiven
'DNA Tabeling and detection'-Kits der Fa. Boehringer, Mannheim, dem die
Methode von Southern et al. (1975) zugrunde Tiegt, durchgefiihrt. Nach
diesem Protokoll wurde die als Sonde eingesetzte DNA mit Digoxygenin-11-
dUTP markiert. Die 'Ziel'-DNA wurde iber Agarose-Gelelektrophorese getrennt
und auf Nylonmembranen i{ibertragen. Die Bedihgungen fir den Transfer der DNA
auf Nylonmembranen (Fa. Schleicher und Schiill, Dassel)} sowie die dazu
bendtigten Ldosungen wurden dem Protokoll der Fa. Pharmacia/LKB zur Vakuum-
Blot-Apparatut (LKB 2016 VacuGene) entnommen. Die Hybridisierung der DNA-
Sonde gegen die auf Nylonmembranen Tixierte 'Ziel'-DNA erfolgte je nach
Angabe 1in wdpriger oder formamidhaltiger LOsung.

Folgende Losungen wurden bendtigt (nach Protokolien der Firmen Boehringer
und Pharmacia/LKB):

Depurinisierungspuffer: 0,258 HCI
Denaturierungspuffer:s 1,5M NaCl, 0,5M NaOH
Neutralisierungspuffer: 1M Tris, 2M NaCl; pH 5.0
20x55C-Puffer: 3M NaCl, 0,3M Trinatriumcitrat; pH 7.4
Hybridisierungs Idsung (waprig): 5xSSC, 0,1% N-lauroylsarkosinat,
0,02% SDS, 1% Blocking Reagenz
(Fa. Boehringer),
Hybrdidisierungs I16sung (mit Formamid): 5x SSC, 20 bzw. 50% Formamid,
0,1% N-Tauroylsarkosinat,
0,02% SDS, 1% Blocking Reagenz
Waschidsung I: 2x SSC, 0,1% SDS
Waschldésung 2: 0,1x SSC, 0,1% SDS

Puffer I: 100mM Tris-HCT, 150mM NaCl; pH 7.5
Puffer Z2: 0,5% Blocking Reagenz in Puffer 1
Puffer 3: 100mM Tris-HC1, 100m4 NaCl, 50mM MgCl,; pH 9.5

Férbelosung:  45pT1 NBT (4-Nitroblau-Tetrazolium=Chiorid)
35u1 X-Phosphat-Lésung ( 5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolyl-Phosphat), 10ml1 Puffer 3

Markierung der DNA Sonde: Vor der Markierung mit Digoxygenin-11-dUTP (Dig-
dUTP) wurde die DNA 10 Minuten bei 96°C denaturiert und sofort auf Eis
abgekiih1t. Ein Markierungsansatz von 20u1 setzte sich wie folgt zusammen:

10ng-3pg denaturierte DNA,

2u1 Hexanukleotidmix {enthd1t Oligonukleotide, Fa.Boehringer),

2u1 dNTP ‘labeling' Mix (enthd1t dNTP und Dig-dUTP ‘zur. Mark1erung,
Fa. Boehz1nger),. L

- 2 U Klenow Polymerase

Die Inkubation erfolgte 20 Stunden bei 37°C. Vor der Hybridisierung wurde
der Markierungsansatz mit Hybridisierungs-18sung verdinnt und erneut
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hitzedenaturiert.

Denaturierung und Transfer der 'Ziel'-DNA auf Nylonmembran

Nach Trennung der DNA Fragmente durch Agarose-Gelelektrophorese wurde die

_DNA unter Vakuum wie folgt aut Nylonmembran libertragen:

* Das Agarosegel wurde auf die in die Vakuum Blot Apparatur e1ngespannt
Nylonmembran gelegt;

* sofort nach Einschalten des Vakuums von mindestens 40cm H,0
wurde das Gel mit Depurinisierungslésung dberschichtet und 10
Minuten einwirken gelassen;

* die Losung wurde entfernen und Schritt 1 nacheinander mit
Denaturierungs- und Neutralisierungslidsung wiederholt;

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

* die DNA wurde durch 3 minltige UY-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 wdfriger Losung bzw. bei 42°C 1in
50% formamidhaltiger Ldsung fir mindestens 2,5 Stunden durchgefithrt.

Die Hybridisierung gegen die Dig-dUTP markierte DNA-Sonde, die zuvor
hitzedenaturiert wurde, erfolgte lber Nacht bei 68°C (hohe Stringenz) bzw.
bei 42°C in 20% formamidhaltiger Losung (niedrige Stringenz).

Zur Beseitigung unspezifisch gebundener DNA wurden die Filter nach der
Hybridisierung bei Raumtemperatur 2 mal 5 Minuten in Waschlésung 1, sowie 2
mal 15 Minuten in Waschldsung 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 -
Antikorper wie folgt: -
* die Membran wurde in Puffer 1 gewaschen und 30 Minuten bei
Raumtemperatur in Puffer 2 geschwenkt; o '
* die Membran wurde kurz in Puffer 1 gesplilt, die Inkubation mit
dem Anti-Digoxygenin-Antikdrper (Verdiinnung 1:5000 in Puffer 1)
“erfolgte unter vorsichtigem Schwenken 30 Minuten bei Raumtemperatur;
* unspezifisch gebundener AntTkorDer wurde 2 mal durch 15 minfitiges -

' waschen entfernen;
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* die Membran wurde 2 Minuten in Puffer 3 dquilibriert;

* die Inkubation des Filters in Gegenwart der Férbeldsung wurde im
Dunkeln durchgefiihrt, nach erfolgter Farbreaktion wurde die
Nylonmembran in TE-Puffer fixieren.

2.9, Plaque-ﬂyﬁfiéisierangé.Sau%hern Hybridféieféﬁg 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 Uberschichtet waren, zur Aushdrtung 1 Stunde bei 4°C gekithlt. Die
~ Nylonfilter wurden 1 Minute auf die Agarcberfldche 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 (0,5m1) Denaturierungsldsung inkubiert, sodann der gleiche Vorgang
aut Neutralisierungsldsung wiederholt. Die Fixierung der Phagen-DNA an die
luftgetrockneten Filter erfolgte durch 3 miniitiger UV-Bestrahlung. Die
Detektion hybridisierter Phagen DNA wurde wie unter Southern Hybridisierung
(2.8.) beschrieben durchgefiihrt.

2.10. Herstellung von Gesamtzellextrakien und SDS-Polyacrylamid-
Geleiekirophorese {SDS-PAGE}

Um Proteinmuster bestimmter Bakterienstdmme zu untersuchen, wurden Gesamt-
zellextrakte der Stémme E.coli, S.carnosus und B.subtilis hergestellt und
die Proteine nach ihrem Molekulargewicht iiber SDS-PAGE getrennt (Laemmli et

al.,1970).

Folgende Losungen wurden bendtigt (variiert nach Laemmli et al.,1970):

10xBlot Puffer: pro 1: 30g Tris, 144g Glyzin
Laufpuffer: pro 1: 100m] 10x Biot Puffer, 10ml 10% SDS
Lammli-Probenpuffer: pro 100ml: 12,5m1 0,5M Tris-HC1 pH 6.8,
20m1 10% SDS, IOml Glyzerin, 5m1 Mercapto-
dthanol, Spatelspitze Bromphenolblau
Fdrbeldsung: pro 1: 1,75g Serva Blau R, 454m1 Methanol, 92 mi
Essigsdure _ L
Entférber: pro 1: 300m1 Ethanol, 100ml Essigsdure
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Zusammensetzung eines 12,5% SDS-Polyacrylamid Gels mit 5% Sammelgel:

Trenngel 30ml:  12,5m1 Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8)

7,.5m1 1,5M Tris-HC1 pH 8.8, 0,3m1 10% SDS

9,4ml 30% Glyzerin, 0,3m]1 10%APS, 20m1 TEMED
Sammelgel 15ml: 2,5ml Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8)

3,75m1 0,5M Tris-HC1 pH 6.8, 0,15m1 10% SDS
8,45m1 Ho0, 0,15m1 10% APS, 10uT TEMED

Herstellung von Gesamtzellextrakte von E.coli, S.carnosus und B.subtilis

1 ml einer Ubernachtkultur von E.coli wurde zentrifugiert und der
Niederschlag in 100u1 Laemmii~Probenpuffer aufgenommen. Die Zellen wurden
durch 10 miniitiges Kochen aufgeschlossen.

Die Ubernachtkulturen von B.subtilis und S.carnosus (ca. 10m1) wurden
at+ U4 1Fa a-;rn:;\'n

aut ein Volumen von 1 ml konzentriert und durch Ultraschall mit Hilfe eine
Mikrotip~Spitze in einem Eppendorfgefdp aufgeschlossen (Sonifier B 15, Fa.
Branson Sonic Co., USA). Bei einer Schallstdrke von 4 erfolgte der
Aufschlup von B.subtilis 6 mal 30" pulsierend mit je 30" Pause bei 4°C.
S.carnosus wurde durch 15 miniitige, kontinuierliche Beschallung in der
Kdlte aufgeschlossen. Die Extrakte wurden mit dem gleichen Volumen 2x
Laemm1i-Probenpuffer gemischt und vor der Elektrophorese 10 Minuten
hitzedenaturiert.

SDS-PAGE: 10-30p1 des hitzedenaturierten Zellextrakts in Laemmli-Proben-
puffer wurden (wenn nicht anders angegeben) auf ein 12,5% SDS-Gel aufge-
tragen, die Elektrophorese erfolgte dber Nacht bei 10mA. Das Gel wurde
anschliepend 30 Minuten in der Fdrbeldsung geschiittelt und die Protein-

banden nach mehrmaligem Wechsel des Entférbers sichtbar gemacht.

4

2.11. Yestern Blot
Der spezifische Nachweis von Proteinen mit Antikérpern wurde nach der -

Vawviealhw i £ =
vOTSCAriTe Von IUWUI 1

€
spezifisch gebundenen Antikdrpers erfolgte iiber einen zweiten, an
Peroxidase-gekoppelten Ant1korper aus Ziegen, der gegen Immung]obu11n G aus
Kaninchen gerichtet war (Hawkes et al., 1982).

- { m B [ o NI T TP I S -
t al.{1579) durchgefihrt. Die Detektion des

Folgende Ldsungen wurden bendtigt {varijert nach Towbin et al.,1979)

10xB1ot Puffer (s. unter 2.10.)
 Ldsung I: 3% RSA, 10mM Tris-HCY pH 7.5, 0,9% NaCl

Lédsung II: 0,3% RSA, 10mM Tris-HC1 pH 7.7, 0,9% NaCl, 0,1% Tween 20
Entwickler: 60mg m—ChToronaphto1 20 m1 Ethanol, 80m1 Tris-HCI

n
pu ?05, ;5091 H2U2




Western Biot (var. nach Towbin et al.,1979)
* Nach der Trennung der Zellproteine {iber SDS-PAGE (siehe 2.10.)
erfolgte der Transfer der Proteine auf Nitrozellulosemembran
3 Stunden bei 30V in 1xBlot Puffer; '
* zur Blockierung freien Bindungsstellen wurde die Membran 1
Stunde bei 37°C in L&sung I geschiittelt;
* in Gegenwart des spezifische aSecA-Antikérper (in einer
1:300 Verdiinnung in LdsungIl) wurde der Filter iiber Nacht bei 4°C
vorsichtig geschiittelt;
* die Membran wurde 2 mal 30 Minuten bei 37°C in L&sungll gewaschen;
* nach Zugabe des zweiten Antikérpers (Peroxidase-gekoppeltes-
Anti-Kaninchen Immungiobulin aus Ziegen, Verdiinnung 1:2000 in
Lésungll, Fa. Sigma) erfoigte die Inkubation fir 1 Stunde bei 37°C;
* die Membran wurde 2 mal 30 Minuten bei 37°C in LOsungIl gewaschen;
* nach Zugabe des Entwicklers erfolgt die Reaktion der an den
Antikérper gekoppelten Peroxidase innerhalb weniger Minuten.

2.12, In Vivo 3%S-Methionin Harkierung und Immunprézipitation

Die Markierung von Proiteinen mit nachfolgender Fdllung durch einen
spezifischen Antikérper erfolgte nach den Vorschriften von Gebert et al.
(1988), Ito et ai. {1981) und Shuman et al. (1980).

Folgende L&sungen wurden bendtigt (Gebert et al.,1989)

'Chase'-Ldsung: 100u] Methionin {(20mg/mi), 5ul Chloramphenikol
(40mg/m1 50% Ethano]?

Lysepuffer I: 2% SDS, 1mM EDTA, 50mM Tris-HC1 pH 8.0

Lysepuffer II: 2% Triton X-100, 0,15M NaCl, O,ImM EDTA, 50mM

Tomae M1 U O N
Eris=iiv1 pun 0.V

Waschpuffer I: 1% Triton X-100, 1M NaCl, 50mM Tris-HC1 pH 8.0,
Waschpuffer 2: 0,1% SDS, 0,5 M LiC], 50mM Tris-HCT pH 8.0 -
Waschpuffer .3: 50mM Tris-HC1 pH 8.0 -

Eine bei 30°C gewachsene {bernacht-Kultur von E.coli in Minimalmedium ( mit
Jje 0,4% Glyzerin und Maltose) wurde im gleichen Medium auf eine ODgyg von
ca. 0.03 verdiinnt.

Anzuchit und Markierung .

. * Wahrend der frilhen 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 fiir

die 355-Methionin Markierung auf eine ODgsg 0,1 eigestellt;

2m1 auf 30°C vortemperierte Zellsuspension wurde 2 Minuten in Gegenwart
von 4p1 'Methionin Assay Medium' (0,5mg/mi H,0; Difco) inkubiert;
durch Zugabe von 35uCi 35§—Methionin (ca.10uCi/ul; Amersham Buchler,
Braunschweig) wurden die Zellen markiert

{an dieser Stelle wurden 5u1 des Markierungsansatzes zur
Quantifizierung der eingesetzten Radioaktivitdt entnommen);

nach 1 Minute wurden 52u1 'Chase' Lésung zugesetzt, zu den
angegebenen 'Chase' Zeiten wurde 0,5m1 Probe in 0,15m1 eiskaltes
40% TCA pippetiert;

die F&1lung der Proteine erfolgte 20 Minuten auf Eis, nach der
Zentrifugation wurde der Proteinniederschiag mit Aceton gewaschen
und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet;

Zellaufschiup und Immunfdllung

*

der getrocknete Niederschlag wurde mit 30p1 Lysepuffer I
sorgfdltig geldst, der Ansatz 10 Minuten bei 65°C (gilt nur fir
nachfolgende F&1lung von Membranproteinen} und 2 Minuten bei

96°C inkubiert;

nach Zugabe von Iml Lysepuffer IT und Zentrifugation wurde aus
dem Uberstand durch Zugabe des entsprechenden Antikérpers das
spezifische Protein iiber Nacht bei 4°C gefdllt

(hier 10p1 zur Quantifizierung der Radioktivitdt entnehmen);
die Prdzipitation der Antigen-AntikOrper Komplexe erfolgte durch
Inkubation mit 100p1 fixierten Staphiylococcus aureus Zellen
(Pansorbin, 10% w/v; Calbiochem) 20 Minuten auf Eis
(zwischenzeitlich mehrmaiiges Schiittelin) und nachfolgende
Zentrifugation; :

der Niederschlag wurde nachfolgend mit je 0,5m]1 Waschpuffer
1,2 und 3 gewaschen;

der Zellniederschlag wurde in 15p1 2x Laemmli-Probenpuffer
(siehe 2.10.) resuspendiert und der Antigen/Antik&rper-Komplex

: 6urch:5 miniitige Denaturierung bei 96°C geldst; nach der Zentrifu-
" gation wurde der gesamte Uberstand auf ein SDS-Polyacrylamidgel

aufgetragen.

Flourographie

‘nach Beendigung der SDS-PAGE wurde das Gel 1 Stunde in einem

Gemisch aus Methanol, H,0 und Essigsdure (45:45:10) fixiert und

: 'hachfoigend_30 Minuten in ‘Amplifier' (Amersham Buchler GmbH,
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Braunschweig) geschiittelt;
* nach Trocknung des Gels unter Vakuum erfolgte die Exposition

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

Der prozentuale Einbau von 35S-Methionin wurde aus dem Quotienten der durch
Szintillationsmessung bestimmten radioaktiven Zerfdlle im Zellysat (nach
Zugabe von LysepufferlII) und im Markierungsansatz errechnet.

2.13. In Vitro Transkription/Transiation

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:

4ug Plasmid DNA

7,501 Lésung 2 (enthdlit fir Transkription und Transiation

ndtigen Komponenten wie Nukleotide, tRNA,
Energie-regenerierende Systeme und
anorganische Salze)

3u1 Losung 3 (enthdlt alle Aminosduren auper Methionin in

dquimolarem Verhdltnis)

2ul 355-pethionin {zur Markierung der Genprodukie)
7,501 LOsung 5 (Verdiinnungspuffer)

bpl Lésung 1 (S-30 Extrakt von einem R¥ase-negativem
h E.coli Stamm mit den essentiellen
enzymatischen Komponenten und Ribosomen
fiir die Transkription und Translation

Die Reaktion erfolgte 60 Minuten bei 37°C, nach Zugabe von 5pl Lésung 7
(Methionin 'Chase' Losung) wurde der Ansatz weitere 5 Minuten inkubiert.
Vor SDS-PAGE wurde der Ansatz mit 35u1 2x L&mmli-Probenpuffer (siehe 2.10.)
gemischt und 10ul der hitzedenaturierten Probe auf das Gel aufgetragen. Die
weitere Behandlung des Gels und Flourographie wurde wie unter 'In Vivo
MethibninAMarkierung und Immunprdzipitation’ beschrieben durchgefiihrt.

2.14, Préparation von Ribosomen und zweidimensionale Gelelektrophorese
_.‘Die .Prdparation von £.coli Ribosomen, Extraktion ribosomaler. Proteine und
’nachfo!gende zweidimensionale Gelelekirophorese erfolgte nach den
. Vorschriften von Hardy et al.(1969), Isono und Isono (1978), Geyl et
.al.(1981) und . Rheinberger et al.(1988). - . = -
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Folgende L&sungen wurden bendtigt:

T NanSH,; Puffer: 10mM Tris-HC1 pH 7.4 (bei 4°C), 6mM MgCl,,
1063054 30mM NHzC1, 4mM Merkaptoethanol 2

Saccharose ldsung:  40% in 0M5ﬁ§05H4 Puffer

Ceizu°=mr° etzung der L. Dimension: {pro 100m1) 4g Acrylamid, 0,1g

1,19g Bis-Tris, 36g Harnstoff, 0,19g EDTA,

0
id, im
TE MED pH 5.0 mit Essigsédure einstellen

i

o
%

Ge lzusammensetzung der 2. Dimension: {pro 1) 372g Harnstoff, 186g
Acrylamid, 4,8g Bis-Acrylamid, 54mi Essigsdure, 10ml 5N KOH,
33ml 10% APS, 5,8ml TEMED, der pH der Ldsung liegt bei 4.5

Oberer Flektroden Puffer (10fach konzentriert, pro 1): 20,9g Bis-
Tris, 45ml1 Essigsdure, pH liegt bei 3.8;
Unterer E?ektrodenpuf?ér (IOfach konzentrxert pro 1): 175,7g

K-Azetat, 49m] Essigsdure, pH liegt bei 5:3
Probenpuffer: 6M Harnstoff, 10mM DTT, Spateisp1tze basisches
Fuchsin

Préparation der Ribosomen: Ausgehend von 1 Liter LB Kultur wurden Ribosomen
von E.coli nach der Yorschrift von Isono und Isono (1978), sowie
Rheinberger et al.(1988) isoliert. Bei einer ODggq von ca. 2.0 wurden die
Zellen geerntet und in ca. 10ml TygMgNagSHs-Puffer (entspricht ca. 0,59
Feuchtgewicht/m1) resuspendiert. Der Zellaufschluf erfolgte in der Kdlte
durch Ultrabeschallung mit einem 1/2" Horn bei maximaler Intensitdt

{6x30" 'pulsierend mit je 30'' Pause; Sonifier B 15, Fa. Branson Sonic Co.,
USA). Nach 30 miniitiger 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.
1m] T10M6N3OSH4—Puffer resuspendiert und auf einen kontinuierlichen
Saccharosegradient (0 bis 40%) gegeben. Nach 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 T10M6N3OSH4-
Puffer resuspendiert (entspricht zwischen 300 und 600 Ajgy Einheiten).
Extraktion ribosomaler Proteine: Nach der Vorschrift von Hardy et al.(1969)
wurden die ribosomalen Proteine durch zweimalige Extraktion in Gegenwart

‘von 1/10 Yolumen 1M MgC]Z und 2 Volumen Eisessig unter sténdigem Rﬁhren=bei

4°C von der RNA getrennt. Die Uberstdnde der 10 miniitigen 20.000g-
Zentrifugation wurden vereinigt und ilber Nacht bei 4°C gegen 2% Essigsdure

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

einer Konzentration von ca. 10mg/ml geldst.
Elektrophorese ( Geyl et al. (1981)): 10pl der Proteinlfsung wurden mit.
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40u1 Probenpuffer gemischt und in der 1.Dimension ca. 7 Stunden mit 1mA pro
Gel getrennt (Elektrophorese bei 4°C, Laufrichtung vom + zum -Pol;
Gelrdhrchen mit einem Durchmesser von 2,5mm und ca. 10cm Lange). Die Gele
wurde aus den Glasrdhrchen geldst und mit Hilfe einer 0,6% Agaroseldsung
auf den Gelen fiir die anschliefende 2.Dimension Tixiert (Plattengele l4cm
x10cm 30;75mm). Die E]ektrophorese erfolgte ca. 15 Stunden bei 4°C und
30mA.

Die Gele wurden 30 Minuten vorsichtig in der Fédrbeldsung geschwenkt, durch
mehrmaliges Wechseln des Entfédrbers konnte das Proteinmuster sichtbar -

“gemacht werden.
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3. ERGEBHNISSE

3.1 ISOLIERUNG UND CHARAKTERISIERUNG DES LI3 GENS AUS STAPHYLOCOCCUS
CARNOSUS, EINES SUPPRESSORS FUR TEMPERATURSENSITIVE HUTATIONEN I
“EXPORTAPPARAT VON £.COLI

3.1.1. Isolierung und Kartierung ven secd {Ts} komplementierenden Cosmiden
aus einer Genbank ven §.carnosus TH3IO0G

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 F.coli Mutante MM52 (secA Ts) transformiert. Die Selektion erfolgte
bet 37°C auf Minimalmedium mit der C-Quelle Maltose und Ampicillinresis~-
tenz. Da die sowohl fiir die Aufnahme von Maltose, als auch fir die
Ausprédgung der Resistenz nétigen 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 dargestelit.

Beim Vergleich der Restriktionskarien sind keine gemeinsamen Regionen zu
erkennen, die auf die Isolierung identischer Gene schliepen lassen kdnnte.
Da bei der Konstruktion der Genbank keine grépenfraktionierte DNA von TM300
in den Vektor pHC79 ligiert wurde, bestand die Mdglichkeit, dap mehrere
kleine, auf dem Chromosom nicht benachbart liegende Fragmente in einem
Cosmid neheneinander inseriert wurden. Demnach wédre bei der Klonierung
eines bestimmten Fragments in unterschiedlichen Cosmiden kein einheitliches
Restriktionsmuster zu erwarten. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde
Jjedes der oben erwdhnten Cosmide in einer Southern Hybridisierung als Sonde
gegen die jeweiligen anderen Plasmide eingesetzt. Die Cosmide besapen zum
Teil homoioge Bereiche zueinander, die jedoch kein iibereinstimmendes
Restriktijonsmuster aufwiesen, so dap davon ausgegangen werden mufte, daf
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 iiber SD5-
PAGE und Flourographie dargestelit (Abbh.3).

“Neben den durch den Kontrollvektor pHC7¢ exprimierten Produkten, die der B-
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 grofer Menge gebildet (siehe Pfeil), welches

im Weiteren genauer untersucht wurde.

Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossen, daf 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 £.coli secAd Ts (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
Hutanten des Proteinexportapparates von £.col7

Das Kompiementationsverhalten der im Stamm MM52 selektionierten Cosmide
wurde bei unterschiedlichen Temperaturen (Tab.3) untersucht.

Tab.3 Komplementation des E.coli Stamms MMBZ durch die
Cosmide pHC79, pCos7, pCos22, plos23 und pCos48 bei
unterschiedlichen Temperaturen; + = gutes Hachstum,

- = kein Wachstum, {+) = eingeschridnktes Wachstum

T o b e Aok e i A B A N R R S KT MW RN R R D CW K N TN G WD D KR MG R R R D e e e ey e e e S G R AN A e R

MM52 37°C.. - + + + +
12°C - () - : -

o e e g e A B 3 R K3 AS A3 KN K ST TH R G e G M e e e e mm Gy v mm Em s s mm RS Or O D CE CR RF R O A G R D e

:*: Selektion auf Minimalmedium mit Maltose, 2 Tage

~ ¢ Selekiion 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 Fahigkeit zur funktionellen Komplementation
spezifisch fir die secA (Ts) Mutation ist, wurden die Cosmide in weitere
temperatursensitive Mutanten des Export-Apparates transformiert. Diese
tragen einen Defekt im secY Gen (1Q85) und der Signalpeptidase (IT4l)
(Tab.4).

Tab.4 Wachstumsverhalten der E.coli Stdmme MM52 (secA Ts),
1085 (secY Ts) und IT41 (7ep Ts} nach Transformation mit den
Cosmiden pCos7, 22, 23, 48.

ot e P e ko b e ek b A e i e e R Ak R A At R A S A A A N AT 3 ST KN R WO G WO E UR CON M W S G e H M e e e N Om

MM52 (secA Ts)z* - + + + +
1085 (secY Ts), - + + + +
IT41 (Jep Ts) - + - + -

b b o b i b b ek Bt i B e Bk A Aok D AR D R AN M AR R E AT N KR GE B EW R G R e ey e K ey ey e e mm e

Wachstum nagh 2 Tagen auf Minimalmedium mit Maltose bei

" 37°C bzw 42°C; + = Wachstum, - = kein Wachstum.

Die in Tabelle 4 dargesteliten Ergebnisse lassen vermuten, dap 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 auferdem den Defekt
in der Signalpeptidase supprimieren. Fir die weiteren Untersuchungen wurde
das Cosmid plos23 ausgewdhlt, da dieses als einziges den drei erwdhnten
Mutanten das Wachstum auch bei 42°C ermdglichte.

------

Wahrend unterschiediicher Kultivierungszeit der Stdmme 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 Ldnge der Zellen des Stamms
MM52/pHC79 im Vergleich zu MM52/pCos23 nach zweistiindiger Inkubation bei
42°C zu. Nach weiteren vier Stunden bildete der Stamm MM52/pHC79 bis zu
30um lange, aneinanderhaftende Filamente, die nicht mehr in der Lage waren,
sich zu teilen. Der Phaenotyp von MM52/pCos23 entsprach dem des secA-
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Wildtyp Stamms (nicht abgebildet}. Die Zellen kamen hauptsdchlich im
Zweierverband vor und neigten nur vereinzelt zur Bildung verldngerter
Formen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dap das Cosmid pCos23 die Ausbildung
_am1 in der Mutante MM52 durch den mmnhmqmv Defekt verursachten, typischen
Filamentierung bei der nicht permissiven Temperatur unterdriickt.

Abb.& Verdnderung der Zellmorphologie der Stdmme MM52/pHC79
und MM52/pCos23 nach Kultivierung bei 42°C; A-C
MM52/pHC7S, D-F MM52/pCos23, A und D 30°C; B und E 2h
42°C; C und F 6h 42°C.




31

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
__ung in den mit Bamil linearisierten Vektor pUC18 subkloniert {Abb.5;
pUC23). Durch Exonuc leasel11 Abbau und gezfeife Subk]oniefung konnte der
komplementierende Bereich auf eine Grope von 0,7kB eingeengt werden (Abb.5;
p23-1).
Durch die Subklonierung eines Saw3A Fragments in einen Vektor mit hoher
Kopienzahl konnte im Zellextrakt von JML09/pUC23 eine stark exprimierte
Proteinbande nachgewiesen werden (Abb.6). Das Auftereten dieser Bande von
ca. 16kDa korrelierte mit der Fdhigkeit zur Komplementation von MM52
{Abb.5). Wie in AbbiTdung 3 dargestelit, wurde in einer in vitro Transkrip-
tions-Translations-Reaktion durch das Cosmid pCos23 ein stark exprimiertes
Produkt gleicher Grope gebildet.
Die Ergebnisse zeigen, dap es sich bei der isolierten DNA um ein kleines
Gen von ca. 0,7kB handelt, das fiir ein Protein von etwa i6kDa kodiert.

Komplementation Fragmentgrose

Plasmid . g,
8 H X C HPy M PHA BEC i £
pCaos 23 amgf | ! ] [ | 1B | + 5,5kb
pHC 73 T
puC 23 amp® | | [ + 2,5kb
plE 18
pUC 23-66 [ I + 2,42kb
pUC 23-3 1 | S | + 2.35kb
pUC 23-50 | | [ il - 2,15kb
pUC 23-58 o1 L1 - 1,80kb
pUC 23-23 1 L - 1,40kb
p23-1 L. I | - + 0,70kb

UG8

Abb.5 Deletionsanalyse des Cosmids pCos23 und Komplementation der
E.coli Mutante MM52 durch die Deletionsklone; & Accl, B Bamil,

C Clal, E EcoRl, W HindIII, ¥ Mlul, PL Pvul, PII Pvull, X Xbal
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Abb.6 SDS-PAGE von Zellextrakten der plasmidtragenden Stamme
(1) JM109/puci8, (2) puc23, (3) plCz23-3, (4) puC23-50,
(5) pucz23-58, (6) puC23-23

3.1.5. Sequenzierung des kowmplemetierenden 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 Einfiihrung 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 trdgt (Abb.7a,b). Der erste offene Leserahmen kodiert fiir ein
Protein von 145 Aminosduren: der zweite, unvollstdndige Leserahmen ist
durch 4Q_Aminoséurereste reprdsentiert. Wahrend das Protein des ‘ersten
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offenen Leserahmens mit einem Methionin beginnt, dient im zweiten offenen
Leserahmen das Triplett TTG, das in Leucin lbersetzt 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 fir E.coli
typasche R}bosomenblndungsste11e (-GAGG-; Lewin,1990). 202 Bp vor dem
Startéodon des ersten Gens reprdsentiert die Sequenz -TTGACA- eine typische
-35 Region, wie sie fiir £.colf Promotoren beschrieben ist. Die 17 Bp
stromabwirts lokalisierte Sequenz -TACGAT- kdnnte als zugehdrige -10 Region
wirksam sein (Lewin,1990). Das sequenzierte Fragment enthdlt keine DNA-
Abschnitte, die Haarnadelstrukturen ausbilden kénnten. Derartige Strukiuren
wiirden auf mogliche Regulationsmechanismen auf der Ebene der Transkription

oder Transiation hinweisen.

Hind“H rdIll Sp il
Sspl Clal i
Mbal Piﬁéhalll i lHael l l ;PquI Haell j Sspl
i

T T T T T T | T
I T ¥ ] zéa T T 4& t 6@@ 8%

= > | >
ORF 1 OrRF 2

Abb.7 a) Restriktionskarte des sequenzierten Fragmentes von
pCos23, das die E.coli Mutante MM52 (secA Ts)
komplementiert; Pfeile markieren den Bere1ch der offenen
Leserahmen (ORFl und 2) : : o
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10 20 30 40 50 60

1 TCTAGAAAAAATCTATTTAGCTCCACAAGAATTAATCAATGACTTCGGGCCAGATATTAA

61 AATACAGCGTAAAAAATCATTGGAAAATGATTGAATCGTATTGACAAATACTTAGATAAA
. S . ftjz?f :

121 TTATACGATTATATGCGGTATTGTTTTATATCACCACCACGATAAGCCCCGGAAACTTAT
=10 \

181 TGTGTTACTAGATATAGAAGCAAAGTCGAATGAAAATCAACTAAATGAATATTATCTGAG
Sspi

241 CTTTGAATCGTAACATTGTTTTAAAAARAGCAACTTGCATAGCAGTTATTATTAGGAGGA
R8S

SN R W T B FTITICM R (TSN N ST R RIS A R AMROUTIC A ST A A RITWISMA TS

301 CAATTATTATGCGTCAAACATTTATGGUTAATGAATCARACATTIGAGLGLAAATGGIALG
Li3 == METArgGlnThrPheMETAlaAsnGluSerAsnIleGluArgLysTrpTeral

361 TTATCGATGCAGCAGGCCAAACTTTAGGTCGCTTATCATCAGAAGTAGCATCTATTTTAC
TleAspAlaAlaGlyGinThrleuGlyArgLeuSerSerGluvalAlaSerIleLeuArg

421 GCGGAAAACATAAAGCAACTTATACTCCACACGTTGACAGTGGTGACTACGTAATCATCA
GlyLysHisLysAlaThrTyrThrProHisValAspSerGlyAspTyrValllellelle

481 TCAACGCTGGACAAATCGARATGACAGGTAAAAAAGCTTCAGACAAAGTTTACTACCGTC
AsnAlaGlyGlnIleGluMETThrGlyLysLysAlaSerAspLysValTyrTyrArgHis

541 ACTCTAACTACCCAGGTGGAATTAAATCAATCACAGCTGGTGAATTAAGAGAGAAAAACC
SerAsnTyrProGlyGlyIleLysSerIleThralaGlyGluLeuArgGluLysAsnPro

601 CAGAACGTTTACTTGAAATTTCAATCAAAGGCATGTTACCAAGCAGCCGTTTAGGTGAAA
GluArgLeuLeuGluIleSerIleLysGlyHETLeuProSerSerArgLeuGlyGluLys

661 AACAAGGTAAAAAATTATTTGTATATGGTGGCGCTGAACATCCACACGCTGCACAACAAC
GlnGlyLysLysLeuPheValTyrGlyGlyAlaGluHisProHisAlaAlaGlnGlnPro

721 CAGAAARACTACGAGTTACGTGGTTAATTAGAAGGAGGAAATTACATTGGCACAAGTTGAA
GluAsnTyrGluLeuArgGly 8BS 89— LeuAlaGlnvalGlu

781 TATAGAGGCACAGGCCGTCGTAAAAACTCAGTAGCACGTGTACGTTTAGTACCAGGCGAA
TyrArgGlyThrGlyArgArgLysAsnSerValAlaArgValArgLeuValProGlyGlu

841 GGTAACATCACTGTAAATGGTAAAGACGTACGTGAATATTTACCA
GlyAsnIleThrValAsnGlyLysAspValArgGluTyrLeuPro
Ssp |

Abb.7 b} Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosduresequenz
- .ejnes E.coli secA (Ts) komplementierenden Fragments aus
S.carnosus TM300; unterstrichen sind die vermutete -35
und -10 Regionen, sowie die Ribosomenbindungsstellen (RBS)




3.1.6.

Homologievergleich der Proteinsequenzen mit den ribosomalen

Proteinen L1I3 und 59 von £.coli
Beim Vergleich der abgeleiteten Proteinsequenz der offenen Leserahmen mit

den in

der Swiss-Protein Datenbank gespeicherten Informationen nach der

Mgthode von Myers und Miller (1988) zeigte sich eine starke Homologie zu
den durch die Gene rpl¥ und rpsrl kodierten Proteine aus E.coli. Das Protein
L13 (rplM), ein Protein der groBen ribosomalen Untereinheit, ist mit dem §9
Protein (rpsl), das in der kleinen ribosomalen Untereinheit lokalisiert
ist, in einem Operon organisiert (Isono et al.,1985). Der Sequenzvergleich
der Proteine ist in Abb.8 dargestellt.
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ey
V5

ECL13
SCL13
ECL13
SCL13

ECL13

SCS9

ECS9

Abb.8

- MROTFMANESNIERKWYVIDAAGQTLGRLSSEVASILRGKHKAT
ts &t § ¢ $2:1S::S: $::::8SS:ST 331
- MEK-TFTAKPETVKRDWYVVDATGKTLGRLATELARRLRGKHKAEYTPHVD -49

@ e
e

~ SGDYVIIINAGQIEMTGKKASDKVYYRHSNYPGGIKSITAGELRERNPER -100
33:8:3388:: § 832 ¢ S1:38: 8 83 H L= S 3¢
- TGDYIIVLNADKVAVTGNXRTDKVYYHHTGHIGGIKQATFEEMIARRPER -99

- LLEISIKGMLPSSRLGEKQGKKLFVYGGAEHPHAAQQPENYELRG -145
Ss8::sSs8:izzze HH Sgs 22 8 Tz 23Tl

- VIEIAVKGMLPKGPLGRAMFRKLKVYAGNEHNHAAQQPQ——VLDI -142

-~ LAQVEYRGTGRRKNSVARVRLVPGEGNITVNGKDVREYLP =40
S 3 3g%32: $ 3$23 S5 18 5 ¢ 8% B S :

- MAENQYYGTGRRKSSAARVFIKPGNGKIVINQRSLEQYFG -40

Aminosduresequenzvergleich des ribosomalen Proteins LI3 und
der N-terminalen Region des Proteins 59 aus S.carnosus (Sc
L13, Sc S9) und E.coli (Ec L13, Ec S9); ':' markiert
identische Aminosduren, 's’ markiert Aminosduren 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 Aminosduren an gleicher
Position sind auf Grund ihrer chemischen Eigenschaften &hnlich. Beim
Vergleich der Sequenz des zweiten Leserahmens mit dem S9 Protein zeigt
'sich, dap 18 der 40 Aminosduren identisch, weitere 5 zu den Aminosduren des

Proteins 59 in gleicher Position &hnlich sind.
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Auf Grund dieser Daten kann geschlossen werden, daPp es sich bei der iso-
tierten DNA um das ribosomalen Gene rpi# und um einen Teil des ribosomalen
rpsI Gens fiir die Proteine LI3 und 59 aus S.carnosus handelt. Das Protein
L13 ist fiir 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
LI3-Proteins in E.col7

Das 0,61kB grofe Sspl Fragment trdgt eine 78Bp lange Seguenz, die vor dem
Translationsstart des rplM Gens liegt, sowie die strukturelle Information
des LI3 Proteins und der ersten 37 Aminosduren des 59 Proteins. Dieses
Fragment wurde in beiden Orientierungen zu den Promotoren jacZ (Vektoren
pUCI8 bzw. pUCl9) und tac (Expressionsvektor pKK223-3) kioniert, um zu
untersuchen, ob das Sspl Fragment eine Promotor wirksame Struktur trdgt und
ob das L13 Protein unter der Kontrolle des facZ bzw. tac Promotors expri-
miert werden kann (Abb.9 und 10). {lber SDS-Page wurde die Synthese und
Induzierbarkeit des Genproduktes [13 durch IPTG iiberprift (Abb.10), auper-

dem wurde die Fahigkeit zur funktionellen Komplementation der Mutante MMb2
getestet (Abb.Q).

PR FLwR W

Kompsmaniaton  Prosrbande

Pasid wnMM52 M PAAGel
L 13
0232 P m et BUCTD + +
P2F1 Py e e ® ++ -~
b N @ 223-3 -
PKK231  Proc B e +

ren Termingter

23—
PKK232 Py, %@ EM - -

Abb.9. Klonierung des rplM tragenden Sspl Fragments in den
Vektoren pUC18 und 19 und den Expressionsvektor pKK233-3 in
unterschiedlichen Orientierungen; P1a lacZ Promotor; Pyia.
tac Promotor,; Pfeile geben Richtung 8er Promotoren und 8er
rplM Gens an; Komplementation der Mutante MM52: ++ sehr

“-gqutes, + gutes, (+) eingeschrdnktes, - kein Wachstum; SDS-
PAGE: - keine Proteinbande, + Proteinbande sichthar.
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Abb.10 SDS-PAGE von Zellextrakten der F.col7 Stamme 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 JacZ 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 liep vermuten, daB auf dem Sspl Fragment ein Promotor
lokalisiert ist, und dap das Genprodukt, wenn es in geringer Konzentration
exprimiert wird, eine effektivere Komplementation hervorruft.

Im Plasmid p23-2 war die Synthese des L13 Proteins durch IPTG induzierbar.
Dieses Resultat schlieft nicht aus, dap das Fragment einen eigenen,
schwachen Promotor trdgt, dessen Wirkung durch den starken lacZ Promotor
iiberlagert werden kann. '
Zellextrakte des £.coli Wildtypstamms Shure/pKK23-1 wiesen sowohl unter
Glukose reprimierten, als auch IPTG induzierten Bedingungen grofe 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 kompiemen-
tieren, noch wurde ein Protein in sichtbaren Mengen gebildet.

Im Gegensatz zu der oben erwdhnten SchluBfolgerung zeigte dieses Ergebnis,
dap auf dem S§spl Fragment kein Promotor lokalisiert ist. Méglicherweise
kommt es bei p23mi'dﬁrch einen vektorlokalisierten Promotor zur geringen
Expression des LI3 Proteins, die filir eine funktionelle Komplementation der
E.coli secA Mutante ausreicht. Der auf dem Vektor lokalisierte Promotor P,
{Stiiber und Bujard, 1981) konnte in dieser Weise wirksam sein.

Die Fihigkeit der Plasmide, die Mutante MM52 zu komplementieren, wurde
unter Glukose reprimierten und IPTG induzierten Bedingungen untersucht. Die

Fad

gewonnenen Ergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt.

Tab.5 Wachstum der £.col7 Mutante MM52(secAd Ts) mit den Plasmiden pUC1&,
p23-1, p23-2, pKK23-1 und pKK23-2 unter Glukose reprimierten und IPTG
induzierten Bedingungen; Pfeile zeigen die relative Lage des Promotors zum

rp I Strukturgen.

R L L T T R L L LE L L L L L L T R T ]

Temp. Medium pUCi8 p23-2 p23-1 pKK23-1 pKK23-2
. - o v LS =>gan
30°C LB ek o+ owbs oo .
LB {,5% Gluk ek X PR + e+
37°C M8 Mal o - + - -
M9 Mal 0,2mM IPTG - - + (+) -
LB 0,5% Gluk - {+) o+ ++ -

nd Bl ko m £ G o F23 S Bk N S Bl ke hrm ol ke e ke ok o m T WD G O R R R R ED B RO AT GO G GO G G ER T e e et b e e Rl bt el A B3 R A3 G363 EO MO U G R

+++: sehr gutes, ++: gutes, +: mittieres, (+): eingeschrénktes 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 pKKZ23-1, bei denen
das Protein in grofer Kenzentration exprimiert wurde (Abb.10), konnten nur
eine eingescihrinkte Komplementation vermitteln, die zum Teil nur unter.
Glukose reprimierten Bedingungen wirksam war. Bereits bei 30°C war das
Wachstum dieser Transformanden im Vergleich zum Kontroliplasmid pUC18
gingeschrankt. _
Die Ergebnisse zeigen, daB fiir die Komplementation der Mutante MMb2 bereits
geringe, im SDS Polyacrylamidgel nicht sichtbare Mengen des L13 Proteins
ausreichen; hohe Konzentrationen {nach SDS-PAGE deutlich sichtbar, Abb.10)
des Proteins fiihren bereits bei der permissiven Temperatur {30°C) zu einer.

Wachstumshemmung.
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3.1.8. Untersuchungen zur Suppression unterschiediicher E.cof7 Mutanten
durch das ribosomale Protein LI3 aus §.carnosus

Die rpl¥ tragenden PTasmide plos23 und p23-1 wurden in unterschiedliche
E.coli Mutanten transformiert, um zu untersuchen, ob der supprimierende
Effekt spezifisch'auf Mutationen des Proteinexport-Apparats von £.colf
wirkt, oder allgemein temperatursensitive Mutationen kompiementiert

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

trdgt, wurde bereits von Van Dyk et al.(1989) die Fahigkeit zur
unspezifischen Kompiementation beschrieben.

Tab.8 Komplementation unterschiedliicher Mutanten von
E.coli durch die Plasmide pCos23, p23-1 und pOF39

Stamm  relevanter Genotyp pCos23  p23-1 pOF39

MM52 secA (Ts) + s y 1
BAL3 secA {(Am) - - n.b.2
1085 secY (Ts) + + £ 3
1T41 lep (Ts) + (+) v 3
CK1953  secB::Tn5 - - n.b.4
MM180 seck {(Cs) - - n.b.3
T850 grofl (Ts) - - + 6
MF746 nak {Ts) - - . 6
NP315 fda (Ts n.b. - n.b.2

L e L e L L L L L L L T R e e e e L T ]

SeTektionsbedinguEgen: 1 pei_37°C auf Mg Medium mit Maltose; 2 az°c LB; 3
42°C M9 Maltose; ™ 30°C LB; 5720°C LB; © 44°C auf LB mit 0,05% NaCl; +:
Komplementation, (+): eingeschrénkte Komplementation, -: keine
KompTementation; 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, Sect und der Signaipepiidase supprimiert werden. Die
Suppression weiterer temperatursensitiver Mutationen wie die der
Hitzeschockproteine Onak und Grofl, sowie des Enzyms der Glykolyse
Fruktose~1.6.-diphosphataldolase wurde nicht erreicht. Auch wurden die
durch Inaktivierung der Gene secA (BAl3, secd Am) bzw. secB (CKi953,

secB::Tn5) bedingte Wachstumshemmung, sowie die kdTtesensitive Mutation im

seck Gen durch die Wirkung von LI3 nicht aufgehoben. Das Plasmid pOF39,
welches die Gene der Hitzeschockproteine Grofl, GrofS trdgt, war in der
Lage neben den temperatursensitiven Mutationen im secd, secY und Jep Gen
wie erwartet auch die Mutation im grofl Gen zu komplementieren. Diese
pleiotrope Wirkung wurde bereits von van Dyk et al.(1989) beschrieben.




40

3.1.8. LokaTisation des heterologen LI3Z Proteins in der £.co077 Hutante MH52
Zum Yerstdndnis der Wirkungsweise des LI3 Proteins in der £.col7 Mutante
M52 wurde untersucht, ob ein Einbau des Proteins in die Ribosomen von
E.coli erfolgt. Hierzu wurden nach der Vorschrift von Rheinberger et
al.(1988) die Ribosomen durch Saccharose—Gradientenientrifugation aus den
Stammen MC4100/pUCI8, MM52/pUC18 und MM52/pUC23-3 isoliert und die
ribosomalen Proteine nach Extraktion mit Essigsdure liber 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 erfoigte nach Geyl et al. (1981). Die unter B und C

Abb.11 Zweidimensionale Gelelektrophorese der ribosomalen Proteine aus
£.coli MC4100/pUCL8 (A), MMB2/pUC18 (B) und MM52/pUC23-3 (C); mit
Pfeil markiert ist das LI3 Protein aus £F.col7 (EclL13) bzw.
S.carnosus (ScL13).




41

dargestellten Extrakte wurden aus dem Stamm MM52/pUCL8 bzw. MM52/pUCZ23-3
gewonnen, und prdsentieren den relevanten Ausschnitt des ribosomalen

Proteinmusters.

Erwartungsgemdp 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
zusdtzlicher Punkt unterhalb des ribosomalen Proteins 55, an der vergleich-
baren Stelle in Abb.11 B war kein Proteinspot zu erkennen. Das LI3 Protein
von E.coli (Pfeil Ec L13) war nur reduziert vorhanden.

Die Ergebnisse zeigen, dap nach Expression des rpli Gens aus S.carnosus in

ro I 99 Duvpadate 4p;m A3 ok
E.coli das heter Uge L13 Protein in die Ribosomen von £.coli "*ngebaub

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

3.1.10. Untersuchungen zum Wachstum, Proteintranspori und zur Protein-
synthese des komplementierten Stamms MM52/pCos23

Zur weiteren Charakterisierung wurde der Einfluf der Expression des hetero-
logen L13 Proteins auf das Wachstum, die Proteinbiosynthese und die Pro-
teintranslokation in E.coli untersucht.

Die Anzucht der Stdmme MM52/pHC79 und MM52/pCos23 erfolgte {ber Nacht bei
30°C in Minimalmedium mit Glyzerin und Maltose. Die Kulturen wurden in dem
gleichen Medium auf eine 0D57gpm von 0,025 verdinnt und nach etwa
einstiindigem Wachstum in der frithen exponentiellen Phase geteilt. Ein Teil
wurde weiterhin bei 30°C kultiviert, wdhrend der andere Teil bei der nicht-
permissiven Temperatur von 42°C inkubiert wurde. Nach 2- bis 4-stiindiger :
Kultivierung, bei der beide Stdmme vergleichbare Wachstumsraten aufwiesen
(gemessen an 0D Zunahme, siehe Abb.12), wurden die Kulturen auf eine UU578
von (0,1 éigeste]]t und eine Minute bei 30°C bzw.42°C mit 355 Methionin j'V'
markiert. Die Probennahme erfolgte zu den in Abbildung 13 angegebenen
Zeiten. Als Markerprotein fiir den Export wurde das Protein der duferen
Membran OmpA mit Antikdrpern gefdllt, nicht-prozessierte und reife Form
tiber SDS-PAGE getrennt und durch Flourographie dargestellt.
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Wachstum der £.coli Stdmme MM52/pHC79 und MMSZ/pCosZB bei

30°C und 42°C in M1n1malmed1um.

Wie Abbildung 12 dargestellt, war das Wachstum der Stamme MM52/pHC79 und
MM52/pCos23 nahezu identisch. Wihrend beide Kulturen bei 30°C iiber den )
gesamten ﬁeﬁzeiiraum éine vergleichbare 0D Zunahme zeigten, wurde nach

sechsstund1ger Ku1t1v1erung bei 42°C der komplementierende Effekt des
Cosmids pCos23 deutlich, d1e ODgyg erreichte einen Endwert von 0,48.

Gegensatz dazu wirkte sich der temperatursens1t1ve secA Defekt im Stamm
M52/ pHC79 nach 6 Stunden vollkommen aus,

der ODbIB auf 0 17 verze*chnet werder konn*e

S0 daﬁ nur e1ne ger1nge Zunahme'
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Abb.13 Prozessierung von pOmpA in den £.coli Stammen 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 bzxgy5 1, 20 Minuten; Prozentzahlen in der Abbildung
geben die “JS-Methioninaufnahme der jeweiligen Stamme an.

Abb.14 Proteinsynthesemuster der 355 Methionin markierten £.coli
Stamme MM52/pHC79 und MMb2/pCos23 nach vierstiindiger
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
Vortauferproteins pOmpA, nach Kultivierung bei 42°C verstdrkte sich dieser
Effekt, hier lag kaum reife Form vor (Abb.13 A 1,2). Durch 15 miniitige
Inkubation Konnte die nicht-prozéssierte Form in das reife Protein OmpA
iberfiithrt werden. Die Kinetik der Prozessierung wurde durch Inkubation bei
42°C beschleunigt (Abb.13 B 1,2). Hier war das Verhdltnis 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 gegeniiber

80%) war diese Akkumulation jedoch bei 30°C im Verglieich zum Stamm
MM52/pHC79 vermindert. Deutlicher 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 fiber SDS-PAGE
getrennt und das Proteinmuster durch Autoradiographie dargestellt (Abb.14).
Das Proteinmuster der bei 30 und 42°C kultivierten Stdmme MM52/pHC79
(Abb.14 Spur 1 und 2) und MM52/pCos23 (Abb.14, Spur 3 und 4) war vergleich-
bar. Die Extrakte der beiden Stdmme zeigten bei 42°C ein verdndertes
Synthesemuster, welches auf die Bildung von Hitzeschockproteinen zuriick-
gefithrt werden konnte. Auffallend war die beim Stamm MM52/pCos23 zusdtzlich
auftretende Proteinbande bej ca. 16kDa (Abb.14, Pfeil). Hierbei handelte es
sich um das durch das Cosmid exprimierte LI3 Protein.

Der durch das Cosmid pCos23 komplementierte Stamm MM52 zeigt im Vergleich
zur Kontrolle MM52/pHC79 ein verbessertes Wachstum nach léngerer Kultivie-
rung bei 42°C. Die bei 30°C gewachsene Kultur MM52/pCos23 weist im Ver-

P —-
ylE:Ch Zu MMEprHC?g

pOmpA auf, dieser Effekt verdeutlicht sich bei der Markierungstemperatur
von 42°C. Es konnte zwischen den untersuchten Stdmmen keine unterschied-
liche 32S-Methioninaufnahme gemessen werden, was auf vergleichbare Protein-

. . " .
eine ve umulation des Vorliuferproteins

syntheseraten schiiefen 14Bt.
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3.1.1%1. Proteintransport in den durch p23-1 supprimierten £.co77 Hutanien
MH52, IQ85 und IT41

Der Einflup des L13 Proteins auf die Kinetik des Proteintransports sollte
in den E.coli Stémmen MM52 (secA Ts), 1Q85 (secY Ts) und IT41 (Jep Ts)
untersucht werden, in denen der Wachstumsdefekt durch das L13 Protein
supprimiert wurde. Die Stidmme wurden mit den Plasmiden pUC18 und p23-1
transformiert und fir die Markierung in Minimalmedium mit Glycerin und
Maltose angezogen. Fiir die Anzucht der Stamme IQ85 und IT4l wurde dem
Medium O,2mM IPTG zugesetzt (s.u.).

Nach den in Abbildung 16 angegegebenen Kultivierungszeiten bei der nichi-
permissiven Temperatur erfolgte die Markierung mit 355-Methionin fir eine
Minute (MM52, IQ85) 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 lug/ml zugesetzt.

Abb.15 Proteinsynthesemuster der E.col7 Stdmme I1085/pUC18 und
p23-1 nach Kultivierung in Gegenwart von 0,2mM IPTG;
Pfeil markiert LI3 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 IT41l wurde IPTG in einer
Konzentration von 0,2mM zugesetzt. Hierdurch sollte die Expression des dem
lacZ Promotor entgegengesetzt klonierten rpl¥ Gens auf ein Map reduziert
werden, das fiir die Suppression ausreichte {Suppression in Gegenwart von
0,2mM IPTG war moglich, fiur das Wachstum von IT41/p23-1 sogar férderlich).
Dap unter diesen Bedingungen L13 gebildet wurde, zeigt Abbildung 15.

Nach einminiitiger Markierung des bei 30°C gewachsenen Stamms MM52/pUCi8
zeigte sich eine Akkumulation des Vorliuferproteins pOmpA (Abb.16 A 1). Im
Vergleich dazu konnte durch das Plasmid p23-1 bei einem leicht verminderten
Einbau von 39S-Methionin (29% gegeniiber 38%) eine Reduktion der Vorldufer-
akkumulation erreicht werden (Abb.16 A 2). Dies steht in Ubereinstimmung
mit dem in Abschnitt 3.1.11 beschriebenen Ergebnis fiir das Plasmid pCos23.
Dreistiindiges Wachstum bei 42°C fiihrte zu einer Reduktion der Protein-
synthese (Abb.16 A 3 und 1, MMH2/pUC18 42°C, 11% gegenitber 38%), was sich
jedoch bei der Kultur MM52/p23-1 nicht in diesem Mape auswirkte (Abb.16 A 4
und 2, 16% gegeniiber 29%). Obwohl im Vergleich zum Stamm MM52/pUC18 (42°C)
gripere Mengen an pOmpA vorlagen, konnten diese wie bei MM52/pUCI8 (30°C)
innerhalb von 4 Minuten prozessiert werden.

Im Stamm I1Q85/pUC18 30°C (Abb.16 B) konnte nur nach einminitiger
Markierung nicht-prozessiertes Protein nachgewiesen werden. Wie auch fiir
den Stamm MM52 beschrieben verursachte das Plasmid p23-1 bei leicht
vermindertem 39S-Methionineinbau (43% gegeniiber 59%) eine Reduktion der
Vorlduferakkumulation (Abb.16 B 1 und 2). Nach zweistiindiger Kultivierung
bei 42°C prdgte sich der secY Defekt deutlich aus, hier kam es zu einer
starken Anhdufung von pOmpA, die liber den Mefzeitraum von 5 Minuten nur
Teicht vermindert werden konnte (Abb.16 B 3 und 4).

Die fiir den Stamm IT41 gewdhlte 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
Vorldufers beobachtet. Es konnte jedoch festgestellt werden, daf die
Expression des L13 Proteins sowchl bei 30°C als auch bei 42°C eine
Reduktion der Methioninaufnahme verursachte (bei 30°C 0,4% gegeniliber 1,6%;
bei 42°C 0,7% gegeniiber 6,8%). Durch die verminderte Proteinbiosynthese war
die Akkumulation des OmpA Vorldufers im Stamm 1T41/p23-1 im Vergleich zum
Stamm I1T41/pUC18 vermindert (Abb.16 C 2 und 1, 4 und 3).




pOmPA
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Abb.16 Kinetik der Proteinprozessierung in unterschiedlichen Export-
mutanten von £.co77 mit den Plasmiden pUC18 und p23-1; A: MM52, 3h bei 30
pzw. 42°C, Probennahme 1,4,7,13 Minuten; 8: 1085, 2h bei 30 baw. 42°C,
Probennahme 1,23,5 Minuten; €: IT41, 1h bei 30 bzw.42°C, Probennahme 10,
20,30, 60 Sekunden; B: MM52/pUCI8 20 Minuten vor Markierung mit Ipg/m]
Chioramphenikol inkubiert, Kultivierung und Probennahme wie unter Aé 1
pUCL8 30°C, 2 p23-1 30°C, 3 pUC18 42°C, & p23-1 42°C; Aufnahme von 5s..
Methionin 1st als Prozentzahl unter der jeweiligen Abbildung angegeben.
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Das in Abbildung 16 D dargestelite Experiment sollte eine Aussage iber
die Auswirkung reduzierter Proteinbiosyntheserate auf die Prozessierungs-
kinetik von MM52/pUC18 geben. Im Vergleich zur Abbildung 16 A wurde durch
Iiwg Chloramphenikol/ml Kultur der Einbau von 355-Methionin bei 30°C von 38%
auf 13% gésenk{; da durch AQSprégﬁng 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% gegeniiber 11%). Jedoch wurde durch Zugabe von Chloramphenikol die
Akkumulation des Vorldufers deutlich reduziert; wihrend in Abwesenheit des
Antibiotikums nach einminitiger Markierung pOmpA und OmpA in gleichen
Mengen vorlagen (Abb.16 A 1), war das Verhdltnis in Gegenwart des
Inhibitors deutlich zu Gunsten der reifen Form verschoben {Abb.16 D 1).

Das Plasmid p23-1 fihrte in den untersuchten Stédmmen zu einer Reduktion der
OmpA-Vorldufer Akkumulation. Bei unverdndertem Wachstum zeigten die Stdmme
MM52 und 1085 eine leichte, der Stamm IT41 eine deutlichere Reduktion der
355-Methionin Aufnahme. Wie aus anderen Experimenten geschlossen werden
konnte, war die Bestimmung des Methionineinbaus grofen Schwankungen
unterworfen, so dap Unterschiede von 15% nicht als signifikant angesehen
werden konnten. Durch Reduktion der Proteinsynthese in Gegenwart von lug
Chioramphenikol/m] wurde ein &hnliches Bild erhalten. Auch hier kam es zu
einer verminderten Akkumulation des Vorldufers, jedoch wurde die Aufnanme
des radioaktiven Methionins deutlicher gehemmt als durch das Plasmid p23-1.

3.1.12, Proteintranspori im £.col7 Wildtyp JML0O9 nach Expression
unterschiedlicher Mengen des LI3 Proteins aus S.carnosus

Dieses Experiment sollie Aussage dariiber geben, ob durch starke Expression
des ribosomalen Proteins L13 die Kinetik des Proteintransports im E.coli

pUC18, p23-1, 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
iberprift, sie konnte in den Extrakten der Stdmme JMI09/p23-2, sowie
pKK23-1, der die grdBte Konzentration aufwies, dargestellt werden {nicht
abgebiidet). Die Zellen wurden bei einer ODgzg von 0,1 fir 30 Sekunden bei
25°C mit 39S- Methionin markiert, Proben zu den in Abbildung 17 angegebenen
Zeitpunkten entnommen und die Prozessierungskinetik des Membranproteins

OmpA untersucht.




49

Abb.17 Untersuchungen zum Proteintransport im £.coli Wiltyp
JM109/pUCi8, p23-1, p23-2 und pKK23-1

Abbildung 17 verdeutlicht, dap die Syntheserate des pOmpA Proteins mit
zunehmender Konzentration des L13 Proteins abnahm, dies korrelierte mit dem
Einbau des S°S-Methionins {pUC18 14%, p23-1 12%, p23-2 7%, pkKK23-1 2%). Der
Stamm JM109/pKK23-1 mit der geringsten Einbaurate {2%) zeigte schon bei der
Anzucht der Zellen ein reduziertes Wachstum, wihrend die Zunahme der
0Dg7gpm der Ubrigen Kulturen identisch war. In allen Markierungsansdtzen
wurde der Vorldufer des OmpA Proteins innerhalb von einer Minute in die
reife Form Uberfihrt.

Das ribosomale Protein LI3 filhrt bei starker Expression im £.coli Wildtyp-
stamm JM109 zu einer Reduktion der Proteinsyntheserate, wodurch auch das
Wachstum der Zellen beeinfluBt wird. Die Kinetik der Proteinprozessierung
pleibt jedoch unverdndert.




50

3.2. ISOLIERUNG EIMES SECA HOWOLOGEN DMA-FRAGHENTS AUS BACILLUS SUBTILIS

3.2.1. Hybridisierung einer secd Sende aus Escherichia coli gegen
chromosomale DHA 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) prdpariert. Hierbei
wurden die Zellen von S.carnosus wie angegeben mit Lysostaphin und Lysozym
aufgeschlossen, wdhrend der Aufschluf der B.subtilis und £.coli Zellen nur
mit Lysozym erfolgte. Die DNA wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI
vollstdndig gespalten. Nach Trennung der DNA Fragmente durch Agarose-~
Gelelektrophorese und Transfer auf eine Nylonmembran wurden die Membranen
der Ldnge nach in Streifen geschnitten und unter verschiedenen Bedingungen
gegen das secA Gen aus £.coli als Sonde hybridisiert. Hierbei variierten
sowohl die Temperatur, als auch die Formamidkonzentration.

Als DNA Sonde wurde das 2,5kB grofe Hcol Fragment aus dem Plasmid pMF8,
welches das secA Gen aus £.coli trdgt, nach Markierung mit Digoxygenin-11-

dUTP eingesetzt.

Abb.18 Southern Hybridisierung des secA Gens aus £.col7 gegen
chromosomale DNA aus £.coli und S.carnosus unter
unterschiedlichen Bedingungen: Spur 1 bis 5 chromosomale
DNA aus TM300, Spur 6 aus MC4100; 1) waBrige Losung 42°C,
2) wdBrige Losung 52°C, 3) wéBrige Losung 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 fiir £.coli
typische Signal. Die Inkubationsbedingungen in wépriger Ldsung, wie in Spur
1 bis 3 dargestellt, waren fiir die Hybridisjerung 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 Grope von ca. 4,5 kB war in Spur 5 deutlich zu erken-
nen. Diese reduzierten Stringenzbedingungen bei 20% Formamid und 42°C waren
auch fir die Southern Hybridisierung der E.coli secA-Sonde gegen chromoso-
male DNA aus B.subtilis DB104 {Daten nicht abgebildet) geeignet. Hier
konnte ein EcoRl Fragment von ca. 5,5kB dargestellt werden.

3.2.2 Isolierung und Subklonierung eines secAd homologen DHA 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 Plaguehybridisierung durchgemustert. Unter den gewdhlten
reduzierten Stringenzbedingungen wurde ein positiver Klon erhalten. Die
Praparation der Phagen DNA erfolgte aus einer 21 Kultur nach Sambrook et
al.(1989). Mach Restriktion mit dem Enzym £coRI wurde das inserierte 3,9kB
grofe Fragment in den mit EcoRI linearisierten Vektor pUC18 subkloniert.
Die resultierenden Plasmide psecAl und psecA2 sind in Abbildung 19
dargestellt.
Um zu iiberpriifen, ob dieses isolierte Fragment spezifisch gegen das secA
Gen aus £.coli reagiert, wurde eine Hybridisierung gegen chromosomale DNA
aus B.subtilis und E.coli durchgefiihrt, wobei als Sonde zum Einen das Acol
Fragment aus £.coli, zum Anderen das aus der Bacillus-Genbank jsolierte
EcoRI Fragment diente (Abb.20).
Die aus F.coli und B.subtilis eingesetzten DNA Sonden reagierten gegeniiber
chromosomaler DNA aus E.coli, B.subtilis und S.carnosus TM300 (Abb.20; Spur
1,3,6) gleich; durch beide Sonden wurden Fragmente gleicher Grope markiert.
Die Grope der markierten Fragmente betrug bei E.coli 2,5kB, bei B.subtilis
5,5kB und bei S.carnosus 3,9kB.
Dieses Ergebnis zeigt, dap das aus B.subtilis isolierte DNA Fragment
Homologie zum secA Gen aus £.coli aufweist. o

Die heterologen DNA-Proben verdeutlichten den Nachteil dieser Methode.
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Abb.19 Kartierung der Plasmide psecAl-4, die das secA homologe
Fragment aus B.subtilis tragen; B Bglil, € Clal,
H HindI1I, W Mlul, ¥ Nsil, § Sphl, Sp Spel, §t Styl

Abb.20  Southern Hybridisierung mit den DNA Sonden secA aus £.coli
und dem FceRI Fragment aus B.subtilis; A Ncol Fragment aus
E.coli als Sonde; B EcoRI Fragment aus B.subtilis als DRA
Sonde; (1) chrom.DNA MC4100 X FcoRI: (2) pMF8 x Nceol; (3)

chrom.DNA DB104 x FcoRl, (4) psecAl x £coRl; (5) GF

chrom.DNA TM300 x EcoRI.

\JJ
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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 stdrker markiert als der Vektor; siehe
B Spur 4, hier ist das 3,9 kB Fragment stérker 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 grofLES Gen tré&gt, deutlich. Durch
die Hybridisierung unter den hier gewdnlten, niedrigen Stringenzbedingungen
kam es zu unspezifischen Reaktionen. Allgemein galt, dap zunehmende Grdfe
und zunehmende Konzentration der DNA verstadrkt zu unspezifischen Signalen
fiihrten. Die hier unter niedrigen Stringenzbedingungen angewandte Methode

eignet sich somit nur filr die Hybridisierung gegeniiber chromosomaler DNA.

3.2.3. Sequenzierung und Homologievergleich des secd-homologen Fragments
aus B.subtilis

Das aus B.subtilis isolierte secA homologe Fragment wurde sequenziert und
seine Aminosduresequenz mit dem SecA Protein aus E.coli verglichen.

Die fiir die Sequenzierung verwendeten Kione wurden mittels Subklonierung
und Herstellung von Deletionsklonen durch Exonukleaselll gewonnen und heide
DNA Strange nach der Methode von Sanger et al.(1977) sequenziert. Abbildung
21 zeigt die Nukleotid- und die abgeleitete Aminosé&uresequenz des 1,4 kB
Fragments aus psecAl, sowie das Restriktionsmuster des sequenzierten

Bereichs.
P7 M1
{ BspHI SnaBl
| Hoal EcoRy
Dralll Clal Astl]
Ball Spel Miul I; Xmril [ I Stul Styl
! § 1 (1 ! | |
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@@ 4uB 658 825 1558 1765 1485
Sov— I >
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Abb. 21 ‘a} Restriktionskartierung des sequenzierten secA homologen
.. -Fragments aus B.subtilis;
_:Pfe1]e markieren die offenen Leserahmen (ORF1 und 2).

-Abb.21 " b} Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosiuresequenz des
s 1,4 kB secA homologen Fragmentes aus psecAl; vermutete
- -~=35 und -10 Region, sowie die Ribosomenbindungstelie
~~(RBS) sind unterstrichen; Pfeile zeigen palindromische
Sequenz an.
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10 20 30 40 50 60

. I | | E
1 AGAAGAGGAGGAGAGCTTGGACATTGTCCGTCAGAAACGCTTTAATTTAARGCCGATGGATAGTGA
GluGluGluGluSerLeuAspIleValArgGlnLysArgPheAsnLeulysProMETAspSerGlu

67 AGAAGCGATCTTGCAAATGAATATGCTTGGCCATAATTTCTTTGTTTTCACAAATGCGGAAACAAA

r‘1 AR AT AT APl o MOMA o MINDT a1 eIl o Ao
un;ua.a.cucu\z.l.xh:u.. Lnaxu‘;u LuGu\j’J.JAlJ.thlll

133 CCTTACAAATGTCGTGTACCGCAGAAATGACGGGAAATATGGCTTAATTGAACCGACTGAATAATG
LeuThrAsnValValTyrArgArgAsnAspGlyLysTyrGlyLeuIleGluProThrGlu

199 AAGAGAAGCCTTCCGTGATGTTCGCGGAAGGTTTTTGTTTTTCTTATTTGCAAATTCTTITGGAAAT
-35

265 AACAAAAGGTATGATATGATAATGAGAGGTATACATGGACTAGTAAATTATTTATACATGCCTTTA
' -10 =

331 AAATAGGCATGTGATGATAGAGGAGCGTTATAAATGCTTGGAATTPTTAAATARAATGTTTGATCCA

' ~ RBS METLeuGlyIleLeuAsnLysMETPheAspPro
ACAAAACGTACGCTGAATAGATACGARAAAATTGCTAACGATATTGATGCGATTCGCGGAGACTAT
ThriysArgThrLeuAsnArgTyrGlulysIleAlaAsnAspIleAspAlalleArgGlyAspTyr

Lt
o
-~

463 GARAATCTCTCTGACGACGCGTTGAAACATAAAACAATTGAATTTAAAGAGCGCCTTGAAAAAGGG
GluAsnLeuSerAspAspAlaLeuLysHisLysThrIleGluPheLysGluArgLeuGluLysGly

529 GCGACAACGGATGATCTTCTTGTTGAAGCTTTCGCTGTTGTTCGAGAAGCTTCACGCCGCGTAACA
AlaThrThrAspAspleulLeuValGluAlaPheAlaValValArgGluAlaSerArgArgValThr

585 GGCATGTTTCCGTTTAAAGTCCAGCTCATGGGGGGCGTGGCGCTTCATGACGGAAATATCGCGGAA
GlyMETPheProPhelysValGlnLeuMETGlyGlyValAlaleuHisAspGlyAsnIleAlaGlu

661 ATGAAAACAGGGGAAGGGAAAACATTAACGTCTACTCTGCCTGTTTATTTAARATGCGTTAACAGGT
METLysThrGlyGluGlyLysThrLeuThrSerThrlLeuProvValTyrLeuAsnAlaLeuThrGly

727 AAAGGCGTACACATCGTGACTGTCAACGAATACTTGGCAAGCCGTGACGCTGAGCAAATGGGGAAA
LysGlyvalHisIleValThrValAsnGluTyrLeuAlaSerArgAspAlaGluGInMETGlyLys

733 ATTTTCGAGTTTCTCGGTTTGACTGTCGGCTTGAATTTAAACTCAATGTCAAAAGACGAARAAACGS
IlePheGluPheLeuGlyLeuThrvalGlylLenAsnleuAsnSerMETSerLysAspGlulysArg

859 GAAGCTTATGCCGCTGATATTACTTACTCCACAAACAACGAGCTTGEGCTTCGACTATTTGCGTGAL
GluAlaTyrAlaAlaAspIleThrTyrSerThrAsnAsnGluLeuGlyPheAspTyrLeuArgAsp

925 AATATGGTTCTTTATAAAGAGCAGATGGTTCAGCGCCCGCTTCATTTTGCGGTAATTGATGAAGTT
ASnMETValLeuTyrLysGluGilnMETValGlnArgProleuHisPheAlaVallleAspGluVal

991 GACTCTATTTTAATTGATGAAGCGAGAACACCGCTTATCATTTCTGGACAAGCTGCAAAATCCACT
AspSerIleLeulleAspGluAlaargThrProleullelleSerGlyGlnAlaalaLysSerThr

'm1057 AAGCTGTACGTACAGGCAAATGCTTTTGTCCGTACGTTAAAAGCGGAGAAGGATTACACGTACGAT
LysLeuTyrValGlnAlaAsnAlaPheValArgThrLeulysAlaGluLysAspTyrThrTyrAsp

1123 ATCAAAACAAAAGCTGTACAGCTTACTGAAGAAGGAATGACGAAGGCGGAAAAAGCGTTCGGCATC

IleLysThrLysAlaValGlnLeuThrGluGluGlyMETThrLysAlaGluLysalaPheGlylle

1189 GATAACCTCTTTGATGTGAAGCATGTCGCGCTCAACCACCATATCAACCAGGCCTTAAARAGCTCAC
AspAsnLeuPheAspvallysHisValAlaLeuAsnHisHisIleAsnGlnAlakeuLysAlaHis

1255 GTTGCGATGCAAAAGGACGTTGACTATGTAGTGCGAAGACGGACAGGTTGTTATTGTTGATTCCTTC
ValalaMETGlnLysAspValAspTyrvalvValGluAspGlyGlnValvalileValAspSerPhe

1321 ACGGGACGTCTGATGAAAGGCCGCCGCTACAGTGAGGGGCTTCACCAAGCGATTGAAGCAANGGAA
ThrGlyArgLeuMETLysGlyArgArgTyrSerGluGlyLeuHisGlnAlalleGluAlaLysGlu

1387 GGGCTTGAGATTCAAAACGAAAGCATGACCTTGGCGACGATTACGTTCCAAAACTACTTCCGAATG
GlyLeuGlulleGlnAsnGluSerMETThrLeuAlaThrIleThrPheGlnAsnTyrPheArgMET

1453 TACG
o Tyr
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Das 1456 Basenpaare umfassende Fragment aus B.subtilis trigt zwei
unvollstdandige, offene Leserahmen. Wihrend durch den erste Leserahmen 94
Aminosduren 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 fiir vegetative Promotoren von
B.subtilis beschriebene.kohsensussequenz aufweist (Abb.21b, -35 und -10
Region; Lewin,1990). Zwischen der -10 Region und dem vermuteten Transia-
tionsstart des zweiten offenen Leserahmens befindet sich eine gegenliufige,
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 fiir B.subtilis typische Ribosomenbindungs-
stelle dar {10 Basenpaare vor dem Translationsstart des zweiten Lese-

rahmens; Harwood,1989).

Das secA Operon aus £.coli setzt sich aus drei Genen zusammen: dem promo-
torproximal Tiegenden GenX, dem secA und dem mutT7 Gen (Oliver et al.,1990).
Wahrend beim Sequenzvergleich des ersten offenen Leserahmens mit der
Aminosduresequenz des GensX keine Ahnlichkeiten zu erkennen waren, gab es
im zweiten Leserahmen im Vergleich zum N-terminalen Bereich des Sec/
Proteins deutliche {bereinstimmungen. Die Sequenzen sind nach der Methode
von Myers und Miller {1988) zu 58 Prozent identisch {in Abb.22 mit ;'
gekennzeichnet), weiterhin findet man hiufig in gleicher Position Amino-
sduren mit gleichen chemischen Eigenschaften (in Abb.22 mit '.' gekenn-
zeichnet). Position 100 bis 107 reprdsentiert eine von Matsuyama et al.
(1990) beschriebenen ATPase Konsensussequenz. Sie ist mit dem entsprechen-
den Bereich aus £.col7 nahezu identisch, an Position 101 befindet sich bei
B.subtilis statt eines Arginins ein Lysin (Abb.22, unterstrichene Sequenz).
Aus den angetiihrten 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 sech
Gen von B.subtilis unter der Kontrolle eines eigenen Promotors zu stehen. =
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Abb.22 Aminosdureseguenzvergleich zwischen der N-terminalen Region

3.2.4,
Um zu untersuchen,

des SecA Proteins aus £.coli ( Aminosdure 1-383, E) und dem

durch den zweiten Leserahmen kodierten Protein von B.subtilis
(B); ':' markiert identische Aminosduren, '.' markiert dhnliche
~Aminosdren wie A,S,T; D,E; N,Q; R,K;

strichene Bereich zeigt eine ATPase Konsensussegquenz an.

I,L,M,V;: F,Y,W; der unter=~

Western Blot mit Antikdrpern gegen das Secd Protein aus £.coli
ob Antikérper gegen das £.coli SecA Protein mit einem

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

Western Blot durchgefiihrt. Hierzu wurden Zellextrakte von S.carnosus TWM300,
B.subtilis DB104 und £.coli MM52 iber eine 7,5% SDS-PAGE getrennt und die
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Die Inkubation mit dem
Anti-SecA-Antikorper erfolgte iiber Nacht bei 4°C in Losung IT (Verdiinnung

des Antikdrpers 1:300). Nach Zugabe des zweiten,

an Peroxidase gekoppelten

Antikdrpers und Anfdrbung mit Chloronaphthol und H,0, ergab sich das in
Abbildung 23 dargestellte Bild. Das fiir das Sec4 Protein aus £.coli
typisqhe Signal tritt in Spur.5 bis 8 bei einer Grope von 100 kDa auf. Auch
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in Spur 1 und 2 (Extrakt von S.carmosus TM300 in unterschiedlichen Konzen-
trationen) ist eine Bande zu erkennen, die etwas kleiner als die SecAd-Bande
aus £.coli zu sein scheint. Im Zellextrakt von B.subtilis (Spur 3 und 4)
konnte keine Kreuzreaktion sichtbar gemacht werden. Die Ursache hierfiir
kénnte einerseits in einer zu geringen Proteinkonzentration 1liegen,
andererseits konnte das SecA Protein aus Bacillus zu dem aus F.coli so
unterschiedlich sein, dap es von den Antikdrpern nicht erkannt wird.

Durch die Sequenzierung des 1,4kB grofen Fragments aus dem Plasmid psecAl
war der vermutete Translationsstart des secA Gens aus B.subtilis bekannt.
Un dieses Gen unter der Kontrolle des Jac Promotors exprimieren zu kénnen,
wurde ein (,88kB gropes Spel-Clal Fragment aus psecAl nach Auffiilen der
Enden mit Klenow-Polymerase in den mit Smal linearisierten Vektor pUCI8
subkloniert. Im dem daraus resultierenden Plasmid psecA4 (Abb.19) war das
Fragment in der korrekten Orientierung hinter dem JacZ 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-£.coli-SecA Antikérpern gegen
' Zellextrakte von S.carnosus TM300, B.subtilis DB104 und
unterschiediichen Stdmmen von E.coli; TM300 (1) 10p1 (2)
30r1; DB104 (3) 10p1 (4) 30p1: MM52 pHC79 (5), pCos7 (6),
pCos22 (7), pCos23 (8) je 5wl; geschlossener Pfeil
- markiert SecA aus F.coii, offener Pfeil markiert
kreuzreaktives Material aus S.carnosus.
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Abb. 24 SDS-PAGE (A) und Western Blot (B) mit anti-£.coli-SecA Anti-
kérpern gegen Zellextrakte von DBi04 (a) und JM109/pUC18
(b), psecAl (c), psecA2 (d) und psecA4 (e) nach Induktion
mit IPTG ( 1mM IPTG zwei Stunden 37°C); offener Pfeil
markiert Secd aus £.coli; geschlossener Pfeil markiert

SecA aus B.subtiliis.

Wie in Abbildung 24 dargestellt, wurden Extrakte von B.subitilis DB104,
E.coli JM109 mit den Plasmiden pUCLB, psecAl, psecAZ und psecAd nach
zweistlindiger Induktion mit 1mM IPTG dber 12,5% SDS-PAGE getrennt und nach
dem Transfer auf Nitrozellulose ein Western Blot mit anti-SecA Antikdrpern
durchgefiihrt.

In Spur b bis e {B) ist (durch den offenen Pfeil markiert) das durch das
SecA Protein aus £.coli hervorgerufene Signal zu erkennen. Wéhrend in
Extrakten von JM109 mit den Plasmiden psecAl und psecA2 (Spur ¢ 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 (geschiossener Pfeil, Spur e in Abb.24 A und B).
Nach IPTG Induktion wurde im Stamm JM109/psecAd ein etwa 30kDa grofes
Protein gebildet, welches mit dem Antikérper gegen das SecA Protein aus
F.coli reagierte. Wie schon in Abbildung 23 dargestellt, trat auch hier
keine Reaktion im Gesamizellextrakt von B.subiilis DBI0O4 auf.
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Die Ergebnisse zeigen, dap der gegen das SecA Protein aus E.coli gerichtete
Antikdrper mit einem SecA analogen Protein aus §.carnosus TM300 und
B.subtilis DB104 kreuzreagiert; flir B.subtilis konnte dies jedoch nur nach
starker Expression des Genprodukts ausgehend von Plasmid psecAd dargestellt
werden. Die im Zellextrakt von B.subtilis DB104 und durch die Plasmide
psecAl und 2 exprimierte Proteinmenge von Secd ist fiir eine Reaktion mit
dem gegen das heterologe £.coli SecA Protein gerichteten Antikdrper zu

gering.

3.2.5. Untersuchungen zur Komplementation des Wachstumsdefekis der
£.coli secA Hutanten

Die Plasmide psecA 1,2,3 und 4, sowie die Plasmide pUCi8 (als Negativ-
kontrolle) und pMF8 (irdgt das secA Gen aus £.colf) wurden in die E.coli
Mutanten MM52 {secA Ts) und BA13 (secA Am) transformiert, und die Stédmme
hinsichtlich des Wachstums bei der nicht-permissiven Temperatur (42°C)
untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 dargestellit.

Tab.7 Wachstum der Stémme MM52 (secA Ts) und BA13 (secA Am) bei

42°C nach Transformation mit den Plasmiden psecAl-4, pUCI8 und

pMF8; + = Wachstum, - = kein Wachstum.

Stamm plCl8 pMF8 psecAl psecA? psecA3 psecAd
MM 52 - + - - - +
BA 13 - + - - - -
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Die Ergebnisse zeigen, dap der Wachstumsdefekt der Mutante MM52 neben dem
Plasmid pMF8 auch durch das Plasmid nsecAd komplementiert werden konnte,
welches ein 0,88kB Fragment des secA Gens aus B.subtilis DB104 trdgt
(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 mdglich war (Daten nicht dargestellt). Der Wachstumsdefekt des
Stamms BA13, in dem durch eine 'amber'-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, daPp das SecA Peptid aus B.subtilis
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Abb.25  Wachstumsverhalten des F.coli Stamms MM52 (secA Ts) mit
den Plasmiden pUC18, pMF8 und psecAd4 auf LB Medium mit

0,2mM IPTG.

3.2.6. Untersuchungen zum Proieintransport im Stamm MM52/psecdd

Um zu untersuchen, ob das SecA Fragment aus B.subi7ilis neben der Komplemen-
tation des Wachstums der F£.col7 Mutante MM52 auch eine spezifische Wirkung
auf den Proteintransport ausilibt, wurde ein Pulse-Chase Experiment mit
nachfolgender OmpA-Antikdrperfdllung durchgefithrt. Die Stdmme MM52/pUC18,
pMF8 und psecA4 wurden 2,75 Stunden in Minimalmedium mit Glukose bei 42°C
kuTtiviert. Zwanzig Minuten vor Zugabe von 355-Methionin wurde den Kulturen
IPTG in einer Konzentration von 1lmM zugesetzt, um die Bildung des
B.subtilis SecA Peptids zu verstdrken (Abb.26). Langerwirkende Induktion
bzw. Anzucht der Zellen unter Glukose-Abwesenheit fithrien zur Zelllyse. Die
Kulturen wurden auf eine OBS?Snm von 0,1 eingestellt, eine Minute mit 355—
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 trégt,
verhielt sich nach fast dreistiindiger Kultivierung bei der nicht-permis-
siven Temperatur (42°C) beziiglich der 355.Methionin-Einbaurate und der
Prozessierungsgeschwindigkeit wie der Wildtyp-Stamm MC4100 (nicht abgebil-
det). Der Vorldufer wurde bereits wihrend des Markierungszeitraums
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Abbh. 26 Expression des SecA N-Terminus aus B.subtilis in E.coli
nach Wachstum in Minimalmedium mit Glukose und IPTG
(siehe Text); (1) MM52/puUCi8, (2) MM52/psechAd; Pfeil

markiert das secA Peptid.

Abb. 27 Kinetik der pOmpA Prozessierung in den E.coli Stdmmen
MM52/pUC18 (1-4), psecAd (5-8) und pMF8 (9-12) nach 1,

3, 6 und 11 Minuten; p= Prae-Form, m= reife Form.
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vollstdndig in das reife OmpA Protein Uberfithrt. Dagegen zeigten die Stdmme
MM52/pUCL8 und MM52/psecAd reduzierte 3°S-Methionin Aufnahme (21% gegeniiber
37% bei MM52/pMF8). Weiterhin war nach einminiitiger Markierung eine
deutliche Akkumulation von pOmpA zu beobachten. Wahrend der OmpA-Vorldufer
im Stamm MM52/pUC18 iiber 6 Minuten bestehen blieb, konnte in der Kultur
MM52/psecAd eine deutlich erhShte 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 verdndert. Hierdurch kann ein indirekte Wirkung iiber die
Induktion der Hitzeschockantwort ausgeschlossen werden.
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4. DISKUSSION

4.1. Isolierung, Sequenzierung und physiologische Untersuchungen zur
Wirkungsweise des ribosomalen Proteins L1I3 aus $.carnosus

4.1.1. Isolierung und Sequenzanalyse des rpl# Gens aus S.carnosus

Durch die heterologe Komplementation der F.coli Mutante MM52 (secd Ts)
wurde aus einer Genbank von S.carnosus TM300 das Cosmid pCos23 isoliert,
welches das Gen rp/# (L13) und einen Teil des rpsI (59) Gens trigt. Die
Sequenzanalyse des Bereichs ergab, dap die Gene fir die ribosomalen Pro-
teine L13 und 59 in einem Operon organisiert sind, da der Abstand zwischen
den beiden Genen nur 22Bp betrdgt (Abb.7b). Dieses Ergebnis steht in Uber-
einstimmung mit den fiir £.col7 beschriebenen Daten, auch hier liegen die
Gene rpiIM und rpsI in einer Trankriptionseinheit, in der das Gen fiir das
L13 Protein (rpiM) promotorproximal lokalisiert ist (Isono et al.,1985).
Als Startkodon des £13 Proteins dient das ATG Codon {Nuk Teotid 309,
Abb.7b), das fiir die Aminosaure Methionin kodiert. Bei dem rp M folgenden
rpsI Gen (S9) konnte das Triplett TTG (Leucin) das Startkodon darstellen
(Position 766, Abb.7b). Wihrend die Translation eukaryontischer Proteine
immer mit dem Triplett ATG beginnt, kdnnen in prokaryontischen Genen neben
ATG auch TTG und GTG als Startkodon wirksam sein (Lewin,1990).

Es konnte gezeigt werden, dap die 78 Bp lange Sequenz vor dem vermuteten
Translationsstart des L13 Proteins (Abb.7b, Bp 231 bis 309) keine in F.colf
wirksame Promotoraktivitdt aufweist. Eine typische Konsensussequenz fiir
eine -35 Region, die sowohl fiir £.coli, als auch fiir den vegetativen Sigma-
Faktor der RNA Polymerase aus B.subtilis beschrieben'ist, wird durch die
Sequenz -TTGACA- reprdsen-tiert (Abb.7b, 217 Bp vor ATG-Codon; Lewin,1990).
Als zugehdrige -10 Region kénnte die 17 Bp stromabwirts lokalisierte '

A mabies b L o o ol

Seguenz -TACGAT-, di peschriebenen Konsensussequenz

Sequenz -TACGAT-, die gegeniibe
T80A95T45A60A50T96'an zwei nur zu 45 bzw. 60% konservierten Stellen Austau-
sche zeigt (Lewin,1990), wirksam sein. Uber typische Promotorstrukturen der
Gattung Staphylococcus ist bisher nur wenig bekannt. Das von Gétz et
al.(1985) sequenzierte [ipase Gen aus S.hyicus, das in S.carnosus expri-
miert wurde, trégt wie auch -das rpl¥ Gen aus S.carnosus ca. 70Bp vor dem
Transiationsstart eine fir £.coli und B.subtilis beschriebene -35 Sequenz.
Dies kénnte ein Hinweis sein, dap diese Sequenz auch im Organismus =~ '
.StaphyiococcusfalsgPromotoerirksam ist. SR S
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4.1.2. Lokaiisierung des heterologen LI3 Proteins in £.col7

Wittmann et al.(1974) beschreiben Rekonstitutionsexperimente, in denen
ribo-somale Proteine aus £.col7 und B.stearothermophilus zu einer aktiven
30S ribosomalen Untereinheit assemblieren.

Auf Grund der konservierten Primirstruktur des £13 Proteins aus £.col7 und
S.carnosus ist bei Expression des heterologen Proteins in E.coli die Bil-
dung von hybriden Ribosomen vorstellbar. Untersuchungen zur Lokalisierung
des LI3 Proteins aus S.carnosus ergaben, daf dieses in deutiich hoherer
Konzentration als die homologe Komponente in die Ribosomen eingebaut wird
(Abb.11).

Fiir £.coli konnte durch 'Crosslinking' eine Wechselwirkung von LI3 mit den
ribosomalen Proteinen L3, L20 und L2I nachgewiesen werden (Walleczek et
al.,1988). Die Proteine L3 und LZ0 sind an der Bindung der Aminoacyl-tRNA
bzw. dem Transfer des Peptids wihrend der Elongation beteiligt (Lewin,
1990). Bei einem Einbau des heterologen LI3 an Stelle des homologen Pro-
teins wdre auf Grund sterischer Verdnderungen eine verminderte Aktivitdt
der Ribosomen bei der Proteinbiosynthese denkbar. Tats&chlich zeigen die
E.coli Stamme, in denen das heterologe LI13 in geringen, fir die Suppression
ausreichenden Konzentrationen exprimiert wird, weder reduziertes Wachstum,
noch eine signifikant verminderte 35s.Methionin Aufnahme (Ausnahme E.coli
Stamm IT41 (Jep Ts); Abb.13 und 16), die eine grobe Einschdtzung der
Proteinbiosynthese ermiglicnt. '

4.1.3. Einflup der LI13-Konzentration auf das Wachstum von E.coli

Die Expression des /I3 Proteins in der Mutante MM52 ermdglicht ein Uber-
leben unter nicht-permissiven Bedingungen, wecbei die filr die Mutante
typische Ausprédgung der Filamentierung nach Wachstum bei der nicht-permis-
siven Temperatur nahezu unterdriickt wird (Abb.4).
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dabei so gering, daf das Protein nicht im Coomassie gefédrbten 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 LI3
Proteins schidlich. Sie verursacht eine Wachstumsverzdgerung, bedingt durch
eine Reduktion der Proteinbiosynthese (Abb.17; Tab.5).

Die Expression ribosomaler Proteine in E.col7 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

dag str Operon, S8 das spc Operon, usw.). Durch diesen Mechanismus wird ein
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Gleichgewicht der ribosomalen Bausteine und eine schnelle Anpassung an
verdnderte physiologische Zustdnde in der Zelle gewdhrleistet (Watson et
al.,1987).

Es wdre daher vorstellbar, dap bei starker Expression des heterologen LI3
Proteins in £.coli (wie z.B. durch pKK23-1) das L13 aus S.carnosus die
Synthese der homologen Proteine des rpl#-rpsI Operons in E.coli reprimiert.
Hierdurch wiirde neben dem ausreichend vorhandenen LI3 auch die Synthese des
E.coli 59 Proteins reduziert. Als Foige der Limitation des S$9 Proteins wire
somit die Assemblierung der Ribosomen gestért, so dap die iibrigen ungebun-
denen ribosomalen Proteine wiederum ihre eigene Expression reprimierten.
Wie fiir das Plasmid pKK23-1 beschrieben, wédre eine Reduktion der Protein-
‘biosynthese und des Wachstums die Folge.

4.1.4. Suppressiensverhaiten des Li3 Proteins im Vergleich zu den
Hitzeschockproteinen GrofL/ES

Der funktionell komplementierende Effekt von LI3 scheint im Gegensatz zu
Untersuchungen der Suppression durch das Hitzeschockprotein Grofl spezi-
fisch zu sein. Van Dyk et al. (1989) konnten zeigen, dap durch Uberproduk-
tion von GrofL/ES neben den Mutationen in SecA, SecY und dem Hitzeschock-
protein DnaKk auch der Wachstumsdefekt zahlreicher Mutanten der Aminosdure-
synthese von £.col7 und S.¢hyphimurium aufgehoben werden kann. Die unter-
suchten Mutationen waren alle temperatursensitiv. GrofL 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 ermbglicht.

Die durch L13 erzielte Komplementation ist mit den Ergebnissen der Hitze-
schockproteine nicht vergleichbar. Einerseits wird Komplementation nicht
durch Uberproduktion erreicht, dieser Zustand wirkt auf die Zellen sogar

warhctumchammand
tiven Mutationen in Komponenten des Proteintransports (Secd, SecY und
Signalpeptidase) supprimiert werden, wihrend andere Defekte wie "Null'-
mutationen im secA und sec8 Gen, kdltesensitive Mutation im secE, sowie
temperatursensitive Defekte in den Genen grofl, dnaKk und dem Protein-
transport-unabhdngigen Gen der Fruktose-1.6.-diphosphataldolase nicht
unterdriickt werden (Tab.6).

Dieser Befund konnte auf eine spezifische Funktion von L13 beim Protein-
transport hinweisen. Hierbei ist allerdings die Wirkungsweise von LI3 in
der Signalpeptidase-Mutante (IT41) schwer verstindlich, da sie in einem zu

- SecA-und SecY unterschiedlichen zeliuidren Kompartiment, dem Periplasma,




66

aktiv ist.

4.1.5. Eigenschaften von secA{Ts) und sect{Vs)-Suppressormutanten
In der Literatur wurde die Isclierung zahlreicher Suppressoren von tempe-
ratursensitiven secA und secY-Mutationen bheschrieben, die den Wachstums-
defekt dieser Stimme unterdriicken (ssa fiir secA bzw. ssy fiir secY). Diese
Suppressormutanten betreffen Komponenten des Proteinbiosynthese-Apparates
wie Aminoacyl-tRNA Synthetasen, tRNA-Molekiile, Translations-initiations-
faktor, ribosomale Proteine (S5I,5I5) und andere (0liver,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 Vorliduferprotein reduziert und so den Mutanten ein Uberleben
bei der nichi-permissiven Temperatur ermdgliicht wird. Dap 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 hdufig kdltesensitiven Suppressoren ermdglichen 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 Kettenverldngerungsgeschwin-
digkeit des Enzyms B-Galaktosidase eine Reduktion der ProteinbioSynthese
nachgewiesen werden, widhrend andere Mutationen keine Reduktion verursachen
{ssyE, ssyF [entspricht dem ribosomalen Protein S§I], 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
secY-Gen auch secA(Ts) supprimieren (Shiba et al.,1986b).
Die Wirkungsweise dieser Suppression ist bisher nicht verstanden. Hdhrend
einige Mutationen die Proteinbiosynthese reduzieren und so, wie auch die
Proteinbiosyntheseinhibitoren, ein Uberleben bei der nicht permissiven
ichen, scheinen andere Suppressoren nicht {ber diesen Weg
zu wirken.

Lee und Beckwith (1986) diskutieren die Mdglichkeit der Reduktion der
Kettenverlingerungsgeschwindigkeit exportierbarer Proteine. Hierdurch wiirde
dem sekretorischen Apparat mehr Zeit fiir die Katalyse der Transiokation
gegeben. Moglicherweise 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 (sech Am) -beobachtet, durch die Inaktivierung des secA Gens
wird hier spezifisch die Synthese des Maltose-Bindeproteins unterbunden

nnnnn
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mus lieferte die Isolierung der Mutante sec(, die einen Defekt im rpsC Gen
tragt (ribosomales Protein 515; Ferro-Novick et al.,1984). Ein Stamm mit
dieser Mutation zeigt eine reduzierte Synthese des exportierbaren Maltose-
Bindeproteins, Ribose-Bindeproteins und des &uferen Membranproteins Ompf,
wdahrend die Synthese der cytoplasmatischen Proteine SecA und des Elon-
gationsfaktors G im Vergleich zum Wildtyp unverdndert ist (Ferro-Novick et
al.,1984). Diese Interpretationen schliefen eine direkte Wechseliwirkung
einiger Suppressoren mit Komponenten des Exportapparates jedoch nicht aus.
Auf Grund der Vielfalt der bisher identifizierten Suppressoren ist die
Isolierung unterschiedlicher Cosmide {iber den in dieser Arbeit vorge~
stellten Ansatz der heterologen Komplementation verstdndiich (Abb.2 und 3).
£s kdnnte sich hierbei, wie filir £.col7 beschrieben, um weitere Komponenten

PR | PO

‘der Proteinbiosynthese-Apparates aus S.carnosus handeln.

4,1.6. Mogiiche Wirkungsweise der Suppression durch das LI3 Protein

Fiir die migliche Wirkungsweise des L13 Proteins, die zur funktionellen
Komplementation der temperatursensitiven Mutationen im Exportapparat fiihrt,
werden drei Punkte diskutiert:

1. Die Expression des LI3 Proteins 10st als eine Art Strefsignal 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 ausgelést werden (Parsell und Sauer,
1988). Die Expression des heterologen L13 Proteins kénnte einen StreBfaktor
darstellen, der eine verstdrkte Synthese von GroEL/ES induzieren wiirde.
Dieser Effekt kann jedoch ausgeschlossen werden, da, wie in Abb.14 gezeigt,

dag Drnf‘n‘inc‘\’m'l-hacngnn cta

Mdh\'l [¥4 L

KontroT]e unverdndert ist.

2, Wie die fir £.coli beschriebenen Suppressoren von secA(Ts) und
secY(Ts) bewirkt die Expression des L13 Proteins eine Reduktion
der Proteinbiosynthese. Hierdurch wdre ein Wachstum der Mutanten

- unter nicht-permissiven Bedingungen mdgiich.

Ohne das Wachstum zu beeinflupen fiihrt die Expression des LI3 Proteins im

E.coli Stamm 1741 iep) zu einer reduziertien Proteinsynthese, wdhrend diese
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2 (secA Ts) und 1Q85 (secY Ts) -gemessen an der >7S-
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Methionin-Aufnahme- nicht signifikant verdndert ist. Durch sublethale Dosen
von Chloramphenikol (ipg/ml1) wird die Exportkinetik wie auch durch die
Expression des LI3 Proteins beschleunigt, hierbei kommt es aber im Gegen-
satz zu den supprimierten Stdmmen MM52 und IQ85 zu einer deutlichen Reduk-
tion der Proteinsynthese {Abb.13 und 16). ‘
Méglicherweise ist eine bereits geringe Reduktion der Proteinbiosynthese
fiir die Suppression der sec(Ts) Mutationen verantwortlich. Vergleichbar mit
der Wirkungsweise der Suppressoren ssyf bzw.secC (mit verdndertem SI bzw.
515 Protein) konnte durch Einbau des heterologen LI3 Proteins in die
Ribosomen von E.col7 entweder die Gesamtsyntheserate oder spezifisch die
Synthese sekretorischer Proteine reduziert werden.

3. Das ribosomale Protein LI3 stellt eine Komponente des Protein-
translokations-Apparates dar, die mdglicherweise eine Wechselwirkung
mit SecA und/oder SecY oder einer bisher nicht identifizierten
Komponente in der Membran (z.B. Ribosomenrezeptor) eingent.

Das homologe LI3 Protein ist peripher in der grofen Untereinheit der
Ribosomen lokalisiert, eine Funktion ist bisher nicht beschrieben
(Walleczek et al.,1988). Auf Grund seiner Lokalisation wire eine Betei-
ligung am Proteinexport denkbar, LI3 kénnte beim cotranslationalen Trans-
port mit bereits identifizierten (SecA, SecY, SecE) oder noch unbekannten
Komponenten (analog dem Ribosomenrezeptor aus Eukaryonten) des Protein-
export-Apparates eine Wechselwirkung eingehen. Durch Expression eines hete-
rologen LI3 Proteins kdnnte die exporirelevante Ribosomen-aktivitdt so
reduziert werden, dap durch Anpassung an die verminderte Exportfihigkeit
der Zellen ein Uberleben unter nicht permissiven Bedingungen ermdglicht

wiirde.

4.1.7. Postuliertes Modell fiir die Suppression der exportdefekten £.cof¥
Stdmme IT41, IQ85 und HMBZ durch das ribosomale Protein LI3 aus S.carmosus
Auf Grund der vorliegenden Daten werden folgende Wirkungsweisen des
S.carnosus L13 Proteins bei der Suppression exportdefekter £.coli Mutanten
vorgeschlagen:

Die temperatursensitive Mutation im Gen der Signalpeptidase wird, wie fiir
zahlreiche Suppressoren der Gene secAd und secY beschrieben, durch eine
Reduktion der Proteinbiosynthese supprimiert.

- Die funktionelle Komplementation der Mutationen secA(Ts} und sec¥(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 Vorlduferprotein-Chaperon-Ribosom. Das
heterologe LI13 Protein kdnnte hierbei auf Grund seiner reduzierten Affini-
tat zu einem postulierten Ribosomenrezeptor die Assoziation des Komplexes
an die Exportstellen der Membran verhindern. Nur Ribosomen, die das
homologe F.col7 Protein enthalten, konnten durch Bindung an die Membran
eine Translokation der sekretorischen Proteine ermdglichen.

Um diese Hypothese zu untersuchen, ist die Beantwortung der folgende Fragen
wichtig: Kann eine Bindung der Ribosomen an die Membran nachgewiesen

die Ribosomen hierbei Wechselwirkung mit bereits identifizierten Komponen-
ten des Exportapparates (SecA, SecY, Secf) ein? Wird die Bindungsaffinitdt
beeinflupt durch den Einbau des heterologen LI3 Proteins aus S.carnosus?
Ist im Vergleich zu unterschiedlichen cytoplasmatischen Enzymen die Bio~
synthese sekretorischer Proteine reduziert, und ist dies abhdngig von der
Art der Translokation {co- bzw. posttransiational)?

Antworten auf diese Fragen konnten 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

erklédren.
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4.2. Isolierung, Sequenzierung und Charakterisierung eines secd homologen
DNA-Fragments aus Baciilus subiilis

4.2.1. Sequenzanalyse des secd Gens aus B.subtilis

Mit. Hilfe des secA Gens aus F.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 gropen Fragment (Abb.21b}, das
fur zwei offene, unvollsténdige Leserahmen kodiert.

Das secA Gen aus £.coli ist als mittleres in einem Operon aus drei Genen
lokalisiert (0liver et al.,1990). Die Expression des SecA Proteins unter-
liegt einer komplexen Regulation. 'Amber' Mutationen im promotorproximal
Tiegenden GenX haben einen polaren Effekt auf die Translation von Sec4,
Defekte in Komponenten des Proteinexport-Apparates fiihren zu einer De-
repression der SecA Synthese, die wiederum autoregulatorisch durch das SecA
Protein reprimiert werden kann (Schmidt et al.,1988; Schmidt und 0liver,
1989).

Im Unterschied zu dieser in £.coli vorliegenden Organisation scheint das
secA Gen von B.subtilis unter der Kontrolle eines eigenen Promotors zu
stehen. Hierfiir sprechen zwei Punkte: die durch den ersten offenen Lese-
rahmen kodierte Aminosiuresequenz zeigt keine Homologie zu der Sequenz des
GensX aus E.coli. Beide offenen Leserahmen sind durch einen Bereich von
170Bp (gegeniiber 64Bp in E.coli) getrennt, der eine Sequenz beinhaltet, die
nahezu mit der durch den vegetativen Sigma Faktor von B.subtilis erkannten
Konsensussequenz lbereinstimmt (Abb.21b; Position 257-284:-TTGGAA-16Bp-
TATGAT; Moran et al.,1982).

Oliver et al.(1990) konnten im £.coli secA-Operon durch Deletion des
Bereiches zwischen dem Stopcodon des GemsX und der Ribosomenbindungsstelle
des secA Gens eine konstitutive Expression des SecA Proteins erreichen.
Dies weist auf eine wichtige Funktion dieser Sequenz in de
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 kénnte (Abb.21b, Position 320-343). Diese Sequenz kiinnte -analog
einer Terminationsstruktur bei den durch Attenuation regulierten Amino-
sdurebiosynthesegenen (Lewin 1990)- eine wichtige Rolle in der Regulation
der secA Expression in B.subtilis spielen.
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4.2.2. Aminosduresequenzvergieich der aminoterminalen Fragmente aus
B.subtilis und £.col?

Die abgeleitete Aminosduresequenz des N-terminalen SecA-Fragments aus
B.subtilis weist zu den ersten 384 Aminosduren des E.coli SecA Proteins
eine starke Homologie auf {Abb.24). Auf Grund dieser konservierten Struktur
zeigen die gegen das E.coli SecA gerichteten Antikdrper Kreuzreaktivitdt
zum SecA Pepiid aus B.subtilis (Abb.25).

Fiir das SecA Protein von £.coli wurden experimentell drei ATP-Bindungs-
stellen nachgewiesen, von denen nur eine an der induzierbaren Transloka-
tions ATPase Aktivat beteiligt ist (Li1l et al.,1988). Oliver et al.(1990)
schlagen fiir das Secd 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 tiberlappenden Regionen in
vitro ein Hybrid rekonstituieren, welches ATP binden konnte. Dieser Bereich
konnte auf die ersten 241 Aminosduren eingegrenzt werden, und es wurde eine
zu den von OTiver et al.(1990) vorgeschlagenen Regionen unterschiedliche
ATP-Bindungsstellen postuliert (Position 102-109).

Vergleicht man die Aminosduresequenz des SecA Proteins aus B.subfilis mit
den ersten 241 Aminosduren des F.ccli Proteins, 14pt sich folgendes fest-
stellen: die Sequenz des B.subtilis SecA Proteins ist an Position 100-107
nahezu identisch mit der von Matzuyama postuiierten ATP-Bindungsstelle; als
ein konservierter Austausch kann die Aminosdure Lysin an Stelle des
Arginins betrachtet werden. Die von Oliver et al,(1990) vorgeschlagene
Bindungsstelle (Position 160-167) stimmt nur in 3 von 7 Aminosduren mit der
entsprechenden Sequenz aus B,subtilis iiberein.
sussequenzen einer ATP-Bindungsstelle wurden von Walker et al.
(1982) und Gay und Walker (1983) ermittelt. Sie sind charkterisiert durch
die Sequenz -GXzGKTXg(1/V)- fir den Typ 4 bzw. (R/K)Xo_3GX3L4(D/E) fiir den
Typ B [¢ steht fiir hydrophobe Aminosduren wie I,V,L,M,Y,H,F].

In B.subtilis ist die oben erwdhnte Aminosdurefolge, die mit der von
Matsuyama vorgeschlagenen ATP-Bindungsstelle von £.col7 Ubereinstimmt,
nahezu identisch zu der von Walker postulierten Konsensussequenz des Typs
A, im Unterschied ist an Position 1 statt eines Glycins ein Alanin loka-
_.?isiert:(Aminoséure:98-114, Abb.21). Ein weiterer Bereich, der dem Typ 8°
”3éntsprechen wiirde, wird durch die Abfolge an Position 270-283 vertreten
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der hydrophoben geladene Aminosduren (nicht unterstrichen).

Auf Grund dieser Ergebnisse wird die Aminosdurefolge 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, konnte dies als Hinweis gewertet werden, dap &s sich bei der
Sequenz um die fiir die Translokation von Proteinen relevante ATPwBéhdungs—
stelle am SecA Protein handelt.

4.2.3. Einflup der Expression des Secid Fragments aus B.subtiiis in den
£.coli secA Hutanten MH52 und BAL3

Durch Expression des aminoterminalen SecAd Peptids aus B.subtilis konnten
sowoh1 der Wachstums-, als auch der Prozessierungsdefekt der £.coli Mutante
MM52 (secA Ts) komplementiert werden {Abb.25,27). Eine Komplementation der
Mutante BA13 (secA Am) durch das Plasmid psecA4 wurde nicht beobachtet.
Wahrend in der F.col7 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 BAI3 auf Grund
einer polaren Mutation im GenX volistdndig unterbunden (Schmidt et al.,
1988). Die durch das Plasmid psecA4 hervorgerufene Komplementation von MM52
jst also abhdngig von der Anwesenheit inaktiven Sec4 Proteins.

Matsuyama et al.(1990) konnten in Rekonstitutionsexperimenten zeigen, dap
aminoterminale und carboxyterminale SecA Fragmente mit dberlappenden
Bereichen in vitro zu einem ATP-bindungsfédhigen Protein assemblieren
konnen. Hierbei Tokalisierten sie die fiir die Translokation relevante ATP-
Bindungsstelle im N-terminalen Teil, wédhrend sie dem C-Terminus die Funk-
tion der Stabilisierung einer aktiven Konformation zuschrieben.

Das N-terminale Fragment aus B.subtilis kénnte in einer vergleichbaren
Weise die Komplementation der Mutante MM52 bewirken. Wie fiir die o-Komple-
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zu einem enzymatisch aktiven Enzym zusammenfiigen, kdnnte das aminoterminale
SecA Peptid mit dem SecA Protein aus £.col7 zu einer aktiven Form des
Enzyms assemblieren. Hierbei kdnnte der carboxyterminale Bereich des E.colf
Proteins den Komplex stabilisieren, wdhrend das N-terminale Peptid aus
B.subtilis die enzymatische Aktivitdt gewdhrleistete.

4.2.4. Ausblick
In der vorliegenden Arbeit wurde die Isolierung des aminoterminalen Frag-
ments ‘des-secA Gens aus B.subtilis vorgestellt, das dem secA Gen aus E£.col7

~homolog ist. Es komplementiert den secA{Ts} bedingten
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Wachstumsdefekt der £.col7 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 dariiber machen zu kénnen, ob das Sec4 Protein von
B.subtilis die entsprechende Komponente in £.col7 volistdndig funktionell
ersetzten kann, ist die Klonierung des gesamten secd Gens, sowie dessen
Expression in der E.col7 Mutante BAl3 [secA Am] erforderlich.

Nach Abschlup dieser Arbeit wurde von Sadaje 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 Seguenzen unterscheiden sich in 18 von insgesamt 1456Bp, wobei der
Austausch des Nukleotids A zu G an Postition 739 (Abb.21b) einen Amino-
sdureaustausch (Ile zu Val) zur Folge hat. Dieser Befund kann méglicher-
weise auf Variationen im Stamm B.subiilis DBI04 zuriickgefilhrt werden.
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5. ZUSAWMENFASSUNG

Wiahrend zahlreiche Komponenten des Proteinexport-Apparates des Gram nega-

tiven Bakteriums Escherichia coli identifiziert und charakterisiert wurden,
i nismus der Proteintransiokation Gram.positiéer Rakterien

nur wenig bekannt. In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe unterschied-
licher experimenteller Ansdtze versucht, Komponenten des Poteintrans-
lokations-Apparates der Gram positiven Organismen Bacillus und Staphylo-
coccus zu isolieren.

Uber den Ansatz der heterologen Komplementation der £.coli Mutante
MM52, die einen temperatursensitiven Defekt im SecA, einer essentiellen
Komponente des Proteinexport-Apparates, trdgt, wurde das Gen rpl¥ aus dem
Organismus Staphylococcus carnosus isoliert. Das 0,6kB umfassende Gen
kodiert fiir das ribosomale Protein .13, das wie bei £.coli zusammen mit dem
Gen rps! (ribosomales Protein S$9) in einem Operon organisiert ist. Das
S.carnosus L13 weist gegeniiber dem L13 Protein aus E.coli starke Homologie
auf: auf Grund dieser konservierten Struktur wird das hetercloge Protein in
die Ribosomen von F.coli eingebaut. Im Bezug auf das Komplementations-
verhalten unterschiedlicher Sekretionsmutanten von E.coli zeigt LI3 eine
pleictrope Wirkung; durch geringe Expression des heterologen Proteins kann
neben dem secA (Ts) Defekt der E.coli Mutante MM52 auch der temperatur-
sensitive Wachstumsdefekt der Stémme IQ85 (secY Ts) und IT41 (Jep Ts)
supprimiert werden. Wihrend die Expression von LI3 in der Mutante 174l
(Jep) eine Reduktion der Proteinbiosynthese verursacht und somit ein
Uberleben unter nicht-permissiven Bedingungen ermdglicht, konnte dieser
Effekt in den Stammen MM52 (secA Ts) und 1Q85 (secY Ts) nicht beobachtet
werden. Diese Stamme zeigen unter permissiven Bedingungen eine leicht
verminderte Akkumulation des OmpA Vorlduferproteins.

Uber die Methode der Southern Hybridisierung konnte mit Hilfe des secA
Gens aus £.coli als Sonde das aminoterminale secA Fragment aus Bacillus
subtilis isoliert werden. Es kodiert fiir ein Protein, das zu den ersten 364
Aminosdureresten des SecA aus £.coli starke Homologie aufweist und mit den
gegen das F.coli SecA gerichteten Antikdrpern kreuzreagiert. Im Gegensatz
zum £.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 Aminosdure gropes B.subtilis secA

Peptid, welches die Konsensussequenz einer ATP-Bindungsstelle aufweist,
kann sowoh] der Wachstums-, als auch der Protein-Prozessierungsdefekt der
E.coli Mutante MM52 (secA Ts) komplementiert werden.
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ABKURZUNGEN

APS Ammoniumpersulfat

ATP Adenosin-5'-triphosphat

BisTris Bis[2~hydroxyethyl]imino-tris[hydroxymethyl]methan
dNTP Desoxy-Nuk Teosid-triphosphate

(N steht fir die Basen: A fiur Adenosin, € fir Cytidin, 6
fir Guanosin, 7 fir Thymidin
ddNTP Didesoxy-Nukleosid-triphosphate

DTY Dithiotreitol

EDTA Ethylen-diamino-tetraacetic acid

g Erdbeschleunigung

IPTG Isopropyl-p-D-Thiogalaktopyranosid

kB Kilobasen

kDa Kilo Dalton

LB Luria broth

0D Optische Dichte

RSA Rinderserumaibumin

SBS Natrium-Dodecylisulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SRP Signal Recognition Particle

TCA Trichioressigsdure >
TEMED NNNN-Tetramethylethylendiamin

Tris Tris{hydroxymethyl)aminomethan

Tween 20

U Units (Einheit der enzymat.Aktivitdt)
Uph Umdrehungen pro Minute

v Volt

Ein- und Drei-Buchstaben Code der Aminosduren

Aianine Ala A Leucine leu L
Arginine Arg R Lysine lys K
Asparagine Asn N Methionine Met M
Aspariic acid Asp D Phenylalanine Phe F
Cysteine Cys C Proline Pro P
Glutamic acid  Glu  E Serine Ser 8
Glutamine Gn Q Threonine Thr T
Glycine Gy G Tryptophan Tp W
Histidine His H Tyrosine v Y
Iscleucine fle i Valine Vai v

{Tabelle entnommen aus. -Biochemicals for molecular biology', ‘Fa.Boehringer,
Mannheim) _ _
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