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1. EINLEITUNG

Prokaryotische und eukaryotische Zellen sind in unterschiedlichem MaRe kompartimentiert, wobei
diese Kompartimente durch Membranen voneinander abgegrenzi werden. Wahrend eukaryotische
Zellen Ober einen komplexen Aufbau durch eine Vielzah! von Kompariimenten wie u.a. Zellkern,
Endoplasmatisches Retikulum (ER}, Mitochondrien verfigen, lisgt den Bakterienzellen ein
einfaches Bauprinzip zugrunde. Sie besitzen eine {Gram-positive Bakterien) oder zwei Membranen
{Gram-negative Bakterien), die das Cytoplasma von der Umgebung abgrenzen und einen
InformationsfiuR zwischen den Zellen und ihrer Umgebung kontrollieren. Die Membranen stellen
als Lipiddoppelschichten Schranken fir die Passage polarer Molekile dar und bestehen aus
Phospholipiden, in die Protsing ein- und aufgeiagert sind, die als Pumpen, Kandle, Rezeptoren und

Enzyme dienen.

In Gram-negativen Bakterien sind die innere und &uRere Membran durch das Periplasma réumlich
voneginander geirennt. Der als Periplasma bezsichnete Raum besteht aus einem stark
hydratisierten Peptidoglykangeriist, das {iber Lipoproieine mit der duReren WMiembran vernetzt ist
{Schiegel, 1985). Bei Gram-positiven Bakterien schlieBt die Zellwand mit einer mehrschichtigen

Peptidoglykanschicht ab, die auf der Cytoplasmamembran aufgelagert ist (Mézes & Lampen,

1885).

Alle Proteine einer Bakierienzelle werden im Cytoplasma synthetisiert und missen zu ihrem
Bestimmungsort transportiert werden, der in der inneren und &uBeren Membran, im Peripiasma
oder im umgsebenden Medium liegen kann. Der dazu srforderliche Transport von Pretsinen durch
die Cytoplasmamembran, die sogenannte Transiokation, wurde vor allem an dem Gram-negativen

Bakterium E£scherichia coli intensiv untersucht (Wickner et al., 1981).

In E.coli wurden verschiedene Faktoren eines Proteinexport-Apparates identifiziert und genetisch
sowie biochemisch untersucht. Es gab zwei verschiedene experimentelle Ansétze zur Isolierung
von Exportkomponenten:

1. Durch Expression eines Fusionsproteins, das sich aus dem N-Terminus eines exportierbaren
Proteine {LamB, MalE} und aus einem cyioplasmatischen Protein  {3-Galakiosidase)
zusammensetzte, konnten konditional-letale Mutanten isoliert werden, die einen pleiotropen
Defekt im Proteinexport aufwiesen (secA, secs, secD/secF; sec fir 'secretion’). Die Selektion
beruhte darauf, daB.&ie Fusionsproteine unter Uberproduktionsbedingungen nicht -exportiert
Werden kc‘innen und durch die Blockierung von Exportistellen in der Cytoplasmamembran Letalitdt
bewirken..Zelfen, die unter diesen Selektionsbedingungen Uberleben, besitzen eine Mutation in

-+ eingr am Export des-Fusionsproteins beteiligten Komponenten. (Bieker et al., 1990}
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2. Durch die lIsolierung von Suppressormutanten, die ein Protein mit einer verdnderten
Signalsequenz {MalE oder LamB; Verdnderung der Ladung, Deletionen) wieder exportieren
konnten. Diese Selekiion beruht darauf, daB diese Vorlduferproteine mit dem defekien
Signzlpsptid nicht exportiert werden kénnan und éomit nicht auf Maltose wachsen kdnnen.
Zellen, die auf Maitose wieder wachsen kénnen, tragen Mutationen in Komponenten, die
wihrend der Translokation eines sekretorischen Proteins eine Woechselwirkung mit der
Signalsequenz eingehen. Diese dominanten Suppressoren wurden mit prid, prlD und priG

bezeichnet {pyl fir 'protein localization') (Bisksr et al., 1930).

Aus in vivo und in vitro Charakterisierung der Sec-/Prl-Kompeonenten wurde folgendes RModell fiir

den Transport eines Proteins Gber die Cytoplasmamembran aufgestiellt {(Abbildung 1).

5 3

S——— S " mRNS

Ribosom

Signalsequenz

(‘sech)

Dr—*" /S _a—" CYTOPLASMA

Signalpsptidase

PERIPLASMA

Abb. 1: Modeil fir den Transport eines Proteins ins Periplasma von £.coli. Proteine mit
aminoterminaler Signalseguenz werden durch Chaperone gebunden. Mit beginnender
Translokation, an der die Proteine SecA, SecE und SecY beteiligt sind, werden die Chaperone
freigesetzt. Die Abspaltung der Signalseaquenz erfolgt durch die Signalpeptidase. An der
~ Freisetzung der Proteine von der Membran sind die Proteine SecD und wahrscheinlich SecF
. beteiligt. Die Translokation ist abhéngig von ATP und dem Protonenpotential (Ap).
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Die Proteine, die durch die Cytoplasmamembran transportiert werden missen, werden in den
allermeisten Féallen als Vorlduferproteine mit einer aminoterminalen Seguenz wvon 15-30
Aminos3uren, dem sogenannten Signalpeptid, synthetisiert. Obwgohl auf der Ebene der
Aminosduresequenzen bei den Signalpentidan keiné Homologien vorhanden sind {von Heiine,
1885}, 18Rt sich ein gemeinsames Bauprinzip feststellen: mindestens 1 oder mehrere positiv
geladene Aminosduren am N-Terminus (n-Region), pefolgt von einemn zentrzlen hydrophoben
Bereich (h-Region), bestehend aus 8-11 Aminosiuren, und einer mindestens aus 5-6 polaren
Amincsduren bestehenden ¢-Region (von Heijne, 1885, 1986). Dis Ladungsverteilung der
Signalpeptide ist von entscheidender Bedeutung fir die elektrostatische Wechselwirkung mit der
Cytoplasmamembran und damit mdglicherweise fir die Initiation der Transiokation {de Vrije et al,,

1990; Galluser & Kuhn, 1890; Boyd & Beckwith, 1990).

Eine Gruppe von Proteinen, die 'molekularen Chaperone' {(Hemmingsen et al.,, 1988; Abb.1), z.B.
GroEL, DnaK oder SecB {Bochkareva et al., 1988; Lecker et al., 1989; Laminet et al. 1990;
Bardwell & Craig, 1984; KXumamoto & Beckwith, 1983}, binden an verschiedene
Proteinvoridufer, um deren exportkompetente Konformation aufrecht zu erhalten bzw.
Aggregation und Falschfaltung zu verhindern {Lecker et al.,, 1980). Abwesenheit des SecB flhrt
nicht zum Verlust der Lebensfahigkeit, wenn die Zellen mit reduzierter Geschwindigkeit wachsen.
Méglicherweise libernehmen dis Hitzeschockproteine GroEL und Dngi unter diesen Bedingungen
dig Funkiion von SecB (Altman et al., 1991). $ecB bindet an Strukturen in der Signalsequenz und
dem reifen Teil des Vorlduferproteins (Collier et al., 1988; Gannon et al., 1989). Eine Bindung
von SecB an prozessierie, korreki gefaliete Proteine, sowie an ein cyioplasmatisches Protein, die
B-Galaktosidase, konnte nicht nachgewiesen werden (Kumamoto, 1989). Das SecB-Protein
besitzt ein Molekulargewicht von ca. 16000 (Kumamoto & Nault, 1989} und liegt als
Homotetramer von 64kD I6slich im Cyioplasma vor {Watanabe & Biobel, 1989). Der SecB-
Vorlduferproigin-Komplex zeigt eine hohe Affinitdt zu SecA, einem peripheren Protein der
Cytoplasmamembran (Harti et al., 1980) und Bestandieil des Translokators. Damit vermitielt
SecE die spezifische Bindung des Vorlduferproteins an die Exportstelien in der Membran {Hartl et
al., 1880).

Das SecA ist ein 102kD groRes, membranassoziierias Protain mit ATPase-Aktivitdt (Lill et al.,
1889, Abb.1). Diese wird auch als Translokations-ATPase beazeichnet und wird durch die
Wechselwirkung mit sauren Phospholipiden der Membran, dem Signalpeptid und reifem Teil sines
Verlduferproteing und dem membranstindigen SecY aktivier: {Lill et al., 1980; Cunnigham &
‘Wickner, 1989). Die Bindung von ATP initiiert die Translokation von ca. 20 Aminos3uren des
Voriguferproteins, so dafl die Signalsequenz von der Signalpeptidase auf der periplasmatischen
-Seite abgeschnitten werden kann. Das Protsin wird durch ATP-Hydrolyse vom SscA freigesetzt

" und die weitere Translokation wird durch das elektrochemische Potential getrieben (Schiebsl et
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al., 1991; Driessen, 1982). Die Expression des secd-Gens (pr/D) ist abhéngig von der Transiation
des im secA Operon davor lokalisierten Gens X (Schmidt et al., 1888) und ist auf Ebene der
Translation autoreguliert (Schmidt & Oliver, 1989, Schmidt et al., 1991). Die in der Zelle
vorhanden Sseci-Menge wird durch Defekie im Prote.inexpori: erhdht {Gardel et al., 1987; Rollo &

Qliver, 1988).

Weitere Komponenien des Translokationsapparates sind SecE (Schatz et al.,, 1989; Abb.1) und
SecY (ito, 1984; Abh.1), die in der Cytoplasmamembran lokalisiart sind. Das sec£-Gen kodiert
far ein 13,8kD groRes Protein mit drei membrandurchspannenden Doménen, von denen jedoch
wahrscheinlich nur die dritte essentiell ist (Downing et al., 1990; Schatz et al., 1981).
Kéltesensitive Mutationen fuhren zu einer erniedrigten Expressionsrate des SecE-Proteins und
damit zu einem Defekt im Proteinexport. Die |Isolierung als Suppressor von
Signalsequenzmutanten (pr/G) deutet auf eine Wechselwirkung des SecE-Proteins mit der
Signalsequenz von Vorlduferproteinen hin (Stader et al., 198%9). SecE und SecY sind als
Bestandieile des Translokators in der Membran integriert, der mit dem Vorlduferprotein
wechselwirkt (Brundage et al., 1880, 1992). Genetische Untersuchungen zeigen einen
sequentiellen Wirkungsmechanismus, bei dem SecE vor und unabhidngig von SecY mit der
Signalsequenz in Wechselwirkung zu treten scheint {Bieker & Silhavy, 1930, Bieker-Brady &

Silhavy, 1882).

SecY konnte durch die Isolation einer konditional-letalen Mutante identifiziert werden, die aus
einer lokalisierten Mutagenese im Bereich von Operons ribosomaler Proteingene her_gorging {lto et
al. 1983). Das secY-Gen liegt zusammen mit ef Genen fir ribosomale Proteine im spe-Operon
und kodiert f0r ein Protein mit einem Molekulargewicht von 49000, das translationsgekoppelt mit
dem vorgelagerten L15-Protein exprimiert wird (Cerretii et al., 1583; lio et al., 1984} und zehn
Transmembranseamente {Akivama & lto, 1987) besitzt. Die Wechselwirkung von SecY mit der
Signalsequenz von Exportproteinen konnte durch die Isolierung von Suppressormutanten (prid)
von Signalsequenzmutanien des LamB-Proteins gezeigt werden (Emr et al.,, 1881}, Weiiere
Hinweise f(r die Signalsequenzerkennung durch prid-Mutanten {priA4-1, priA407) ergaben die
Arbeiten von lino & Sako {1988) und Sako (1891), die die Translokationsfdhigkeit der
Staphylokinase in priA-Mutanten durch Verdnderung ihrer Signalsequenz wiederherstellien.
Weiterhin weisen auch Arbeiten von Puziss et al. {1992} (ber die Suppression (prlA666) des
starkan Transiokationsdefekts einas Maltosebindeproteins, das negative Ladungen neben der h-
Region der Signalsequenz trégt und positive Ladungen am Beginn des reifen Proteins enthélt, auf
die “Bedeutung des Transmembransegments 7 fir die Signalsequenzerkennung sowie eine
‘Wechselwirkung des SecY (PrlA} mit einer Translokations-Inititiations-Domédne am Beginn des
reifen Proteins hin {lto, 1982). Durch lichtinduzierte Quervernetzungs- {"Photocross-linking”}

_Ex;pe_.ri_mente_-konnten Joly & Wickner {1993) zeigen, daR SecY und SecA in unmittetbarer

.Umgehun_g_ des Vorlduferproteins wahrend der Passage durch die Membran liegen.
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SecD und SecF sind ebenfalls integrale Protsine der Cytoplasmamembran (Abb.1). Kiltesensitive
Mutantan von secD und secF haben bei der nicht-permissiven Temperatur pleiotrope Defekie im
Proteinexport. Die beiden Gene sind in ginem Operon von sieben Genen organisiert, werden
kotranskribiert und kedieran fir Proteine mit e%nem' Molekulargewicht von 87000 (Ssch) bzw.
35000 {(SecF), die grolde periplasmatische Doméanen besitzen (Gardel et al., 1980; Matsuyama et
al., 1992). Es gibt verschiedene Hinweise darauf, daR SecD und SecF an einem spdten Schritt
der Translokation beteiligt sind: beide Proteine besitzen grolie periplasmatische Doménen, es
konnten keine Signalseguenz- {prf/ Mutationen von ihnen isoliert Werdan und Bigker-Brady &
Silhavy (1982} konnten zeigen, dal die Funktion von SachD und SecF nach der von SecVY im
Exportweg liegt. FOr SecD wurde die Beteiligung an der Freisetzung translozierter Proteine von

der Cytoplasmamembran direkt bewiesen {Matsuyama et al., 1993).

" Beim Durchtritt des Vorlduferproteins durch die Cytoplasmamembran wird die Signalsequenz von
der Signalpeptidase ! oder H (Lipoprotein-Signaipeptidase} auf der periplasmatischen Seite
abgespalten (Abb.1), Die Signalpeptidase ! erkennt die Spalisielle an den kleinen, apolaren
Aminosduren (>50% Alza) in den Positionen -1 und -3 (-1/-3-Regel; Zahlen geben Positionen der
Aminosduren an, berechnet von erster Aminosiure des raifen Proteins als +1; von Heijne, 1988;
Dalbey & Wickner, 1985; Schisbel et al., 1991), wohingegen die Signaipeptidase Il Proteine
spaitet, die ginen Cystein-Rest an Position + 1 besitzen, der durch Glyzerid-Fettsduren modifiziert
sein muB. Durch Uberprodukiion und Selekiion auf erhdhte Prozessierungskinetik des M13-
'Procoat’-Proteins wurde das Gen fir die Signzlpeptidase i, /ep, isoliert (Mandel & Wickner,
1978), das fir ein 36kD groRes Protein mit zweai Transmembranbereichen und einem grofen
peripiasmatischen C-Terminus kodiert (Date, 1983} . Das Gen der Signalpeptidase il, /sp, kodiert
fir ein 18kD-Protein, das mit vier Segmenten in der Membran verankert ist (Dev & Ray, 1984;
innis et al., 1984). Nach dem Transport durch die Cvioplasmamembran nimmt das exportisrie
Protein seine endgiiltige Faltung gin und wird sntwedser ins Periplasma freigesetzt oder in dis
duldere Membran bzw. ins Medium weitergeleitet.

Proteine, die in das AuBenmedium sezerniert werden, verfligen (ber ein fir das jeweilige Protein
spezifisches Exportsystem, wie z.B. c-Himolysin aus £.cofi (Mackman et al.,, 1988) oder
Pullulanase aus Klebsiells oxyioca (Reyss & Pugsley, 1990}, Andere besitzen die notwendigen
Exportkomponenten im Protein selbst, wie z.B. die C-terminale Helferdoméne der IgA-Protease

von Neisseria gonorrfioeae {(Pohlner et al., 1987), die eine Pore in der duReren Mambran bildet.

Neben dissem beschricbenen Mechanismus der Transiokation Ober die Sec-Protsine, dem
sogenannien sec-abhingigen Weag, gibt es auch Proteine, wie z.B. das M 13-'Procoat'-Protain, die
iiber einen sec-Protein-unabhingigen Wag exportiert wearden (Wolfe et al., 1985). Neban dem
Sec-Protein-vermitielien Exporimechanismus kinnite es zusdtzlich jedoch auch noch aliernative

'Exportwege_ geben. Hinweise darauf ergeben sich aus dem Nachweis von £.cofi Proteinen, die
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Ahnlichkeiten mit den Bestandteilen des sukaryotischen Signalerkennungspartikels (SRP)
aufweisen. SRP ist ein multifunktioneller Protein-RNS-Komplex aus sechs Proteinen und siner
7SRNS, der an die Signalsequenzen von sekretorischen Proteinen bindet, sobald diese aus dem
Ribosom herausragen. Daraufhin wird die Tfanslatiéﬁ der VYorlduferprotsin-mRNS gestoppt, bis
der Komplex an einen Rezeptor ('Docking Protein') am Endoplasmatischen Retikulum (ER) bindet.
Dort wird dann die Translation wiederaufgenommen und die Translokation beginnt. In E.coli
wurden die Proteine P48 (=Ff), welches starke Homologie zu dem 54kD-Protein des
eukarvotischen SRP besitzt und FisY, das starke Sequenzhomologis zum eukaryotischen
‘Docking-Protein' besitze, nachgewiesen (Poritz ot al,, 1988, Rémisch et al., 1989; Bernsiein or
al., 1889). Das Ffh-Protein ist mit einer 4,55 BNS (Ffs) assoziiert, die ihrerseits homolog zur
eukaryotischen 78 RNS des SRP-Partikels isi. Das Protein P48 und die 4,58 RNS von £.colf sind
Komponenten eines Ribonukleopartikels, welches mdglicherweise SRP-dhnliche Funktionen im

Proteintransport dbernimmt.

CQbwohl Gram-positive Balkterien grofle Mengen an Protginen axportieren und in der industrielien
Produktion extrazelluldrer Enzyme {u.2. Proteasen, Lipasen, Amylasen und andere hydrolytische
Enzyme} eine groRBe Rolle spielen (Priest, 1977; Debabov, 1882), ist wenig {iber den
Mechanismus der Proteinsekretion dieser Organismen bekannt. Trotz des unterschiedlichen
Zellwandaufbaus gibt es jedoch Hinweise auf die Existenz eines vergleichbaren Exportapparats in

Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien.

So zeigen auch die Exportproteine von Gram-positiven Bakterien den typischen Aufbau eines
Vorlduferproteins mit Signalsequenz und reifem Teil des Proteins. Das in der Regel langere
Sianalpepiid besteht hdufig aus mehr als 30 Aminosdureresten und trigt am N-Terminus mehr
positive lLadungen als dis antsorechenden Grame-nsgativen Signalpeptids (von Heiine &

Abrahmsén, 1989). Wie auch bsi Ff.coff bsfindet sich am Ende des Signalpeptids die

Aminosiduresequenz Ala-X-Ala (-3, -i-Regel), die Erkennungssequenz fir die Signalpeptidase.

(1]

Diese Sequenz wird auch bei den Gram-positiven Bakterien durch Signalpeptidasen erkannt, wie
die Isolierung und Charakterisierung des Gens flr die Signalpsptidase | aus B.subtilis zeigte. Die
Signalpeptidase | ist ein Protein von 21kD, wsiches sinen Membrananker besitzt {van Dijl et al,,
1982). Ferner ist auch die Signalpentidase i aus B.ficheniformis, B.cereus und S.aursus
uniersucht worden, die wie die Signzalpeptidase !l aus Gram-negativen Bakterien aus vier
Transmembranbereichen besteht {Zhao & Wu, 19%2). Zudem werden die Exportprotsine oft als
_Pré-pm-proteine synthetisiert, die zweimal prozsssiert werden, d.h. nach der Signalsequenz wird
das Propeptid abgespalten und das reife Protein enistehi. Dis Abspaltung des Propeptids ist fir

d_ie _Frei_se_i‘_zgng der Proteine von der Zellwand notwendig {Power et al., 1986; Pugsley, 1989).
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Die Sequenzierung des spe-Operons bel B.subiilis und diz Verwendung des secY-Gens aus £.colf
als Sonde fGhrie zur identifizierung eines Gens, das starke Homologie zum secY-Gen von E.coli
aufweist (Suh et al., 1980; Nakamura et al., 1980a). Expression des SecY-homologen Proteins
aus B.subtilis in einer temperatursensitiven secY 4-Mutante von Ecof #0hrie nicht zur
Komplementation des Wachstumsdefakts, vermittelie aber unter bestimmien Bedingungen eine

Verbesserung des Proteinexporis {(Nakamura et al., 1880b).

Auch fir das SecA-Proiein konnte sine homologe Komponente in B.subtilis nachgewiesen
werden. Das div-Gen von 8. subtilis wurde durch die Komplemsantation einer tempsratursensitiven
B.subtifis-Mutanie identifiziert, die neben einem pleiotropen Defekt in der Zellteilung, Entwickiung
von Kompetenz und Sporulation eine verminderie Sekretion von extrazelluldren Enzymen bei der
-nicht-permissiven Temperatur aufweist (Sadaie & Kada, 1985). Das div-Gen kodiert ein Protein,
dessen Aminosduresequenz 50% ldentitdt mit der Secf-Sequenz von £.coli besitzt (Sadaie et
al.,, 1981). Zudem ist das secA-Gen aus B.subtilis mit Hilfe des secA-Gens aus F.cofi als Sonde
identifiziert worden (Overhoff et al., 1991}, Die Expression eines 275 Aminosduren umfassenden
N-terminalen Fragrnents komplementiert den Wachstumsdefekt einer ternperatursensitiven secA-

Mutante von £.coli {Overhoff et al., 1991).

Diese Befunde machen es sehr wahrscheinlich, daR die ersten Schritte des Proteintransporis
durch homologe Komponenten der Sec-Protzine von £.cofi vermittelt werden. Die folgenden
Schritte kénnten jedoch unterschiedlich ablaufen. Hierflir spricht, daR Proteine identifiziert
wurden, die bei der Reifung der c-Amylase von 8.subtilis und einer Protease von Lactococcus
lactis beteiligt sind. Dies sind die extrazelluldren Lipoproteine PrsA von B.subtilis (Kontinen et al.,
1921} und PriM von L./zctis (Haandrikman et al., 1981), die wahrscheinlich fir die korrekie
Faltung der Proteine nach der Translokation sowis dersn Freisstzung von der Membran
verantwortiich sind. Da es bislang nicht gelungsn ist, SesD- und SecF-homologe Proteine zu
isolieren, ist es sehr wahrscheinlich, daR deren Funkiionen in den spiten Schritten der

T_r_a_nsiokation von Proteinen durch PrsA bzw. PriM erfllit werden.

Ziel der vorlisgenden Arbeit war die Isolierung der secY-Gene von Baciflus lfcheniformis und
Staphylococcus carnosus sowie die funktionelle Charakierisierung der entsprechenden SecY-
Proteine in Escherichia coli secY-Mutanten. Dazu solite zusrst ein Nachweis der Expression der
Gram-positiven SecY-Proteine in der Gram-negativen £.cofi-Zelle erbracht werden. Anschlieend
soiite das Wachstums- und Translokationsverhalien der £ cofi-SecY-iviutanten in Anwesenheit der
Gram-positiven secY-Gene untersucht werden.

Zudem sollien mit Hilfe einer Cligomutagenese verschiedene Aminoséuren des E.cofi-SecY-
__'Prateins ausgetausciit und somit ire Rolle TGr die Struktur und Funkiion des Proteins bzw. beim

" _' Protonenantiport, der mit der Translokation verbunden ist, analysiert werden,
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1, Bakterignstémmes, Phagen und Plagmide

2.1.1.

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstdmme sind in Tabefle 1

Balderienstémme

zusammengefait,

und Tabslle

Tabelle 1: Verwendete Gram-positive Bakterienstdmme: 8.subtilis, B.licheniforinis, S.carnosus

STAMM

RELEVANTER GENOTYP

REFERENZ

Bacillus subtilis

DB104

his nprR2 nprE78 AaprA3

Kawamura & Doi, 1984

Bacillus ficheniformis

DSM13

Wildiyp

Smith et al., 1964

P300

Subtilisin-Uberproduzent

Henkel KGaA

Staphviococecus carnosus

Wildtyp

Schieifer & Fischer, 1882

TMi300

Tagelie 2: Verwendsis Gram-negative Bakrerisnsdme: Escherichia coli

STAMM RELEVANTER GENOTYP REFERENZ
BHB2688 |N205 recA” (A imm434 clts 52 red3|Hohn, 1979
o Eamd Sem7)h
BHB26S0 |N205 recA™ (A imm434 cits b2 red3|Hohn, 1879
| Dami5 Sam7}/A |
BL21  |FompTrpmp Grodberg & Dunn, 1288
IBNNS7 | BNNS3 (Agti1) | Young & Davis, 1983
| | hsdr hsdit supE thr leu thi lacYl
. tonA27
- BW313 dut ung thii réIA spoT'/F' lysA Kunkel, 1985
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Fortsetzung von Tabelle 2: E.coli

STAMM |RELEVANTER GENOTYP REFERENZ

CA8000 ihiJac™ Brickman et al., 1973

CcC118 Afara leu)7697 AlacX74 AphoAZ20 galf|Manoil & Beckwith, 1985
galK thi argEfam] araDi38 rpoB recAiT
rpsE

CCc202 CC118/F42 /3c/3 zzf-2::TnPhoA Livod & Kadner, 1880

1085 MC4100 secY24tS Shiba et al,, 1984
arabD 138 AlargF-lac)Ui68 rpsl 1560 relA7
fIbBR30T declC7 pitsF25 rbsR zhc::Tni0
thi

JM105 supfE endA sbcBi15 hsdR4 rpsl thi Aflac- | Yanish-Perron, 1985
proAB) F'liraD36 proAB™ lacld lacZA
M15]

JM105/ | IM105 (secY24%S, Tn10) diese Arbeit

3-1

JM109 recAT supF44 endAT hsdR17 gyrA96|Yanish-Perron, 1885
relA1 thi Allac-proAB) F'ltraD36 proAB™
lactd lacZAN 15}

MC1081 |araD139 Afara,leuj7697 AflaclPOZY)X74 | Casadaban et al., 1980
gall galk- hsr- hsm™ strA

Y1088 araD 139 strA proA™t Affon) Affact/169) | Young & Davis, 1883
AHA 750 fehr:: Tni0l {(pMiCE)

2.1.2. Phagen

Die verwendeten Phagan sind in Tabelle 3 aufgelisiet.

erwandeie Phagen

" T

PHAGE RELVANTER GENOTYP REFERENZ
M13 lacZo Messing et al., 1981 _
Agt11 lach nin5 ci857 S100 Young & Davis, 1983
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2.1.3. Plasmide
Die verwendeten Plasmide sind in Tabelle 4 angegeben.

Tabeaile 4: Verwendste und neu kenstruierte Plasmide

PLASMID RELEVANTE EIGENSCHAFT REFERENZ

pBGS18 /19 |kan lacZo Spratt et al., 1988
pEKEX2 kan lacid Eikmanns et al., 1991
pHSGE76 oot lae 7o Taksshita et al., 1987
pKK223-3 bla tacp rrnB Brosius & Holy, 1984
pKY3 bl {pBR322::secY} ito et al., 1983
oMC1871 tet facZ Shapira et al. 1883
pST120 bla (pKK223-3::sech) Suh et al., 18380
pUCi8/19 bla facZo Vieira & Messing, 1982
pDY1] cat secY diese Arbeit

pDY3 kan secY diese Arbeit

pPY1 cat secY diese Arbeit

pTY1 bla secY diese Arbeit

pTY3 kan secY diese Arbeit

nSY1 kan secY diese Arbeit

pEY2 kan secY diese Arbeit

pKYZ1 bla secY'-'lacZ diese Arbeit

pEYZ1 kan secY'-'lacZ diese Arbeit

pKY3R bla secY {E176->R) diese Arbeit

pKY3N bla secY (E176->N} diese Arbeit

pKY3A bla secY (F1892->A) diase Arbeit

pKY3F bla secY {Y332->F) diese Arbeit

Die Konstruktion der wichtigsten Plasmide ist im folgenden kurz dargestellt:

pOYi: 4,1kb EcoRi-Fragment chromosomaler DNS aus B.ficheniformis DSM13 in EcoRi-
Schnitisteile von pHSGE706 ligiert, secY in korrekter Orientisrung hinter fac-Promotor

pDY3: 1,5kb PCR-Fraoment {sequenzierter Bereich) aus pDY1 in EcoRI-BamHI-geschnittenen
pBGS18 ligieri; secY unter Konirolle des fac-Promotors

pPY1: 4,1kb EcoRl-Fragment chromosomaler DNS aus B.ficheniformis P300 in EcoRI-Schnittstelie
von pHSG5H78 ligiert ; secY in umgekehrter Orientierung zum /ac-Promotor

pTY1i: 2,9 kb EcoRi-Fragment chromosomaler DNS aus S.carnosus TM300 in EcoRi-Schnittstelle
von pUC18 kioniert; secY in umgekehrter Origntierung zum fac-Promotor

pTY3: 2,7kb Pstl-EcoRi-Fragment aus pTY1 in Pstl-EcoRl-geschnittenen pBGS19 ligiert; secY in
korrekter Orientierung zum /fsc-Promotor

pSYi: 1,8kb Xbal-Hindll-Fragment aus pST120 in Xbat-Hindlil-verdauten pBGS18 kioniert; secY
in korrekter QOrientierung zum /ac-Promotor

pEYZ: 1,5 kb Hindlli-Fragment aus pKY3 in Hindlli-Schnittstelle von pBGS18 ligiert; secY in
korrekter Orientiarung zum /ac-Promotor

pKYZ1: 1.3 kb Pvull-Fragment aus pDY3 in Smal-Schnittstelle von pMCi1871 kioniert, so dal}
secY-lacZ-Fusion entstand; als 4,4kb Pstl-Fragment secY-/acZ-Fusion in Pstl-Schnitistelle von
“pKK223-3 kioniert; secY-lacZ in korrekter QOrientierung zum tzc-Promotor

pEYZ1: 4,4kb Sall-Fragment (secY-lscZ-Fusion) in Sall-Schnittstelle von pEKEX2 ligiert;secY-lacZ
in korrekter Orientierung zum #ac-Promotor
. pKY3R, pKY3N, pKY3A, pKY3F: Oligomutanten im secY-Gen von E,colf
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2.2. Kultivierung von Bakierien

Die Anzucht der Gram-positiven Bakterienstdmme Bacillus subtifis und Bacillus licheniformis
erfolgte in Vollmedium (LB} bei 37°C. Die Kultivierung von Staphvfococcus carnosus wurde bei

37°C in PH-Medium durchgeflhrt.

Die verschiedenen Stadmme von £scherichia coli wurden je nach Versuchsanordnung bei 30°,

37° coder 42°C in Vollmedium {LB), 2YT-Msedium bzw. Minimalmediu'm E (ME) kultiviert.

Vollimedium (LB)
Luria-Broth-Medium nach Miller {1972)
'Angaben pro Liter; 10g Bacto-Trypton, 5g Hefe-Exirakt, bg NaCl

2YT-Medium
{Kunkel, 18858)
Angaben pro Liter: 18g Bacto-Trypion, 10g Hefe-Extraki, 10g NaCl

PH-RMedium
Pepton-Hefeextrakt-Medium nach Rescei et al. (1987}
Angaben pro Liter: 10g Bacto-Pepton, 5g Hefe-Extrakt, 5g NaCl, 1g Glukose, 1g KoHPO4

ME-Medium

Minimalmedium E nach Voge! & Bonner (1956)

Angaben pro Liter {(50x): 10g MgS0,4x7H»0, 100g Zitronensiure x 1H»0, 500g KoHPO4,
1750 NaHNH4PO4x4H20; bei 45°C in der angegebenen Reihenfolge idsen.

Weitere Zusétze (wenn angegeben): 2ug/ml Thiamin, 500uyg/mi Methicnin-Assay-Medium (Difco),
0,5% Glukose, 0,5% Giyzerin, Tmh IPTG.

Folgende Antibiotika-Konzentrationen wurden verwendet {(Endkonzentration): 50ug/mi Ampicillin,

30ua/ml Chloramphenicol, 50pa/m! Kanamyein, 15ug/ml Tetracyclin,

Zur Herstellung von Agarplatten wurden den Medien 15g/l Agar zugegeben. Topagar entstand

durch Zusatz von 7,5g/i Agar.
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2.3. Aligemeins genetische und rekombinante DNS-Techniken

= Herstellung kompetenter Zellen und Transformation der temperatursensitiven F.col-Stémme
erfolgte nach der Methode von Cohen et al. {1872). Die Obrigen £.cof-Stdmme wurden nach der

Rubidiumchlorid-Methode von Hanahan {1%85) transformiart.
* Isolierung von Plasmid-DNS erfolgte nach der Methode von Birnboim & Doly (1978).

# Spaltung mit Restriktionsenzymen, Uephosphorviierung, Klenow-Reakiion, Ligation, Phenol-
Chioroform-Extraltion und Ethanol-Fallung wurden nach den Standardmethoden von Sambrook et

al. (1989) und entsprechend den Angsben der Enzym-Hersteller (Boehringer Mannheim)

durchgefiihrt.

* Herstellung und Verwendung von Agarcsagelen mit TAE-Puffer erfolgte entsprechend den
Angaben von Sambrook et al. (1989). Die DRMS-Elution aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des

Geneclean-Kits der Firma Dianova {Hamburg) laut Herstellerangaben durchgefihrt.

= Amplifikation von DNS-Fragmenten mit Hilfe der PCR-Technik erfolgte entsprechend den
Angaben von Perkin-Elmer Cetus in ginem Perkin-Elmer Cetus Gerdt unier Benutzung der Tag-

Polymerase von Boehringer Mannheim.

Es wurden partiella Agiii-Genbanken aus chromosomaier DNS verschisdensr Bakterienstdmme
hergestellt. Dazu wurde die chromosomale DNS der Bakterien und die DNS des Phagen isoliert,
gespalten, ligiert und in Phagen-Képfe verpacki. AnschlieBend erfolgte die Infektion von
Escherichia coli Y1080.

2.4.1. isolierung chromosomaler DNS

Chromosomale DNS aus den Stammen £. coff JM108, B. subtilis DB104 sowie den beiden
B.licheniforrmis-Stammen DSM13 und P300C wurde gemiR der Vorschrift von Kaiser & Murray
{1979) isoliert. Dabsi wurden die Zellen einer 500mi Kultur schonend mit Lysozym und Triton-X

. 1 00.in. Anwesenheit von Pronase {Endkonzentration: 100ug/ml} zur Inaktivierung von Nukleasen
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aufgsschlossen. Dis DNS wurde nach dreimaliger Phenolextraktion (destilliertes Phenol,
neutrzlisiert mit 0,5M TrisHCl pH8,0) und nach einer EthenolfZllung mit einem Glasstab
entnommen. Nach einer RNase-Behandlung wurde die DNS je zweimal mit Phenoi-Chioroform-
ispamvialkohol und Chloroform-isoamvialkohol extrahiert. Die DNS wurde in TE-Puffer [10mM

TrisHCl, 1mM EDTA pM7,6] aufgenommen und im Photometer {260nm und 280nm) sowie auf

dam Agarosegel kontrolliert.

Staphviococcus carnosus TM300 - DNS wurde nach der Vorschrift von Rescei et al., 1987
isoliert. 3mi Ubernacht-Kultur wurden in 500ml PH-Medium (s. 2.2.} gegeben und bis ODg7g~
0,6 bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden durch Zugabe von Lysostaphin und Lysoszym in
Anwesenheit von Pronase und SDS aufgeschiossen. Nach zweifacher Phenol-Chloroform- und

Chioroform-lsoamylalkohol-Extraktion wurde die DNS mit 0,1 Volumenteil 4M LiCl gefallt und in

TE-Puffer aufgenommen.

2.4.2. isolierung von Agt11-DNS

Die Phagen-DNS wurde im priparativen Mafistab aus 11 Kultur des lysogenen £.cofi-Stamm
BNNS7 isoliert. AuRerdem wurde eine Schnellisolierungsmethode fir Phagen-DNS aus 1,5m!}

Kultur des mit einem Plattenlysat angeimpften £.coli-Stamms Y1080 angewendet.

Die isolierung der DNS im préparativen MaRstab wurde nach der Methode von Sambrook et al.,
1989 durchgefihrt. 1} LB-Medium {+ 10mM MgCly) wurde mit 10 ml Ubernacht-Kultur von
£.coli BNNS7 angeimpft und bis zu einer ODgpp~0,6 bei 30°C kultiviert. AnschlieRend wurde in
einem vorgewdrmien Wasserbad die Temperatur der Kultur so schnell wie mdéglich auf 43-44°C
eingestellt und 15min bei guter BelOftung inkubiert, um den Prophagen zu induzieren. Nachdem
die Temperatur auf 37°C gefalien war, wurde dis Kultur 3 Stunden bei guter Beliftung inkubiert
und durch Zugabe von 10ml Chloroform lysiert. Freie Nukleinsduren wurden durch Zugabe von
pankreatischer DNasel und BNasel {(Endkonzentration: je T1ug/mil} inaktiviert. Die Phagen wurden
durch Zugabe von festem NaCl und PEG 8000 (ber Nacht gefillt und als sichtbare Bande sus
einem CsCl-Stufengradienten {1,7g/mi; 1,5g/mi; 1,4bg/ml} nach zweistindiger Zentrifugation
{22000Upm, 4°C; SW41- oder SW28-Rotor) abgezogen. Aufgefillt mit einer Ldsung aus 1,5g
CsCl/mi SM {20mM TrisHCI pH7,6; 100mM NaCl; 10mM MgS0y4; 0,01% Gelatine] wurde eine
weitere Zentrifugation angeschiossen {24h Zentrifugation: 38000Upm (TiB0) odser 35000Upm
{SW50,1), 4°C). Nach Entnahme der Phagenbande wurde die Proteinhille des Phagen durch
Pronase (Endkonzentration: 0,5mg/ml) oder Proteinase K {Endkonzentration: 50pg/mi) enifernt.

Im ‘Anschlul ‘an -eine Phenol-Chlorofom-Extraktion wurde die DNS gegen TE-Puffer [10mM
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TrisHC!l pH7,8, 1mM EDTA] dialysiert und gefallt. Die DNS wurds in TE-Puffer aufgenommen und
auf einem 0,5% Agarosegel kontrolliert, Es wurden ca. 400ug Agt11-DNS isoliert.

Zur Isolierung der Phagen-DNS aus 1.5ml Kultur des £.cofi-Stamms Y1090 wurde zuerst ein
Plattenlysat hergestelit {Sambrook et al., 1989), indem O0,iml des Wirtsstammes Y1080
zusammen mit 5x105-1x107Phagen in 3ml Topagar {+ 10mM MgCly) auf eine LB-Platte
gegeben wurden. Nach sechsstlindiger Inkubation bei 37°C (nicht l&nger, da sonst
phagenresistente Bakierien hochwachsen) wurden dis Phagen geerntet: a) durch Uberschichten
der Platte mit 3-bmi SM-Puffer, Lagerung Ober Nacht bei 4°C, Abnehmen des Puffers, Zugabe
von einam Tropfen Chilorform oder b} durch Zugabe von 3ml SM-Puffer, Abkratzen des Top-
Agars mit Glaspipette, Uberfihren in Zentrifugenrdhrchen, Zugabe von 0,5ml Chloroform, gut

schiltteln, abzentrifugieren, Uberstand abnehmen und mit Chloroform versetzen.

Folgende Methode wurde zur Schnellisolierung der Phagen-DNS benutzi {Sambrook et al., 1288).
1,5ml Kultur des Wirtsstamms £.colf Y1090 wurde bis zu einer ODgn=0,45 in LB + 0.2%
Maltose + 10mM MgCly wachsen lassen und mit 0, 1m! Phagen des Platienlysats (m.o0.i. =2-5)
angeimpft. Nach Lyse und Bmin Zentrifugation wurde zu 1,5mi Ubarstand 24 DNasel {1mg/mi)
und 24 RNase (10mg/ml) zugegeben und 15min bsei Raumtemperatur inkubiert. Die Phagen
wurden mit 600y PEG/NaCl-Lésung {(ml 40% PEG; 3,bmi 2,5M NaCl} Gber Nacht geféllt und in
5004 SM-Puffer (s.0.) resuspendiert. Durch Zugahe von 25yl 10% SDS, 404l 250mii EDTA,
pHE8 und 54l Proteinase K {10mg/ml; 1h autolysiert) wurde die Proieinhille ab;;;daut. Nach
Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanoifdilung wurde die DNS in TE-Puffer aufgenommen und

auf einem Agarosegel kontrolliert.

2.4.3, Herstellung von Phagen-Yerpackungs-Mixen

Zur Verpackung der rekombinierien Phagen-ONS wurden Verpackungs-Mixe verwendet, die aus
Zellextrakien zweier lysogener £.cofi-Stémmen bestehen. Die entsprechenden Bakteriophagen
haben verschiedene Defekte in der Reifung der Phagenpartikel. Einer der Stdmme, £ coff BHB
2688, tragt eine amber-Mutation im Gen der Kopfkomponente D, so dal er nicht in der Lage ist,
DNS zu verpacken und reife Phagen zu produzieren. Der zweite Stamm, BHB 2680, kann
aufgrund einer Mutation in der Hauptkopfkomponente E keine reifenn Phagenpartike! bilden. Durch
iMischung der beiden Lysate kompensieren sich die verschiedenan Defekts und dis inkorporation

L von DNS in infektidse Phagenpartikel ist moglich.

_Dis ‘Verpackungs-Mixe wurden snisprechend dor Methode von Hohn

':._'2_50m_i LB-Medium wurden mit Ubernachikuliur von BHB 2688 sowie BHB 289

=

auf eine
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ODgpp-0.1 eingestelit und bei 30°C bei guter Bel{iftung bis zu einer ODgpp~0,3 inkubiert. Nach
giner 15mindtigen Induktion des Prophagen bei 45°C erfoigte die Phagenproduktion durch
dreistindige Inkubation bei 37°C mit starker Beltftung bis zu einer 0Dgpp-0.7 (BHB2688)
bzw. 1,0 (BHB2680}. Die Kulturen wurden im Verhéftnis 1:1 (bezogen auf OD) gemischi, sobald
nach Zugabe von 10u Chioroform zu Tmi Kultur innerhalb von 5min vollstdndige Lyse ariolgie.
Ab hier muBte bei 4°C gearbeitet werden, um die Lyse der Zellen zu verhindern. Die Zellen
wurden abzentrifugiert und in 1 Volumenteil eiskaltem M3-Medium [{Angaben pro l):  100ml
10xSalze [Angaben pro 11: 80g NapHPO,4, 30g KHoPO,, 5g NaCl, 10g NH4Cl; pH 7,31, 1mi 1M
MgS0y4, Tm! 100mM CaCly, 40ml 10% Glukose]l gewaschen. Das Pellet wurde in 1,5mi
Packaging-Puffer [40mM TrisHC! pH8,0, 10mM Spermidin x 3 HCI, 10mM Putrescin x 2 HCI,
0,1% R-Mercaptoethanol, 7% Dimethylsulfoxid] resuspendiert und in ein Glasréhrchen dberfihrt.
Der Rest wurde mit weiteren 1,5ml Packaging-Puffer in das Glasréhrchen gegeben und das
Gesamtvolumen von 3ml wurde mit 30 100mM ATP (neutralisiert} versetzt. 40ul-Aliquots
wurden in 1,5ml-Eppendori-Reaktionsgefilen in flissigem Stickstoff eingefroren {Lagerung bei -

70°C). Die Effizienz der Verpackungsfahigkeit ung infektion betrug O,5—5x105 Plaques/ug DNS.

2.4.4. in vitro-Verpackung der A-DNS

Um die DNS in die Phagenkédpfe (s.2.4.3.) zu verpacken, wurden die kohadsiven Enden der
isolierten Agt11-DNS (s. 2.4.2.) ligiert, nach Phenol/Chioroform-Extraktion und Ethanolfdllung mit
dem Restriktionsenzym EcoRl geschnitten, dephosphoryliert und wiederum nach Phenol-
Chioroform-Extraktion mit Ethanol prizipitiert. Die aus einem Agarosegel eluierten
chromosomalen, mit EcoRl geschnittenen DNS-Fragmente wurden im Verhdltnis 1:0,1 {Phagen-
DNS : chromosomaler DNS) ligiert, zu einem gefrorenen Verpackungs-Mix gegeben und
gemainsam auf Eis langsam aufgetaut. Nach einer einstindigen Inkubation bei 37°C wurde ein
weiterer Verpackungs-Mix hinzugegeben, der zusatzlich noch 10mM MgCl; und 10ug/mi DNasel
enthielt, um nicht eingepackte DNS zu abzubauen. Nach einer weiteren einstiindigen inkubation
bei 37°C wurden 0,5mi SM-Puffer (s.2.4.2.) sowie 5ul Chloroform {um Kontaminationen zu
verhindern) zugegeben. AnschlieRend wurde der A-sensitive E.cof-Stamm Y1090 mit den
infektidsen Phagenpartikeln infiziert. Die Selektion auf rekombinante Phagen erfolgte auf LB-
Piatten, deren Topagar neben 10mM MgSQO4 auch 1TmM IPTG und 100mM X-gal enthielt. Nach
Feststellung der Effizienz wurden die Genbanken mittels Herstelling wvon Plattenlysaten

amplifiziert {s.2.4.2.} und der Phagentiter bestimmt.
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2.5. DNS-DNS Hybridisierung nach Southern

2.5.1. DNS-Markisrung mit Digoxigenin-dUTP

Zur nicht radioaktiven Markierung von DNS wurde das "Dig-DNA-Labeling and Detection”-Kit der

Firma Boehringer Mannheim verwendet.

Vor der Markierung mit Digoxigenin-11-dUTP {Dig-dUTP) wurde die DNS 10min bei 95°C
denaturiert und sofort auf Eis gekGhlt. Die Markierung erfolgte in folgendem Ansatz: 10ng-3ug
denaturierte DNS, 2yl Hexanukleotidmix, 2ul dNTP “labeling”-Mix und 2U Klenow-Polymerase in
ginem Gesamtvolumen von 20ul. Die Reaktion verlief Ober Nacht bei 37°C und wurde durch die

Zugabe von 2ul 0,28 EDTA pH8 gestoppt. Die markierte DNS wurde mit LiCl geféllt.

2.5.2. Southern-Blotting von chromosomaler DNS

Die mit Restriktionsenzymen verdaute chromosomale DNS wurde in einem 0,8% Agarosegel
aufgetrennt und mit der Vakuum-Blot-Apparatur {LKB 2018 VacuGene, Fa. Pharmacia/LKB), der
die Methode von Southern st al. (1975) zugrunde liegt, auf eine Nylonmembran {Fa. Schleicher &
Schill, Dassel) Gbertragen. Dazu wurde das Gel bei einem Vakuum von 50cm HpO-Siule zur
Penaturierung und Neutralisierung der DNS je 10min (berschichiet mit 1.Depurinisierungsiésung
[C,25N HCIl, 2. Denaturierungsidsung: 1,5M NaCl, 0,5M NaOH und 3. Neuiralisierungslésung:
1M TrisHCI, 2M NaCl, pH5. Der Transfer der DNS erfolgte fGr Th mit 20xSSC: 3M NaCl, 0,3M
Trinatriumcitrat, nH7,4. Zum Abschluf wurde die DNS durch eine dreiminGtige UV-Bestrahlung

auf der Membran fixiert.

2.5.3. Préhybridisierung und Hybridisierung

Um unspezifische Bindung der DNS-Sonde an die Nylonmembran zu verhindern, wurde eine
Prahybridisierung durchgefihrt. Dazu wurde die Membran mindesiens 2-4h bei 42°C unter
Schiltteln inkubiert mit der Préhvbridisierungsiésung [6x SSC, 20% Formamid, 0,1% N-
Lauroyisarkosinat, 0,02% SDS, 1% Blocking-Reagenz (Fa.Boehringer Mannheim}l. Zur
Hybridisierung wurde die Membran mit der Hybridisierungsiisung, bestehend aus der
hitzedenaturierten Dig-dUTP-markierten Sonde und frischer Prihybridisierungsiésung, unter
_leichtem Schwenken ber Nacht bei 42°C inkubiert. Um unspezifisch gebundene DNS-Sonde zu

beseitigen, wurden die Filter nach der Hybridisierung bei Raumtemperatur zweimal Smin in
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Waschldsung 1 (2xSSC, 0,1% SDS) und zweimal 15min bei 42°C mit Waschldsung 2 (0,1x88C,
0,1%8D8) gewaschen.

2.5.4. Detektion der DNS-DNS Hybride

Die Detekiion der an den Filter gebundanen Dig-markierten DNS-Sonde erfolpte durch einen
immunologischen Nachweis nach einer Vorschrift der Fa. Boshringer Mannheim. Der erste Schritt
der Nachweisreaktion war die Bindung des Antikdrper-Konjugats {alkalische Phosphatase) an die
hybridisierte Digoxigenin-markierte DNS. Dazu wurde die Membran nach Waschen der Membran
30min bei Raumtemperatur mit dem Anti-Digoxigenin-Antikorper inkubiert, Die Farbreaktion
wurde bei alkalischem pH durch Zugabe des farbiosen X-Phosphats (5-Bromo-4-Chlore-3-Indoyl-
Phosphat; 50mg/ml in Dimethylformamid) und NBT (4-Nitroblau-Tetrazolium-Chlorid; 75mg/mi in
Dimethylformamid, 70% {v/v)) gestartet und durch Baden in TE-Puffer fixiert.

2.5.5. Plagque-Hybridisierung

Zur Hybridisierung der Genbanken, d.h. der rekombinanten Phagen-DNS, wurden pro Genbank (s.
2.4.) je 10 i.B-Agarplatten mit ca. 1000 Plagues/Platte 6h bei 37°C inkubiert. Zur Hartung des
Agars wurden die Platten anschlieBend mindestens 1h bei 4°C gekihlt. AnschiieRend erfoigte
der Transfer der Phagen-DNS auf Nylonmembranen (Fa. Pall Biosupport, Dreieich), indem die
Nylonfilter Tmin auf die Agaroberfliche gelegt wurden. Die Membranen wurden mit der
Adsorptionsseite nach oben Smin in 5004 Denaturierungsldosung (s. 2.5.2.} und anschlieRend in
Neutralisierungsldsung (s. 2.5.2.) inkubiert. Die Fixierung der DNS erfolgte durch 3minatige UV-
Bestrahlung. Die Hybridisierung und Detektion hybridisierender Phagen-DNS wurde wie unter

2.5.3. und 2.5.4. beschrieben, durchgefihrt.

2.6, _DNS-S{eqneanemng nach Sanger

Die DNS-Seguenzierung einzel- (M13) und doppeistringiger :(Plasmid) DNS erfolgte .hach der
Methode von Sanger et al. (1877), die sich aus folgeqden Schritten zusammensetzt: alkalische
Denaturierung 6oppelstréngiger DNS, Bindung des Primers, darkierung fnit_ 35S_-A'i'P .und
Trennung der DNS-Ketten dber Polyacrylamid-Gelelektrophorese. o . -
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Alle Standardprimer, Reaktionspuffer, Nukleotidgemische, Stoppuffer und die Segquenase®-
Version 2.0 wurdan aus dem Sequenase-Kit von USB, Cleveland {Ohio) verwendet. Neben den
Standardprimern wurden weitere synthetische Oligonuklectide verwendet, die nach der Synthese

noch aufgearbeiter wurden (s.2.8.2.),

2.6.1. Denaturierung der doppelstréngigen DNS

2ug Plasmid-DNS in einemn maximalen Volumen von 8ul wurden 30min bei 37°C nach Zugabe
von 40ul Denaturierungspufier [0,2M NaOH, 0,2mM EDTA] denaturiert. Durch Zugabe von 44l
Neuiralisierungspuffer [2M Ammoniumazetat pH4,5] und 1004 eiskaltem Ethanol sowie

zehnminOtiger Inkubation bei -70°C wurde die DNS gefillt und in vorgeheizier Vakuumzentrifuge

getrocknet.

2.8.2. Primerbindung

Tyl einzelstréngige DNS (ipg) wurde zusammen mit 2ng Primer {2ng/ul) und 24
SxReaktionspuffer (USB; 200mM TriHCI pH7,5;100mM MgClp: 250mM NaCl} fir 2min auf 65°-
70°C erwédrmt. AnschlieRend wurde die Temperatur in einem mit 65°C warmen Wasser gefiillten
Behalter langsam auf unter 30°C fallen gelassen.

Doppelstréngige denaturierte DNS (s. 2.6.1.}) wurde mit 2ng Primer (2ng/ul} und 2yl
5xReaktionspufier (USB) und 7z HoO fiir 30min bei 37°C inkubiert.

Beide Ansédtze wurden gleichartig weiter verarbeaitet.

2.8.3. Markierung der DNS

Die Markierung der DNS erfolgte nach Anlagerung des Primers durch die Zugabe von 1ui 0,1M
DDT, 2ut Nukieotid-Gemisch (USB; 5x konz: je 7.5uM dGTP, dCTP, dTTP), 0,54 35S-ATP (ca.
10uCi/gt; Amersham Buchier, Braunschweig) und 2ui Sequenase® Version 2.0 {1:8 verdinnt in
Enzym-Verddnnungs-Puffer {USB; 10mM TrisHCI pH7,5,5miM DTT, 0,5mg/mi BSA). Nach einer
viermin_ﬁtigen Inkubation bei Raumtemperatur schiof sich daran die Kettenabbruchreaktion an.
Diese 'erfo!gte nach .der Vertsilung von j'e 3,54t des Rsaktionsansatzes auf die vier
Terminatfbnsmixe {ije 2,54 ddGTP, ddATP, ddTTP, ddCTP-Mix// pro Mix: 80uM aller 4 dNTPs,
S,uﬁﬁ des ddNTPs, 50mM NaCl) wéhrend einer weiteren viermindtigen inkubation bei 37°C. Die

_Rezktion wurde durch Zugabe von 4ul Stoppuffer {USB; 08% Formamid, 20mM EDTA, 0,058%

FY aannatr Sata

'_ Bromphenolblau, 0,05% Xylen Cyanol FF) gestoppt.

Material und Methoden 8




2.6.4. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Nach 1min Denaturierung der Reaktionsansétze bei 85°C wurden je 3yl auf ein Polyacryiamid-Gel
aufgetragen, das zuvor durch halbstindige Elektrophbrese. auf B0°C vortemperiert wurde,

Fir dis gelelekirophoretischen Auftrennung wurden denaturierende Gele bestehend aus 6%
Acrylamid/ 7M Harnstoff hergestellt (Sambrook et al., 198%). Es wurde sine Seguenzgel-
elektrophoreseapparatur der Firma Gibco/ BRL GmbH, Eggenstein, verwendet. Die Auftrennung
erfolgte fOr 1,5h {kurzer Lauf) bzw. fir 3h (ianger Lauf) in 1x TBE-Puffer [10xTBE: 108g Tris,
55g Borsdure, 7,4g EDTA, ad 1I; pH 8,3] bei 2500V, 55mA und 150W. Nach Beendigung der
Elektroephorese wurde das Gel 15min in 10% FEisessig und anschlieRend 5min mit Wasser
gespllt, um den Harnstoff zu entfernen. Das Gel wurde bei 80°C gstrocknet und die markierten

DNS-Ketten wurden durch Autoradiographie dargestellt.

2.7. TnPhoA-Mutagenese

Zur Fusion der alkalischen Phosphatase an ein bestimmies Protein, das SecY-Protein von
B.licheniformis, wurde das Transposon TnPhoA, das im £.cof-Stamm CC202 integriert vorliegt,
genutzt (Manoil & Beckwith, 1885). Das Transposon Tn5 enthili das Gen phoA ohne dassen
Promotor, Signalsequenz und die Nukleotide, die f0r die ersten finf Aminos3uren kodieren. Setzt
sich das Transposon unter Berlcksichtigung von Orientierung und Leseraster korrekt in ein Gen,
so entsieht eine Genfusion, die fir ein Hybridprotein kodieri. Die alkalische Phosphatase kann
nyr dann akiiv werden, weann sie im Perinlasma lokalisiars ist. Der Machwels dor Aktivi

fn i ™
u [ =]
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etektion von biauen Koionien, die auf X-Phosphat-haltigen Piatten entstehen.

Dazu wurde das Plasmid mit dem secY-Gen, an das phod fusioniert werden sollte, in £.coff
CC202 transformiert und auf LB-Platten mit 300ug/mi Kanamycin (induziert Transposition von
TnPhoA), x pg/ml Antibiotikum (Erhalt des Plasmids), 40ug/ml X-Phosphat {Subsirat far
alkalische Phosphatase) ausplatiiert. Die anschlieRende Transformation der aus den blauen
Kolonien iscliertan Plasmid-DNS in £.coff CC118 (AnAoA20) uné Ausgplattierung auf Platten mit
30ug/ml Kanamycin, x pg/mi Antibiotikum und 40zg/ml X-Phosphat diente der Selektion von
Plasmid-DNS, in die das Transposon integriert wurde. Eine Plasmid-DNS-Isolierung aus blauen
Kolonien wurde . durchgefiihrt und die Lage des Transposons durch Restriktionskartierung

untersucht.

Mateiial und Mathoden 18




2.8. Oligo-Mutagenese

Um eine orisspezifische Mutagenese durchzufihren, wurde die zu mutagenisierende DNS in den
i 13-Phagen eingebaut und im £.cofi-Stamm BW313 amplifiziert. Dieser Stamm ist in der Lage,
statt Thymin Uridin in die DNS einzubauen. Die aus diesem Stamm isolierte Uracil-haltige DNS
wurde als Vorlage fur die in vitro-Mutagenese mit synthetischen Oligonukleotiden genutzt. Zur in
vitro-Synthese des Mutation-enthaltenden DNS-Stranges wurden nur  Thyminnukleotide
verwendet, d.h. der neu synthetisierte, die Mutation enthaltende Strang besitzt kein Uracil. Somit
konnte dieser Strang nach Transformation in £.cofi JM109 durch die Uracil-DNS-Glykosylase
nicht mehr erkannt und, im Gegensatz zu dem Uracil-haltigen Ausgangsstrang, nicht abgebaut
werden {Kunkel, 1885). Die entstehenden Phagen enthiglten entsprechend die Mutation tragende

DNS, die isoliert und in einen entsprechenden Vekior kloniert wurde.

2.8.1. M13-DNS-Priparaiion

Die Isolierung der M1i13-RF-Form erfolgte anzlog der Priparation von Plasmid-DNS nach der
Methode von Birnboim & Doly, 1978. |

Dig einzelsirdngige Form wurde nach sechsstindiger Inkubation aus 5ml 2YT-Medium isoliert, die
mit einem Einzelplague und 100yl Ubernachi-Kultur des verwendeten £.cofi-Stammes angeimpft
(BW313: + 1254l Uridin (2,5mg/ml}) wurden. Aus dem Uberstand von 1mi Kuitur wurden durch
Zugabe von 2004 2,5M NaCl/ 20% PEG die Phagen gefillt. Nach Zentrifugation wurde die
Proteinhillle durch eine Phenoclextrakiion und die Zugabe von 40ul 5M NaClOg und 100u
isopropanol zu 1504 der wilrigen Phase entfernt. Die Nukleinsduren wurden nach

Ethanolfillung in TE-Puffer aufgenommen und auf einem Agarosegel kontroiliert.

2.8.2. Aufarbeitung von Oligonukleotiden

Die Synthese von Gligonukleotiden erfolgte nach der Phosphoramidit-Methode mit dem 3S1-DNA
Syntheziser PCR-Mate von Applied Biosystems auf einer Saule, von der dig Oligonukleotide
anschlieBend abgeldést wurden. AnschlieBend wurden die chemischen Schutzgruppen der
Nuklsotide entfernt, indem die S3ule mit 1ml Ammoniak {25%) eluiert wurde. Das Eluat wurde
tiber Nachi bei 60°C im Wasserbad inkubiert und der Ammoniak in der Vakuumzentrifuge bis auf
ein Restvolumen von 204t abpedampft. Nach einer Ethanolfdllung mit 0,3M Natriumazetat
(pH5,2) wurde das Nukleinsdurepellet in 100yl TE-Puffer aufgegnommen und auf einem 2%

Agarosegs! {+ 5yl Ethidiumbromid [10mg/mi] auf 100ml) kentrolliert bzw. die Konzentration im
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Photometer bel 260nm (ODggp=1 entspricht 30mg/ml einzelstrangiger Nukleinsdure} bestimmt.

Die Ausbeuten variierten zwischen 0,5 und 1mg Nukleinsdure / Oligonukleotid,

2.8.3. Phosphorylierung von Sligonukigotiden

Zur Phosphorylierung der 5'-Enden der Oligonukleotide wurde folgende Methode verwendet.
200-400pmol Oligonukieotid (1,34ug 24er Oligomer = 200pmol) wurden mit 34l 70xKinase-
puffer [B00mM TrisHCI pH7,5, 50miM DTT, 100mM MaClpl, 34 10miM ATP und 5 U Ty4-Poly-
nukleotidkinase in einem Gesamtvolumen von 30u! 60min bei 37°C inkubiert. Nach dem Stop der
Reaktion durch zweiminGtiges Erhitzen auf 90°C konnte die Phosphorylierung auf einem 2%igen
Agarosegel (+ 5ui Ethidiumbromid [10mg/mil) kontrolliert werden, da phosphorylierte

Oligonukleotide gine schinellere Laufgeschwindigksit haben als nicht-phosphorylierte,

2.8.4. In viiro Synthese-Ligations-Reaktion

Die Anlagerung der Oligonukleotide an den Einzelstrang und die Synthese-Ligations-Reaktion des
nauen, die Mutation tragenden Stranges wurde in einem PCR-Gerét der Firma Perkin Elmer Cetus

durchgefihit.

Die Anlagerung des Oligonukleotids erfolgte durch fiinfminitiges Erhitzen von 0,2-0,4 pmol
Uracil-haltige Einzelstrang, 10-20 pmol phosphoryliertem Oligonukleotid und 1 i 7 OxAnnealing-
Puffer [200mM TrisHCI pH7,5, 20mM MgCly, 500mh NaCl] in einem Gesamtvolumen von 10yl
auf 80°C und dann Abkihlen auf 30°C lber einen Zeitraum von 50min.

Die Synthese-Ligations-Reaktion schioB sich durch die Zugabe von 1,44 70xdNTR A TP-Mix [je
5mM dGTP, dATP, dTTP, dCTP, 10miM ATPI, 1 ul 70xSi-Puffer [100mM TrisHCI pH7,9, 50mM
MgCly, 20mM DTTI, 3 p T4-DNS-Polymerase (1U/ull und 1 ul T4-DNS-Ligase (1U/4) und
zweisiindige Inkubation bei 37°C an. Die Reaktion wurde mit 84yl Stoppuffer [10mM TrisHCl
pH8,0,:10mM EDTA] gestoppt. '

Ein Aliguot wurde in £.co/i JM109 transformiert, um aus den entstehenden Plaques die Mutation-

tragende Phagen-DNS zu isolieren. -
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2.9, Pulse-Chase-Expariment

Zur Untersuchung der Translokationsaktivitdt von £.cof-Mutanten wurde die in vivo-
Prozessierungskinetik eines sekreiorischen Protsins Qon E.cofi, des 'Quter membraneg proteins A
= OmpA’', in Pulse-Chase-Experimenten untersucht. Nach der radioaktiven Markierung, dem
ZeliaufschiuR und der spezifischen Fallung des Proteins mittels eines Antik&rpers wurde eine

SDS-PAGE und anschiieBend sine Fluorographie durchgefGhrt.

2.9.1. In Vivo 355-Methionin Markierung und Immunpr3zipitation

Die radioakiive Markierung von Proteinen und nachfolgende Féllung mittels eines spezifischen
Antikdrpers {gegen OmpA) erfoigte in Anlehnung an die Vorschrifien von Gebert et al. (1988},
Ito et al. {1981) und Nakamura et al. {1990).

10ml ME-Meadium [{s.2.2.); Thiamin, Glukose, Methionin-Assay-Meadium} wurden mit 1004 LB-
Ubernacht-Kultur  angeimpft (entspricht ODgpo=0.03) und bei 30°C inkubiert. Bei einer
ODgpp=0,05-0,1 {je nach Versuchsanordung) wurde die Kultur geteilt und getrennt bei 30°C
und 42°C weiter kultiviert; gegebenenfalls wurde abzentrifugiert und statt Glukose Glyzerin und
IPTG zugesetzt. Nach 2h weiterer Inkubation wurden die Kulturen je nach Versuchsanordnung
sofort markiert oder abzentrifugiert, mit verschiedenen IPTG-Konzentrationen {10-1000yM) und
unterschiedlich lange {0,5 - 120 min} induziert sowie anschlisRend mit 355-Methionin markiert
{nach Einstellung von gleicher ODgppl: 2ml auf 25°C eingestellte Zellsuspension wurde durch
Zugabe von 35uCi 35g.Methionin (10uCi/ul; Amersham Buchler, Braunschweig) markiert. Nach
30sec oder 1min (je nach Versuchsanordnung) wurden 52ul Chase-Losung (1004 Methionin
{(20ma/mll, 5yl Chloramphenicol {(50mg/mi 70%Ethanoll] {t =0min Chase) zugsgeben. Je nach
Versuchsanordnung wurden zu verschiedenen 'Chase'-Zeiten 0,5ml Proben in 0,15m! eiskaltes
H0% TCA pipettiert. Die Féllung der Proteine erfolgte Ober Nacht bei 4°C. Nach Zentrifugation
und Waschen des Peliets mit Aceton {Aceton abdampfen iassen!), wurden die Zellen lysieri.
Zuerst wurde der Niederschiag mit 30 Lysepuffer 7 (2% SDS, 1mM EDTA, BOmM TrisHCI
pM8,0] sorgféltig geidst und anschlisRsnd 10min bel 8§5°C und Zmin bei 95°C inkubiert. Nach
Zugabe von 1ml Lysepuifer 2 [2% Triton X-100, 0,15M NaCl, 0,1mM EDTA, 50 mM TrisHCI
pH8,01 wurden die ZelltrGimmer abzentrifugiert, Die Bindung des spezifischen Proteins {OmpA) an
den AntikGrper erfolgte durch Zugabe von 10ul spezifischen Antikdrpers wihrend einer
einstdndigen Inkubation bei 30°C. Die Prizipitation der Antigen-Antikdrper-Kompiexe erfoigie
durch Inkubation mit 100y fixierten Staphylococcus sureus Zellen (Pansorbin, 10%w/v;
'Calbiochemj for 1h bei 30°C {(zwischenzeitlich mehrmaliges Schitieln) und nachfolgende
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pH8,0} und Waschpuffer 3 {50mM TrisHCl pHB.0] gewaschen. Der Antigen/Antikérperkomplex
wurde in 15y SDS-PAGE-Probenpuffer {s.2.9.2) aufgenommen und durch eine Bmindtige
inkubation bei 95°C gelést sowie das Protein denaturiert. Nach Zentrifugation wurds der

gesamte Uberstand auf ein SDS-Polyacrylamidael (1 2,5%) aufgetragen.

2.8.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelaktropharese

Die Proteine wurden entsprechend ihrem Molekufargewicht olekirophoretisch nach der Methode

von Laemmli {1970) Ober SDS-PAGE aufgetrennt.

Zusammensetzung eines 12,5% SDS-Polyacrylamid-Gels mit 5% Sammeligel:
Trenngel {30mli  Sammelgel {15m))

Acrylamid:Bisacrylamid {30:0,8} 12,5mi 2,5 mi
1,56M TrisHCI pH8,8 7.5ml -
0.5M TrisHCI pH8,8 - 3,75ml
30% Giyzerin 9,4ml -
HoO - 8,45ml
10%5DS 0,3m! 0,15ml
10%APS 0.3ml 0,15ml
TEMED 204 10ui

Laufpuffer: B0mM Tris, 182mi Glyzin, 0,1% SDS
SDS-PAGE-Probenpuffer: 5004l Losung 1: 0,2M Tris, 0,02M EDTA
40041 Losung 2: 8,3% SDS, 83,3mM Tris, 29,2% Glyzerin,
(,03% Bromphenolblau
1004 1M DTT

Die Elektrophorese erfoigte (iber Nacht mit konatanter Stromstirke von 10mA,

2.8.3. Fluorographie

Nach Beendigung der SDS-PAGE wurde das Gel Th in einem Gemisch aus Methanol, HoO und
Essigsdure (45:45:10) fixiert und anschlieBend 30min in 'Amplify’ {Amersham Buchler GmbH,
Braunschweig) inkubiert. Nach Trocknung des Gels unter Vakuum srfolgte die Exposition sines

‘Réntgenfilms (X-Ray, Fuji) bei -70°C.

Material und Methoden 23




2.10. Spazifische Detektion von Proteinen durch Western Blotting

Der Transfer von Proteinen aus dem SDS-Polyacrylamidge! {s.2.7.2.} auf Nitrocellulose-Membran
wurde mit Hilfe das slektrophoretischen Blot‘tings'mi‘t horizontalen Graphitplatten (Semi-Dry-
Blotting) nach der Vorschrift von Kyhse-Andersen (1984) durchgefihrt. Daran schiofs sich der
spezifische Nachweis von Proteinen mit Antikdrpern gemdf der Methode von Towbin et al.
(1979) an. Die Detektion des spezifisch gebundenen primiren Antikdrpers erfoigte (ber ginen
zweiten, an Peroxidase-gekoppelten Antikérper aus Ziegen, der gegen immungiobulin G aus

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

Das Western Blotting wurde mit einer Semi-Dry-Blotting-Apparatur von Pharmacia LKB, Freiburg,
durchgefihri, indem folgender Aufbau verwendet wurde: Auf der Anode (+-Graphit-Elektrode)
wurden 6 Filterpapiere, getrdnkt in Anodenidsung . 0,3M Tris, 20% Methanol gelegt, auf denen
bis zu 6 Transfer-Einheiten plaziert werden konnten, die jeweils 3 Filterpapisre, getrénkt in
Anodenfdsung II: 0,025M Tris, 20% Methanol, sowie die Nitrocellulose-Membran und das SDS-
Polyacrylamidgel und anschlieBend 3 Filterpapiere, getrinkt in Kathodenlésung [0,04M 6-
Aminohexansiure, 20% Methanoll umfassten. Dan Abschiufd bildeten 6 Filterpapiera, getrdnkt in
Kathodenldsung. Der Transfer erfolgte Th bei 0,8mA pro cm?2 Membran.

Der immunologischer Nachweis wurde nach der Blockierung der freien Bindungsstellen wihrend
ginar einstiindigen Inkubation in Ldsung 7 [3% Rinderserumalbumin (RSA); 10mM TrisHCI
pH7.5; 0,8% NaCll durch die Bindung des alacZ-Antikdrpers (in einer 1:1000 Verdinnung in
Ldsung 2 [0,3% RSA, 10mM TrisHCI pH7,5; 0,9% NaCl; 0,1% Tween 20] dber Nacht bei 4°C
oder wihrend einer Stunde bei 37°C durchgefihrt. Nach zweimaligem Waschen in Ldsung 2 bei
37°C, um ungebundene Antikérper zu entfernen, wurden die Filter 1h bei 37°2C in Lisung 2 mit
1:2000 verdinntem Peroxidase-gekoppelten Anti-Kaninchen Immunglobulin aus Ziegen (Sigma
Chem.} inkubiert. Die Bindung der Antikérper wurde nach zweimaligem Waschen in Lésung 2 bei
37°C durch eine Farbentwicklung einige Minuten nach Zugabe von Ldsung 3 [60mg -«
Chioronaphtol mit 20mi Ethano! ldsen, dann 80ml TrisHCI pH7,5 und 150ul Perhydrol (30%)

hinzugeben] nachgewiesen. Die Reaktion wurde durch Waschen der Membran in Wasser

gestoppt.
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3. ERCEBNISSE

3.1. Isolierung der secY-Gene aus Baciius Fecheniformis und Staphylococous camosus

Das Ziel war die Isolierung der secY-Gene aus den Gram-positiven Bakterien Bacillus ficheniformis
DSM13 und P300 sowie Staphylococcus carnosus TM300 mit Hilfe des Bacillus subtilis secY-
Gens als Gensonde. Der B.ficheniformis P300 ist ein Industriestamm, der die alkalische Protease
Subtilisin Gberproduziert. Eine mégliche Ursache der erhéhten Produktivitdt kdnnte eine Mutation
im SecY-Protein sein. Deshalb wurden die secY-Gene der beiden B./icheniformis-Stédmme DSM13

(Wildtyp) und P300 isoliert, um miteinander vesrglichen zu werden.

3.1.1. Hyhridisiarung esiner secY Sonde aus Baciffus subtiis gegen chromosomele DMNS aus

B.licheniformis und S.carnosus

Das Ziel war die identifizierung der chromosomalen DNS-Fragmente aus den Gram-positiven
Bakterien Bacilus licheniformis D5M13 und P300 sowie Staphylococcus carnosus TM300, die
mit dem secY-Gen von B.subtilis hybridisierten. Somit wurde chromosomale DNS von B.subtilis
DB1CG4, den beiden B&./icheniformis-Stammen sowie S.carmosus TM300 isoliert und mit
verschiedsnen Restriktionsenzymen geschnitten. Nach der Trennung der DNS-Fragmente durch
eine Agarose-Gelelekirophoraese und Transfer auf eine Nylonmembran wurde die fixierte DNS
gegen das secY-Gen aus Baciifus sublifis hybridisiert. Als DNS-Sonde wurde das Digoxygenin-11-
dUTP-markierte 1,07kb groBe EcoRV-Smal-Fragment aus dem Plasmid pST120 (s. 2.1.3., Tab,
4}, weiches das B.subiiis secY-Gen trégt, singesetzt.

Folgende DNS-Fragmente hybridisierten mit dem B.subtilis secV:

Taballs &: Chromosomale DNS-Fragmenie, die mit der B.subiilis secY Gensonde hybiidisieren

B.subtifis B.licheniformis | B.licheniformis | S.carnosus
DB104 DSM13 P300 TMi300
EcoRl | 7,0kb 4,1kb 4,1kb ' 2,9kb
EcoRV |} 3,3kb 2,8kb 2,8kb -
Hindllf § 3,0kb 8,2kh 6, 2kb -
I ¥Xmnl 2,1kh 7,1kb 7. 1kb -

(- _hicht bestimmit}
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Abb. 2:

Southern Hybridisierung des secY-
Gens aus B.subtilis mit EcoRl
verdauter chromosomaler DNS aus
B.subtilis DB104 (Spur 2),
B.licheniformis DSM13 (Spur 3),
S.carnosus TM300 {Spur 4}, Als
Kontrolle in Spur 1: Plasmid
pST120; Molekulargewichts-
standard (A-Hindlll) links markiert.
Pfeile markieren hybridisierende

Fragmentie.

Wie aus Abbiidung 2, Spur 2 und Tabelle § zu ersehen, erhielt man bei 7,0kb das fir 8.subtilis
typische Signal (Suh et al., 1990). Die Ubrigen erhaltenen und in der Tabelle 5 aufgefiihrten, mit
dem secY -Gen hybridisierenden FragmentgréRen der B.subtilis-DNS stimmten ebenfalls mit der
bekannten chromosomalen Organisation des spe-Operons Uberein, in dem das secY-Gen
lokalisiert ist {Suh et al,, 1980). Fin einziges spezifisches Signal in der GréRe von ca. 4,1kb war
in Spur 3 fur die chromosomale DNS von B./icheniformis DSM13 (Daten fir P300 nicht gezeigl)
zu erkennen. Die in Spur 4 aufgetragene chromosomaie DNS von S.carnosus TM30GC ergab ein
recht schwaches, jedoch reproduzierbares sperifisches Signal bei ca. 2,9kb. Da die Fragmente
der B.subiiiis-DNS die erwarteten Signale iieferten und weil jeweils nur eine spezifische Bande zu
erkennen war, wurde daraus geschlossen, daR die hybridisierenden Fragmente vermutlich die
gesuchten secY-Gene enthalten und so durch Hybridisierung des B.subtilis secY Gens mit

entsprachenden Genbanken isoliert werden kdnnen.

3.1.2. Kionierung der sec¥-Gene von Lacillus licheniformis und Sfaphiylococcus carnosus

Zur Klonierung der hybridisierenden DNS-Fragmente aus-dem B./icheniformis und dem S.carnosus
Chromosom wurden Agtli-Genbanken mit Hilfe der Methode -der Plaquehybridisierung
durchsucht. Dazu wurden enisprechend den Ergebnissen der Hybridisierung mit den

chromosomalen DNS-Fragmenten von B.ficheniformis "EcoRE_ gespaltene chromosomaie DNS-
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Fragmente von 3-5kb, sowie von S.carnosus EcoR| geschnittene DNS-Fragmente von 2-4kb
isoliert und in die EcoRl gespaitene Agil1-DNS einkloniert. Von den erhaltenen Genbanken, die
eine durchschnittiiche Anzahl von 1x10% rekombinanten Phagen aufwiesen, wurden je 10 000
Phagen ausplattiert. Diese Phagenplaques wurden mit dem Digoxygenin-markierten B.subtilis
secY-Gen als Sonde hvbridisiert. 59 Plagues der 8./fcheniformis DSM13-Genbank, 16 Plaques der
B.licheniformis P300-Genbank und 116 Plagues der S.carnosus-Genbank zeigten ein positives
Signal. Einzelne Piaques, die positive Signale zeigten, wurden isoliert und nochmals zur
Hybridisierung ausplattiert. Von Plagues, die wiederholt eine positive Reaktion aufwiesen, wurde
dann die Phagen-DNS isoliert, mit EcoRl geschnitien, gelelektrophoretisch aufgetrennt und
nochmais mit dem B.subtilis secY-Gen hybridisiert. Die isolierten Phagen enthielten Inserts von
4,1kb (B.licheniformis) und 2,8kb (S.carnosus), die mit dem secY-Gen von B.subtilis ein positives
Hybridisierungssignal ergaben. Diese Fragmentgréflen stimmten mit den bei der Hybridisierung
gegen chromosomale DNS erhaitenen Signalen (berein, so dal daraus geschlossen wurde, dal

die isolierten Fragmente mit groBer Wahrscheinlichkeit die secY-Gene enthielten.

3.1.3. Umklonierung und Kartieruna der secY-Gene aus B fizheniformis und S.carnosus

Das secY-tragende DNS-Fragment aus den beiden B.ficheniformis-Stdmmen wurde in den mit
EcoRl linearisierten low-copy-Vektor pHSG576, das Fragment aus S.carnosus in den mit EcoRl
geschnittenen Vektor pUC18 einkloniert und durch Restriktionskartierung ndher charakierisiert.
Die entstandenen Plasmide pDY1, pPYT und pTY? sind in Abbildung 3 dargestellt. Das Plasmid
pDY 1 enthdlt das 4, Tkb-Fragment aus dem B.licheniformis-Stamm DSM13 und das Plasmid pPY'1
das 4,1kb-Fragment aus dem B./icheniformis-Stamm P300. pTY1 wurde das Plasmid mit dem

2,9kb-Fragment aus dem Stamm S.carnosus TM300 bezeichnet.

3.2. Seguenzanalyse der secVY-Gene und Homologievergleich der SecY-Proteine von

& jicheniformis und 8. carnosus wmit anderen bekannten SecY-Proteinen
3.2.1. Sequenzanalyse der sec¥-Gene von B./icheniformis und 8. carnosus

Die Sequenzierung der secY-Gene und der angrenzenden Bereiche wurde doppelsirdngig mit der
Didesoxy-Kettenabbruch-Methode von Sanger et al. (1977) durchgefihrt. Higrzu wurde eine
Subklonierung in die Vektoren pUC18 und pUC19 vorgenommen und die DNS-Fragmente u.a. mit
~ Hilfe von synthetischen Oligonukleotiden sequenziert.

| Die sequenzierten Bereiche der Plasmide pDY1, pPY1 und pTY1 sind in Abbildung 3 dargestelit.
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Abﬁ 3 Restriktionskarten der Plasmide und der sequenzierten Bereiche, A: pDY1 (B.ficheniformis
‘DSM13} und pPY1 (B.licheniformis P300) sowia B: pTY1 (S.carnosus). Die diinnen
“Pfeile unter den Plasmiden markieren diz sequenzierten Bereiche, die jewsils im unteren
Teil der Abbildung dargesteilt sind. Es sind nur die wichtigsten Schnittstellen des
klonierten Fragments angegeben Piac = /lsc-Promotor; Amp, C_m siehe
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i0 20 30 40 50 a0
GCTGTGETCAACCTAGACAAACTCRACAGCTITGCAGARGGGACCGAAGTITACTCCTGAA
A VvV VN L D K L ¥ S F A E G T E V T P B
i3]
CTTCTTTTAGAAACAGGTGTAATCAGCAAGTIGAARTCTIGGAGTGARRATTCTTGGCGAC 120
L L L E T Vv I 5 KL XK 8§ 66 V K I L 6 D

GGTARATTAGAAAAGAAATTAACTGITAAAGCCARTRARATTCTCCGCTTCTGCTAARCAA 180
€ K L BE X KL ™V K AN EKPF 858 A 8 A K Q

GCAATTGAGCCTGCTGGCGOTACAGCTGAGE TGATCTARCTIGTTTAAGACAATCTCCAR 240

A I E A A G G T A BE V I = E F XK T I 8 N
SecY =
P ATGCGIC TG AACCAT AT TOC LR AT A AGATTATCTTCACTCTTTTARTECTTATCET aco
F M R V KD I RNIXK I I FTULUL ¥ UL I

v
CTTTCGTCTCGGTTCGTTCATTCCTGTGCCGCACGTARACACAGAAGTTTTARAGGCACA 360
F R L G & F I PV P HY NTEUV L K A @

GGATCAAATGACCGTATTIGGGATTCTAAACACATTTGGCBECCETCCATTGTTCAACTT 420
9 Q M 8§88 V F 6 I L N TV F G GG & AL F N F

CTCCATTCTTGCGATGGGAATCATGCCTTACATCACAGCTTCTATCATCATCCAGCTCCT 480
§ I L A M ¢ I M P ¥ I T A 858 I I 1 @ L L

GCAGATGGATGTTGIGCCGAAGTTTACCGAATGGTCTAAGCAGGGGGARGTTGGTIGCOG 540
¢ M b V vy p K F T E W S K Q@ G E V G R R

AARRACTAGCTCAGTTCACARGGTACTTCACGATCGTTCTTGEGATTTATCCAGGCTTTAGE 600
XK L A Qg F TR Y F T IV L G F I Q@ AL G

TATGTCTTACGGGTTTAACAACATGGCCGGCGGCGCGTTGATTACAGACCCGGGAGTOGE 660
¥ 8 ¥ ¢ F N N M R G G A L I T B P D V G

TACTTATTTGCTTATTGCGAT TG TACTAACTGCTGGAACTGCTT TT TTAATGTGGCTGGE 7290
¥ ¥ L L I A I VvV L T A ETAUPULMHK W L G

AGARACAARTTACGTCTCATGCAGTIGGTARCGGAATATCCATTATCATCTTCGCCGGTAT 780
E Q I T s H G V 6 N 66 I s I I &t F a6 1

CGTIGCCGGTATTCCGCAGACGRITAATCAGATCTACGCTCAGCAGT TTGTAGATGCTGE 840
v 2 6 I P ¢ T I ¥ Qg I ¥ a2V VvV FVDRBARGEG

AGATCAGTTATTCTIGCARATCATARAGGTICTCGTTATATTGGTTGCGATTTTAGCGAT 200
D ¢ £ F L £ I I ¥ VvV VvV v I L Vv A I L A I

TGTCGT TGECGTTATT TTCATCCAACAGGCGGTTAGARARATCTCAATTCAATATGCGAR 960
v v ¢6 v I F I @ @ A V R X I §8 I ¢ ¥ & K

AGGTTCAGGCCGTTCACCGGTTCCIGGCGBLCAGTCTACACACTTGCCGCTGARGGTTAR 1020
G 5 ¢ R 8 p V P 6 6 g &§ T ¥ L P L K V K

CCCGGCGGGAGTTATTCCGGTIATLCTTTGCCGTAGCATTTATCACCACTCCGCGGACCGT 1080
P A G V I P VvV I F AV A F I T T P R T V

GGCARCATTCTTTGGCTCCAATGACGTCACGARTTCEATTCARARRACGTTIGATTACAC 1140
‘AT F F 6 & NDVTHNWIGQGZXKTTFTDZYT
GCATCCGGTCGGAATGGGAGTTIATGUAGCATTEATCATCGCCTITACCTATTTCTATGC 1200
H P V G K G ¥V ¥ A A L I I A F T ¥ F Y A

L2

ATTTGTGCAGGTTAACCCTGAGCAAATGCCCGATRATCT TARRARACAAGGTGGCTATAT 1260
F V ¢ V N P E ¢ ¥ A D N L XK K QO G G Y I

TCCGGEAGTTCGTCCAGGRARAATGACTCARGATAGAATTACGAGCATTTTGTATCGACT 1320
P &G VR P G K KK T QDURI T S$ I L Y R L

TACATTTGTAGGCTCCATATTCTTGGCCETGATTECCATTCTTCCTGICTTGTTCGTTAA 1380
T F V6 s I F L AV I ATIL PV L F VN

TATTCCTOGECTGCCT TCTTCTGCACARAT GG TGEAACARGTTIGCTCATEIGTCATCGE 1440
i A6 L P 8 8 A Qg TI G G T s L L I V I G

GGTTGCACTTGARRCRATGRAGCAGCTTGARAGCCAGCTGGTAMARCGRAACTATCGTIGG 1500
v A L BE T H K QUL E S £ L V K R N Y R G

ATTTATGRAGCACTAGAGGAAATGGGGCGCGCCCATTCCCTCTARAATACGAGAGGACSGE 1560
F M K H -

GAATCCGAAATGRACTTAGACTTAATGGGACTGCCTGGAGCCCGTAARGGGACACAGGCT 1620
M ¥ L DT ¥ G L P G A G K G T Q A

GAACGGATTGTTGARGATTTTGGGATACCTCATATCYCAACRGRAGACATGTTCCGCGLT 1680
E R I v E DD F 6 I P HI ST 6D HKVF R A

GCGATGAAAGAAGARACGGATCTGGGACTCGAAGCCARATCATACATTGATRAAGGTGAG 1740
A M K E E T DL 66 L E & K S5 Y I D K G E

CTTGTTCCGGATGRAGTG
L vV P B E V¥V

Abb. 4: Nukieotidsequenz und abgleitete Aminoséuresequenz des secY-Gens und angrenzender
Bereiche aus B./licheniformis (DSM13; markiert Nukleotidaustausch in P300-S5equenz:
Uig = T, 82T = C); vermutete Ribosomenbindungsstelle (RBS) ist unterstrichen
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Die Nukleotidsequenz der secY-Gene sowie benachbarter Regionen wurde (ber einen Bereich
von 1758bp (B.licheniformis DSM13) sowie 1526bp (B./icheniformis P300) ermittelt (Abbildung
4}, In Abbildung 4 ist nur die Sequenz des B.lcheniformis DSM13 - Fragments dargestelit, da die
Sequenz des entsprechenden Bereichs von B.licheniformis P300 bis auf zwei Nukleotide (sind
gekennzeichnet) mit der Sequenz von DSM13 (berginstimmte. Diese Nukleotidaustausche hatten

im SecY-Protein keinen Aminosiursausiausch zur Folge.

in dem sequenzierten Bersich konnte sin offenes Leseraster von 1283bp identifiziert werden, das
an Position 221 mit einem potentiellen Startkodon {TTG) beginnt. Vor dissem Startkodon liegt in
entsprechendem Abstand eine mdgliche Ribosomenbindungssielle (RBS: GAGG,; Position 208-
211), wie von Moran et al. (1982) beschrigben. In Analogie zur Situation in E.coli und B.subtilis
konnten keine potentiellen Promotorstrukiuren vor dem B.ficheniformis secY-Gen identifiziert
werden, das fir ein Protein von 431 Aminosduren mit einem errechneten Molekulargewicht von
47%Da kodiert. AuBerdem konntien die zwei unvolisidndigen, offenen Leserahmen als das Ende
des ribosomalen Proieins L15 (rp/O; Position 1-214) und den Anfang der Adenylatkinase (adk;
Position 15638-1758) identifiziert werden {Cerretii et al., 1983; Suh et al., 1830).

Diese Reihenfolge von Genen entspricht der Anordnung der Gene im spe-Operon von B.subitilis
{Suh et al.,, 1990, Nakamurz et al., 1980)., Das spc-Operon umfallt Gene ribosomaler Proteine
und das secY-Gen, die von ginem einzigen Promotor aus transkribiert werden. In £.co/f liegt das
secY-Gen ebenfalls im spc-Operon, jedoch liegt dort ein weiteres Gen fiir ein ribosomales Protein
hinter dem sec¥-Gen. In £.cofi sind die rp/O und secY Gene nur durch 7bp voneinander getrennt

{Cerretti et al., 1983).

Da in der Aminosdureseguenz des SacY-Proteins der beiden 8.fchenfformis-Stamme DSM13 und
P300 kein Unterschied festgestellt wurde, ist im Weiteren nur mit dem B.ficheniformis-Wiidtyp

secY-Gen (DSM13) gearbeitet worden.

Die 196%bp umfassende Nuklectidsequenz des S.carnosus secY-Gens mit den angrenzendsn

Regionen ist in Abbildung 5 gezeigt.

10 20 30 40 50 60

CAGACAGCTTGTTAACTTAGAACRACTARACAGATT TCAAGAAGGTACAGAAGTTACTCC
R 0 L V N L E Q L ¥ R F EE G ¥ E V T P

TGAGCTTITAATCGAAACTGGTGTGGTTAAAARCGCTARAGCGGGTATCARAGTATTAGG 120
E L L I E T 6 VvV V KN AEKUAGTI XV L G

TAATGGTTCTCTAGACAAA AR ATTARCAGTARAAGCGCATAATTTCTCTIGCATCTGCAGE 180
N 6 §8 L E R KL T Vv XK A HNUF S & 5 & A

TGAAGCAATTGATGCTAMAGGTGGAGCACACGRGGTGATCTAATGTTTCARACARTTIGTT 240
~E A I D A K G 6 A2 B 2 VvV I -H F ET I V

SecY =
AACTICTTTAAAACTAARGAAGTACGGAACRAGATCTTTTTTACGCTCGCAATGCTAGTT 300
N F F KT KE VR NI K I VFFTLAHMKILUWV
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ATTTTTAARATAGGTACTTATATACCTGCGCCTGGAGTCARTCCAGCTGCATTTGATARC 360
I ¥ XK I 66T Y i1 P A P G V N P A AL F DN

AATCAAGGTTCTCAAGGTGTCACTGATTTATTAAATACTTTTGGTGGCGGAGCCTTGAAG 420
N ¢ 6 & ¢ 6 VT P LLUHNTTF GG G G A L X

ARCTTTTCCATATTTGCAATGGGTATCATGCCCTACRTCACTGCTITCAATCGTARATGCAG 480
R F 8 I F A K G I ¥ P Y I T & 8 I VvV H ¢

TTATTGCARATGGATATTGTTCCGAAATITACAGARTGGGCTARARCAGGGTCATGTTGG. 540
Ay P a2 n ~

L L ¢ X D I V¥V P X F T E W AU RKOGOGSEG D V &G

COTAAGAAATTAAATARCCTTACACGTTATT T TGCEGATTATCTTAGCGTTTATCCAATCS 600
R K KL NNV TR RY F a I I L ATF I QO 5

ATCGGTATGGCATTCCAGTTTRAATAACTATT TGARGGGCGCATTGATTATTGATCCTYCT 860
1 6 ¥ A F Q F N M YL K6 A L I I D P S

CCGATGAGTTATTTGTTART TGCTATTGTATTRACRACTGGTACTGCATTCTTATTATGG 720
P H 5 Y L L I A I VvV L T TG T AV F L L %W

TTAGGTGAACAAATCACTCAGTATGG TG TAGGTAATGG TATTACAACTATTATCTTTGET 78C
L ¢ E ¢ I T Y GG V 6 NG I 8 I EE F A

GGIATTTTGTCAACATTGCCATCATCGCTTATTCAGETTTATCARCARGCCTTTGTLGGS 840
G I L 8 T L P 8§ 8 L I Q F Y g Q A F V G

CARAGTGATACATCTATGGCATGGTTGCRAGTIGCTGGTTTAGTTATTGGTTTAGTACTA F0C
9 5 b T s ¥ A WULOGQV A G L V I G L V L

TTGACTATGGETGCTGTTTACGTACTTCARGCTGTACGTARAATTCCTATTCAATATGCT 960
L T ¥ 66 A VvV Y VL ¢ A VREKIUPTIOGY &

ARARAGCRATCTACTCAGCGTTITAGGATCARATGCAACGTATTTCCCGTTAARAGTTAAC 1020
XK K Q s T ¢ R L G S N BT VY L P L K V N

TCAGCAGEGGTTATCCCAGITATCTTCGCARTGGCATTCTTC PTG TTGCCTAGAACATTA 1080

5 A6 V I PV I FAHAFPFPULULUPRTIL

ACARTGTTCTTCCCTAARGCAGATTGGGCTCAGCARATTGCTARTACAGCCAATCCATCA 1140
T ¥ F F 2 K A D W A Q Q I A N T A N P 8§

AGTAATATCGGAATGGTAATTITATATTATCTTGATCATIGCATTTACTTACTTCTATGCA 1200
§ NI 6 M V I Y I I L I I A FF T Y F Y A

TTTGTTCARG T TAAT CCTGARAARATGTCTGACAACCT TARGARACARGGCAGTTACGTT 1260
F ¥V Qg v N P E KM s P N L XK K Qg G § Y V¥V

CCAGGTATTAGACCTGG TGAACAARCTAAARRGTATATTACTAAAGTTTTATATCGTTTA 1320
P 6 I R P 6 E @ T K X ¥ 1 T XV L ¥ & L

ACTITPGT TGS TTCTATATTCTIGCCAGTTATCGCTATCTTGCCCATACTAGCTACTAAG 1380
T F VvV 6 8 I F L AV I A TITLUPI UL AT K

TTTATGRACTTACCGCAGTCAATCCARGTCGGCGGTACARGCTTATTAATCGTTATCGET 1440
F M N L P Q S I QV 66 T 8§ 5L LI V I G

GTTGCARTCGAAACGATGAAGAGTTTGGAAGCGCAAGT TEACCAARAACGAATATAARGGE 1500
vV A I ET M K 5 L E A QV N Q KE Y K G

TTTGGIGG TAGATAARCTGTAGGAGGGCAATATGAATATCATCTTAATGGGTTTACCTGE 1560

F 6 G R - H N I I L ¥ 6 L P G
TGCAGGTARAGGAACTCARGUGAGTGARATAGT TARGAAATTCCCTATTCOGCATATATC 1620
A G XK 6 T QA 8 E I V KZ KUPPTIUPUHTI S

AT A TS T T A TARAAGCTATCARAGACARAACTCAATTAGGTARRGAAGCTAA 1680
A E KD Q@ T E L GG K E a X

TGTACCTGATGALGTTACTGTGGGTATCGTTARAGA 1740

S ¥ ¥ 0 R vV P D EV T V G I V K E

ARCGACTTTCTGRAARGACGATGCGARARRRGEATTT T TATTAGATGGTTTCCCACGTACACT 1800

L 5 EDDAZEKZ KOG FOTLLDSGT FUPZRTL
TGRAACAAGCAGARGCATTAAGTAARATCATGAAAGARCTTGACAGARAGATTCATGCATS 1860
E Q@ A A L 8 K I ®# XK E L DRI K I D ac

E
CATCAACAT TGARGTTCCAGARGARGAACTTATGAATCGACTCACTCEACGTCGTATTTG 1920
I "I E VY P E E E L M ¥ RL TG R R I ¢C

CGARGTTTGCGGAACGACTTATCATCT TG TG T I CRATCCTCCARARGTT
E V¢ 6 T T Y HL V F NP P K V

Abb. 5: Nukleotidsequenz des S.carnosus secY-Gens und der angranzenden Bereiche sowie die

abgeleitete Aminosduresequenz der Proteine SecY, L15 und Adk; potentielle Ribosomen-

" bindungsstelle ist unterstrichen AERIERE
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Das secY-Gen wurde als offener Leserahmen von 1290bp identifiziert, der mit einem ATG-
Startkodon an Position 223 beginnt und dem die potentielle Ribosomenbindungssielle (RBS) an
Position 212-215 vorgelagert ist. Anlog zur Situation in B.swbiilis und B.ficheniformis konnten
girekt vor dem S.carnosus secY keine rcmctors'equenzen identifiziert werden, was darauf
hinweist, dal® auch in diesem QOrganismus das sescY-Gen vom spec-Promotor transkribiert wird.
Vor dem S.carnosus secY liegt das Ende des Gens, das fOr das ribosomale Protein L15 kodiert
{Position 1-223) und dessen Stopkodon mit dem Startkodon von SecY Uberlappt, so dall auch
higr gine Translationskopplung mdoglich wére (Cerretii et al., 1883; Akiyama & ito, 1985). Hinter
dem secY wurde der Anfang des Gens, das fir die Adenvlatkinase kodiert (Position 1531-1869),

identifiziert {(Suh et al., 1890, Nakamura et al., 1980}.

3.2.2. Hydrophobizitdtsplots der SecY-Proteine von & ficheniformis und S.carnosus

Das SecY-Protein von E.coli ist ein iniegrales Membranprotein vund besitzt charakteristische
Transmembransegmente, die aus hydrophoben Aminos3uren bestehen {Akivama & lto, 1987).
Deshalb wurde mit den B.licheniformis und S.carnosus SecY-Protsinseguenzen eine
Hydrophobizitiisanalyse durchgefihrt, die auf der Methode von Kyie & Doolittie (1982) basiert.
Dabei ist jeder Aminosdure ein bastimmter Hydrophobizitdtswert zugecrdnet und die
Hydrophobizitdt wird als ein Mittelwert Uber eine gewisse Anzahl von Aminosduren (hier: 9

Aminosauren} geplotiet.
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Abl. G: Hydrophobizitdtsplots der SecY-Protgine von 8./icheniformis {A) und S.carnosus

{B). Die Balken im unteren Teil der Abbildungen zeigen die Transmembranbereiche an.

In beiden SecY-Proieinen  konnten 10  hydrophobe Bereiche  als potentieile
Transmembransegmente identifiziert werden {Abbildung 8), was mit den Sirukturvorhersagen flr

das E.cofi (Akivama & lto, 1987), das B.subtilis SecY (Suh et al.,, 1990} und we_it_ere, spéter

identifizierte SecY-Proteine Obereinstimmt.

3.2.3. Homologievergleich aller bisher bekannten SecY¥-Proteine

Zu Beginn dieser Arbeit waren nur zwei SecY-Proteine, d.h. von £.cofi und 5.subtilis, bekannt

und gut untersucht. Es wurden dann, wihrend diege Arbeit durchgefihrt wurde, waitere neun

secY-Gene isoliert und sequenziert. Ein Vergleich all dieser Proteinsecusnzen kann zum
Verstdndnis der strukiurellen Organisation und der ldentifizierung von funktionelien Domiénen
beitragen. So wurde mit dem CLUSTAL-Programm von Higgins & Sharp (1988} ein Vergieich der
E.licheniforris und S.carnosus SecY-Proteinseguenzen mit den anderen bekannten SecY-

Sequenzen durchgefihrt {Abbildung 7).

Der Vergleich alier bislang sequenzierien SecY-Proteine zeigt, daR 11 Aminosiurereste {2%)
strikt konserviert sind {in Abbildung 7 mit "' markiert). 69 {12,5%) Positionen sieilen
konservierte Austausche dar, d.h. dort befinden sich Aminos8uren mit gieichen chemischen
Eigenschaften :-'{in-'AbbiIdung 7 mit 'e' gekennzeichnet}. Ferner "ist erkennbar, dal die

Transmembransegmente (TMS} 2, 5, 9 und 10 sowie die hydrophilen Ssgments, welche die TMS

A o B el
s UG D SOWIE

“sind.
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TMS 8 und '8 miteinander verbinden, die am sidrksten konservierten Bereiche.
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Vergleich der Proteinsequenzen verschisdener SecY-Proteine: BL B.licheniformis;
'_BS B.subtilis; C125 Bacifius sp. C125; 8C S.carnosus; LL Lactococcus faciis; EC E COI_:_'; :

M Mycoplasma capricoium; WL RMicrococcus luteus; CP Cyanophora paradoxa;.

CRY Cryptomonas ¢ ; PL Peviove lutherii; MV Methanococcus vennielii;, i Haloarcula

- -marismortui. '+' markiert identische Aminosauren, '’ markiert Aminosduren mit gleichen

: P P o JpS G T S Y o
L CNgisCnen «f nschaften: ViE A -9 717 L2~

A-S-T;D-EN-QR-KI-L-M:-V, F-Y-W.
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Die Transmembransegmenie 2 und 5 weisen dariiberhinaus auch zu den SecB61 Proteinen von

Hefe und Sdugern (Stirling et al., 1989; Gérlich et al., 1992) signifikante Homologien auf

--{Abbildung 8}. -

™S 2: THS 5:
' BL FEILAMGIMPYITASITIOLLO EGVGHNGISIIIFAGIVAGI
BS FSIFAMGITPYITASIIIQLLO EGVENGISIIIFAGIVSSI
€125 FSIFAMGIMPYITASIVHOLLY EGYVGNGISIIIFAGIAAGE
sC FSIFAMGIMPYITASIVMQLLO ¥OVGNGISIIIFAGILSTL
1L YSLFAMGYSPYITASIIVQLLY EGFCGSGVEVIIFAGIVSGT
‘EC ASIFALGIMPYISASIIIQLLT RGIGNGISIIIFAGIVAGL
HMC FSILALGVSPYITASIIVQLLS KGIGHNGISIVIFIGIIISHK
ML VSVFRALGIMPYITASIIVQLLR HGVGHGMSLLIFISIAAGP
cp IGFFTLGILPYMNASFFLOVLT IGLTNGSSLLIFIRIIARE
CRY IGVFALGIVPYINASIIVQLAT EGICGHNEPSLLIFINIISGL
BL ISILTLCLGPFFSASLAVOFLY RCIGHNGSSLLILIGWLSRF
MV GTLITLCIGPIVIAGIIMOLLY YEIGSGIGLFIRAGVASTI
B GSIMQLOIGPIVITASIVLOLLG WGVGSGIGLFIVAGVIDRL
BCE GTLLELGVSPIITSSHMIFOFLY YGLEGSGISLFTATNIAEQX
CF GITLMELGISPIVTSGLIMOLLA YGLESGISLFIATNICETI
s, = . = z &

Abb. 8: Proteinvergleich der Transmembransegmente 2 und 5 der SecY-Proteine (Abkirzung wie
in Abbildung 7} und der entsprechenden Bereiche der Sec51-Proteine aus
Saccharomyces cerevisiae (SCElund Canis familiaris (CF). ldentische

Aminosauren sind mit '** markiert, chemisch verwandte Aminosduren mit 'e".

Um alle SecY-Proteine einzein miteinander zu vergleichen, wurden sie einer Analyse im GAP-
Programm nach Devereaux et al., 1984 unterzogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 dargestelit,
in der die Prozentsdtze an konservierien Aminosiuren, bezogen auf die SecY-Protsine in der
oberen Zgile, unierhalb der Diagenalen aufgelisiet wurden, Der Prozenisaiz aus der Summe aller
konservierten und &hnlichen Aminosduren der SecY-Proieine wurde oberhalb der Diagonalen

eingetragen.

Die SecY-Proteine von B./icheniformis und S.carnosus zeigen einen hohen Grad an Ahnlichkeit zu
den SecY-Proteinen von B.subtilis (Suh et al., 1990) und Bacillus sp. C125 (Kang et al., 1992),
dessen Grad dann sté@ndig geringer wird im Vergleich mit L. feceis (Koivula et al., 1991), £ cofi
{Cerretti et al., 1983), M. caprico/lum (Ohkubo et al., 1987}, M. Juteus (Ohama et al., 1889), C.
paradoxa (Michalowski et al., 1880}, Crypromonas ¢ (Douglas, 1982}, P. lutherii (Scaramuzzi et
al., 1992) bis zu den Archaebakterien H. marismortui (Arndt, 1992) und M. vanniellii {Auer et al.,
1881).
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Tabells 6: Vargleich der Aminoséureseguenz aller bekannten SecY-Proteine

.13M

- 131,4 (85,5 [75,56 (63,6 |67,6 |68,2 |66,0 |80,0 {655 {57.0 {564 ;56,2
84,0 | — |82,8 |75,3 69,2 |65,0 656 [66,9 |61,4 [67.2 |58,6 {560 |54,8
71,9 1671 | - l756 |69,8 [69,6 |65.3 {680 {57,8 1655 |58,3 |53,0 154,0
59,4 |60,3 |556 | - [67,6 |656 |66,3 |66.9 |62,1 |64,4 |58,3 |56,8 [51,9
47,8 [48,0 144,2 {456 | - [64,0 |66,6 |63,2 |59,56 {650 |57,2 |55.4 |54.0
41,8 |41,1 {43,3 |41,2 [38,0 | - |61,2 |65.2 |58,2 |64,9 |57,7 |55,9 |50,6
38,7 /39,2 134,2 |39,8 [39,0 {330 | -- 160.8 |57.4 [63,4 |55.4 |554 |54,5
37,6 |138,3 (40,7 |38.,6 33,7 138,4 [25,8!] -~ |58,3 |64,2 [57,3 |55.4 {506
29,5 {28,8 [27,6 |30,5 |30,3 (26,2 126,1 [28,7 | -—- |63,0 |59,9 |48.6 |52.4
33,6 {36,4 |36,4 {344 |36,0 [36,6 {305 [36,1 {333 | -~ |62,0 |554 |52,3
26,0 |26,2 (31,7 |28,8 |27,6 |30.9 26,6 |27.8 [27,0 1343 | - {52,7 |50,3
t:120,4 20,9 [19,5 [22,8 [21,4 |23,0 |[22,2 |255 |18,5 19,1 |185 | -- [69.0
19,5 |22,3 22,0 |21,3 {200 |20,1 |20, |20,7 [18,1 [18,8 |18,8 [40,7 | -

Woerte unterhalb der Diagonalen zeigen den Prozentsatz der identischen Aminosduren, oberhalb
der Diagonalen den Prozentsatz der Summe aus identischen und &hnlichen Aminoséuren;

Abkidrzungen wig in Abbildung 7.
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m die Funktionalit3t der Gram-positiven SecY-Proteine durch die Komplementation eines

(

temperatursensitiven £.cof-Stammes {secY24%S) nachwsisen zu kénnen, wurde zuerst
uniersucht, ob die SecY-Proteine von den Plasmiden in £.coff gebildet werden. Dazu wurden
zwel Ansdtze zur Bildung von Fusionsproteinen zwischen dem SecY und der alkalischen
Phosphatase einerssits sowia dem SecY und der B-Galakiosidase andererseits ausgewahit. Diese
beiden Methoden wurden deshalb gewsdhit, weil bekannt war, daR das E.cofi SecY-Protein
aufgrund seiner geringen Menge mit Hilfe von SDS-PAGE, Zwei-dimensionaler Gelelekirophorese,
Minizell- und Maxizellsystem nicht nachzuweisen ist (ltc, 1984). Exemplarisch fir beide SecY-
Proteine wurde die Expression des B./icheniformis SecY-Proteins in E.coli ausgehend von dem

Plasmid pDY1 (Abb.3) nachgewiesen.
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3.3.1. Fusion der alkalischen Phosphatase an das SecY aus B.ficheniformis

Die Expression des SecY-Proteins wurde durch den Nachweis der enzymatischen Aktivitdt der
alkalischen Phosphatase gezeigt, die an einen N-terminalen Teil des SecYs fusioniert wurde. Dazu
wurde eine TnPhoA-Mutagensse eingesetzt, die auf der Transposition des Transposons Tnd
beruht, welches das phoA4-Gen (alkalische Phosphatase) ohne seinen Promotor, Signalsequenz
und die Kodons flr die ersten finf Aminosduren enthait. Das TnPhoA zeigt eine niedrige DNS-
Spezifitdt und kann sich somit an vielen Stellen in das secY-Gen integrieren, so daB
Genfusionen, die fir ein Hybridgen secY'-phoA kodieren, entsiehen kdnnen. Der alkalische
Phosphatase-Anteil des entsprechenden Hvbridproteins kann nur dann akiiv werden, wenn er im
Periplasma lokalisiert ist. Entsprechende Klong kdnnen auf X-Phosphat-haltigen Indikatorplatten

“an inrer Blaufdrbung erkannt werden.

Insgesamt wurden nach Transposon-Mutagenese 425 Kolonien erhalten, von denen zwei
Kolonien eine dunkle Blaufarbung aufwiesen. Die Retransformation der entsprechenden Plasmid-
DNS zeigte, daB eine insertion des Transposons nur auf einem der beiden Plasmide erfoigt war,
was durch die Blaufirbung aller Kolonien dieses Transformationsansatzes bewiesen wurde. Diese
Plasmid-DNS wurde isoliert und die Insertionsstelle im Plasmid durch Restriktionskartierung
bestimmt. Die Integration des Transposons in das sacY-Gen auf dem Plasmid pDY1 ist in

Abbildung 9 dargesteilt.

pDY1 (1700 bps)

EcoRI

EcoRI Pvuil HindIII Sall HindIT{
Pvall Pstl BamHI Pstl A
‘phoA 1S 50 R Kan IS50 L

TnPhoA (7500 bps)

" Abb. 9: Integration des Transposons TnPhoA in das B.licheniformis secY-Gen im Plasmid pDY1.
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Die Inseriion und Fusion mit der alkalischen Phosphatase erfolgte nach ca. 200bp im secY-Gen
und befindet sich damit gemiR3 dem Topologiemodell des SecY-Proteins von £.coff im ersten
periplasmatischen Loop (Akiyvama & Ito, 1987). Damit wurde gezeigt, daR das B.licheniformis
SecY vom /fac-Promotor des Plasmids in £.colf exprifniert und vermutlich analog zum E£.coli-SecY

in die Membran integriert wird.

3.3.2. Fusion der R-Galaktosidase an das SecY von 8.Jcheniforinis

Ein weiterer Nachweis der Expression von SecY wurde durch ein SecY-B-Galaktosidase-
Fusionsprotein geflhrt. Dieser wurde einerseits mit Hilfe eines Aktivtdtsiests auf Indikatorplatten
(R-Galakiosidase-Aktivitdt) und andererseits durch eine immunologische Detektion eines SecY-B-
Galaktosidase-Fusionsproteins {iber R-Galaktosidase-spezifische Antik6rper gefihrt.  Der
Fusionspunkt lag dabei am extremen C-Terminus des SecY-Proteins, Dazu wurde ein Pvuli-Pvull-
Fragment aus dem Plasmid pDY1, das die Ribosomenbindungssielle (RBS), das Startkodon und
die kodierende Sequenz fir 419 Aminosduren {12 Aminosduren fehlen am C-Terminus} des
B.licheniformis -secY - Gens enthielt, in das /acZ-haltige Plasmid pMC1871 kloniert. So entstand
ein durchgehender Leserahmen, beginnend mit dem TTG-Startkodon des secYs bis ins facZ-Gen,
dem die ersten 8 Kodons fehlten (pMYZ1). Da sich auf diesem Vektor vor dem Fusionsgen kein
Promotor befand, muldte dieses als Psitl-Pstl-Fragment {Partialverdau) in den Vektor pKK223-3
hinter den tsc-Promotor umkioniert werden. Dieses Konstrukt, pKYZ1 {in Abbildung 10
dargestellt), wurde im Startbereich und an der Fusionsstelie sequenziert, um eine

Leserasterverschiebung oder einen fehlerhaften Start auszuschlieRen.

pKYZ1 (8972 bps)
Sall
BamBI
! EcoRI
Pstl
BamHI
EcoR1 EcoRI
Pstl ‘BamHI
Pvul . Sall
Smal iPatl
Sspl Hindll

Abb. 70: Restriktionskarte des Plasmids pKYZ1. secY-/facZ-Fusionsgen unter Kontroile des tac-
Promotors. Es sind nur die wichtigsten Schnittstellen dargestellt. Ptac = tac-Promotor;

mp siehe Abklirzungsverzeichnis

S
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Nach Transformation in die E.cof-Stdmme JM108 (F'i/scZ4AM15) und MC1061 {/acX74;
vollstdndige Deletion des chromosomalen /lacZ-Gens) konnte die Aktivitdt der B-Galaktosidase

durch Blaufdrbung der Kolonien auf Indikatorplatten nachgewiesen werdean.

Diese Stdmme wurden unter induzierenden (2mM IPTG-Zugabel und reprimierenden {Glukose-
Zugabe) Bedingungen bei 37°C kultiviert. Nach verschiedenen Zeiten wurden Proben genommen
und mit gleichem Volumenteil 15% TCA geféllt. Die geféliten Proben wurden nach Aufnahme in
SDS-Probenpuffer mit  Proteaseinhibitor (2mM PMSF-Endkonzentration) versetzt und als
Gesamizeilextrakte {ber eine SDS-PAGE aufgetrennt. AnschlielBend wurde ein Western-Blot mit
Antikérpern gegen die R-Galakiosidase durchgefihrt. Im Stamm JMi108 erkennt man im
induzierten Zustand das vom Chromosom kodierte LacZ’'- Polypeptid {lacZAMT5/, das ein etwas
* kleineres Molekulargewicht als die vollstindige, vom Chromosom kodierte R-Galakiosidase des
Stammes CAB000 bzw. die von Sigma Chemicals gekaufte, aufgereinigie R-Galaktosidase
besitzt. Darlber erkennt man noch sine weitere Form, die auf der Hihe der vollstindigen B-
Galaktosidase lauft [116kD). Dall es sich hierbei um die intakte B-Galaktosidase handelt, wurde
durch Zugabe von gereinigter R-Galaktosidase zu den Proteinproben und dem identischen
Laufverhalten der Proteinbanden geschlossen. Im Starnm MC1061 findet man im induzierten
Zustand nach 0, 15, 60, 120 Minuten eine Bande, die auf Hohe der vollstdndigen R-
Galaktosidase |duft {nicht dargestellt) und nach 180 ist auf Héhe des erwarteten Fusionsproteins
{ca. 160OkD) noch eine weitere, dinne Bande erkennbar {Abbildung 11, A: Bande 6 und 7). Da
digser Stamm keine chromosomale Kopie des intakien oder deletierten IacZ—Gen;_besitzt, ist die
Herkunft der unteren Bande nur durch eine Abspaitung des SecY-Anteils vom gebildeten
Fusionsproteins zu erkldren. Diese Abspaltung an der Fusionsstelle findet in groBem Umifang
statt, denn es liegen mehr als 95% des gebildeten Proteins in Form der abgespaltenen B-

Galaktosidase vor.

Um den proteolytischen Abbau zu verringern, wurde das Fusionsprotein auf dem Plasmid pEYZ1
im fon-Protease-negativen E.cofi-Stamm Y1089 (nicht dargestelit} und im ompT7-Protease-
negativen und vermutlich auch /on-Protease-negativen E.cofi-Stamm BL21 (Abbildung 11, B)
exprimiert. Die Umklonierung des Fusionsgens als Sall-Sall-Fragment aus dem Plasmid pKYZ1 in
den Vektor pEKEX2 (zac-Promotor, Kanamycin-Resistenzgen) zum Plasmid pEYZ1 war
erforderlich, da der Stamm Y1089 ein Ampicillinresistenz vermittelndes Plasmid enthélt. Jedoch
zeigte sich in beiden Stdmmen nach 180 mindltiger Expression des Fusionsproteins nur eine

unwesentiiche_ Ver_besse_rung des Verhdlinisses Fusi_onsprotein zu R-Gaiaktosidase (Abbildung 71

B - Spur 3).
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Trotz des stattfindenden proteolytischen Abbaus konnte durch die Identifizierung des

Fusionsproteins gezeigt werden, daR das B./icheniformis secY-Gen in E.coli exprimiert werden

kann.

ﬁb&. 7i: Western—Blots it Proteinproben verschiedener £ cofiFStEmme nach 180 min
o .lnduktions-!Repressionszeit. A: induzierte Proben von JMi109/pKK223-3 als
 Negativkontrolie (1), JM108/0KK223-3 mit zugeseizter gereinigter R-Galaktosidase
"Qon Sigma {= +B8-Gal] (2), JMT0S/pKYZ1 (3}, JM109/pKYZ1 +B-Gal (4}, CAB0OC (5),
MC1061/pKYZ1 (8), MC10681/pKYZ1 +B-Gal {7}, Langenstandard SDS7B (8); :
| B: BL21/pEKEXZ +IPTG als Negativkontrolle (1), BL21/pEKEXZ -IPTG {2),
BL21/pEYZ1 +IPTG (3), BL21/pEYZ1 -IPTG {4), B-Gal (Sigma, 5), Langenstandard
SDS7B (8). * = chromosomale fscZAM15 kodierte R-Galaktosidase {116kD}, offener
-Pleil .= B-Galaktosidase {116kD}, geschlossener Pieil = Fusionsprotein {ca. 150kD)
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3.4, Untersuchungen zur Komplementation der Wachstums- und Translokationsdefekte

von £.coli secV-Mutanten

Um zu testen, ob die SecY-Proteina aus B.licheniformis und S.carnosus das SecY-Protein aus
E.cofi funktionell ersetzen kénnen, wurden Versuche zur Komplementation von
temperaturempfindlichen £ cofi-Mutanten durchgefihrt. Das Komplementationsverhalten wurde in
Bezug auf das Wachstum und die Wiederherstellung der Translokationsfahigkeit in der F.coli

iMutante bei der nicht-permissiven Temperatur untersucht.

Da der termperaturempfindliche E.col-Stamm Q85 (secY24) keinen /sc-Repressor, der fir die
Regulation des /azc-Promotors und damit der regulierten Expression der davon abhingigen
Proteine ndtig ist, besitzi, wurde durch P1-Transduktion das secY?4.Gen in den Stamm JM105
{F' /aci?) {berfithri. Somit stand ein £.cof-Stamm zur Verfligung {JM105/3-1), der iber das

secY24-Allel und den lec-Repressor verfiigis.

3.4.1. Wachsiumskomplementationsversucha

Zur Untersuchung der Wachstumskomplementation wurden folgende Plasmide mit den Gram-
positiven secY-Genen und dem F.col-secY-Gen als Kentrolle in die temperatursensitiven £.cofi-
Mutanten IQ85 und JM105/3-1 transformiert (s. 2.1.3.; Tabelle 4}

- B.licheniformis secY in den Plasmiden pDY1 (ca. 2-5 Kopien/Zelle} und pDY3 (ca. 20 Kopien /
Zelle). Das secY-Gen liegt in beiden Plasmiden unier Kontrolle des /ac-Promotors,

- S.carnosus secY in dem Plasmid pTY3 (ca. 20 Kopien/Zelle}. Das secY-Gen wird vom /ac-
Promotor exprimiert.

- B.subtilis secY in den Plasmiden pST120 {Suh ot al., 1880; ca. 20 Kopien/Zelle) und pSY1 (ca.
20 Kopien/Zelie}), Das secY-Gen iiegt im pST120 unter Kontrolle des tac-Promotors , in pSY1
unter Konirolle des fgc-Promotors.

- E.coli secY in den Plasmiden pKY3 {Shiba et al., 1984; ca. 20 Kopisn [Zelle) und pEY2 (ca. 20
Kopien/Zelle} als Positivkentrolle, Das secY-Gen wird in beiden Plasmide vom /ac-Promaotor
exprimiert.

- Negativkontrolie pBGS18 (ca. 20 Kopien/Zeile)

Die Transformationsansitze wurden auf ME-Medium-Platien ausplattiert und auf Wachstum bei

der nicht-permissiven Temperatur {42°C) untersucht. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 7

dargestelit.
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Tabelle 7: Wechstumsverhalten der E.coli-Mutanten (secY24%S) 1085 und JAT05/3-T nach
Transformation mii verschiedsnen Plssmiden, die Gram-positive (pBY1, pDY3, pTV3, pSTi20,
BSY1) und Gram-negative (pKY3, pFY2} secY-Gene anithalien

pOV1 pDY3 pTY3 pSTi20 |pSYH pKY3 pEY2 pBGE18

ia8s # - o+ +
JM105/3-9%% | - + +

* Wachstum auf Minimaimedium E - Platten mit Gilukose bsi 42°C; ** Wachstum auf
Minimaimedium E - Piatien mit PTG und Glycerin bei 42°C; + = Wachstum, -- = keain
Wachstum

Die Ergebnisse zeigen, daR der Wachstumsdefekt der Mutanten 1Q85 und JM105/3-1 nur durch
die Plasmide pKY3 und pEY2, die das secY-Gen aus £.colf tragen, komplementieri werden
konnte. Hingegen konnten die secY-Gene aus den Gram-positi\}en Bakterien das Wachstum der

Mutanten nicht komplementieren.

in Flassigmedium, sowoh! in Minimal- als auch in LB-Vollmedium sieilen die Zellen der
temperatursensitiven Mutanten das Wachstum bei der nicht-permissiven Temperatur erst nach
mehreren Stunden ein (Shiba et al., 1984). in Submers-Kuliuren (ME-Medium) wuchsen die
Defektrmutanten mit den Plasmiden pKY3 und pEYZ2 sowohl bei permissiver als auch bei nichi-
permissiver Temperatur am besten. Die Gbrigen Kulturen zeigten im Vergleich zur
Negativkontrolle wihrend der Kultivierung bei 30°C und 42°C sogar ein schlechteres Wachstum.
Kulturen, die die Plasmide pST120 und pSY1 mit dem B.subtilis secY enthielien, wiesen bei der
zr ainen noch stdrkeren Wachsiumsdefeks auf (Abbildung 12},

nicht-nermiegiven Tamnaratir en
mehi-narmigsiven lamnaratir 5o

10 7

3,01 : : : : 3 £ :
0 ki P 3 4 5 8 7

Zait {R)
Abb. 12: Wachstum der E.coli Stdmme [Q85/pBGS518 (¢}, 1Q85/pEY2 (3], I08b/mpSY1 (4),
1085/pDY3 (o) und {085/pTY3 (+} bei 42°C in Minimalimedium
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3.4.2. Untersuchungen zum Translokationsdefekt der £ cofi-Mutanten

Um =zu wuntersuchen, ob die SecY-Proteine von B.licheniformis und S.carnosus eine
Komplementation des Translokationsdefekts der secY24!S E.cofi-Mutanten bewirken kénnen,
wurden Pulse-Chase-Experimente mit nachfolgender OmpA-Antikﬁrparfé!lung durchgefiihrt. Die
radioaktive Markierung des Exporiproteing OmpA ermoglicht die Untersuchung seiner
Prozessierungskinetik. Darunter versteht man das Ausmal und dis Geschwindigkeit mit der die
Signaisequenz des proOmpA-Proteins beim Transport durch die Cyioplasmamembran entfernt
wird und entsprechend das reife OmpA-Protein enisteht. Sichtbar wird dies durch die
Verschiebung der Proteinbanden des proOmpA-Proteins zum OmpA-Protein (ca. 38kD) auf sinem

SDS-Gel.

Durch verschiedene Induktionsbedingungen und -zeiten bei der Anzucht der Bakterienkulturen fir
die radioaktive Markierung der Proteine sollte die SecY-Proteinmenge variiert werden. Dazu
wurden die Stdmme Q85 und JM105/3-1, welche die in  3.4.1 aufgefUhrien Piasmide
enthielten, 2-3 Stunden in Minimalmedium {ME-Medium) bei 30°C angezogen, anschlieRend
halbiert und bei 30°C bzw. 42°C zwei Stunden weiter inkubiert. Nach der radioaktiven
Markierung der Proteine durch Zugabe wvon 358-Methionin wurden zu verschiedenen Zeiten

(Chasezeiten) Proben entnommen.

Asb. 13: Kinetik der proOmpA Prozessierung in £.coli -Mutante 1Q85 mit den Plasmiden pST120
~[B.subtilis sec¥] (1), pDY1 [B.4cheniformis secY] {2}, pHSG578 [Negativkontrolle] (3}
und pKY3 [£.coli secY]f4) nach Kuitivierung bei 30°C. Chasezeiten: 0, 1, 2 und 4 min;
b = proOmpA, m = OmpA.

Wie in ‘Abbildung 13 dargestellt, zeigte es sich, daB die Plasmide pST120 mit dem B.subtilis
secY und pDY1 mit dem B.lchenifermis secY bei der permissiven Temperatur eine
Verschlechterung der Translokationsaktivitdt des Stammes IQB85 bewirken. Die Plasmide pDY3
{B.licheniformis secY) und pTY3 (S.carnosus secY) zeigien das pleiche Verhaiten (nicht
'_a.bgebildet}. Die Beeintréchtigung der Translokationsaktivitét bei der permissiven Temperatur

durch die secY-Gene aus Gram-positiven Bakterien konnte ebenfalls unter induzierten
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abgeschwichter Form, auch im reprimierten Zustand bsobachiet, da der /zc-Promotor, der vor
den secY-Genen lisgt, nicht volistndip raprimisrt werden kann (nicht dargestelit). Diese Daten
deuten darauf hin, dall eine Interferenz durch die Gram-positiven SecY-Proteine mit dem
Proteinsxport von £.cofi statifindet. Dies kann z.B. auf einer falschen oder fehlerhaften

Wechselwirkung des Gram-positiven SecY-Proteins zu Seck oder zu SecA beruhen.

Um zu untersuchen, ob der E.cofi-Wildiypstamm JM108 ebenfalls durch die Gram-positiven
SecY-Proteine in seinem Translokationsverhalten beeintrdchtiot wird, wurde ein Pulse-Chase-
Experiment durchgeflihr, in dem der Wildiyp in Minimalmedium drei Stunden bei 37°C mit
Glukose angezogen und anschiieffend 30 Minuten mit TmiM IPTG induzisrt wurde {Abbildung 14},

Abb. 74: Puise-Chase-Expariment: £ coli -Wildtypstamm JM109 mit den Piasmiden pSY1 (1),
pDY3 (2) und pTY3 (3) ; Kulturen angezogen mit A: Repression mit 0,5% Glukose;
8: Induktion mit 1mii IPTG; Proben nach je 0 und & min Chasezeit.

p = proOmpA; m = OmpA.

Die Translokationsakitivitdt des E.cofi-Wildtyps JM109 wurde durch die Anwesenheit und
Induktion der Gram-positiven secY-Gene von B.subtilis, B.licheniformis und S.carnosus nicht

beeintrachtigt.

Eine Komplementation der Transiokationsakiivitdt bei nichi-permissiver Temperatur, d.h. 42°C,
konnte im Stamm 1085 nicht beobachtet werden. Da diaser-£ cofi-Stamm nicht dbar den jze-
Repressor und damit Kontrollmdglichkeit des /zc-Promotors zur Regulation der Expressionsstirke
der secY-Gene verfligte, wurden weitere Versuche im Stamm JM105/3-1 durchgefihrr. Dabei
wurden verschiedene Bedingungen getesiet, uin gine Komplementation der
Translokationsakiivitdt bei 42°C zu erreichen, Diese umfaRien mehrere Versuchsanordnungen,
die verschiedentlich miteinander kombiniert wurden um 1. die SecY-Proteinmenge in der Zelle zu
variieren und 2. den Zustand der Zellen zum Zeitpunkt der Untersuchung der Translokations-
akiivitdt zu verdndern. So wurde die Zeit der Kultivisrung bei der permissiven Temperatur , die
Repressions- und Indukiionsbedingungen sowie die Markierungs- bzw. Chasezeiten variiert.

Einige Ergebnisse sind in.den Abbildungsn 15 und 16 exemplarisch dargestelit.
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in keinem dieser Experimente konnte eine Komplementation des Translokationsdefektes durch die

Expression von SecY-Proteinen aus den Gram-positiven Bakterien B.subtilis, B.licheniformis und

S.carnosus beobachtet werden.

Abb. 15: Prozessierungskinetik von proOmpA bei 42°C im £ coli-Stammm JM105/3-1 mit den
Plasmiden pSY1 {1), pDY3 (2), pTY3 (3}, pEY2 {4) und pBGS18 (5). Anzucht der
Kulturen mit A: Bmin Induktion mit 10pM IPTG; B: Bmin Induktion mit 1Tmid IPTG;
C: Repression mit C,5% Glukose + 1mb ONPF); Proben nach je O und 5 min
Chasezeit. p = proOmpA, m = QmpA.

5. 78: Kinetik der Prozassierung von proOmpA in £.cofi-Mutante JM105/3-1 mit den
} nach

Gi

A1
Plasmiden nBGS18 {1}, p8Y1 {2}, pDVY3 {3), nTY3 (4} und pEY2
zwei Stunden Induktion der Kulturen mit 1mM IPTG bei 42°C. Proben nach den
Chasezeiten 1, 2, 5 und 10 min, Ausnahme: pEY2 - Proben nach 0 und 10 min.

p = proOmpA, m = OmpA.

Da es sich bei dem verwendeten Indikatorprotein (proOmpA) um ein Exportprotein eines Gram-
negativen Bakteriums handelt, wurden Versuche durchgéfahrt. in denen ein sekretorisches
Protein eines Gram-positiven Organismus (S.Avicus Lipase} als Indikatorproigin verwendet wurde.
Aber auch hier konnte keine Wiederhersteliung der Transiokationsfahigkeit in den £.cofi-Stammen

1085 und JM105/3-1 unter den getesteten Versuchsbedingungen arreichy wearden (Daten nicht

gezeigt).
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Die beschriebenen Ergebnise zeigen, dal Gram-positive SecY-Proteine anscheinend mit dem
Exportapparat Gram-negativer Bakterien nicht kompatibel sind und daf3 weiterhin die Anwesen-

heit der SecY-Proteine in £.coli secY-Mutanten zu einer Interferenz mit dem Proteinexport fihrt.

3.5. Selektion von "rekombinanten”-secVY-Genen von B.Fcheniformis und §.camosus,
die das Wachstum des temperatursensitiven £ coli-Stammes 1083 komplementieren

Da in Wachstums- und -~ Pulse-Chase-Experimenten  keine  Komplementation  der
temperatursensitiven £ cof-Stdmmen 1Q8b und JM105/3-1 mit den Gram-positiven secY-Genen
fesigestelit wurde, sollten spontane Mutationen in den B.fcheniformis und S.carnosus secY-
Genen isoliert werden, die das Wachstum dieser £.cofi-Mutanten bei der nichi-permissiven
Temperatur ermoglichen. Entsprechende Mutationen kénnten AufschluR dar(iber geben, welche

Bereiche der Gram-positiven Bakterien flr die Inkompatibilitdt in £.coli verantwortlich sind.

3.5.1. Isolierung von "rekombinanten”-secY-Genen

Um Mutationen in den Gram-positiven secY-Genen zu isolieren, wurden die secY-haltigen
Piasmide {B.licheniformis: pDY3; S.carnosus: pTY3) in den £.coli-Stamm Q85 transformiert, bei
30°C inkubiert und von Einzelkolonien Submers-Kulturen herangezogen. Ein Aliquot jeder
Ubernacht-Kultur {2ml} wurde auf Minimalmedium-Platien mit Glukose ausplatiiert und bei 42°C
inkubiert. Durch diese Selektion soliten Kolonien mit Plasmiden identifiziert werden, die durch
eine Mutation eine Wachstumskomplementation der temperatursensitiven £ cofi-Miutante
ermadglichen. Alle gewachsenen Kolonien {100-200) wurden vereinigt, die Plasmid-DNS isoliert
und erneut in den Stamm 1085 transformiert, um somit Plasmid-kodierte Mutationen zu
selektionieren. Von den 195 (pDY3) bzw. 23 (pTY3) entstandenen Kolonien wurden je zehn
willkdrlich ausgewahit und nochmals transformiert. Neun der zehn pDY3-Isolate und drei der
zehn p1Y3-lsolate komplementierten wiederum das Wachstum, so daB3 von ihnen die Plasmid-
DINS . isoliert Wurde. Die Restriktionsanalyse dieser Plasmide ergab, daf3 alie neun pDY3-Piasmide
eine identische Insertion in der GréRe von 1,3-1,4kb mitten im secY-Gen trugen. Alle drei pTY3-
Isolate trugen eine identische VergrofRerung von ca. 1,5-1,6kb, wobei die Insertionssielie direkt

vor _d_er Klonierungsstelle des secY-Fragments lokalisiert werden konnte.
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3.5.2. Sequenzanalyse der "rekombinanten™ Plasmide

Die beiden Inserts wurden von beiden Seiten (ber eine Linge von ca. 500-800 bp ansequenziert.
Dabei stelite sich heraus, da im B.licheniformis-secY die Insertion bei Pesition 816 erfolgte,
hezagen auf die Sequenz, wie sie in Abbildung 4 dargestelit ist. Dies entspricht einer insertion an
Position 596 des secY-Gens und somit dem periplasmatischen Bereich zwischen den
Transmembranbereichen 5 und 6 {zwischen die Aminosduren Tyrosin 138 und Alanin 189} des
SecY-Proteins (Abbildung 17/A). Bei diesem Insert handelt es sich um das rechie
Insertionselement 10 {IS 10 R; 1329bp} des Transposons 10 {Tn10) aus dem £.cofi-Chromosom,
das vermutlich aufgrund seiner funktionsfdhigen Transposase ins Plasmid gesprungen ist. Auf
dem rechten 1S-Element liegt bei Position 90-120 ein Promotor, pOUT (Halling et al., 1882), der
“aus dem IS-Element gerichtet ist, was im Plasmid pDY3* einer Orientierung in Richtung C-
Terminus des secY-Gens entspricht. Neben dem Leseraster fir die Transposase gibt es noch vier
weitere kodierende Bereiche fir Polypeptide von mehr als 30 Aminosduren, deren Translation
und Funktion jedoch noch nichi untersucht wurden (4-165bp, 62-208bp, 349-534bp, 280-
143bp) (Halling et al., 1982},

Die Sequenzierung des Inserts im Plasmid pTY3® ergab, daR die Insertion direki in der Pstl-
Schnittstelle liegt, die auch zur Einklonierung des Fragments mit dem S.carnosus-secY in das
Plasmid benutzt wurde (Abbildung 17/B}). Vom Promotor aus betrachtet liegt am 5'-Ende des
Inserts das Insertionselement 3 (IS 3; 125b8bpl, das mit 4-5 Kopien im E.cofi-Chromosom
vorkommi (Timmermann & Tu, 1985}, Am 3'-Ende, d.h. direkt vor den letzten 45bp des rp/O-
Gens und dem sich daran anschlieBendan secY-Gen, liegen 245bp, die als Promotorbereich des
Gens argF (kodiert fir die Argininosuccinai-Lyase oder Ornithin-Carbamoyl-Transferase)
identifiziert wurden, der entgegen der Transkriptionsrichtung des secY-Gens orientiert ist. Somit
setzt sich das Insert folgendermaRen zusammen: hinter dem Promotor des Plasmids pTY3* liegt
das [S-Element 3 mit 12b8bp, an das sich der Promotorbereich des argF-Gens mit 24bbp
anschliedt {inkl. dessen Pstl-Schnitistelle). Das IS-Element 3 besitzt am rechten Ende einen
Promotor, der nach aufien gerichtet ist, und von dem bekannt ist, dafd er z.B. argf aktivieren
kann (Timmermann & Tu, 1885). im isolierten Plasmid ist dieser Promotor in Richtung des secY-
Gens orientiert, so dal} ein Expression des secY-Gens von diesem Promotor aus moglich wire.
Aulerdem besitzt das IS 3 verschiedene offene Leseraster, von denen der gréfdte fir ein Protein
von 288 Aminosiuren kodiert {Transposase, Position: 362-1228), ein weiterer 89 Aminosduren
umfallt {Pos.: 86-365}) und ein letzter auf dem komplementdren Strang von Position 1240 bis

9786 identifiziert wurde und deren Funktion nicht bekannt sind (Timmermann & Tu, 1985).

LIRS

Die Wachstumskomplementation der Ecof-Mutante 1088 durch pDV2R® bzw, pTVY3® kinnts

 dadurch erklart werden, daR beide Inserts Promotoren bzw. promotor-dnnliche Sirukiuren
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besitzen, die fdr eine niedrige Expressionsrate des secY-Gens von S.carnosus oder fir die
Expression der C-terminale Hilfte des secY-Gens von B.licheniformis verantwortlich sind. Da
vermutet wird, dal eine funktionelle Komplementation durch die heterologen Proteiné nur mig
einer Proteinmenge stattfindet, die sich unterhalb eines kritischen Werts befindet, kénnts dig hisr
gebildete SecY-Menge fir eine Komplementation ausreichen, Dies wirde auch erkidren, warum in
diesem Fall eine Komplementation erreicht wurde, die unter Kontrolle des /zc-Promotors nicht
erreicht wurde (5. 3.4.1.). Es besteht die Moglichkeit, dal der B-Galaktosidase-Promotor nicht so
stark reprimiert werden kann, um die erforderliche, mdglicherweise sehr niedrigen

Konzentrationen an SecY-Protein entstehen zu lassen.
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Abb. 77: Restriktionskarten der Plasmide pDY3* (A} und pTY3* (B). ISTOR, Pout, IS3, PargF
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3.5.3. Untersuchungen zur Komplementation des Wachstums und der Translokationsalktivitat der

"futanten-" Plasmide in temperatursensitiven £ cefi-Mutanten

Es wurde untersucht, ob die C-terminale Hilfte des SecY-Proteins von B.ficheniformis in der Laga
ist, die E.coli secY24'S-Mutante zu komplementieren. Wie fiir die a-Komplementation der R&-
Galaktosidase beschrieben, bei der sich das o- und 3-Peptid zu einem enzymatisch aktiven Enzym
zusammenfigen, kénnte der C-Terminus des B.licheniformis SecY-Proteins mit dem SecY-Protein
aus E.coli zu einer aktiven Form assemblieren und somit den mutierten Teil des £.coli SecY-
Proteing ersetzen (secY24!S-Mutation: Gly239=Asp hinter Transmembranbereich 6 im
cytoplasmatischen Loop). Eine analoge Komplementation einer temperatursensitiven £.coli secA-
Mutante durch den N-Terminus des SecA-Proteins von B.subtilis wurde von Overhoff et al
{1991) beschrieben. Ein weiteres Beispiel ist die in vivo Expression einer amino- und
carboxyterminalen Halfte der Lactose-Permease und deren Zusammenlagerung zu einem
funktionsfahigen Komplex in der Membran (Bibi & Kaback, 1990). Andererseits wéare aullerdem
eine Stabilisieruna des mutierten Teils vom £.cofi SecY-Protein durch den C-Terminus des
B.licheniformis SecY-Proteins oder anderer Polypeptide denkbar, die zu einem funktionsfidhigen

Protein fihren.

Um die Komplementationsfihigkeit der N-terminalen und der C-terminalen Hilfte des
B.licheniformis secY-Gens zu testen, wurden diese mit Hilfe der PCR-Technik aus dem Plasmid
pDY3* in den Vektor pBGS18 umkloniert: pDN1T und pDC1, Es wurde entspréghend der Lage
und Sequenz des Inseris jeweils das Start- {inkl. potentiellem Promotor pOUT) bzw. Stopsignal
aus dem Insert verwendeti. Die "rekombinierten”, neu konstruierten und urspronglichen Plasmide
wurden in die F.cofi-Mutanten 1085 wund JM105/3-1 eintransformiert und auf ihr

Komplementationsverhalten {Tabelle 8) untarsucht,

Tabelle 8: ~Romplemeniationsverhalten der E.coli-Mutanten Q85 und JMT05/3-7 nach
Transformation mit den Plasmiden pEY2, pOY3, pDY3*®, pDNT, pDC7T, pTVY3 und p7¥Y3*®

pBGS18  pEY2 pDY3 pDY3*  pDN1 pDC1 pTY3 pTY3®

1Q85* - + + - + + + + + + -- + +

JM105/3-1=* --

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

* Wachstum auf Minimalmeadium E -Platten mit Glukose bei 42°C; ** Wachstum auf
Minimalmedium E -Platten mit IPTG bei 42°C (auf Glukose gleiches Verhalten aulBer pEY2, das

hier ebenfalls kein Wachstum zeigt); + + = gutes Wachstum, -- = kein Wachstum
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Die urspringlichen Plasmide, pDY3 und pTY3, bewirkten, wie erwartet, kein Wachstum bei der
nicht-permissiven Temperatur in beiden temperatursensitiven Stdmmen. Die verdnderten Plasmide
pDY3® und pTY3* konnten jedoch die Komplementation des Wachstumsdefekis der E.cofi -
Mutante 1Q85, aber nicht den der Mutante JM105/3-1 verursachen. Die Plasmide pDN1 und
pDC1 mit dan beiden Hilften des szcY-Gens kemplementierten ebenfalls den Wachstumsdafakt
der Mutante 1085. Es konnte damit gezeigt werden, dal das Komplementationsverhalten nicht
nur auf Sequenzen der Insertionselemente zuriickzufiihren ist, da diese in den Konstrukien pDN1
und pDC1 nicht mehr enthalten sind. Der N- und C-Terminus des B.fcheniformis-SecY-Proteins
kénnte jedoch mdglicherweise in den beiden F.cofi-Stédmmen in unterschiedlicher Menge und mit
verschiedener Stabilitdt entstehen, womit das differierende Komplementationsverhalien zu

erkidren wire.

In Submerskultur war kein Unterschied im Wachstumsverhalien der 1Q85- und JM105/3-1-
Kulturen mit den Plasmiden festzustellen. Alle Plasmide mit den Gram-positiven secY-Genen
verursachien in "rekombinierter” Form, als Hélften und als Original-Sequenzen sowoh! bei 20°C
als auch bei 42°C in beiden Stdmmen ein etwas schlechteres Wachstum als die Stdmme mit dem

Plasmid pEY2 (£.coli-secY).

Auch in den Pulse-Chase-Experimenten, in denen die Kompiementation des Translokationsdefekts
der Stdmme 1G85 und JM105/3-1 durch diese Plasmide untersucht wurden, konnte keinerlai
Verbesserung der Prozessierungskinetik von proOmpA im Vergleich zu den Negativkontrollen

festgestellt werden (in Abbildung 18 nur Proben von 1085 dargestellt).

' ﬁ&b. 7&: Prozessierungskinetik von proOmpA in der £.cofi-Mutante 1085 mit den Plasmiden
pDY3® (1), pDN1 (2}, pDCT (3}, pTY3* (4}, pBGS18 {5) und pEY2 {6); Kulturen zwaei

Stunden mit Glukoss bei 42°C angezogen; Proben zu 0, 1 und 5 min Chasezeit.

p = proOmpA; m = OmpA.

Da mit ailen Plasmiden keine Komplementation der Translokationsaktivitdt beider Mutanien

. gezeigt werden konnte und auch eine Wachstumskompiemeniation nur im £.cof-Stamm 085 zu
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beobachten war, wird der genetische Hintergrund des Stammes 1085 fir das Verhalten der
Plasmide verantwortlich gemacht. Dieser Stamm ist durch NMG-Mutagenese hergestellt worden
{Shiba et al., 1984) und scheint neben der sec¥24!5-Mutation noch weitere, nicht untersuchte
Verénderungen zu besitzen, die sich auf das Wachstumsverhalten in Anwesenheit der Plasmide

pDY3°®, pDN1, pDCT* und pTY3*® auswirken.

3.6. Analvse von Mutationen im SecY-Protein von Ecoff

3.6.1 Herstellung von Mutationen im secY-Gen von E£.coffi mit Hilfe einer orispezifischen

Oligomutagenese

Um Informationen (ber die Bedeutung einzelner Aminosduren bei der Funktion von SecY zu
erhalten, wurde sine orispezifische Oligomutagenese durchgefiihri. Dazu wurden konservierie
Bereiche der SecY-Proteine im Alignment aller bisher bekannten SecY-Proteine ausgewihlt, die
Imﬁgticherweise fir die Struktur des SecY-Proteins undfoder die Katalyse des Proteintransports
oder fir die Wechselwirkung mit anderen Komponenten des Sekretionsapparates von Bedsutung

sind.

Da nicht bekannt ist, welche Aminoséuren fir die o0.g. Funktion von Bedeuiung sind, wurden aus
diesen konservierten Segmenten polare Aminosduren ausgewidhit, die aufgrund ihrer reakiiven
funktionellen Gruppen in der Lage sind, Wechselwirkungen z.B. beim Protonsnantiport
einzugehen. Es wurden dann Oligonukleotide hergestellt, die folgende Aminosiursaustausche zur

Folge hatten.

1. Zwischen Transmembransegment 4 (TMS 4} und Transmembransegment 5 (TMS 5) wurde die
Glutamingdure £ 176 (negative Ladung} gegen Asparagin (N, neutral) und Arginin (R, positive

Lad.) ausgetauscht:

TS 4 TviS 5
L VTGTMFLMWILGEQITERIGNGISHIF ...,
4
N R
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2. Im Transmembransegment 5 {TMS 5} wurde die aromatische Aminosdure Phenyialanin F 182

durch die Aminosgure Alanin (Methylgruppe) ersetzt.

TMS S
....ERGIGNG|SHIFAGIVAGLPAL....
U

A

3. Im Transmembransegment 8 (TMS 8) wurde die Hvdroxylgruppe der aromatischen

Aminosdure Tyrosin Y332 entfernt, indem Phenvlalanin eingebaut wurde

TM™S 8
~.OPLYVLLYASAIIFFCFFYTALVFNP....
U
F

Nach erfolgter Oligomutagenese wurde durch Sequenzierung der mutagenisierten Bereiche die

Anwesenheit der Mutation bestitigt {Abbildung 19}.

ot

GATC G ATC G ATC GATC GATC

Abb. 72: Autoradiographien von DNS-Sequenzen der mutagenisierien Bereiche im £.coli-
secY. im linken Teil: neben Original-Sequenz von secY (1) Austausche E 176: N {2)
und R (3}. Im rechien Teil: neben Original-Sequenz von secY (4) Austausch Y 332:

- F-{3). Austausche {auch in Original-Seguenz} mit Pfeil markiert.
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3.6.2. Untersuchungen zur Funktionalit8t der mutierten see¥-Gene

Die mutierten secY-Gene wurden in die £ coli-Stdmme 1Q85 und JM105/3-1 transformiert und
auf Minimaimedium-Plarten bei permissiver (30°C) und nicht-permissiver (42°C) Temperatur
inkubiert. In bheiden Stdmmen wurde kein Unterschied im Komplementationsverhalten der
verschiedensn rutisrten Gene von dem des Wildtvp-secY-Gens festgestelit,

Im Pulse-Chase-Experiment konnte ebenfalls keine VerBnderung der Prozessisrungskinetk von

proOmpA gegendber der Kinetik, die das Wildtyp-secV in den Mutanten bewirkt, festgestelit

werden {Abbildung 20).

Abb. 20: Pulse-Chase-Experiment: Untersuchung der Prozessierungskinetik von proQGmpA in dem
E.coli-Stamm JM105/3-1 mit den Plasmiden, die die mutierten secY-Gene tragen,

TE176=R 2E176 =N, 1 F 102 = A, 4: Y 332 = F, 5: Wildtyp-sec

e B P AW v E¥y owie 8 3a7da —F g

Die untersuchten Aminosdureausiausche E178 = R, E176 = N, F 192 = A sowis Y 332 =
F verursachten somit keine Funktionsbeeintrichiigung oder -dnderung des SscY-Proteins und
scheinen daher trotz der hohen Konservierung in den verschiedenen SecY-Proteinen keine .

essentieile Rolle bei der Funktion von SecY wahrend der Proteintranslokation zu spielen.
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4, DISKUSSION

4.1. Untersuchung der secY-Gene aus 8./Fcheniformis und §,camosus
4.1.1. Isolierung und Sequenzanalyse der secY-Gene aus B.Nicheniformis und S.carfosus

Ein Ziel der Arbeit war die Isolierung der Gene des SecY-Proteins, einem der Hauptbestandteile
des Translokationsapparats, aus den Gram-positiven Bakterienstimmen Baciflus licheniformis
DSM13 und P300 sowie Staphylococcus carnosus TM300. Mit Hilfe des secY-Gens aus
B.subtifis konnten durch die Methode der DNS-DNS-Hybridisierung die secY-Genes von den
B.licheniformis-Stammen sowie von S.carnosus iscliert werden. Die beiden B./icheniformis secY-
Gene liegen jeweils auf einem 4,1kb grof3en EcoRl-Fragment und das S.carnosus secY auf einem
2,9kb groBen EcoRl-Fragment. Die Sequenz der beiden B./icheniformis-Gene stimmt bis auf zwei
Nukleotide (berein, was jedoch in der Aminosdureabfolge des SecY-Proteins keinen Austausch
zur Folge hat. Ein Vergleich der beiden Gene wurde durchgefiihrt, da der B.fcheniformis-Stamm
P300 ein Industriestamm ist, der die alkalische Protease Subtilisin im Vergleich zum Wildtyp-
Stamm DSM13 Gberproduziert. Dieser Uberproduktion liegt u.a. eine Promotor-up-Mutation
zugrunde, d.h. es wird verstarkt Subtilisin gebildet (persdnliche Mitteilung, Henkel KGaA}. Da
industrielle Produktionsstimme durch mehrfache Zyvklen von Mutagenese und Screening isoliert
werden, ware zusdtzlich auch vorstellbar, dall die erhdhte Produktivitdt auf einer Mutation im
entsprechenden SecY-Protein beruht. Um diese Maoglichkeit zu testen, wurden die SecY-
Sequenzen der beiden B.licheniformis-Stdmme DSM13 und P300 miteinander verglichen. Eine
Beteiligung des SecY-Proteins an der Ubsrproduktion des Subtilisins durch den Produktions-
stamm P300 ist jedoch nicht ganz auszuschliefen. Die Austausche kénnten z.B. die Stabilitat der
mMmRBNS und somit die SecY-Proieinmenge beeinfluBen {Kennell, 1986).

Vor und hinter den sec¥Y-Genen befinden sich weitere ansequenzierte offene Leseraster. Vor den
secY-Genen liegt in beiden Organismen das Gen rp/0, das fir das ribosomale Protein L15 kodiert.
Hinter dem secY-Gen wurde in beiden Fillen das Gen adk der Adenylatkinase identiﬁz_ier‘t. Die
Anordnung der Gene in den untersuchten Stdmmen enispricht damit der Anordnung bei B_’.sqbtflis
und weiteren Gram-positiven ”Organismen wie Micrococcus futeus oder Lactococcus factfs
{Chama et al., 1883; Koivula et al., 1831). In £.coff ist vor dem sec¥-Gen ebenfalls das rp/0-Gen
lokalisiert {Cerratti et al., 1983). Hinter dem secY-Gen liegt hier jedoch ein Gen fir ein weiteres
ribosomales Protein, das L36 (lto, 1880). Die secY-Gene von B.licheniformis und S.carnosus
liegen wie bei 8.subtilis und £.cofi im ribosomalen spc-Operon, dessen Gene von einem vor dem
Beginn des Operons gelegenen Promotor abgelesen werden {Suh et al.,, 1990; Cerretti et al.,
1883). Da direkt vor den secY-Genen von B.licheniformis und S.carnosus keine potentislien

.'Promot_orstrukturen identifiziert werden konnten, erfolgt die Transkription dieser secY-Gane sehr
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wahrscheinlich ebenfalls vom Promotor des spec-Operons. Weiterhin werden die beiden secY-
Gene, wie fir F.coli gezeigt, vermutlich translationsgekoppelt mit dem davor liegenden Gen
exprimiert {Akiyama & Ito, 1985). Hierflr spricht der Befund, daR in B.ficheniformis zwischen
den beiden Genen nur ein Basenpaar liegt und in S.carnosus sogar eing Ubsrlappung der
kodierenden Sequenzen von sp/G und secY vorliegt. in £.cofi wurde die Translationskoppiung der
beiden durch 7bp getrennten Gene dadurch gezeigt, daR sine 'amber'-Mutation im Gen rp/O
{tis215) durch einen polaren Effekt eine reduzierte Expression des secY-Gens verursacht {lto et
al., 1984; Akiyama & ito, 1985). Zudem wird secY in £.cofi mit siner niedrigeren Rate exprimiert
als die ribosomalen Proteine, was jedoch auf einen uneffizienten Start der Translation und/oder

eine Instabilitdt der mRNS zurdckgefihrt wird {Ueguchi et al., 1989).

4.1.2. Untersuchung der Aminosduresequenz und Vergleich mit bekannten SecY-Proteinen

Die 437 Aminosduren umfassende Proteinsequenz des B.Jicheniformis SecY weist 84%
identische Aminosduren mit dem B.subiifis SecY auf. Das 430 Aminosduren grolle S.carnosus
SecY besitzt 53% gleiche Aminosiduren mit dem homologen A.subtifis Protein. Der Prozentsatz
identischer Aminosduren im Vergleich mit dem SecY-Protein von E.coli und anderen bekannten
SecY-Proteinen, darunter zwei SecY aus Archaebakterien, liegt zwischen 40 und 20%. Werden
alle Austausche von Aminosduren mit gleichen chemischen Eigenschafiten in die Betrachtung mit
einbezogen, dann werden Sequanzhomologien von mehr als 50% erhaiten. Daraus erkennt man,
dall alle bisher bekannten SecY-Proteine einen hohen Grad an Ahnlichkeit in  ihrer
Aminosduresequenz besitzen, der mdglicherweise Rickschliisse auf die Bereiche des Proteins
zuldBt, die fir Strukiur, Wechseiwirkung mit anderen Sec-Proteinen und die Funktion von

Bedesutung sind.

Diese Ahnlichkeit konnte auch mit Hilfe einer Hydrophobizitdtsvorhersage gezeigt werden. Die
B.licheniformis und S.cernosus SecY-Proteine besitzen, wie das £.colf SecY, zehn hydrophobe
Segmente. Akivama & lio (1987, 1989} konnten durch Analyse einer gréRaren Anzahl von
Fusionsproteinen {SecY-LacZ und SacY-PhoA) beweisen, daR diese Segmente, die sich aus der
Hydrophabizitdtsanalyse nach Kyte & Doolittle {1982} als Transmembranbareiche ergeben,
tatséchlich den Bereichen entsprechen, mit denen das £.colf SecY in die Membran integriert ist.
Aullerdem wurde die Sequenz des SecY-Proteins aus B.subiilis (Suh et al.,1890; Nakamura et
al.,1880), ‘aus Bacillus sp. C1256 {Kang et al.,1992), aus AMethsnococcus vannieli {Auer st al.,
‘! 891), aus Cryptomonas ¢ (Douglas, 1992) und aus Haloercula marismortyi {Arndt, 1982)

‘ebenfalls der Hydrophobizitdisanalyse unterzogen. In allen Proteinen dieser Gram-positiven
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positiven SecY-Proteine ebenfalls mit zehn Transmembransegmenten in der Cytoplasmamembran

verankert sind (Abbildung 21).

Der Vergieich der bekannten Sec‘{-Proteinsequenzen‘ zeigt weiterhin, dal bestimmte Bereiche des
Proteins eine besonders hohe Homologie aufweigen. Diese Bereiche entsprechen den
Transmembransegmenten 2, 5, 9 und 110 sowie den hydrophilen Bereichen, die die
Transmembransegmente 4 und 5 sowie 8 und § miteinander vaerbinden. Besonders aufiillig ist
die besonders starke Konservierung der Aminosdurezusammensetzung der Membran-
durchspannanden Domiénen 2 und b5, Diese beiden Bergiche haben dariber hinaus auch sine
signifikante Ahnlichkeit zu den entsprechenden Transmembranbereichen der bei Hefe und
Sdugern vorkommenden SscB1-Proteine (Stirling et al., 1988; Gorlich et al., 1992}, Die
Tatsache, daf3 die am meisten konservierten Bereiche in Proteinsegmenten gefunden wurden, die
nach dem Topologiemodell von E£.coli entweder in der Membran stecken oder auf der
cytoplasmatischen Seite exponieri sind, korreliert mit der grundlegenden Funktionen des
Translekators, dessen Hauptbestandteil SecY bzw. Sec81 sind. Diese umfalt die Erkennung der
Signaiseguenz der Exportproieine (Emr et al., 1981; Sako & lino, 1988) und deren Transfer
durch die Membran {lto, 1984}, Dazu wird die Wechselwirkung mit anderen Komponenten der
Translokationsmaschinerie in der Zells bendtigt. Darunter versteht man die bei £.cofi bekannte
Woechselwirkung mit dem SecE und dem Bandei-Protein (Brundage et al.,, 1990; Bieker &
Silhavy, 1880; Bieker-Brady & Silhavy, 1992) sowiez dem SecA-Protein als peripheren Teil des
Translckators (Fand! et al., 1988; Haril et al., 1990} und eventuell bislang noch unbekannten
Fakioren. An diesen Funktionen sind mobglicherweise die konservierten Bereiche des SecY-
Proteins beteiligt.

Mit Ausnahme der secY700-Mutation (lto et al., 1988) betreffen alle bisher bekannten secY/priA-

'3

kongervierten Aminogduren, Dies kinnte darauf hinweisen AdzR die
XOongervigrian AmMNesauren, Jieg xonnig gargur ninweisen, oalt e

Mutationen keine dor gtri

konservierten Aminosduren strukiurell und funktionell wichtige Aminosguren sind. Mutationen
dieser Aminosduren konnten woh! deshalb nicht isoliert werden, weil der damit méglicherweise
verbundene vollstdndige Verlust der SecY-Funktion aufgrund der essenticilen Bedeutung der

SecY-Aktivitat (Ito et al., 1983; Nishivama et al., 1891) zum Tod der Zeilen fithren wiirde.

4.1 3 Nachweis der Expression von B.licheniformis SecY in E.coli

Ein ‘weiteres . Ziel der Arbeit war die funkiionelle Charskterisierung der B./icheniformis und
S_‘.camosus SecY-Proteine in temperatursensitiven SecY-Mutanten von £scherichia coli. Dazu
wurde zuersi die Expression der Gram-positiven SecY-Proteine ausgehend vom /fac-Promotor in
.,_g':_'.éafi. nachgewissen. ‘Ubsr den. Nachweis von £.cofi-SecY war bekanni, daB er schwierig zu

fihren ist, 'weil -Sechin relativ kleinen Mengen in der Zelle gabildet wird und es aufgrund ssiner

Diskussion 58




starken Hvdrophobizitdt ein verdndertes Laufverhalten im SDS-Gel zeigt {lto, 1984). Nach
vergeblichen Versuchen wurde 1984 von lto im Maxizell-System mit einer Konstruktion, in der
das sec¥-Gen mit den drei davor liegenden ribosomalen Genen unter der Kontrofle eines starken

romotors {Phage A pL-Promotor) liegt, erstmals die‘Synthese von SecY nachgewiesen, Das so
iberproduzierte SecY-Protein ist sehr instabil. Die Instabilitdt ist auf das Fehlen von SecE
zuriickzufihren, mit dem SecY in der Membran wechselwirkt (Matsuyama et al., 1990). Deshalb
wurde von Suh et al. {1920} die Exoression des secY-Gens von B.subtifis durch eine Fusion der
ersten 13 Kodons des secY-Gens vor das /fscZ-Gen untersucht. Die Bildung des SecY-R-
Galaktosidase-Fusionsproteins wurde durch Messung der #-Galaktosidase-Aktividt nachgewiesen.
Aus diesen Grinden wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression des B.ficheniformis-SecY-

Proteins in £.colf mit Hilfe von Fusionsproteinen untersucht.

Ein SecY-PhoA ({alkalische Phosphatase) -Fusionsprotein, das durch die Transposition des
Transposons TnpAoA in das secY-Gen von B.ficheniformis entstand, enthielt den N-Terminus des
SecY-Proteins einschlieBlich des ersten Transmembransegments, an welchen die alkalische
Phosphatase anfusioniert war. Durch die beobachtete Aktivitat der alkalischen Phosphatase, die
nur auf der periplasmatischen Seite der Cytoplasmamembran enzymatische Aktivitdt besitzt
{Manoil & Beckwith, 1885}, konnte einerseits die Expression des Fusionsproteins, aber auch
dessen Insertion in die Membran nachgewiesen werden. Der erste Transmembranbereich wirkt
dabei als Signalsequenz fir die alkalische Phosphatase {Caiamia & Manoil, 1992). Die hier
gefundene Orientierung des ersten Transmembransegmentis steht im Einklang mit dem Ergebnis
der Hydrophobizitdtsanalyse. Diese =zeigt, dall das B.licheniformis SecY zehn hydrophobe
Domdnen besitzt, die analog dem Topologiemodell von Akivama & ho (1987}, als zehn
Transmembranbereiche interpretiert werden. Durch diese ist das SecY-Protein in die Membran

intagriart, wobei der N- und der C-Terminus cvytonlasmatisch orientiert sind.

Der C-Terminus des B.lcheniformis SecYs wurde als Fusionspunkt fGr ein Hybridprotein aus
einem um zwd3lf Aminosduren verklrzten SecY und der cytoplasmatischen R-Galaktosidase
ausgewihlt, deren Aktivitdt im Plattentest nachgewiesen werden konnte. Im Westaern-Blot wurde
sichtbar, daf? das Fusionsprotsin in den £.coli-Stdmmen JMI109 und MC1087 gebilder wurde,
jedoch vermutlich eine Abspaliung des B-Galaktosidase-Anteils vom Fusionsprotein in groBem
Umfang stattfindet. Das Hybridprotein konnte sich an zwei verschiedenen QOrten in der Zelle
befinden. Der SecY-Teil konnte in die Membran eingebaut worden sein, an dessen
Carboxyterminus die B-Galaktosidase in korrekter Faitung und mit der Maoglichkeit zu
tetramerisieren ins Cytoplasma hineinragt. Andererseits kénnte das Fusionsprotein im Cytoplasma

liegen bleiben, so daf die Anteile des SecY-Proteins und der R-Galaktosidase unabhingig

voneinander ‘falten. In beiden Filien kdnnte ein besonders exponierter Bereich zwischen zwel

gefalteten Proteindoménen entstehen, der von einer Protease leicht gespalten werden kann. Um
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das Fusionsprotein zu stabilisieren, wurden aus der Vielzahl von Protease-defizienten Stdmmen
die Lon- bzw. OmpT-Protease-negativen £.col-Stdmme Y1088 und BL21 ausgewdhlt, in die das
Hybridgen transformisrt wurde. Der OmpT-Protease-defiziente Stamm wurde vor allenﬁ deshalb
ausgesucht, well im F.col-SecY eine OmpT—F’roteasé-Schnit‘tsteHe nachgewiesan werdsn konnis
und es Hinwsise auf weitere Konsensus-OmpT-Schnittstellen im SecY-Protein gibt (Akivama &
ito, 1980), dis im Fusionsprotein gegebenenfalis geschnitten werden kdénnten. Obwoh! sich das
Verhdltnis von Fusionsprotein {ca. 1% des mit B-Galzktosidase-Antikrpern detektierbaren
Proieins} zu R-Galakiosidase in den Protease-defizienten St8mmen nur wenig zugunsten des
Fusionsproteins (3-5%) verschob, konnte durch den Nachweis des Fusionsproteins gezeigt
werden, daR das 8.licheniformis-SecY in E.coli exprimiert werden kann. Eine Uberproduktion des
B.licheniformis SecY-Proteins ist jedoch offensichtlich in Analogie zum reinen £.cofi-SecY jedoch
als B-Galaktosidase-Fusionsprotsin nicht moglich (Matsuyama et al., 1982). Andererseits konnte
kirzlich eine Uberproduktion des F.cofi SecY-Proteins durch die Fusion an ein verkiirztes SecA-
Protein {SecA-C957) nachgewiesen werden {Matsuyama et al.,, 18982}, bei der das Fusionsproiein
in Form von EinschluRkérpern {inclusion bodias) in der Zelle aggragiert. Es wird angenommen,
dald das SecA-C85% aufgrund seiner starken Hydrophobizitdt das SecY-Protein effektiver ais die
B-Galaktosidase schitzi. Aufgrund der Tatsache, daR das SecA-C95* vor SecY fusioniert wurde,
wird die Integration des Fusionsproteins in die Cytoplasmamembran verhindert {Matsuyama et
al., 1992). Diese Uberproduktion erfolgt, anders als die Uberprodukiion des nicht fusionierten, in
die Membran integrierenden £.colf SecY-Proteins, SecE-unabhangig. Die Abhéngigkeit von SecE
wird mit der Komplexbildung von SecY und SecE in der Cytoplasmamembran erkldrt, so daB
beide Komponenten gleichzeitig Uberproduziert werden miissen, um stabil zu sein {(Matsuyama et
al., 1980). Die beobachiete Instabilitdt der SecY-LacZ-Fusion ist somit sehr wahrscheinlich auf

die Instabilitét des in die Membran eingelagerten SecY-Teils zurdckzufihren.

4.1.4, Untersuchungen zur Komplementation der Wachsiums- und Translokationsdefekis

von £.coff sec¥Y-Mutanten

Die secY-Gene von B.licheniformis und S.carnosus wurden zur funktionellen Charakterisierung in
den temperatursensitiven £.coli-Stémmen (sec¥Y24%S) 1085 und JM105/3-1 untersucht. Es wurde
die . Komplementationsfihigkeit der secY-Gene in Bezug auf das Wachstumsverhalien und die
Translokationsfadhigkeit untersucht.

Cbwohl verschisdense Plasmide mit unterschisdiicher Kopienzahl und verschiedenen Promotoren
zur  Expression der Gene verwendet wurden, konnten die Gram-positiven SecY-Proteine von
B.licheniformis und S.carnosus einschlieBlich des 8. subtilis-SecYs das Wachstum der E.colf-
S S S SO T e S U T PR, &
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'(19_9_0}--“und. Nekamura et al. (1890), die ebenfalls keine Wachstumskomplementation der
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temperaturempfindlichen £ cof-Stamme 1085 und KI287 {secY24%5) durch das secY-Gen von
B.subtilis beobachten konnten. Von Auer et al. (1891) wurde jedoch gezeigt, daR das SecY aus
dem Archaebakterium Aethanococcus vannielii das Wachstum der temperatursensitiven £.colf-
Mutante 10292 (secY24ts, lsci9! wiederherstellt. Das Mathanococcus sec ist zwar mit dem
spc-Operon assoziiert und das SecY-Protein besitzt nur 20,1% identische Aminosduren mit dem
E.cofi-SecY, wird aber separat transkribiert. Dieser Unterschied in der Transkriptionskontroile ist
wahrscheinlich fir das Komplementationsverhalten von entscheidender Bedeutung. Fir die nicht
zu erzielende Komplementation durch die B.subdtilis, B.licheniformis und S.carnosus Proteing kann
daher die Expressionsrate von Gram-positiven SecY-Protginen in £.coli der entscheidende Faktor
sein. Dariiber hinaus kdnnen aber auch Bereiche der Proteine, in denen sich die Gram-positiven
SecY-Proteing von denen der Gram-negativen und Archaebakterien unterscheiden, von
-ausschlaggebender Bedeutung sein. So zeigte es sich sogar, dafk die Gram-positiven secY-Gene,
vor allem das B.subtilis secY, das Wachstum der E.cof-Mutanten in Submerskultur bei der
permissiven Temperatur verlangsamien. Dies steht in Ubereinstimmung mit der Beobachtung von
Suh et al. (1990} und Nakamura et al. {1980), die ebenfalls eine Wachstumshemmung durch das
B.subtilis secY auf den E£.coli-Wildtyp (1086 bzw. KI298) feststellien. Das £.coli-secY bewirkte
gine verstdrktes Wachstum der E.cofi-Mutanten bei permissiver und nicht-permissiver
Temperatur, d.h. eine verstirkte Produktion wvon homologem SecY beeinfluBt das
Wachstumsverhalten von £.¢oli nicht negativ. Somit beeintrichtigt nur die Anwesenheit eines
Gram-positiven SecY-Proteins die Proteintranslokation, so daf sich ein verlangsamtes Wachstum
einstellt. Dies ist mdglicherweise auf unproduktive Wechselwirkungen der Gram-positiven SecY-
Proteine mit SecA, SecE oder anderen Faktoren des Gram-negativen Exportapparates
zurtickzufihren. Aufgrund von inkompatiblen Proteindomidnen und/oder abweichenden
Aktivitdten kdnnten diese Faktoren aus dem normalen Transiokationsweg abgezogen werden und
stiinden dann flr die Wechselwirkung mit dem E.cofi-SecY nicht mehr zur Verflgung. Eing
verlangsamte Proteintranslokation wirde dann zu einer geringeren Wachstumsgeschwindigkeit

der Zellen fihren.

In den Puise-Chase-Experimenten zeigte sich in beiden F.co/-Mutanten ebenfalls der negative
Einflul der Gram-positiven secY-Gene. Hier konnte eine verlangsamte Prozessierungskinetik des
Indikatorproteins proOmpA bei der permissiven Temperatur beobachtet werden, Dies ist ein
indirekter Hinweis auf die Expression der Gram-positiven secY-Gene in £.coli und weist ebenfalls
auf die o.g. Interferenz zwischen den Gram-positiven Genen und dem Proteinexport in der £.coli-
Zelle hin. Temperatursensitive Mutanten reagieren sehr viel empfindlicher auf die Anwesenheit
des. heterologen SecY-Proteins als der E.cofi -Wildtyp JM109, bei dem keine Interferenz
festgesteilt wurde. Dieser Unterschied im EinfluB auf die Physiologie des E.co/i-Wildtyps im
Verglsich zu .den Mutanten ist wohl auf sine generell erhdhte Empfindlichkeit der secY24-

' . Mutanten zurlickzufohren. Ein weiterer Beleg fir diese Empfindlichkeit der secY24S-Mutanten ist
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die Hypersensitivitdt bei der permissiven Temperatur gegen Uberproduktion von Exportproteinen

wie z.B. B-Lactamase (lto et al,, 1988).

tine Komplementzaiion des Transiokaiionsdefekts vbr: E.cofil secY24-Mutanten konnte bei der
nichi-permissiven Temperaiur durch die SecY-Proteine von &.ficheniformis und S.carnosus nicht
nachgewiesen werden. Auch das B.subiilis-SecY konnte unter den getesteten Bedingungen keing
Komplementation des Translokationsdefekis bswirken. Dies stght in Ubereinstimmung mit den
Untersuchungen von Suh et al. {1880}, die ebenfalls gine Komplemehtation des Wachstums- und
Translokationsdefektes einer E£.cofi-secY24'S-Mutante mit dem B.subiidis secY-Gen nicht
nachweisen konnten. Im Gegensaiz dazu wurde von Nakamura et al. {(1980) gezsigt, daR das
B.subiilis  SecY unter bestimmten Bedingungen die  Translokationsfihigkeit einer
iemperatursensitiven £.coff secY- Mutante wiederhersiellen kann. D.h. das B.subtilis-SecY ist in
E.cofi akiiv, muB allerdings in seiner Konzentration vermuilich so eingestellt werden, daR einer
interferenz vorgebeugt wird. Das in dieser Untersuchung von Nakamurz et al. {(1290) verwendete
secY-Gen beginnt mit sinem ATG-Startkodon {Start 2, Nakamurz st al., 1990}, das nsun

Aminosiuren hinter dem von Suh et al, (1990) vorgeschlagenen TTG-Startkodon (Start 1) liegt:

LGEISTE VO -SecY:M Fl K T 1 § N F ™M R Voo
......... GAG GTG ATC TAA CTTG TTT AAA ACA ATC TCC AAC TTT ATG CGT GTG .....
_ RBS 1 Start 1 RES 2 Start 2

Darstellung der Protein- (cben) und DNS-Sequenz (unten] des secY-Gens aus B.subtilis unter
Berdcksichtigung der Interpretsiion von Suf ef al, {71880) und Nakamurs et af, {15501

Vor dem ATG befindet sich jedoch eine schiechte Konsensus-Ribosomeanbindungssteiie {(RBS 2Z).
Es ist daher wahrscheinlich, daB das TTG {Start1) als Startkodon verwendet wird, dem eine guie
Konsensus-Ribosomenbindungsstelle {(RBS 1) vorgelagert ist, Dieses T71G-Startkodon ist in sinem
der beiden von Nakamura et al. verwendeten Plasmide nicht vorhanden, sondern das secY-Gen
wurde so in ein Plasmid einkloniert, daB sine Fusion zwischen dem /ecZ'-Gen bis zum Stopkodon
des secY-Gens entsteht (Fusionspunkt ist in obenstehender Darsteliung mit Pfeil markiert), dem
die ersten beiden Aminos3uren laut der Interpretation von Suh et al. {1990) fehien. Damit ist die
Transkription und auch die Translation des B.subtifis secY-Gens abhidngig von der des F.coli
lacZ'-Gens. Dieses unterliegt der Kontrolle des eigenen ffac-) Promotors und der entsprechenden
Ribosomenbindungssielie des J/ecZ-Gens. Entsprechend ist eine fir E.cofi optimals
Kontrblimﬁgiichkeit vorhanden, die es ermdglicht, Proteinsyntheseraten sehr gut zu kontrollieren.
'.Nakamura et al. (1990} erhielten wahrscheinlich mit diesen Konstrukten die fir eine
Komplementation des Translokationsdefekis der £.cofi-Mutante bendtigte Menge Gram-positiven

'.-:SecY_-'_Proteins.'-D:_ie_s_e_ SecY-Proteinmenge reicht wohl aus, daRl einerseits genlgend B.subtilis
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SecY fir die Komplementation des Translokationsdefekis der F£.cofi-Mutanie vorhanden ist,
andererseits jedoch ist die Proteinmenge anscheinsnd zu gering um einen negativen Effekt auf die
Proteintransiokation ausiben zu kdnnen. Die vorhandene Inkompatibilitdt wird sich vermutlich
erst dann auswirken, wenn sine bestimmite Menge'an gssenticlien Faktoren {z.B. SecA, SecE}
durch die Gram-positiven SecY-Proteine aus dem Exportapparat der Gram-negativen Zells
enizogen werden. Zudem sind auch prinzipielle Unterschiede in den SecY-Proteinen der
verschiedenen Organismen denkbar, die die Substratspezifitdt oder andesre noch unbekannie
Aspekie ilwer Funktion betreffen kdnnen. 7

Eine analoge Situation wurde auch bei Untersuchungen des B.subtilis SecA-Proteins gefunden.
So konnten Takamatsu et al. (1982) die E.cofi secA-Muiante MM52 unter induzierenden
Bedingungen (1mi IPTG) nicht mit dem B.subfilis secA-Gen komplementieren. Klose et al.
(1993) wiesen jedoch eine Komplemeniation des Woachstums- und Transiokationsdefekts
- verschiedener £.coli secA-Mutaniten mit dem B.subiilis secA nach, indem sie gine Expression des
secA-Gens unter reprimierenden Bedingungen {0,5% Glukose) wahlten. Es lag in diesen
Untersuchungen wahrscheinlich sine so geringe SecA-Proteinmenge in der Zelle vor, daf sich
eine Inkompatibilitdt der heterologen Proteine nicht auswirken konnte. Die von Klose et al. (1993)
angegebensn Bedingungen wurden auch in dieser Arbeit verwendet, konnten jedoch im Fail der
secY-Komplementatiion kein analoges Verhalten verursachen. AuBerdem ist auch von Sakaguchi
et al. (1981) sine Kompiementation der £ cof-Mutante IQ85 durch ein kleines (65 Aminosduren),
amphiphiles Peptid, Ysy8, aus der Hefe Saccharomyes cerevisize nachgewiesen worden. Dieses
Ysy6-Proiein konnte jedoch nur zur Komplementation fihren, wenn es mit niedriger Kopisnzahi
exprimiert wurde.

Die Proteinmenge der Gram-positiven SecY-Proteine ist mit den vorgenommen Konstruktionen,

die keine /zcZ'-Fusionen enthalten, scheinbar nicht so einzustellen, dal® die Translokations-

aktivitit der F.cofi-Mutanien durch dis Gram-nogitiven SecY-Protgsine wisderhernestellt werdan

.U H ania e (S E-1) b

kann.

Aber auch das £.cofi SecY kann eine B.subtilis secY-Mutante nicht komplementieren (Breitling,
persdnliche Mitteilung). Die secY-Gene von B./icheniformis und S.carnosus sind jedoch in der
Lage, eine B.subtilis-secY-Mutante zu komplementieren (Breitling, persdnliche Mitteilung), was
wiederum fir-eine Inkompatibilitit zwischen den Gram-positiven und Gram-pegativen Proteinen

spricht. .

Ebenso konnte keine Wiederherstellung der Translokationsfdhigkeit der FE.cofi-Mutante bei
Verwendung ecings Gram-positiven Exporiproteins, der S.hyicus lipase, unter den getesteten
Bedingungen beobachtet werden. Ein Gram-positiver Proteinvorldufer wurde entsprechend der

Funktion des SecY-Proteins, diz u.a. die Erkennung des Signalpeptids des sekretorischen Protgins

. uimfasst, EiﬂQESElZf. Da &s gravierende | Uniterschiede in der L3 fige und oer Ladungsverielung von

_Gram-posit_ive_ und -negativen Signalpeptiden gibt {von Heijne & Abrahamsén, 1988}, wire es
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denkbar, dalR mit Hilfe eines Gram-positiven Exportproteins die Funktion des Gram-positiven
SecY-Proteins in £.cofi nachgewiesen werden kénnte. Dies war jedoch nicht der Fall, so daB
woh! allgemein sin Unterschied der SecY-Proteine z.B. in der Wechselwirkung mit anderen
zeliuldren Kombponhenten (2.B. Seck, SecA} oder .in anderen wichtigen, noch unbekannten
Aspekien ihrer Funktion besteht, zumal eine Prozessierung der Gram-positiven Priprolipase im

E.cofi-Wildtyp beobachtet werden kann {J.Meens, E.Frings; persénliche Mitteilung).

4.1.5. Kompiementation des Wachstumsdefekts der £ cof Mutante 1085

Durch Selektion auf Komplementation des Wachstumsdefekies des £ cofi-Stammes 1085 konnten
zwei DNS-Fragmente als Insertionen in dem B./icheniformis- und vor dem S.carnosus-secY-Gen
isoliert werden, die beide je ein Insertionselement enthalten. Dies sind die 1S-Elemente 3 und 10,
die neben dem Gen fir die Transposase (ber verschiedene, unterschiedlich grofle, offene
Leseraster verfiigen, die Polypeptide von mehr als 30 Aminos3uren kodieren {Halling et al., 1982;
Timmermann & Tu, 1885). Zuséatzlich lag noch der Promotorbareich des argF-Gens am 3'-Ende
des 1S-Elements 3, das wahrscheinlich beim Springen des 1S-Elements mitgenommen wurde. Ein
moglicher Wirkungsort der nicht ndher bekannten, auf den IS-Elementen kodierten Polypeptide
ware z.B. der Proteinsyntheseapparat der Zelle, wie dies auch fir verschiedene Suppressoren der
secY- und secA-Mutation beschrieben wurden und die den Wachstumsdefekt dieser Stdmme
unterdricken kdnnen (ssa fir secA bzw. ssy fir secY}. Diese Suppressormutanten betreffen
Komponenten des Proteinbiosynthese-Apparates wie z.B. Aminoacyl-tRNS Synthetasen, tRNS-
Molekdle, Translations-Initiationsfaktoren, ribosomale Proteine (S‘I,_STS) {Shiba et al., 1984;
Shiba et al., 1986 a.bh; Taura et al., 1992). Die Wirkungsweise dieser meist kiliasensitiven
Suppressoren beruht auf einer Reduktion der Proteinbiosynthese, Dabsei wird die Akkumulation
von Vorlduferprotainen in den translokationsdefekten Mutanten reduziert und somit ein Uberichen
bei der nicht-permissiven Temperatur ermdglicht. Den Beweis, daR dieser Effekt auf einer
reduzierten Proteinbiosynthese beruht, lieferten Lee & Beckwith {1986) dadurch, dald sie durch
Zugabe subletaler Dosen von Chloramphenicol den Wachstumsdefekt der Exportmutanten
supprimieren konnten. Weiterhin konnte eine Reduktion der Proieinbiosynthese auch bsi einigen
Suppressormutanten (ssyA, ssyB [=nusB, involviert in Regulation der Genexpression]) durch
Messung der Kettenverldngerungsgeschwindigkeit des Enzyms B-Galakicsidase nachgewiesen
werden, wihrend andere Mutationen keine Reduktion verursachen (ssyf [in secYl, ssyF
[=ribosomaies Protein S1], ssyG [=IF2]; Shiba et ai, 1986 ab). Die Reduktion der
-Proteinbiosynihese verursacht bei diesen Suppressoren eine Wachstumsverzégerung. Obwohl
eine signifikante Wachstumsverzégerung bei den Q85 komplementierenden Fragmenten nicht
-beobachiet -werden konnie, kann eine Reduktion der Proteinbiosynthese ais Ursache ir die

‘Wachstumskomplementation nicht ausgeschlossen werden.
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Da die Integration des iS-Elements 10 mitten im B.licheniformis-secY erfolgte, was einar Insertion
im periplasmatischen Bereich zwischen den Transmembranbereichen 5 und 6 entspricht, wurde
untersucht, ob dis C-terminale Halfie des SecY-Proteins von B.lichenifermis in der Lage ist, die
E.coli secY-Mutante zu komplementieren. Dieser Vorstellung liegt die bekannte o-Komplemen-
tation der R-Galaktosidase zugrunde, bei der sich das o~ und B-Peptid zu einem enzymatisch
aktiven Enzym zusammenfigen. Entsprechend kénnte der C-Terminus des B.Micheniformis SecY-
Proteins mit dem SecY241S-Protein aus £.co/f zu einer aktiven Form assemblieren und somit den
mutierten Teil des F.cofi SecY-Proteins ersetzen (secY24-Mutation: Gly 2389 =Asp im
cytoplasmatischen Loop hinter Transmembransegment 6). Eine analoge Komplementation einer
temperatursensitiven £.colf secA-Mutante durch den N-Terminus des SecA-Proteins von B.subiilis
~wurde von Overhoff et al. (1991) beschrieben. AuRerdern wurde von Bibi & Kaback (1980) in
vivo die Expression der amino- und carboxyterminalen Halfte der Lactose-Permease und deren
Zusammenlagerung zu einem funktionall zktiven Komplax in der Membran beschrieben. Die
Lactose-Permease ist wie das SecY-Protein ein integrales Membranprotein, das zwdlf
Transmembranbereiche besitzt und ihre Funktion liegt im Transport von R-Galaktosiden wie z.B.

Lactose (Calamia & Manoil, 1890},

Die beiden Teile des B.licheniformis SecY-Proteins, d.h. die amino- und carboxyterminale Halfte,
waren in der Lage, das Wachstum der £ coli-Mutanie 1085 bei der nicht-permissiven Temperatur
zu komplementieren. Im Gegensatz dazu konnien alls DNS-Fragmente, d.h. die B.fichaniformis-
secY-Hélften einschlieBlich des IS-Element-haltigen secY-Gens sowie das S.carnosus secY mit
dem davor integrierten 1S-Element, den Wachstumsdefekt der £.cofi-Mutante JM 105/3-1 nicht
wiederherstellen. D.h. alle untersuchten Fragmentie konnten den Wachstumsdefekt der Mutanie
108h komplementieren, aber keines der Fragmente war in dor Lage, das Wachstum der Mutante
Ji106/3-1 bei der nichit-permissiven Temperatur wiederherzustellen. Da die Aufnahme von
Wachstumskurven keinen sichtbaren Unterschied im Wachstumsverhalten der beiden Mutanien
graab, wurde geschlossen, dall wahrscheinlich kieinere Effekte, wie z.B. bei der Proteinsynthese
der Komplementation des Stammes Q85 zugrunde liegen. Dieser Stamm ist aus einer NMG- und
EMS-Mutageness hervorgegangen {Shiba et al., 1884b} und trédgt scheinbar noch weiters, nicht
charakterisierte Mutationen, die dig unterschiedliche Auswirkung der komplementierenden DNS-
Fragmenie -ermoglichen. Es konnte schon in verschiedenen Fidllen gezeigt werden, daR ein
minimale Abnahme der Proteinsekretion einem defekien Proteinsekretionsapparat ermdglicht, die
wichtigsten, zum Wachstum notwendigen Aufgaben zu eriedigen {Shiba et al.,, 1984a, Lee &
.Beckwith, 1886). Beispisle dafir sind die Suppression ven Wachsiumsdefekien In £.colf
._§ecA5.i(7_'s)-, secD(Cs)- und secY24(Ts)-Muianten durch subletale Dosen an Chloramphanikol
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Mutanten, in denen einzeine Proteine des Proteintransportapparats erst gar nicht gebildet
werden, durch diese Chloramphenikol-Gaben nicht supprimiert werden {Lee & Beckwith, 1988).

Scheinbar kénnen die amino- und carboxyterminalen SecY-Polypeptide aus B./icheniformis und
das S.earnosus SecY nur in dem enisprechendan Qen,tischaﬁ Hintergrund des Stammes 1085
mit dem defekien E.cofi SecY zu einem funktionellen Protein assemblieren oder einen
stabilisierenden Effekt auf das SecY24!S-Protein bewirken. Dazu kdnnte méglicherweise auch
gine unterschiedliche Menge und Siabilitdt der gebildeten Polypeptide in den beiden Mutanten
beitragen. Offensichtiich kommit es dabei nicht zur volisténdiéen Wiederherstellung der
Funksionsféhigkeit des SscY-Proteins, da das Wachstum der Zellen nicht mit einer gleichzsitig
sichtbaren Komplementation der Translokationsfihigkeit einhergeht. Dies ergibt sich aus den
Pulse-Chase-Experimenten, in denen keine signifikante Anderung der Translokationsaktivitit
beider temperatursensitiver £.cofi-Mutanten durch die verschiedenen Fragmente gezeigt werden
konnte. Ein dhnliches Verhalten wurde bei der Suppression der £.coli secA57(Ts)-Mutanie durch
das ribosomale Protein L13 von Staphylococcus carnosus (Overhofi-Freundlieb & Freud!, 1891)
gefunden. Hier wurde ebenfalls eine Wachstumskomplementation chng vollstdndige Wisderher-

stellung der Translokationsaktivitdt beobachtet, die mit einer mdglichen, nicht nachwaeisbaren

Reduktion der Proiensynthese erkldrt wurde.

4.2, Analyse von Aminosdurgaustauschen im £ cofi-SecY

Es wurden bisher verschiadene Klassen von Mutationen im £.co/f SecY-Proiegin identifiziert {als @
in Abbildung 271 dargestelit). Dieses sind ersiens die sogenannten priA-Mutationen, die die
Translokation von Proteinen mit verdnderter Signalsequenz erlauben [prlA3 (Bankaitis & Bassford,

18851

RS ¥

oriA407 (Banksitis & Bassford, 1288); prid4 (Emv gt al,, 1981) = prid4-7 + pria4d-2
{linc & Sako, 1988); prlA6EE (Puziss et zl., 1982)]. AuRerdem werden durch dis Muiation
priAGE6 basische Aminosduren in der aminoterminalen Region des reifen Teils im
Vorlduferprotiein toleriert. Daraus wurde geschiossen, daR SecY(PrlA) nicht nur mit der
Signalsequenz, sondern auch mit dem reifen Teil des Proteins, der sogenannien
Translokationsinitiationsdoméne {Andersson & von Haiing, 1991}, wsechselwirkt, Ferner wurden
temperatursensitive Mutanten von SecY isoliert, deren Mutationsorie (iber die SecY-Sequenz
verteilt sind. Eine Haufung dieser Mutationen, die einen Exportblock verursachen, ist vor allem im
Transmembransegment (TMVS} 7 zu beobachien [secY24 (Shiba et al., 1984); secY47 (Sako,
1991) ; secY700 (lto et al., 1989); secY705 (Sako, 1891); secY772 (Sako, 1991); secYi2i
(Sako, 1991); secY767 (Sako, 1881)1. Weiterhin wurden kiltesensitive Mutanten isoliert, deren

‘Mutationen im cytoplasmatischen Bereich 5 (C5 in Abbildung 21) liegen [secY39 (Baba et al.,

pose

1890); secY40 {Baba et ai., 1980}]. im cytoplasmatischen Bereich 5 wurde dar{iber hinaus auc

a
| eine dominant negative Mutation isoliert [secY"97 {Shimoike et al., 1992)]. Aus dieser und der
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Bzobachtung, daR die kaltesensitiven Mutanten eine sehr viel schnellere Reaktion auf eine
Temperaturverénderung zeigen, wurde geschlossen, daR dieser cvioplasmatische Loop & des

SecY-Proteins wichtig fir die Katalyse ist.

Alle bMutationen, auer der secY700-Mutation, betreffen ksine der im Vergleich der SecY-
Seguenzen strikt konservierten Aminosduren. Da keine konditional letale Mutationen isoliert
wurden, die sine der konservierien Aminosauren betreffen, kdénnie man vermuten, dal
Mutationen in diesen Aminosduren einen vollsténdigen Verlust der 'SecY-AktivEtét verursachen.
Diese konservierien Aminosduren kénnien eine wichtigpe Rolle bei der Funktion und/oder der

Struktur von SscY spiglen.

TOPOLOGIE-MODELL VON SECY
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Abb. 21: Topologiemodell von SecY. Zylinder 1-10 stellen die Transmembransegments 1-10 dar.
P1-P5: Periplasmatischer Loop 1 bis B; C1-C6&: Cytoplasmatischer Bereich 1 bis 6
O : in dieser Arbeit durchgefGhrier Aminosiureaustausch; @ : bekannter Aminosiure-
-.austausch

Um Aussagen Gber die mdgliche Bedeutung sinzelner Aminosiuren machen zu kénnen, wurden
__verschiedene Aminoséuren ausgesucht, die sich aus dem Vergieich der bisher bekannten SecY-
. Proteine als besonders konserviert erwiesen und die einen polaren Charakter besitzen. Aufgrund
ihrer funktionellen Gruppen wéren diese Aminosa@uren in der Lage, sich an sinern moglicherweise
mit dem Preteintransport gekoppelten Protonenantiport zu beteiligen (Driessen & Wickner, 1991;

- Driessen, 1892). Diese Aminosduren wurden mit Hilfe der Oligomutagenese ausgstauscht (mit [J
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in Abbildung 21 dargestellt) um Rickschlisse auf eine Bedeutung dieser Aminos8uren fir die

Katalyse, Wechselwirkung mit anderen Komponenten und/oder die Struktur des SecY-Proteins

ziehen zu kénnen.

Die negativ geladene Aminosdure Glutaminsdure 1768 (cytoplasmatischer Bereich 3 zwischen den
Transmembranbereichen 4 und 5) wurde gegen die ungeladene Aminosdure Asparagin sowie die
positiv geladene Aminosdure Arginin ausgetauscht. Damit wurde eing Aminosfure in einem
cytoplasmatischen Loop ausgetauscht, um zu untersuchen, ob diese Aminos3ure an einer
Wechselwirkung von SscY mit cytoplasmatischen Faktoren {z.B. SecA; Fandl et al., 1988) oder
dem Exportprotein beteiligt ist (Puziss et al., 1892; Sako, 1991). Zusidtzlich wurden zwei
“Aminosiuren in den Transmembransegmenien 5 und 8 ausgetauscht, die méglicherweise an der
Interaktion mit anderen Membranproteinen wie z.B. Seck oder SecD, am Protonenantiport oder
an der Interaktion mit dem Vorlduferprotein wihrend der Membranpassage beteiligt sind (Bieker
& Sithavy, 1990; Nishiyama et al., 1992; Joly & Wickner, 1993). Dies waren die Aminoséuren
F192, d.h. der aromatische Rest der Aminosdure Phenyialanin im Transmembransegment b
wurde gegen die Methylgruppe der Aminosidure Alanin ausgetauscht und Tyrosin Y332 {im
Transmembranbereich 8), dessen Hydroxylgruppe wurde durch den Einbau der aromatischen

Aminoséure Phenylalanin entfernt wurde.

Es konnte jedoch keine Verdnderung der Wachstumsgeschwindigkeit und Translokationsfihigkeit
der E.cof-Mutanten 1085 und JM105/3-1 bei permissiver und nicht-permissiver Temperatur im
Vergleich zum Wildtyp-SecY festgestellt werden. Damit wurde gezeigt, dal} die vorgenommenen
Austausche keinen Einflul® auf die Funktionalitdt des SecY-Proteins, d.h. die Interaktion mit dem

Exportprotein und dessen Translokation. haben. AuBerdem sind sie wohl nicht an einer

{Brundage et al., 1982} von E.coffi betsiligt. Diese Ergebnisse stehen einerseits in
Ubereinstimmung mit einer Hypothese von {to (1992). Er schligt vor, daR der cytoplasmatische
Loop 4 und das Transmembransegment 7 fur die Interaktion mit anderen Komponenten von
Bedeutung seien und dal® der Bereich vom cytoplasmatischen Loop 5 bis zum Carboxyterminus
von SecY fir die Translokationsaktivitdt von SecY verantwortlich sei. Die In dieser Arbeit
untersuchten Aminosiureaustausche liegen im  cytoplasmatischen Loop 3 und den
Transmembransegmenten 5 und 8 und sind scheinbar nicht essentiell fur die Struktur,
Wechselwirkung Lmd Funktion von SecY wihrend der Proteintranslokation. Dies palt in die
Thecne ‘von lto {1992} Andererseits kénnen die Ergebmsse jedoch auch als Hinweis dafir

'mterpretaert werden daB das SecY nur emen passwen Tunnei darstelit und daB kezne akt:ven

Gruppen am Transport betexl:gt sand
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Gram-positive Bakterien sekretieren hiufig grofle Proteinmengen in das Medium. Aus diesem
Grund finden sie in der Industric vielfach Anwenduhg in der Produktion extrazelluldrer Enzyme.
Uber den Sekretionsmechanismus der Proteine ist bei diesen Organismen, im Gegensatz zu
Escherichia coli, wenig bekannt.

1. In der vorliegenden Arbeit wurden die Gene des SecY-Proteins, einem der Hauptbestandteile
des Translokationsapparats, von Bacillus licheniformis und Sz‘aphyloboccus carnosus isolieri und
in Escherichia coli secY-Mutanten charakierisiers. Die B.ficheniformis und S.carnosus secY-Gene
liegen in Analogie zum E.cofi und Bacillus subtilis secY im spc-Operon, das fir ribosomale
Proteine kodiert. Das 431 Aminosdure umfassende B.ficheniformis und das 430 Aminosduren
lange S.carnosus SecY-Protein enthalten zehn hydrophobe Beregiche, die
Transmembransegmenien enisprechen. Ein Vergleich aller bisher bekannten SecY-Sequenzen
ergab, dall 11 Aminosduren (2%} strikt konserviert sind und 68 Positionen (12,5%]) konsearvierte
Austausche darsiellen. Bereiche, in denen gehduft konservierte Aminosduren auftreten, sind die
Transmembransegmente (TMS) 2, 5, § und 10 sowie die hydrophilen Bareiche, die TMS 4 und 5
sowie TMS 8 und 9 miteinander verbinden. Es besteht die Mdglichkeit, dal die stark
konservierten Regionen an der Translokationsaktivitdt von SecY beteiligt sind oder fir die
korrekte Wechselwirkung von SecY mit anderen Komponenten des Sekretionsapparats bendtigt
werden.

2. Die Aminosdureaustausche F182 und Y332, die in den TMS 5 und 8 éés £.coli-SecYs
vorgenommen wurden, hatten jedoch keinerlei Aktivitdtsverlust von SecY zur Folge. Auch die
Aminosdure E176, die im Bereich zwischen TMS 4 und 5 ausgetauscht wurde, scheint keine
essentielle Rolle bei der Funktion von SecY wihrend der Proteintranslokation zu spielen.

3. Die Expression des B./icheniformis SecY-Proteins konnte mit Hilfe ainer Fusion zwischen SacY
und der alkalischen Phosphatase sowie zwischen SecY und der R-Galaktosidase nachpewiesen
werden. Der Nachweis der Bildung des &./icheniformis SecY-Proteins in Ecoff war die
Voraussetzung fir die Funktionsuntersuchung des SecY-Proteins durch Komplementations-
experiments.

4. Eine Komplementation des Wachstumsverhaltens und der Translokationsaktivitit der
temperatursensitiven E£.coli secY24-Mutanten 1085 und JM105/3-1 mit den Gram-positiven
secY-Genen von B.licheniformis und S.carnosus konnte nicht beobachtet werden. Die
Anwesenheit der Gram-positiven SecY-Proteine wirkte sich sogar negativ auf das Wachstum und
~gie Translokationsaktivitdt der EL.cof-Mutanten bei der permissiven Temperatur aus.
Moglicherweise gibt es eine Interferenz durch die Gram-positiven SecY-Proteine mit dem
Proteinexport von £.coli, die wahrscheinlich auf einer Inkompatibilitdt der Gram-positiven SecY-

Proteine mit .dem Gram-negativen Exportspparst berubt. Diese Interferenz kfnnte eventusl!
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dadurch Gberwunden warden, daR eine SecY-Proteinkonzentration in der Zelle einen kritischen
Wert nicht Uberschreitet.

8. Durch Selektion auf Wachstum bei der nicht-permissiven Temperaiur konnten DNS-Fragments
als Insertionen in dem B /icheniformis- und vor dem S,camgsus-seg)’-@en isoliert werden, die das
Wachstum der £ cofi-Mutante 1085 komplementieren. Auf den Fragmenten befinden sich die
insertionselemente 3 und 10 sowie der Promotorbereich der argF-Gens. Auch waitere Konstrukie
wie der amino- und carboxyterminale Teil des B8./licheniformis-SecYs, verursachen eine
Wachstumskomplemeniation dsr £ cofi-Mutante. Der Translokationsde‘fek‘t dieser Mutanie 1Q85
wurde jedoch nicht sichtbar komplementiert, Der Wachstums- und der Translokationsdefekt der
Mutante JM105/3-1 wurden durch die antsprechenden DNS-Fragmente dagegen nicht
komplementieri. Es besteht daher die Mdéglichkelt, daB der genetische Hintergrund des durch
chemische Mutagenese heargestellien temperatursensitiven 1Q85-Stamm fir die Komplementation
verantwortlich ist. Dieser ermdglicht wahrscheinlich eine Assemblierung der B.Jicheniformis-
Fragmente bzw. des S.carnosus-Proteins mit dem £.cofi-SecY241S-Proteins zu einem

funktionsfahigen Protein.
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