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Die neuen SEC-Gene SEC$ und SEC& aus #ORYNEBACTERIUM� GLUTAMICUM wurden isoliert und

analysiert. #��GLUTAMICUM�SEC$ besteht aus1911 bp und beginnt vermutlich mit dem seltenen

Startcodon TTG. Das Protein wird aus 637 Aminosäuren gebildet (MW 67,7 kDa), weist

sechs Transmembrandomänen und einen extracytoplasmatischen ”Loop” von 371

Aminosäureresten auf und zeigt sechs konservierte Sequenzmotive unbekannter Funktion.

#��GLUTAMICUM�SEC& besteht aus 1209 bp, beginnt fünf Basen nach dem SEC$�Stoppcodon und

seine Shine-Dalgarno Sequenz ist Teil des SEC$� 3’Ende. Das Protein besteht aus 403

Aminosäureresten (MW 43,7 kDa), zeigt ebenfalls sechs Transmembrandomänen und einen

extracytoplasmatischen “Loop” von 95 Aminosäureresten sowie vier konservierte

Sequenzmotive. Zudem zeigen sich zwei konservierte Regionen mit hoher Homologie zu

SecY, bei denen es sich möglicherweise um Interaktionsstellen handelt. Beide Proteine sind in

ihren transmembranen Bereichen konserviert und im extracytoplasmatischen Loop variabel.

Die bereits beschriebenen Gene SEC!, SEC9, SEC% und SEC' wurden mitsamt umliegenden

Bereichen isoliert und sequenziert. Eine Analyse ergab, das alle SEC-Gene mit Ausnahme von

SEC' in Nachbarschaft von Genen der Translation und Transkription angeordnet sind. Diese

Anordnung ist innerhalb der Bakterien hoch konserviert.

Mutationsstudien zeigten, das eine Mutation allein bei den Genen SEC$, SEC& und SEC'

möglich sind. Alle Mutanten zeigen Störungen im Zellwandaufbau, was sich in Vergrößerung

der Zellen für SEC$- und SEC&-Mutanten und erhöhter Empfindlichkeit für Detergenzien für

SEC'-Mutanten äußert. Komplementationsexperimente legen nahe, das SEC$ und SEC& nicht in

einer Operon-Struktur angelegt sind.

Zur Analyse der Proteinsekretion in #�� GLUTAMICUM wurde ein, auf der Sekretion einer

heterologen α-Amylase aus 3TREPTOMYCES� GRISEUS basierendes, chromosomal- oder Plasmid-

kodiertes Testsystem konstruiert. Amylase sekretierende #��GLUTAMICUM-Stämme können auf

Stärke als einziger Kohlenstoffquelle wachsen. Eine Analyse der SEC-Mutanten ergab, daß die

Amylase-Sekretion in SEC'-Mutanten um fast 80 % reduziert ist, während sie in SEC$- und

SEC&-Mutanten vollständig unterbunden wird. Während die Überexpression einzelner SEC-

Gene keinen signifikanten Einfluß auf die Rate der Amylase-Sekretion ausübt, wird sie durch

Überexpression von Kombinationen von SEC-Genen deutlich gesteigert. Gemeinsame

Überexpression von SEC$ und SEC& steigern die Sekretion des heterologen Proteins um den

Faktor 1,6, die Kombinationen SEC%, SEC$ und SEC& und SEC9, SEC$, und SEC&�erhöhen die

Sekretionsrate um den Faktor 2,3 beziehungsweise 2,6.
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�	�#ORYNEBAKTERIEN��4AXANOMIE�UND�!UFBAU�DER�:ELLH¼LLE

 

 

 4AXANOMIE�VON�#ORYNEBAKTERIEN

 

 Corynebakterien sind fakultativ anaerobe, nicht sporulierende, unbewegliche Stäbchen. Das

hantel- oder keulenförmige Aussehen dieser Mikroorganismen war namensgebend für diese

Gattung ( von griech. Koryne = Keule). Charakteristische Merkmale für diese Gattung sind

der Aufbau des Peptidoglycans auf Basis von MESO-Diaminopimelat sowie die

Zusammensetzung der Zellwand aus dem Polymer Arabinogalaktan und kurzkettigen

Mycolsäuren von 22-36 Kohlenstoffatomen Länge. Ein mikroskopisch erkennbares

Charakteristikum der Corynebakterien ist die Zellteilung per ”snapping division”, ein durch

ungleichmäßiges Aufreißen der Zellwand hervorgerufenes Abwinkeln der Zellen während der

Teilung.

 Um die medizinisch bedeutsame Bakterienspezies #ORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE taxanomisch

einordnen zu können, wurde 1896 von Lehmann und Neumann die Gattung Corynebacterium

eingeführt. Das "ERGEYtS�-ANUAL�OF� SYSTEMATIC�"ACTERIOLOGY (Vol.2, 1986) ordnet heute die

Corynebakterien als Genus ”#ORYNEBACTERIUM Lehmann und Neumann 1896” der Sektion

”Irregular nonsporing gram-positive rods” zu (Collins & Cummings, 1986). Gekennzeichnet

durch ihren hohen GC-Gehalt von 51 bis 65 mol% (Liebl ET�AL�, 1991) gehören sie der großen

Gruppe der Gram-positiven, hoch-GC-haltigen Bakterien an, welche die Unterfamilie der

Actinomyceten innerhalb der Eubakterien bilden (Stackebrand & Woese, 1981). Diese

heterogene Sektion erfaßt vorwiegend human- und tierpathogene Stämme, aber auch einige

apathoge Spezies der Haut-, Wasser- und Bodenflora. Die pflanzenpathogenen Vertreter

wurden in den 80er Jahren zumeist in den Gruppen Curtobacterium und Clavibacter

reklassifiziert (Collins & Jones, 1983; Collins ET�AL., 1982; Davis ET�AL., 1984).
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 Chemotaxanomische Studien des Zellwandaufbaus, welche die Lipidzusammensetzung, die

Peptidoglycan-Struktur und das Vorkommen von Mycolsäuren berücksichtigten, wiesen eine

enge phylogenetische Verwandtschaft der Corynebakterien mit den Gattungen

-YCOBACTERIUM, .OCARDIA und 2HODOCOCCUS nach. Diese vier Gattungen werden als CMN-

Gruppe zusammengefaßt (Barksdale, 1970).

 Unter den wenigen Proteinen, die durch� #�� GLUTAMICUM sekretiert werden, dominieren

Bestandteile der Zellhülle (Peyret ET� AL., 1993). Die Zellhülle, schematisch dargestellt in

Abbildung B-1, besteht aus der Cytoplasmamembran und aufeinanderfolgenden Schichten

von Peptidoglycan, Mycolsäure-Arabinogalaktan und dem S-Layer (Marienfeld ET�AL�, 1997),

einer parakristallinen Schicht aus Proteinen (Sleytr & Beveridge, 1999).

 

 !BBILDUNG�"
���Schematische Darstellung der #��GLUTAMICUM Zellwand nach Marienfeld ET
AL., (1997).
 

 Zwei Proteine der Zellhülle wurden bislang genauer charakterisiert, nämlich PS1 (Joliff ET�AL.,

1992), und PS2 (Peyret ET� AL., 1993; Chami ET� AL�, 1997). Die Sequenz von PS1, das N-

terminal Ähnlichkeit zum Antigen-85 Komplex aus -YCOBACTERIUM aufweist (Joliff ET� AL.,

1992) legt nahe, das es sich auch bei dem corynebakteriellen Protein um eine

Mycolyltransferase handelt (Belisle ET� AL�, 1997) deren Carboxylesterase-Aktivität eine

wichtige Rolle in der Genese der Mycolsäureschicht der Zellwand spielt. Im Gegensatz zu

dem essentiellen Antigen85-Komplex aus -�� TUBERCULOSIS läßt sich PS1 aber ohne

offensichtliche negative Folgen ausschalten (Joliff ET� AL., 1992). PS2 stellt den

Hauptbestandteil der S-Layer Schicht dar (Chami ET� AL�, 1997). Das S-Layer, eine

 

8,5 nm

6,5 nm
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m

17 nm
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monomolekulare Anordnung von Proteinen oder Glycoproteinen, ist eine der am weitesten

verbreiteten Membranstrukturen von Archaea und Bakterien (Sleytr & Sara, 1997). Es weist

eine Vielzahl von Funktionen auf, beispielsweise als Schutzhülle, isopores Molekularsieb,

Molekülfalle oder als Virulenzfaktor (Sleytr, 1997). Beide Proteine, PS1 und PS2, werden

durch #��GLUTAMICUM in großen Mengen sekretiert, bleiben aber gemäß ihrer Funktion an der

Zelle verankert. Trotz allem macht von den Zellen abgelöstes PS1 und PS2 über 90% des

Proteins aus, das sich im Kulturüberstand von #��GLUTAMICUM finden läßt (Peyret ET�AL�, 1993).

 Neuere Untersuchungen, die sich der 2-D Gelelektrophorese- und der ELISA-Techniken

bedienen, haben gezeigt, das #�� GLUTAMICUM ungefähr 700 verschiedene Membran- und

Zellhüllproteine aufweist (Burkovski, 1997; Hermann ET� AL�, 1998). Nur wenige dieser

Proteine wurden bisher identifiziert (Tabelle B-1).

 

 4ABELLE�"
���Proteine der Cytoplasmamembran und der Zellhülle aus #��GLUTAMICUM

 

 Protein  Referenz

 35 kDa Antigen  Hermann ET�AL., 1998

 Antigen 84  Hermann ET�AL., 1998

 ATP-Synthetase Untereinheit α, χ und δ  Hermann ET�AL., 1998

 Zellwand-Porin  Lichtinger ET�AL., 1998

 

 

 Nur ein Protein mit enzymatischer Aktivität, eine DNase, wurde bisher für #��GLUTAMICUM als

direkt in das Kulturmedium sekretiert beschrieben (Liebl & Sinskey, 1988).
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�	�#ORYNEBAKTERIEN��7IRTSCHAFTLICHE�"EDEUTUNG�UND�MOLEKULARBIOLOGISCHE

-ANIPULATION

7IRTSCHAFTLICHE�"EDEUTUNG�VON�#ORYNEBAKTERIEN

Durch ihr breites Spektrum von Stoffwechselleistungen erlangten Corynebakterien

wissenschaftliches und industrielles Interesse (Wohleben ET� AL., 1993). Dabei wurden

Corynebakterien bereits 1957 von Kinoshita ET� AL� als Aminosäureproduzenten entdeckt. In

Kulturüberständen von #��GLUTAMICUM waren große Mengen der Aminosäure L-Glutamat zu

finden. Seitdem wurden fermentative Herstellungsverfahren für eine Vielzahl von Stoffen

durch #�� GLUTAMICUM  und "REVIBACTERIUM� LACTOFERMENTUM (Crueger & Crueger, 1984)

entwickelt, welche in der Industrie oder in medizinischen Bereichen eine breite Anwendung

finden. In der Tabelle B-2 sind einige fermentative Einsatzgebiete von coryneformen

Bakterien aufgelistet.

4ABELLE�"
���Industrielle Einsatzgebiete coryneformer Bakterien.

Spezies Einsatz

#��GLUTAMICUM Aminosäure-Produktion (Yamada ET�AL�� 1987)

#��GLUTAMICUM Carotinoid-Produktion (Sandmann, 1994)

#ORYNEBACTERIUM�AMONIAGENES Nukleotid-Produktion (Ogata ET�AL., 1976)

#ORYNEBACTERIUM�SP� Antibiotika-Produktion (Suzuki ET�AL�� 1972)

#ORYNEBACTERIUM�SP� Produktion von Vitamin C-Vorstufen (Anderson ET� AL.,

1985)

#ORYNEBACTERIUM�SP� Terpenoid-Oxidation (Yamada ET�AL., 1985)

#ORYNEBACTERIUM�SP� Abbau von Kohlenwasserstoffen (Cardini & Jurtshuk,

1970)

"REVIBACTERIUM�LINENS Käsereifung (Lee ET�AL�, 1985)

Von besonderer wirtschaftlicher Bedeutung ist die fermentative Herstellung von essentiellen

Aminosäuren und Vitaminen, die als Supplemente zur ernährungsphysiologischen

Futtermittelaufwertung in großen Mengen in der Landwirtschaft benötigt werden
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(Leuchtenberger ET� AL�, 1984; Anderson ET� AL., 1985). Auch in der Lebensmittelindustrie

werden Aminosäuren und Vitamine als Geschmacksverstärker (Na-L-Glutamat, DL-Alanin),

Süßstoff (L-Aspartyl-L-Phenylalanin-Mathylester = Aspartam) oder als Antioxidantien (L-

Cystein, L-Tryptophan, L-Histidin, Vitamin C) eingesetzt.

Wie in dem oberen Abschnitt beschrieben, sekretiert #��GLUTAMICUM keine eigenen Proteine

mit hydrolytischer enzymatischer Aktivität wie Nukleasen, Glukanasen oder andere. Dies

macht das Bakterium zu einem geeigneten Wirt für die Produktion heterologer Exoproteine,

da keine störenden Nebenaktivitäten durch homologe Exoproteine auftreten, die die gesuchte

Aktivität des Fremdproteins überdecken könnten. Ein weiterer Vorteil der Produktion von

heterologen Exoproteinen in #��GLUTAMICUM liegt darin, daß Corynebakterien keine Protease in

das Kulturmedium sekretieren, ganz im Gegensatz zu den klassischen Proteinproduzenten

"ACILLUS, 3TREPTOMYCES und 3TAPHYLOCOCCUS (Palva, 1989; Priest, 1977). Dies verhindert, daß

die sekretierten Proteine durch endogene Proteasen sofort wieder abgebaut werden. Zudem ist

keine der durch #��GLUTAMICUM sekretierten Substanzen toxisch und da es sowie so nur wenig

verschiedene sind, ist die Aufreinigung des gewünschten Produkts vereinfacht.

Trotz des geringen Wissens über die Mechanismen der Translokation von Proteinen in

Corynebakterien wurden bereits eine ganze Anzahl von Proteinen aus anderen Organismen in

#��GLUTAMICUM exprimiert und sekretiert (Tabelle B-3).

4ABELLE�"
���Heterologe Exoproteine in #��GLUTAMICUM.

Exoprotein Ursprungsorganismus Referenz

Antigen 85A -YCOBACTERIUM�TUBERCULOSIS Salim ET�AL�, 1997

Protease $ICHELOBACTER�NODOSUS Billman-Jacobe ET�AL., 1995

Subtilisin "ACILLUS�SUBTILIS Billman-Jacobe ET�AL., 1995

Gamma-Interferon Huhn Billman-Jacobe ET�AL., 1994

Exoglucanase #ELLULOMONAS�FIMI Paradis ET�AL., 1987

Endoglucanase A #ELLULOMONAS�FIMI Paradis ET�AL., 1987

Lipase 3TAPHYLOCOCCUS�HYICUS Liebl ET�AL., 1989

Nuclease 3TAPHYLOCOCCUS�AUREUS Liebl ET�AL., 1989

Protein A 3TAPHYLOCOCCUS�AUREUS Liebl ET�AL., 1989

SNase 3TAPHYLOCOCCUS�AUREUS Liebl ET�AL., 1992

α-Amylase "ACILLUS�AMYLOLIQUIFACIENS Smith ET�AL., 1986
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α-Amylase 3TREPTOMYCES�LIVIDANS Cadenas ET�AL., 1992

α-Amylase "ACILLUS�SUBTILIS Ugorcakova ET�AL., 1996

-OLEKULARBIOLOGISCHE� -ETHODEN� ZUR� GENETISCHEN� -ANIPULATION� VON� #ORYNEBACTERIUM

GLUTAMICUM

Aufgrund der vielfältigen Einsatzmöglichkeiten von coryneformen Bakterien bei der

Herstellung wirtschaftlich interessanter Verbindungen wie Aminosäuren oder Vitaminen

bestand ein großes Interesse von Wissenschaft und Industrie an zuverlässigen und

reproduzierbaren, genetischen Manipulationsmethoden für #�� GLUTAMICUM. Im Rahmen der

klassischen Stammentwicklung wurde zur Steigerung der Ausbeute des gewünschten Produkts

meist eine chemische, ungerichtete Mutagenese mit Ethylmethansulfonat oder Hydroxylamin

durchgeführt und die Mutanten anschließend durch Selektion auf Überproduktion isoliert. Der

gravierende Nachteil dieser Methode lag darin, daß häufig Mehrfachmutanten auftraten, die

neben der erwünschten Mutation noch weiter Gendefekte trugen, deren Einfluß auf den

gesuchten Phänotyp oft negativ oder nicht abzuschätzen war.

Erst die genaue Analyse der einzelnen Stoffwechselwege in #�� GLUTAMICUM ermöglichte es,

gezielt die metabolischen Routen oder deren Regulation zu beeinflussen. Deshalb wurde das

wenig geeignete, ungerichtete Mutagenese-System durch neu entwickelte, gentechnische

Methoden für #��GLUTAMICUM abgelöst (Martin, 1989; Wohleben ET�AL., 1993). Die meisten der

derzeit dazu verwendeten Vektoren basieren auf der Replikons der kryptischen Plasmide

pBL1 aus "REVIBACTERIUM� LACTOFERMENTUM (Santamaria ET� AL., 1984) und pHM1519 aus

#ORYNEBACTERIUM�GLUTAMICUM (Miwa ET�AL., 1985). Aufbauend darauf wurden zudem %��COLI -

#��GLUTAMICUM Shuttle-Vektoren konstruiert (Martin, 1989; Wohleben ET�AL�, 1993; Kirchner,

1999) sowie Plasmide für spezielle Anwendungen, wie Promotor- oder Terminator-

Testvektoren oder Integrations- und Expressionsvektoren (Morinaga ET�AL., 1987; Cadenas ET

AL., 1991; Eikmanns ET� AL., 1991; Bardonet & Blanco, 1991; Schwarzer & Pühler, 1991;

Schäfer ET�AL�, 1994b). Nach Optimierung von Konjugations- (Schäfer et al., 1990, 1994a) und

Elektroporationstechniken (Liebl et al., 1989; Bonassie et al., 1990; Kirchner, 1999) standen

effiziente Methoden des DNA-Transfers zur Verfügung. Durch den Einsatz des SAC"-Gens

aus "ACILLUS� SUBTILIS (Jäger ET� AL�, 1992), welches #�� GLUTAMICUM Saccharose-Sensitivität

verleiht, lassen sich positiv-selektionierbare, definierte Deletions- oder Insertionsmutanten
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herstellen (Schäfer ET� AL�� 1994b), die eine Basis für eingehende molekulargenetische

Untersuchungen der zu analysierenden Stoffwechselwege darstellen.

Vergleichsweise wenige Methoden wurden bisher zur Steigerung der Sekretion homo- oder

heterologer Proteine beschrieben. Da die beiden Proteine PS1 und PS2 in großen Mengen

sekretiert werden, wurde die Verwendung ihrer Signalsequenz als Verfahren zur Steigerung

der Sekretion von heterologen Exoproteinen patentiert (Joliff ET�AL., 1993a, b). Auch andere

zielsteuernde Signale wie ”stop transfer”-Signale wurden bereits für #��GLUTAMICUM patentiert

(Liebl & Sinskey, 1990).

�	 'ENERAL� 3ECRETORY� 0ATHWAY � ALS� 3YSTEM� DES� 0ROTEINEXPORTS� IN

"AKTERIEN

0ROTEINTRANSPORT�IN�"AKTERIEN

Proteine sind auf Grund ihrer Ladung und Größe nicht in der Lage, durch Diffusion eine

cytoplasmatische Membran zu durchqueren. Deshalb erfordert der Export von Proteinen aus

der Zelle oder Zellkompartimenten einen energieaufwendigen Prozeß. Im Gegensatz zu

eukaryotischen Organismen sind Bakterien nicht zu einem vesikulären Transport befähigt,

weshalb sie sich anderer Wege bedienen, um Proteine zu exportieren oder zu sekretieren.

Dabei handelt es sich im wesentlichen um drei verschiedene Methoden (Salmond & Reeves,

1993).

Der Proteinexport nach 4YP�) erfolgt durch ABC-Transporter. Er ist spezifisch für bestimmte

Proteine wie Hämolysin in %SCHERICHIA�COLI oder Proteasen aus %RWINIA�CHRYSANTHEMI (Fath &

Kolter, 1993). Der Export über die gesamte Zellhülle erfolgt dabei in einem einzigen Schritt.

4YP�))�stellt den Signalsequenz-abhängigen Exportweg durch die Cytoplasmamembran dar.

Dabei handelt es sich um ein komplexes Mehrkomponenten-System, bestehend aus dem

”General Secretory Pathway” (GSP) zur Überwindung der Cytoplasmamembran und, bei

Gram negativen Bakterien, dem ”Main Terminal Branch” zur Durchquerung der ”Outer

Membrane” (Pugsley, 1993). Der GSP ist ein ubiquitäres System der Proteintranslokation, das

für die Sekretion der Proteine, die Signalsequenzen tragen verwendet wird (Pugsley, 1993).
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Bei 4YP� )))� handelt es sich um die Sekretion von Virulenzfaktoren ohne N-terminale

Signalsequenz, wie z.B. ”Yops” aus 9ERSINIA� PESTIS (Forsberg et al., 1994) oder ”Sips” aus

3ALMONELLA-Spezies (Galan, 1996).

Zusätzlich zu den eben genannten Transportwegen existieren noch weitere Spezialfälle, in

denen für bestimmte Proteine spezifische, eigene Transporter bereitstehen. Die Hauptmenge

des Exports erfolgt allerdings über den ”General Secretory Pathway” (Economou, 1999).

+OMPONENTEN�DES� 'ENERAL�3ECRETORY�0ATHWAY �IN�"AKTERIEN

Die meisten Exoproteine und Transmembranproteine werden durch den ”General Secretory

Pathway” (GSP) sekretiert, der sich in ähnlicher Form in allen Organismen finden läßt

(Economou, 1999). Dabei handelt es sich um einen energieabhängigen Prozeß, der durch

ATP-Hydrolyse und ”proton motive force” angetrieben wird (Economou, 1998). In Gram-

positiven Bakterien besteht der GSP aus sechs Hauptkomponenten, den Proteinen SecA,

SecD, SecE, SecF, SecG und SecY, bei Gram-negativen liegt zusätzlich noch SecB vor

(Freudl, 1992; den Blaauwen & Driessen, 1996; Economou, 1998).

3EC!�

Das essentielle, periphere Membranprotein SecA ist der Motor der Translokation und zeigt als

einziges Sec-Protein enzymatische Aktivität (Mitchell & Oliver, 1993). SecA weist mehrere

konservierte, funktionelle Domänen auf. Eine Signalsequenz-bindende Region verbindet

cytosolisches SecA mit dem Präprotein (Kimura ET�AL�, 1991). Zwei ATP-bindende Domänen,

eine mit hoher Affinität und eine mit niedriger Affinität, stellen die Energie für die

Proteintranslokation zur Verfügung, die durch Insertion und Deinsertion von SecA in die

Cytoplasmamembran erfolgt (Mitchell & Oliver, 1993; Blanco ET� AL., 1998; Economou &

Wickner, 1994). Zusätzlich besitzt das Protein eine Domäne, die für die SecA-Dimerisierung

und für die Interaktion des Dimers mir SecY verantwortlich ist (Kunioka ET�AL�, 1998; Manting

ET�AL�, 1997). Die C-terminale Region, die in Gram-negativen Bakterien für die Interaktion mit

SecB verantwortlich ist (Kunioka ET� AL�, 1998), ist in Gram-positiven Bakterien nicht

konserviert.
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3EC9%'�

Die Membranpore für die Proteintranslokation wird durch die essentiellen Proteine SecY und

SecE sowie das nicht-essentielle Protein SecG gebildet (Duong & Wickner, 1997a). Der

heterotrimäre Transmembrankomplex besteht aus wahrscheinlich vier SecYEG-Trimeren

(Manting ET�AL., 2000) in quasipentagonaler Anordnung (Meyer ET�AL�, 1999; Abbildung B-1).

Das große, hochkonservierte SecY bildet dabei mit seinen 10 Transmembrandomänen

(Tschauder ET�AL., 1992; Kobayashi ET�AL�, 1994; Bhattacharyya & Das, 1997) die eigentliche

Membranpore. Das kleine Membranprotein SecE dient vermutlich dem Zusammenhalt, da es

sowohl mit SecY als auch mit einem weiteren SecE in engem räumlichen Kontakt steht

(Harris & Silhavy, 1999; Kaufmann ET�AL., 1999; Kontinen ET�AL., 1996). SecG, das kleinste

Sec-Protein, ist zwar nicht essentiell für das Überleben der Zelle, spielt aber eine

entscheidende Rolle bei der Proteinsekretion in Abwesenheit der ”proton motive force”

(Hanada ET� AL., 1996), da es die SecA-Funktion stark stimuliert (Economou et al., 1995;

Duong & Wickner, 1997a). Für die Proteinsekretion im allgemeinen scheint die An- oder

Abwesenheit von SecG nur von Wichtigkeit zu sein, wenn die Zelle schon durch andere

Faktoren in ihrem Wachstum gestört ist (Flower ET� AL., 2000). SecE und SecG assoziieren

unabhängig voneinander mit SecY, wobei SecYEG die stabilste Form des

Translokasekomplexes darstellt (Homma ET�AL�, 1997).

!BBILDUNG�"
���Elektronenmikroskopische Aufnahme des Proteintranslokations-Komplexes
von "ACILLUS� SUBTILIS (Meyer ET� AL., 1999). Deutlich erkennbar ist die quasipentagonale
Symmetrie des Translokationskomplexes, bestehend aus SecYEG-Heterotrimeren.

3EC$&�

Die Translokase-Untereinheiten SecD und SecF kommen innerhalb der Bakterien in zwei

verschiedenen Zustandsformen vor. Während sie bei den meisten als zwei getrennte

Polypeptide vorliegen, wie z. B. in -YCOBACTERIUM� (Cole ET� AL., 1998), sind sie bei

bestimmten Bakterienspezies zu einem Protein verschmolzen, zum Beispiel in "ACILLUS

SUBTILIS (Bolhuis ET� AL�, 1999a), $EINOCOCCUS� RADIODURANS (Bolhuis ET� AL�, 1999a) oder

3TAPHYLOCOCCUS�CARNOSUS (Kappes & Freudl, 2000). Beide Proteine weisen konserviert sechs
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Transmembrandomänen und einen extracytoplasmatischen ”Loop” auf (Bolhuis ET�AL�, 1999a)

und unterstützen den Proteinexport auf verschiedene Weise:

1. Sie regulieren den Insertionszyklus von SecA in die Membran (Duong & Wickner,

1997b).

2. Sie verstärken den Export von Proteinen mit defekter Signalsequenz (Pogliano &

Beckwith, 1994a).

3. Der ”proton motive force”-betriebene Proteinexport wird gesteigert (Arkowitz &Wickner,

1994).

4. Sie unterstützen in manchen Bakterien die Freisetzung des reifen Proteins von der

Membran (Gardel ET�AL., 1990; Matsuyama ET�AL., 1993). Ob sie diese Funktion auch in

Gram-positiven Bakterien ausüben, ist unklar, zumindest in "��SUBTILIS fehlt diese Aktivität

(Bolhuis ET�AL�, 1999a).

Wie SecG sind SecD und SecF nicht essentiell für die Proteintranslokation oder das

Überleben der Zelle (Matsuyama ET�AL., 1992).

Der GSP in Gram-positiven Bakterien unterscheidet sich von dem der Gram-negativen

Bakterien in zwei Punkten. Zum einen weisen nur die Gram-negativen das zusätzliche Protein

SecB auf (Fekkes & Driessen, 1999). SecB ist ein für Präproteine spezifisches Chaperon, das

mit SecA interagiert (Fekkes ET�AL�, 1998). Der zweite wesentliche Unterschied beruht auf der

Kompartimentierung der Gram-negativen Bakterien. Der Proteinexport durch das Sec-System

transportiert die Proteine lediglich in das Periplasma. Um Proteine in das umgebende Medium

zu sekretieren, benötigen die Gram-negativen Bakterien ein zusätzliches Exportsystem, den

”Main Terminal Branch”, das die Proteine über die ”outer membrane” transportiert (Pugsley,

1993).

Neben den zentralen Bestandteilen des GSP, den Sec-Proteinen, sind noch andere

Komponenten an dem Export von Proteinen beteiligt. Chaperone wie die Hitzeschock-

Proteine DnaK und DnaJ sowie GroES und GroEL erhalten das Präprotein im entfalteten

Zustand, der zur Translokation notwendig ist (Wild ET�AL�� 1993; Wild ET�AL., 1996). ”Signal

recognition particles” erfüllen in Bakterien die gleiche Aufgabe wie in Eukaryoten. Die aus

einem Protein- und einem RNA-Anteil bestehenden Moleküle erkennen die Signalsequenz des

Präproteins und sorgen für eine korrekte Lokalisation des zu sekretierenden Proteins (Fekkes

& Driessen, 1999). Signalpeptidasen, transmembrane Proteasen, trennen das Signalpeptid des

Präproteins ab, das anschließend in der Membran oder dem Cytoplasma verdaut wird (Bron ET

AL., 1998; Bolhuis ET�AL.,1999b).
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Obwohl die Proteintranslokationsmaschinerie aus Bakterien große strukturelle Ähnlichkeit zu

der aus Eukaryoten zeigt (Meyer ET�AL., 1999), weisen nur zwei der Sec-Proteine Homologien

in Sequenz und Topologie zu Komponenten des Translokationssystems am

endoplasmatischen Reticulum auf. SecY ist homolog zu Sec61p aus 3ACCHAROMYCES

CEREVISIAE (Esnault ET�AL., 1994) und zu Sec61α aus Säugetieren (Görlich ET�AL., 1992). SecE

zeigt schwache Homologie zu Sss1p aus Hefen und Sec61γ aus Säugern (Hartmann ET� AL.,

1994). Die Proteine SecA, SecG, SecD und SecF sind dagegen bakterienspezifisch (Meyer ET

AL., 1999). Zudem ist der Translokationskomplex in Eukaryoten mit 8,5 nm Durchmesser und

einer Porengröße von ca. 2 nm (Beckmann ET� AL., 1997) deutlich kleiner als der

prokaryotische, der einen Durchmesser von 10,5 nm und eine Porengröße von ca. 5 nm

aufweist (Manting ET�AL., 2000).

Nur wenig ist bekannt über die Regulation der Expression der SEC-Gene. Studien an mRNA

von SEC-Genen aus 3TREPTOMYCES� LIVIDANS haben gezeigt, daß der Expressionslevel der SEC-

Gene abhängig von der Wachstums- und Differenzierungsphase der Bakterien ist, aber

unabhängig von der Wachstumstemperatur (Morosoli ET�AL., 1999). Die Expressionsrate wird

auch durch die verwendete Kohlenstoffquelle beeinflußt. Stehen lediglich polymere

Kohlenhydrate zur Verfügung, werden mehr Sec-Proteine synthetisiert, vermutlich um dem

gesteigerten Bedarf an Exoenzymen Rechnung zu tragen. Auch die SecA-Synthese in "ACILLUS

SUBTILIS ist abhängig von der Wachstumsphase der  Bakterien, beim Übergang in die

Stationärphase nimmt sie sehr stark zu (Herbort ET� AL., 1999). Auch hier ist die Expression

einer Komponente des GSP an den gesteigerten Bedarf an Proteinsekretion gekoppelt. Die

Synthese von SecDF in "��SUBTILIS ist wie in 3��LIVIDANS abhängig von der Wachstumsphase,

der verwendeten Kohlenstoffquelle und dem Wachstumsmedium (Bolhuis ET�AL�, 1999a).
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&UNKTION�DES� 'ENERAL�3ECRETORY�0ATHWAY �IN�'RAM
POSITIVEN�"AKTERIEN

Die Proteintranslokation durch die Cytoplasmamembran erfolgt durch einen heterotrimären

Transmembrankomplex, bestehend aus den Proteinen SecY, SecE und SecG. Wie in

Abbildung B-3 schematisch dargestellt, dimerisiert monomeres, cytosolisches SecA an der

Signalsequenz des sich bildenden Präproteins am Ribosom (Kimura ET� AL., 1991) wobei es

gemeinsam mit verschiedenen Chaperonen das Präprotein im entfalteten Zustand erhält (Wild

ET�AL., 1996). Die Abhängigkeit des Proteinprecursors von SecA bei der Sekretion ist dabei

graduell von Protein zu Protein unterschiedlich (Leloup ET�AL., 1999), was vermutlich auf einer

individuellen Affinität des Precursors zu SecA beruht.

!BBILDUNG�"
�� Schematische Darstellung der Dimerisierung von SecA am sich bildenden
Präprotein. Auch das “Signal Recognition Particle” bindet am “Leader Peptid”
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Wie in Abbildung B-4 gezeigt, integriert sich der Komplex aus SecA und Präprotein sowohl

amino- als auch carboxyterminal unter starker Konformationsänderung am SecYEG-Komplex

in der Cytoplasmamembran (Eichler & Wickner, 1997). Die Integration von SecA fördert

dabei die Entstehung eines funktionellen Translokationskomplexes aus vier SecYEG-

Heterotrimeren (Manting ET� AL., 2000). Simultan dazu cointegriert sich die hydrophobe, N-

terminale Region des Präproteins, bestehend aus der Signalsequenz (20-30 Aminosäuren),

was zur Bildung eines extracytoplasmatischen „Loops“ aus den nachfolgenden 20-30

Aminosäuren des Präproteins führt (Schiebel ET� AL., 1991). Nach Abtrennung der

Signalsequenz durch eine Signalpeptidase vom Typ I (Bron ET�AL., 1998) liegt der N-Terminus

des Proteins frei.

!BBILDUNG�"
���Schematische Darstellung des frühen Zeitpunkt der Proteintranslokation. Der
SecA-Präproteinkomplex hat sich unter Konformationsänderung an den SecYEG-Komplex
angelagert, das Signalpeptid ist in die Membran inseriert.
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Die Translokation des Präproteins durch den Porenkomplex (Abbildung B-5) wird durch

zyklische De- und Reintegration von SecA in die Membran unter ATP-Verbrauch angetrieben

(Lill ET� AL., 1989; Economou & Wickner, 1994; Karamanou ET� AL. 1999). Zusätzlich stark

gefördert wird der Transportprozeß durch die Membranpotential-erzeugte ”proton motive

force” (Shiozuka ET�AL�, 1990).

!BBILDUNG� "
��� Schematische Darstellung des späten Stadiums der Proteintranslokation.
SecA de- und reinseriert sich zyklisch unter ATP-Verbrauch in die Plasmamembran, das
Exoprotein wird dabei durch die Membranpore geschoben. Der Insertionszyklus von SecA
wird durch den SecDF-Komplex reguliert.
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Nach Abschluß der Translokation liegt SecA wieder als cytosolisches Monomer (Abbildung

B-6) vor und das reife Protein löst sich unter Mithilfe des SecDF-Komplexes von der

Membran (Matsuyama ET� AL., 1993). Zugleich zerfällt der SecYEG-Translokationskomplex

wieder in SecYEG-Heterotrimere (Manting ET�AL�� 2000).

!BBILDUNG�"
���Abschluß der Proteintranslokation. Das reife Exoprotein löst sich von der
Cytoplasmamembran, der Translokationskomplex zerfällt in seine Komponenten.
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Die Sekretion von Membranproteinen erfolgt prinzipiell nach dem gleichen Schema, benötigt

aber nicht den SecDF-Komplex (Duong & Wickner, 1998). Transmembranproteine

unterscheiden sich von sekretierten Proteinen durch ein zusätzliches, hydrophobes Segment,

die ”stop-transfer”-Sequenz (von Heijne, 1994, 1997). Diese Sequenz erfüllt drei Funktionen:

Sie stoppt den Transfer des Membranproteins, sie erlaubt eine laterale Freisetzung des

Proteins aus dem SecYEG-Komplex und sie gewährleistet den stabilen Einbau in die

Membran. Die Arretierung der Translokation ist alleine abhängig von der Aktivität des

SecYEG-Komplexes. Die laterale Freisetzung wird durch die Hydrophobizität des ”stop-

transfer”-Segments selbst gesteuert (Duong & Wickner, 1998).

$ER� 'ENERAL�3ECRETORY�0ATHWAY �IN�#ORYNEBACTERIUM�GLUTAMICUM

Von den sechs Hauptkomponenten des GSP wurden für #�� GLUTAMICUM bereits vier auf

genetischer Ebene beschrieben. Die Gene SEC9 und SEC! wurden 1994 bzw. 1999 von

Kobayashi ET� AL� veröffentlicht. Beide Gene erwiesen sich innerhalb der Bakterien als hoch

konserviert. Der 3´-Bereich des Gens SEC% wurde 1994 isoliert und patentiert (Asai ET�AL.) und

sein Promotor im Rahmen einer Studie über corynebakterielle Promotoren entdeckt (Patek ET

AL., 1996). Vollständig wurde SEC% erst 1998 sequenziert (GenBank AF130462). Die Sequenz

von SEC' liegt ebenfalls in der GenBank vor (D14162). Über die Gene SEC$ und SEC& lagen

bisher keine molekulargenetischen Daten vor. Die Konservierung des GSP innerhalb der

Bakterien legte ihr Vorhandensein jedoch nahe (Siefert ET�AL., 1997).

Eine Untersuchung des GSP in #�� GLUTAMICUM wurde bisher nicht durchgeführt. Allerdings

wurde der Einfluß der ”proton motive force” und des Zustands der Membranlipide auf die

Sekretion eines homologen Proteins PS1 untersucht (Bayan ET� AL., 1993). Ergebnis dieser

Untersuchung war, daß eine chemische Entkopplung von ∆µH die Exportrate von PS1

minimiert. Werden die Membranlipide parallel dazu noch durch einen ”Temperatur-Shift” in

einen Zustand der Unordnung gebracht, wird die Sekretion von PS1 vollständig inhibiert.

Weiteres zur Funktion des GSP in #��GLUTAMICUM ist bisher nicht bekannt.
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:IEL�DER�!RBEIT

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des ”General Secretory Pathway” in #��GLUTAMICUM.

Dazu mußten zunächst alle corynebakteriellen SEC-Gene analysiert werden, auch die bis dahin

unbekannten Gene SEC$ und SEC&. Anschließend wurde die Frage untersucht, wie sich

Manipulationen wie Mutation und Überexpression von Komponenten des GSP auf

#�� GLUTAMICUM auswirken und ob diese Manipulationen ein geeignetes Mittel sind, die

Proteinsekretion zu steigern.

Daraus ergaben sich folgende Aufgaben: Erstens, die Klonierung und Analyse aller SEC-Gene

aus #�GLUTAMICUM, wobei SEC! und SEC9 zu Beginn dieser Arbeit bereits bekannt waren und

SEC% und SEC' während meiner Arbeit publiziert wurden. Zweitens die Herstellung von

Mutanten und die Überexpression von SEC-Genen und die Untersuchung der Auswirkung

dieser Manipulationen auf die Sekretion homologer Proteine. Drittens die Konstruktion eines

Reportersystems zur Analyse der Proteinsekretion, also die Expression eines heterologen

Exoenzyms mit quantifizierbarer Aktivität, da #�� GLUTAMICUM selbst keine enzymatisch

aktiven Proteine in das Kulturmedium sekretiert. Viertens und letztens sollten die SEC-

Mutanten und Überproduzierer mit diesem Reportersystem. untersucht werden.
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#���-ATERIAL�UND�-ETHODEN

Die in diese Arbeit eingesetzten Medien und Chemikalien wurden in p.A. Qualität oder in größerer Reinheit

eingesetzt und von den üblichen Herstellern bezogen. Substanzen ohne Herstellerangaben wurden von der Firma

Merck bezogen.

���-ATERIAL

����"AKTERIENST¤MME�UND�0LASMIDE

������"AKTERIENST¤MME

3TAMM RELEVANTER�'ENOTYP 2EFERENZ

%SCHERICHIA�COLI

DH5αMCR MCR!�∆(MRR
HSD2-3
MCR"#) ∆(LAC:9!
ARG&) LAC:∆-���HSD2�REC!� Grant et al., 1990
S17-1 Mobilisierbarer Donorstamm mit integriertem RP4-2 Derivat, REC! Simon et al., 1983
#ORYNEBACTERIUM�GLUTAMICUM

ATCC 13032 Wildtyp ATCCa

RES167 Restriktionsdefekte Mutante von ATCC 13032, ∆(CGL)-
CGL)2
CGL))2) Uni Bielefeld
IAE RES167 DCI!%�:: pCR2.1, KmR diese Arbeit

INTD RES167 SEC$�:: pCR2.1, KmR diese Arbeit

INTF RES167 SEC&�:: pCR2.1, KmR diese Arbeit

INTG RES167 SEC'�:: CMX, CmR diese Arbeit

IAmy RES167 DCI!%�:: pIAmy1, KmR diese Arbeit

IAmy2 RES167 DCI!%�:: pIAmy2, TcR diese Arbeit

ATCC: American Type Culture Collection
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������0LASMIDE

0LASMIDE RELEVANTE�%IGENSCHAFTEN 2EFERENZ

pUC19 %��COLI�Klonier- und Sequenziervektor, MCS��LAC:α� ApR Yanisch-Perron,
1985

pK18MOB mobilisierbarer %��COLI�Klonier- und Sequenziervektor, MCS��LAC:α��KmR Schäfer ET� AL�,
1994b

pK18MOB�SAC" mobilisierbarer %��COLI�Vektor, MCS��LAC:α��SAC"��KmR Schäfer ET� AL�,
1994b

pEC31 pSVB31, trägt das CmR –Gen CMX�des Plasmids pTP10, CmR ,ApR Uni Bielefeld

pCV22 #��GLUTAMICUM�Vektor, KmR Uni Bielefeld

pCR2.1 %��COLI�Klonier- und Sequenziervektor für PCR-Produkte, MCS��LAC:α� ApR,
KmR

Invitrogen

pXK99A %��COLI�Expressionsvektor, TRC-Promotor, KmR Uni Bielefeld

pXT99A %��COLI�Expressionsvektor, TRC-Promotor, TcR Uni Bielefeld

pEC-XK99A %��COLI
#��GLUTAMICUM�Shuttle�Expressionsvektor, TRC-Promotor, KmR Uni Bielefeld
pEC-XC99A %��COLI
#��GLUTAMICUM�Shuttle�Expressionsvektor, TRC-Promotor, CmR Uni Bielefeld
pEC-XT99A %��COLI
#��GLUTAMICUM�Shuttle�Expressionsvektor, TRC-Promotor, TcR Uni Bielefeld
pSecA pEC-XT99 mit %CORI PCR-Amplifikat von #��GLUTAMICUM�SEC! diese Arbeit

pSecD pEC-XT99 mit %CORI PCR-Amplifikat von #��GLUTAMICUM�SEC$ diese Arbeit

pSecE pEC-XT99 mit %CORI PCR-Amplifikat von #��GLUTAMICUM�SEC% diese Arbeit

pSecF pEC-XT99 mit %CORI PCR-Amplifikat von #��GLUTAMICUM�SEC& diese Arbeit

pSecG pEC-XT99 mit %CORI PCR-Amplifikat von #��GLUTAMICUM�SEC' diese Arbeit

pSecY pEC-XT99 mit %CORI PCR-Amplifikat von #��GLUTAMICUM�SEC9 diese Arbeit

pSecDF pEC-XK99 mit 3ALI Fragment von pRRES, enthält #��GLUTAMICUM�SEC$�und
SEC&� KmR

diese Arbeit

pSecDF2 pEC-XK99 mit 3ALI Fragment von pRRES, enthält #��GLUTAMICUM�SEC$�und
SEC&� CmR

diese Arbeit

pSecEDF pSecDF mit %CORI PCR-Amplifikat von #��GLUTAMICUM�SEC%��KmR diese Arbeit
pSecYDF pSecDF mit %CORI PCR-Amplifikat von #��GLUTAMICUM�SEC9��KmR diese Arbeit
pLW60 pK18MOB, enthält ein 0,8 kb DCI!%�Fragment, KmR Wehmeier ET�AL�,

(1998)
pInsAE pCR2.1, enthält ein 0,8 kb "AMHI/(INDIII- DCI!%�Fragment, , ApR, KmR diese Arbeit
pRRES pCR2.1, enthält ein 9,8 kb %CORV/3SPI Fragment von #��GLUTAMICUM, ApR,

KmR
diese Arbeit

pInsD pCR2.1, enthält ein internes 0,6 kb PCR-Amplifikat von #�� GLUTAMICUM
SEC$, ApR, KmR

diese Arbeit

pInsF pCR2.1, enthält ein internes 0,6 kb PCR-Amplifikat von #�� GLUTAMICUM
SEC&, ApR, KmR

diese Arbeit

pInsG pK18MOBSAC" mit 1,3 kb PCR-Amplifikat mit zentralem SEC'::CMX, KmR,
CmR

diese Arbeit

pDM201-CELA #LAVIBACTER� MICHIGENENSIS/%�COLI- Shuttle-Vektor pECM2 mit CELA auf
%CORI-(INdIII-Fragment, KmR, CmR

Meletzus ET� AL�,
(1992)

pCel10 pEC31, Austausch der Cm-resitenz durch� CELA auf %CORI-(INdIII-
Fragment, ApR

diese Arbeit

pCel20 %�� COLI
#�� GLUTAMICUM� Shuttle� Vektor, aus 3ALI-kloniertem pCel10 und
pCV22, ApR, KmR

diese Arbeit

pULMJ95 %�� COLI
#��GLUTAMICUM�Shuttle�Vektor mit promotorlosem α-Amylase-Gen
AMY, KmR

Cadenas ET� AL.,
(1996)

pAmy pEC-XT99 mit %CORI-%CL136II AMY�unter Kontrolle des TRC
Promotors, TcR diese Arbeit
pIAmy1 pXK99 mit %CORI-%CL136II AMY�unter Kontrolle des TRC
Promotors, KmR diese Arbeit
pIAmy2 pXT99 mit %CORI-%CL136II AMY�unter Kontrolle des TRC
Promotors, TcR diese Arbeit
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����.¤HRMEDIEN�UND�:US¤TZE

Falls nicht anders angegeben, beziehen sich alle Angaben auf 1 l deionisiertes H2O.

������.¤HRMEDIEN

,"'
6OLLMEDIUM�(Luria Bertani, Sambrook ET�AL., 1989)

10 g  Tryptone
  5 g  Hefeextrakt
  5 g  NaCl
  1 g  Glucose-Monohydrat für %��COLI
  5 g  Glucose-Monohydrat für #��GLUTAMICUM

   pH 7,2

4903
6OLLMEDIUM�(Amylase Testmedium)

  5 g  Tryptone
  5 g  Hefeextrakt
  5 g  Peptone
10 g  Stärke (löslich)

   pH7,2

3/#
-EDIUM�(Regenerationsmedium)

 20 g     Tryptone
   5 g     Hefeextrakt
   4 g     Glucose-Monohydrat
600 mg NaCl
180 mg KCl
   2 g     MgCl * 6 H2O
2,3 g     MgSO4 * 7 H2O

"()3
-EDIUM

  37 g Brain-Heart-Infusion
  91 g Sorbitol

-INIMALMEDIUM�#'8))�(nach Keilhauer ET�AL., 1993)

                                                                                  Spurenelemente-Stammlösung:
   20 g   (NH4)2SO4

     5 g   Harnstoff
     1 g   K2HPO4

0,25 g   MgSO4 * 7 H2O
   42 g   MOPS
     1 ml Spurenelement-Lsg.
     1 ml 1 %ige CaCl2-Lösung

   1 g    FeSo4 * 7 H2O
   1 g    MnSO4 * 7 H2O
0,1 g     ZnSO4 * 7 H2O
0,2 g    CuSO4
   2 mg NiCl2
in 100 ml H2O dest. lösen

  0,5 mg Biotin
in 750 ml H2O lösen, nach dem Autoklavieren zu je 45 ml zugeben:

   60 µl  Protocatechusäure (30 mg/ml EtOH), sterilfiltriert
     5 ml Glucose (55% w/v), autoklaviert
   10 µl  Thiamin (2 mg/ml), sterilfiltriert

mit H2O auf je 60 ml auffüllen
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-INIMALMEDIUM�--��(nach Katsumata ET�AL., 1984, modifiziert)

  10 g   (NH4)2SO4

    3 g   Harnstoff
    1 g   K2HPO4

 0,4 g   MgSO4 * 7 H2O

Spurenelemente-Stammlösung:
0,2 g FeSo4 * 7 H2O
0,2 g MnSO4 * 7 H2O
   5 g NaCl
in 100 ml H2O dest. lösen

    1 ml Spurenelement-Lsg.
 0,5 mg Biotin

in 750 ml H2O lösen, nach dem Autoklavieren zugeben:
  10 g   Stärke (löslich), in 250 ml H2O dest., autoklaviert.
  10 µl Thiamin (2 mg/ml), sterilfiltriert

&ESTMEDIEN

Vor dem Autoklavieren werden den entsprechenden Flüssigmedien 16 g/l Agar zugegeben.

������:US¤TZE

!NTIBIOTIKA

Die jeweiligen Antibiotika wurden sterilfiltriert und den Medien nach dem Autoklavieren zugesetzt.

!NTIBIOTIKUM !BK� ,¶SUNGSMITTEL %��COLI��µG�ML	 #��GLUTAMICUM��µG�ML	

Ampicillin Ap 20 % Ethanol 100 -

Kanamycin Km dest. H2O 50 25

Chloramphenicol Cm 98 % Ethanol 50 10

Tetracyclin Tc 50 % Ethanol 5 5

Nalidixinsäure Nx 0,1 N NaOH 50 50

3ACCHAROSE

als autoklavierte Stammlösung zusetzen.

8
'AL�(5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galaktosid)

20 mg/ml Stammlösung in deionisiertem Dimethylformamid , bei –20°C lagern
2 ml zu 1 l Medium geben oder 50 µl pro Agarplatte ausspateln

)04'�(Isopropyl-β-D-Thiogalaktopyranosid)

0,1 M IPTG in H2O dest. lösen und in 1 ml Aliquots bei –20°C lagern



                                                                                                                                         #��-ATERIAL�UND�-ETHODEN

23

����,¶SUNGEN�UND�0UFFER

������,¶SUNGEN�F¼R�$.!
)SOLIERUNG��
2EINIGUNG�UND� "EARBEITUNG

�����3$3

20 % (w/v) in H2O dest., ü/N rühren lassen

2.!SE

10 mg/ml RNAse in H2O dest. lösen und 15 min kochen, um DNAsen zu zerstören
bei –20°C lagern

0������(4°C)

50 mM Tris base
10 mM EDTA * 2 H2O

in H2O dest. lösen, mit HCl auf pH 8,0 einstellen und auf 1 l mit H2O dest. auffüllen, autoklavieren
100 µg/ml RNAse zugeben

0������(RT)

0,2 M         NaOH
1 % (w/v)  SDS

in sterilem H2O dest. lösen

0������(4°C)

3 M KAcetat
mit Eisessig auf pH 5,5 einstellen

0HENOL�#HLOROFORM

1:2 Mischung von Phenol und Chloroform

4%
0UFFER

10 mM Tris-HCl
  1 mM EDTA

in H2O dest. lösen, pH 7,5

4!
2EACT����
FACH	

330 mM Tris-Acetat
660 mM KAcetat
100 mM MgAcetat
    5 mM Dithiothreitol
1 mg/ml BSA

pH 7,5
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������,¶SUNGEN�UND�0UFFER�F¼R�DIE�%CKHARDT
,YSE

4%3
0UFFER

50 mM Tris-HCl
  5 mM EDTA
50 mM NaCl

in H2O dest. lösen, mit 1 N NaOH auf pH 8,0 einstellen

4!
0UFFER

40 mM Tris-HCl
10 mM Na-Acetat
  1 mM EDTA

in H2O dest. lösen, mit Eisessig auf pH 7,8 einstellen

%
�
&
,¶SUNG

25 % Saccharose
  3 % Ficoll 400

in TA-Puffer ansetzen, mit 1 N NaOH auf pH 8,4 einstellen, autoklavieren
jeweils frisch zugeben:

2 µl        RNase A (10 mg/ml)
2 mg/ml Lysozym

!GAROSE

0,8 % Agarose (w/v)
0,2 % SDS (w/v)

in TA-Gelpuffer aufkochen, bis die Agarose vollständig gelöst ist, bei 60°C lagern

������,¶SUNGEN�UND�0UFFER�F¼R�$.!
'ELELEKTROPHORESE

!GAROSE

0,8 % Agarose (w/v)
in TA-Gelpuffer aufkochen, bis die Agarose vollständig gelöst ist, bei 60°C lagern

"ROMPHENOLBLAU
,ADUNGSPUFFER

   50 % Glyzerin (w/v)
    1 mM EDTA
0,05 % Bromphenolblau

autoklavieren

%THIDIUMBROMID
&¤RBEL¶SUNG��%T"R	

1 µg/ml Ethidiumbromid in H2O

����X�4"%
0UFFER�(Sequenzierung)

12,11 g Tris-base
  5,13 g B(OH)3
  0,37 g EDTA

in 2 l Millipore H2O lösen
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������,¶SUNGEN�F¼R�$.!
4RANSFER

4'
0UFFER

1 mM Tris
10 % Glyzerin
pH7,5
in H20 bidest.

#A#L��0%'
,¶SUNG (Schnelltransformation)

0,1 M       CaCl2

10 mg/ml PEG 6000
pH 8,0

�����'LYZERIN

100 ml Glyzerin (87%) in 480 ml H2O dest. lösen

������,¶SUNGEN�UND�0UFFER�F¼R�6AKUUM
"LOT�UND�3OUTHERN
(YBRIDISIERUNG

,¶SUNG�! (Depurinierung)

0,25 M HCl

,¶SUNG�"�(Denaturierung)

1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

jeweils frisch 1:2 mischen

,¶SUNG�#�(Neutralisierung)

1 M Tris
2 M NaCl

pH 5,0

��FACH�33#�(Transfer)

   3 M NaCl
0,3 M Na-Citrat

pH 6,7

6ORHYBRIDISIERUNGSL¶SUNG

   25 ml 20fach SSC
   10 ml 10fach Blocking Reagenz
0,33 ml 30 % N-Lauroylsarkosin (= Sarkosyl)
  0,1 ml 20 % SDS

mit H2O dest. auf 100 ml auffüllen und bei –20°C lagern

(YBRIDISIERUNGSL¶SUNG

8 ml Vorhybridisierungslösung
markierte Probe

mischen, bei –20°C lagern
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"LOCKING
2EAGENZ

10 g Blocking-Reagenz
in 100 ml Puffer 1 kurz aufkochen, autoklavieren und bei 4°C lagern

7ASCHL¶SUNG�!

100 ml 20fach SSC
    5 ml 20 % SDS

mit H2O dest. auf 1l auffüllen

7ASCHL¶SUNG�"

10 ml 20fach SSC
  5 ml 20 % SDS

mit H2O dest. auf 1 l auffüllen

0UFFER��

0,1     M Maleinsäure
0,15   M NaCl
0,175 M NaOH-Plätzchen (=7,0g)

in H2O dest. lösen, mit NaOH auf pH 7,5 einstellen

0UFFER��

1 % Blocking Reagenz (w/v; entspricht 1/10 Volumen von der 10 %igen Stammlösung)
in Puffer 1 lösen

0UFFER�

  0,1 M    Tris-HCl
  0,1 M    NaCl
20    mM MgCl2 * 6 H2O

in H2O dest., nicht autoklavieren, pH 9,5

!NTIK¶RPERKONJUGAT
,¶SUNG

  4 µl Anti-DIG-AP-Konjugat
20 ml Puffer 2

&¤RBEL¶SUNG

45 µl NBT (Nitroblau-Tetrazolium-Salz) –Lösung (75 mg/ml,
          in 70 % Dimethylformamid)
35 µl X-Phosphat-Lösung (5-Brom-$-Chlor-Indolylphosphat-Toluidin-Salz)
10 ml Puffer 3

jeweils frisch ansetzen, Färbung bei Dunkelheit (lichtempfindlich)

$ENATURIERUNGSL¶SUNG���(Koloniehybridisierung)

0,5 N NaOH
1,5 M NaCl

.EUTRALISIERUNGSL¶SUNG���(Koloniehybridisierung)

1,0 M Tris-HCl, pH 7,0
1,5 M NaCL
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������,¶SUNGEN�UND�0UFFER�F¼R�:ELLAUFSCHLU���0ROTEINEXTRAKTION�UND�%NZYMTESTS

!UFSCHLU�PUFFER

49,7 ml 1M K2HPO4

50,3 ml 1M KH2PO4

mit H2O dest. auf 1 l auffüllen, autoklavieren
  0.5 mM     Dithiothreitol (DTT) zugeben

7ASCHPUFFER

60 mM Tris-HCl
pH 6,8

%XTRAKTIONSPUFFER�(für S-Layer Proteine)

60 mM Tris-HCl
  4 % SDS

pH 6,8

�������,¶SUNGEN�UND�0UFFER�F¼R�3$3
0!'%�UND�0ROTEINF¤RBUNG

�����!CRYLAMID���������"ISACRLAMID�3TAMML¶SUNG

30    g Acrylamid
  0,8 g N,N-Methylen-Bisacrylamid

in 100 ml H2O dest. lösen und sterilfiltrieren
bei 4°C im dunkeln lagern

�FACH�4RENNGELPUFFER

91    g  Tris-base
  0,4 % SDS (w/v)

in 300 ml H2O dest. lösen, mit 1 N NaOH auf pH 8,8 einstellen, auf 500 ml auffüllen und bei 4°C lagern

�FACH�3AMMELGELPUFFER

6,05 g  Tris-base
0,4   % SDS (w/v)

in 40 ml H2O dest. lösen, mit 1 N HCL auf pH 6,8 einstellen auf 100 ml auffüllen und bei 4°C lagern

,AUFPUFFER

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % SDS (w/v)

�FACH�0ROBENPUFFER

7      ml 4fach Sammelgelpuffer
3,6   ml Glycerol
1      g    SDS
0,93 g    DTT
1,2   mg Bromphenolblau

mit H2O dest. auf 10 ml auffüllen und in 0,5 ml Aliquots bei-70°C lagern, Aliquot nach Gebrauch verwerfen
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&IXIERL¶SUNG

50 ml Eisessig
150 ml Ethanol

mit H2O dest. auf 500 ml auffüllen

#OOMASSIE�"RILLIANT�"LUE 
&¤RBUNG

    2    g   Coomassie Brilliant Blue R 250
    0,5 g   Coomassie Brilliant Blue G 250
425    ml Ethanol
  50    ml Methanol
100    ml Eisessig
425    ml H2O dest.

unter Rühren ü/N lösen, gegebenenfalls vor Gebrauch filtrieren

3CHNELL
%NTF¤RBER

450 ml Ethanol
100 ml Eisessig
450 ml H2O dest.

%NTF¤RBER

7 % Essigsäure (w/v)
in H2O dest.

������,¶SUNGEN�UND�0UFFER�ZUR�1UANTIFIZIERUNG�REDUZIERENDER�:UCKER

0ROBENPUFFER�(für Amylase-Assay)

4,9 ml 1M K2HPO4

5,0 ml 1M KH2PO4

mit H2O dest. auf 1 l auffüllen, autoklavieren

$INITROSALICYLS¤URE
2EAGENZ

  1 g   Dinitrosalicylsäure
20 ml NaOH
50 ml H2O dest.

unter erwärmen lösen
30 g K-Na-Tartrat

mit H2O dest. auf 100 ml auffüllen

����%NZYME��#HEMIKALIEN�UND�ANDERES�-ATERIAL

������%NZYME�UND�,¤NGENMARKER

DNA molecular weight marker Boehringer
Mark12 wide range protein standard Boehringer
Klenow-DNA-Polymerase Boehringer
Lysozym Serva
Pronase E Serva
Restriktions-Endonukleasen Boehringer, BRL, Pharmacia, Stratagene
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Ribonuclease A (RNAse) Serva
Shrimp Alkalische Phosphatase Boehringer
T4-DNA-Ligase Boehringer
TAQ
Polymerase Gibco-BRL

������3UBSTANZEN

Nicht aufgeführte Substanzen wurden von der Firma Merck bezogen

Agar Gibco-BRL
Agarose Gibco-BRL
Antibiotika Sigma, Serva
Bindesilan Pharmacia
Biotin Sigma
Bromphenolblau, Na-Salz Serva
CM-Cellulose
Dinitrosalicylsäure

Sigma
Sigma

Dithiothreitol Sigma
Dye-Reagent Concentrate BioRad
Ethidiumbromid Serva
Ethylendiamin-Tetraessigsäre (EDTA) Pharmacia
Ficoll 400 Serva
Hefe-Extrakt Difco
Isopropanol Sigma
Long-Ranger Gel Solution Riedel-de-Haen
Lugolsche Lösung Sigma
Luria Bertani Broth Base/Agar Gibco-BRL
-ICROCOCCUS�LYSODEICTICUS (lyophilisiert)
Milchpulver
Morpholinopropansulfonsäure (mops)

Sigma
Glücksklee
Serva

Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva
N-Laurylsarkosin-Na-Salz Serva
Nukleotide Boehringer
Pepton Difco
Phenol Roth
Ponceau-S Sigma
Protocatechuesäure Sigma
Rinder Serumalbumin (BSA) Serva
Sephadex G50 Medium Pharmacia
Stärke, löslich, ACS-Reagenz Sigma

Stärke, löslich, Kartoffel Sigma
Thiamin Sigma
Tris Sigma
Trypton Difco
Tween80 Sigma
X-Gal Gibco-BRL

������-ATERIALIEN

3MM Papier Whatman
Elektroporations-Küvetten (0,2 cm) BioRad
Hybond-N Blot-Nylon-Membran Amersham
Nitrocellulose Filter Sartorius
Polaroid Filme 667, 665 Polaroid
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Sterilfilter Millex GS 0,22 µm Millipore
RiboLyser Tubes Blue Hybaid
Glasperlen (∅ 0,1 mm) Retsch

������+ITS

Cy5-AutoRead Sequencing Kit Pharmacia
DNA Labeling and Detection Kit Nonradioactive Boehringer
Nucleotrap/NucleotrapCR Extractionkit Macherey-Nagel
Original TA Cloning Kit Invitrogene
Qiagen Plasmid Mini Kit Qiagen
QIAprep Spin Minprep Kit 250 Qiagen
Thermo Sequenase fluorescent labelled primer sequencing kit Amersham

������'ER¤TE

A.L.F. Express DNA sequencer Pharmacia
Biofuge 15 Heraeus
DC Power Supply 5004 Labor Technik Barkey
Feinwaagen Satorius
Gene Pulser, Pulse Controler BioRad
Hybridisierungsofen (Roller) Bachofer
Kühlzentrifuge J2-21 Beckmann
Luftschüttler New Brunswick
PCR-Thermal- Cycler PTC-100 MJ Research Inc.
pH-Meter Knick
Photometer LKB Biochrom 4060 Pharmacia
Polaroid Polaroid
SDS-Gelkammer Biometra G41 Biometra
Tischzentrifuge Hermle
UV-Transilluminator UVP Inc.
VacuGene Pump Pharmacia Biotech
Videoprinter P67E Mitsubishi
Wasserbäder Kottermann

2OTORBESCHLEUNIGUNG

Beschleunigung in Kühlzentrifuge J2-21 (g)Umdrehung pro min
(rpm) JA17-Rotor JA14-Rotor JA10-Rotor
6000 4960 5520 6370
8000 8820 9820
10000 13800 15300
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���-IKROBIOLOGISCHE�-ETHODEN

����+ULTIVIERUNG�VON�"AKTERIEN

#ORYNEBACTERIUM� GLUTAMICUM�und %SCHERICHIA� COLI werden auf Festmedium durch Einzelkolonieausstrich auf
den entsprechenden Medien angezogen und anschließend im Brutschrank inkubiert. %�� COLI wird dabei über
Nacht bei 37°C und #�� GLUTAMICUM für 2 Tage bei 30°C angezogen. Die Platten-Kulturen werden bei 4°C
gelagert und sollten für %�� COLI jeden Monat und für #�� GLUTAMICUM alle 3-4 Monate erneuert werden. Die
Stammhaltung erfolgt für alle Stämme bei 4°C auf Vollmedium-Platten, die Stammkonservierung in
Glycerinkulturen, die bei –20°C gelagert werden. Die Anzucht rekombinanter oder plasmidtragender Stämme
erfolgt immer unter selektiven Bedingungen.
Die Anzucht von Flüssigkulturen erfolgt durch die Beimpfung mit einer Einzelkolonie von einer frischen
Festmedium-Kultur. Kleine %��COLI Kulturen bis 10 ml werden in Reagenzgläsern im Rotationsschrank gezüchtet,
größere bis 250 ml in Erlenmeyerkolben im Luftschüttler bei 250 rpm und 37°C. Flüssigkulturen von #�
GLUTAMICUM werden immer in Erlenmeyerkolben im Luftschüttler bei 150-200 rpm und 30°C inkubiert.

����"ESTIMMUNG�DES�"AKTERIENTITERS

Die Bestimmung des Wachstums der Bakterien erfolgt durch Messung der optischen Dichte (o.D.) einer Kultur
bei einer Wellenlänge von λ=580 nm, steriles Flüssigmedium dient dabei als Referenz. Eine o.D.580 von 1
entspricht ca. 2x108 Zellen/ml für %�� COLI bzw.1x108 Zellen/ml für #�� GLUTAMICUM� Zur Bestimmung des
Lebendtiters werden Verdünnungsreihen der Kulturen angelegt, ausplattiert und inkubiert. Die Lebendzellzahl
errechnet sich aus der Anzahl der Kolonien multipliziert mit der Verdünnungsstufe.

����'LYZERIN
+ULTUREN

Glyzerin-Kulturen dienen der dauerhaften Lagerung von Bakterien. Dazu werden Bakterien von einer frischen
Festmedium-Kultur mit einer sterilen Glaspipette abgenommen, in einem Eppendorf-Gefäß in 250 µl
Vollmedium resuspendiert und mit 500 µl 87 %igem Glyzerin durchmischt. Die Kulturen sind für mehrere Jahre
bei Lagerung bei–20°C haltbar.
Zur Anzucht der Stämme aus einer Glyzerin-Kultur heraus werden 10 µl auf Festmedium so ausplattiert, das
Einzelkulturen wachsen.
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���'ENETISCHE�-ETHODEN

����)SOLIERUNG�VON�$.!

������0LASMID
$.!
)SOLIERUNG�DURCH�ALKALISCHE�,YSE
(nach Ish-Horowicz & Burke, 1981)

Bei der alkalischen Lyse wird die Cytoplasmamembran der Bakterienzelle durch NaOH in Kombination mit
Detergenzien zerstört und der Zellinhalt freigesetzt. Bei gram-positiven Bakterien wird zuvor die Zellwand mit
Lysozym abgebaut. Aufgrund des hohen pH-Werts denaturiert die zelluläre DNA. Die Absenkung des pH-Werts
durch Zugabe von Na-Acetat führt zur Renaturierung der Plasmid-DNA in ihre superhelicale Form, die
chromosomale DNA hingegen vernetzt bei diesem Vorgang und kann zusammen mit den ausgefallenen
Proteinen aus dem Reaktionsansatz entfernt werden. Die Plasmid-DNA wird anschließend durch Alkoholfällung
gereinigt. Lösungen: siehe 1.3.1.

)SOLIERUNG�VON�0LASMID
$.!�AUS�%��COLI

- antibiotikumhaltiges LB-Medium beimpfen und ü/N bei 37°C inkubieren
- 5 ml Kultur bei 3000 rpm für 5 min abzentrifugieren
- alternativ: Bakterienrasen einer frischen LB-Agarplatte abkratzen
- Bakterien in 200 µl P1-Lösung resuspendieren, in ein Eppendorfgefäß überführen
- Zugabe von 400 µl P2-Lösung, Eppi sofort mehrfach invertieren
- 340 µl P3-Lösung hinzugeben, Eppi sofort mehrfach invertieren
- 20 min zentrifugieren (15000 rpm)
- Überstand in ein neues Eppi überführen und mit gleichem Volumen Isopropanol versetzen,

mehrfach invertieren
- 30 min bei 15000 rpm zentrifugieren
- Überstand verwerfen, das Pellet mit 500 µl 70 %igem Ethanol waschen
- 5 min zentrifugieren, Überstand verwerfen
- DNA-Pellet 5 min bei 60°C trocknen
- in 50 µl sterilem H2O dest. aufnehmen und 10 min bei 65°C lösen

)SOLIERUNG�VON�0LASMID
$.!�AUS�#��GLUTAMICUM

- - antibiotikumhaltiges LB-Medium beimpfen und ü/N bei 30°C inkubieren
- 10 ml Kultur bei 3000 rpm für 5 min abzentrifugieren
- Zell-Pellet in 1 ml TES resuspendieren, in ein Eppi überführen, abzentrifugieren, Überstand

verwerfen
- alternativ: Bakterienrasen einer frischen LB-Agarplatte abkratzen
- Lysozym-Behandlung: Zellen in 200 µl P1-Lösung mit 20 mg/ml Lysozym resuspendieren und 2-3

h bei 37°C inkubieren
- Zugabe von 400 µl P2-Lösung, Eppi sofort mehrfach invertieren
- 340 µl P3-Lösung hinzugeben, Eppi sofort mehrfach invertieren
- 20 min zentrifugieren (15000 rpm)
- Überstand in ein neues Eppi überführen und mit 500 µl Phenol/Chloroform mischen
- 3 min zentrifugieren, die obere, klare Phase in ein neues Eppi überführen und mit gleichem

Volumen Isopropanol versetzen.
- alle weiteren Schritte durchführen wie für %��COLI beschrieben

)SOLIERUNG�VON�0LASMID
$.!�MIT�DEM�1IAGEN�0LASMID�-INI�+IT
(nach Qiagen Manual)

Der Qiagen Plasmid Mini Kit dient zur Isolierung ausreichender Mengen hoch reiner Plasmid-DNA zur
Sequenzierung mit dem A.L.F. Express DNA-Sequencer. Bei dieser, auf der alkalischen Lyse beruhenden
Methode wird die DNA zur Reinigung an eine Anionenaustauscher-Säule gebunden. Dabei werden Proteine,
Polysaccharide, Metabolite und kurze Oligonucleotide durch Waschung mit 1 M NaCl entfernt. Die Plasmid-
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DNA wird mit einem Puffer erhöhter NaCl-Konzentration (1,25 M) eluiert. Während der Präperation ist darauf
zu achten, daß die Tip-20 Säulen weder trockenfallen noch eine Durchmischung der Wasch- und
Eluationslösungen erfolgt.

- besonders dicke, selektive LB-Agarplatten ohne Glucose gießen
- Bakterienrasen einer frischen ü/N Platte abkratzen
- Zellen in 500 µl P1/RNAse A resuspendieren
- 500 µl P2-Lösung zugeben, Eppi mehrfach invertieren, 5 min bei Raumtemperatur inkubieren
- 500 µl P3-Lösung zugeben, Eppi mehrfach invertieren
- 20 min bei 15000 rpm zentrifugieren
- Equilibrierung der Tip-20 Säule mit 1 ml QTB-Puffer
- Überstand des Lyse-Ansatzes auf die Säule geben und durchlaufen lassen
- Säule dreimal mit 1 ml QC-Puffer waschen
- DNA mit 800 µl QF-Puffer eluieren
- mit 700 µl Isopropanol mischen, 30 min bei 15000 rpm zentrifugieren
- Pellet mit 500 µl 70 %igem Ethanol waschen, trocknen und in 20 µl sterilem H2O resuspendieren

)SOLIERUNG�VON�0LASMID
$.!�MIT�DEM�1)!PREP�3PIN�-INPREP�+IT����
(nach Qiagen Manual)

Die Isolierung von hoch reiner Plasmid-DNA mit dem QIAprep Spin Minprep Kit 250 zur Sequenzierung auf
LiCor- oder ABI-Sequencern beruht ebenfalls auf dem Prinzip der alkalischen Lyse. Die Plasmid-DNA wird
dabei an eine Silica-Gel Membran gebunden. Da die DNA mit sterilem H20 bidest. eluiert wird, ist eine
Entsalzung durch Ethanol-Präzipitation nicht nötig.

- Bakterienrasen einer frischen ü/N Agarplatte abkratzen
- Zellen in 250 µl P1/RNAse A resuspendieren
- 250 µl P2-Lösung zugeben, Eppi mehrfach invertieren, nicht mehr als 5 min bei Raumtemperatur

inkubieren
- 350 µl N3-Lösung zugeben, Eppi mehrfach invertieren
- 10 min bei 15000 rpm zentrifugieren
- QIAprep spin Säule in ein 2,2 ml Sammelgefäß einsetzen
- Überstand des Lyse-Ansatzes auf die QIAprep Säule geben und 30 s zentrifugieren, der Durchfluß

wird verworfen
- Säule mit 750 µl PB-Puffer waschen, 30 s zentrifugieren, der Durchfluß wird verworfen
- 1 min zentrifugieren, zur Entfernung von Puffer-Resten
- Säule in einem Eppi plazieren, 30-50 µl H2O bidest. zugeben und 1 min zentrifugieren

������)SOLIERUNG�CHROMOSOMALER�$.!�AUS�#��GLUTAMICUM
(nach Altenbuchner & Cullum, 1984)

Die Zellwand von #�� GLUTAMICUM wird durch Lysozym abgebaut, die Zellen durch SDS lysiert. Durch eine
Behandlung mit PronaseE und Phenolisierung wird die DNA von Proteinen und Zellresten gereinigt.

- #��GLUTAMICUM ü/N in 25 ml selektivem Vollmedium im Erlenmeyerkolben bei 30°C anziehen
- 10 ml Kultur in PE-Röhrchen 10 min bei 3000 rpm in der Tischzentrifuge pelletieren
- in 10 ml TES resuspendieren, erneut pelletieren
- Pellet in 3ml P1 mit 20 mg/ml Lysozym resuspendieren und 2.3 h bei 37°C rollern
- 200 µl 20 %iges SDS zugeben und invertieren bis die Lösung aufklart
- 5 min auf Eis inkubieren
- Spatelspitze PronaseE zugeben und ca. 2h bei 37°C rollern
- mit 3 ml Phenol/Chloroform versetzen und vorsichtig mehrfach invertieren
- im JA17-Rotor mit 8000 rpm für 10 min bei 4°C zentrifugieren
- obere Phase mit abgeschnittener blauer Pipettenspitze vorsichtig abnehmen und in ein neues PE-

Röhrchen überführen
- mit 2 ml Phenol/Chloroform versetzen und vorsichtig mehrfach invertieren



                                                                                                                                         #��-ATERIAL�UND�-ETHODEN

34

- im JA17-Rotor mit 8000 rpm für 10 min bei 4°C zentrifugieren
- obere Phase mit abgeschnittener blauer Pipettenspitze vorsichtig abnehmen und in ein neues PE-

Röhrchen überführen
- Lösung mit 2,5fachem Volumen 98 %igem Ethanol (-20°C) versetzen und vorsichtig invertieren,

bis die DNA ausfällt
- DNA mit abgeschnittener blauer Spitze aufnehmen und in ein Eppi überführen und 5 min mit

15000 rpm zentrifugieren
- DNA mit 500 µl 70 %igem Ethanol waschen und 5 min bei 60°C trocknen lassen
- DNA in 200 µl H2O dest. aufnehmen und bei 65 °C lösen
- bei 4°C lagern

����$.!
2EINIGUNG

������0HENOLISIERUNG
(Sambrook ET�AL., 1989)

Zur Aufreinigung von, mit Proteinen verunreinigter DNA aber auch zur Inaktivierung von Restriktionsenzymen
in einem Spaltungsansatz wird die Phenolisierung eingesetzt. Dazu wird die verunreinigte DNA-Lösung mit H2O
dest. auf 150 µl aufgefüllt und mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform vermischt. Dabei gehen die
Proteine in die phenolische Phase über oder werden an der Phasengrenze durch Aufspreizung denaturiert, die
DNA bleibt in der wäßrigen Phase gelöst. Nach der Phasentrennung durch Zentrifugation wird die wäßrige
Phase in ein neues Eppi überführt und erneut aufkonzentriert (siehe 3.2.3 DNA-Konzentrierung). Bei starker
Verunreinigung der DNA kann die Phenolisierung wiederholt werden.

������)ONENFREIE�$.!�DURCH�3EPHADEX
"EHANDLUNG
(Sambrook ET�AL., 1989)

Die Säulenchromatographie mit Sephadex stellt eine Größenausschluß-Chromatographie dar, bei der Substanzen
nach ihrer Größe getrennt werden. Das Ausschlußvolumen der Sephadex-Poren erlaubt kleineren Molekülen wie
Salzen oder Nucleotiden das Eindringen in das Material und hält diese damit zurück. Größere Moleküle, wie z.B.
Plasmid-DNA sind dazu nicht im Stande, legen also innerhalb der Säule einen kürzeren Weg zurück, d.h., sie
eluieren früher.

- Sephadex G50 Medium Pulver in H20 bidest. quellen lassen, autoklavieren
- zur Silikonisierung von Glaskügelchen (∅ ca. 1 mm) diese in Silikonlösung tränken, Lösung

abgießen und die Kügelchen 1 h bei 180 °C in einem offenen Gefäß backen
- steriles Kügelchen in blaue Pipettenspitze geben und in ein Weichagar-Röhrchen stellen
- 0,7 ml steriles Sephadex in die Spitze pipettieren
- Säule für 15 min bei 3000 rpm zentrifugieren
- gepackte Säule in ein neues Weichagar-Röhrchen stellen
- auftropfen der zu reinigenden DNA
- 15 min zentrifugieren, die Ionen bleiben dabei in der Säule zurück
- DNA-Lösung z. B. zur Elektroporation weiterverwerten

������$.!
+ONZENTRIERUNG�DURCH�!LKOHOLF¤LLUNG
(nach Wallace, 1987)

Eine wäßrige DNA-Lösung wird zur Fällung mit 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat und 1/1 Volumen Isopropanol
versetzt und 30 min zentrifugiert. Mitgefällte Salze werden durch Waschen mit 70 %igem Ethanol entfernt. Nach
erneuter Zentrifugation zur quantitativen Entfernung des Ethanols wird das Pellet 2 min bei RT getrocknet und
in sterilem H20 dest. bei 65 °C gelöst.
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������"ESTIMMUNG�DER�$.!
+ONZENTRATION

Die DNA-Konzentration wird durch Messung der Extinktion bei 260 nm bestimmt. Eine E.260 von 1 entspricht
50 µg doppelsträngiger bzw. 33 µg einzelsträngiger DNA pro ml. Die Reinheitsbestimmung der DNA erfolgt
durch den Vergleich der Extinktionen bei 260 und 280 nm. Reine DNA liefert einen Quotienten E260/280 von
1,165-1,85.

����$.!
!NALYSEN�IM�-INIGEL

������!GAROSE
'ELELEKTROPHORESE

Die Agarose-Gelelektrophorese trennt DNA-Fragmente als negativ geladene Makromoleküle in Abhängigkeit
ihrer Größe auf. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit im Gel abhängig von dem Molekulargewicht, der
DNA-Konformation, (supercoiled oder linear), der Porengröße des Gels sowie der angelegten Spannung. Die
Laufstrecke linearer, doppelsträngiger DNA verhält sich weitgehend umgekehrt proportional zum Logarithmus
ihres Molekulargewichts bzw. ihrer Länge in Kilobasen (kb). Die Länge unbekannter DNA-Fragmente kann
durch den Vergleich mit einem Längenstandard ermittelt werden, z.B. mit dem DNA molecular weight marker X
von Boehringer. Vor dem Auftragen der DNA wird sie mit einem Glyzerin-haltigen Bromphenolblau-Mix (BPB)
versetzt, der einerseits die Dichte der Proben erhöht und sie in die Geltaschen einsinken läßt, anderseits den
Fortschritt der Elektrophorese anzeigt. Die Elektrophorese erfolgt bei einer Spannung bis 100 Volt , wobei die
Stromstärke 300 mA nicht überschreiten sollte, da sonst der Puffer überhitzt und die Agarose schmilzt. Nach
Beendigung der Elektrophorese wird die DNA mit dem interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid angefärbt.
Die Detektion erfolgt unter UV-Licht bei 320 nm. Für Lösungen und Puffer siehe 1.1.3.

'ELELEKTROPHORESE�F¼R�-INIGELKAMMERN
(nach Odgen & Adams, 1987)

Die Agarose-Konzentration beträgt je nach Größe der aufzutrennenden Fragmente 0,8-2 %. Dabei gilt, je kleiner
das Fragment, desto höher die Agarose-Konzentration. Zur Auftrennung sehr kleiner Fragmente (< 400 bp)
wurde 3 %ige NuSieve GTG-Agarose benutzt.

- Agarose in TA-Puffer aufkochen, bis die Agarose vollständig gelöst ist.
- Auf ca. 60 °C abkühlen lassen, in den Gelträger gießen  und sofort den Gelkamm einsetzen
- Gel ca. 20 min auspolymerisieren lassen
- Mit TA-Puffer überschichten und Gelkamm vorsichtig entfernen
- DNA-Proben und Längenstandard mit je  5 µl BPB vermischen und in die Geltaschen pipettieren
- Elektrophorese bei maximal 100 V und 300 mA, der Verlauf der Elektrophorese kann an der BPB-

Bande verfolgt werden.
- Anfärbung des Gel im Ethidiumbromid-Bad (10 µg EtBr/ml TA-Puffer) für 5 min
- Auswertung und fotografische Dokumentation des Gels unter UV-Licht auf einem Transilluminator

������%CKHARDT
,YSE
(Eckhardt, 1978, modifiziert)

Die Eckhardt-Lyse stellt eine schnelle und einfache Methode zur Analyse des Plasmid-Gehalts und der Plasmid-
Länge dar. Die Lyse der Zellen erfolgt dabei durch SDS.
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Gelvorbereitung:
- 0,8 %ige Agaroselösung in TA-Puffer aufkochen
- SDS in einer Endkonzentration von 0,2 % zusetzen
- in Gelkammer gießen und Gelkamm einsetzen

Durchführung:
- pro Lyse 5 µg TES-Puffer in eine Microtiterplatte geben
- mit sterilem Zahnstocher eine %��COLI Kolonie abnehmen, im TES-Puffer suspendieren
- %�� COLI-Suspension mit 15 µl E-1-F/Lysozym/Rnase vermischen und sofort in die Geltaschen

pipettieren
- in Kontrollspur 5 µl BPB auftragen
- Vorlauf bei 15 V, bis die Taschen vollständig aufgeklart sind (ca. 15 min)
- Hauptlauf bei 100 V
- Gel nach Beendigung des Laufs kurz in Wasser schenken und 5 min mit Ethidiumbromid anfärben
- Dokumentation mit dem Transilluminator

������)SOLIERUNG�VON�$.!
&RAGMENTEN�AUS�!GAROSEGELEN

Diese Methode dient zur Isolierung definierter DNA-Fragmente aus dem Agarose-Gel. Die DNA wird
enzymatisch gespalten, im Agarose-Gel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefärbt. Die DNA wird mit UV-
Licht sichtbar gemacht und das gewünschte Fragment mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Aufreinigung
erfolgt durch eine Glasmilch-Behandlung mit dem Nucleotrap Extraction Kit for Nucleic Acids (Macherey-
Nagel).

Durchführung nach Manual:
- DNA-Fragment unter UV-Licht ausschneiden
- in vorher gewogenes Eppi geben, Gewicht bestimmen
- pro 100 mg Agarose 300 µl NT1 zugeben
- 15 µl Nucleotrap Suspension zugeben, vortexen
- 10 min Inkubation bei 50°C, dabei alle 2-3 min vortexen
- 30 s bei 15000 rpm zentrifugieren, Überstand verwerfen
- 500 µl NT2 zugeben, vortexen, 30 s zentrifugieren
- NT2 Waschschritt wiederholen, dann zweimal mit NT3 waschen
- Überstand vollständig entfernen, Pellet 10 min bei Raumtemperatur trocknen
- Pellet in 40 µl H20 aufnehmen, vortexen, 30 s zentrifugieren
- Überstand mit DNA-Fragment in ein neues Eppi überführen

����+LONIERUNGSEXPERIMENTE

(nach Sambrook ET�AL�, 1989)

������$.!
2ESTRIKTION

Isolierte DNA wird zur Analyse oder Ligation mit geeigneten Restriktionsenzymen des Typs II gespalten. Diese
Enzyme erkennen palindromische Sequenzen und katalysieren eine hydrolytische Spaltung des DNA-
Phosphatgerüsts innerhalb dieser Sequenz. Dabei entstehen charakteristische 3‘ – oder 5‘ –Überhänge („sticky
ends“) oder glatte Enden („blunt ends“). Da die Enzyme in Glyzerinpuffern gelagert werden, ist bei Gebrauch
darauf zu achten, daß der Glyzeringehalt (= Enzymanteil) im Spaltungsansatz 10 % (v/v) nicht überschreitet, da
es sonst zu Aktivitätseinbußen kommen kann. Die Spaltung erfolgt unter den vom Hersteller empfohlenen
Bedingungen unter Verwendung des mitgelieferten Puffers oder des TA-Restriktionspuffers. Bis auf wenige
Ausnahmen spalten alle verwendeten Restriktionsenzyme bei 37 °C. Pro Spaltungsansatz werden 5 µl Plasmid-
DNA einer alkalischen Lyse mit 1 Unit Restriktionsenzym verdaut. Bei Restriktionsverdau von Gesamt-DNA
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werden sowohl die DNA Menge erhöht (10-15 µl) als auch die der Restriktionsenzyme. Die Spaltung erfolgt für
1-2 h bei angegebener Temperatur im Wasserbad, durch Hitzebehandlung oder Phenolisierung wird das
Restriktionenzym inaktiviert.

������%RZEUGUNG�VON� BLUNT�ENDS

Um Fragment mit unterschiedlichen sticky ends zu ligieren, müssen diese in blunt ends umgewandelt werden.
Das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase besitzt eine 5‘-3‘-Polymerase-Aktivität sowie eine 3‘-5‘-
Exonuklease-Aktivität. Mit diesem Enzym können also sowohl 5‘- Überhänge durch Auffüllen als auch 3‘-
Überhänge durch Abbau der nicht gepaarten Nukleotide in „blunt-ends“ überführt werden. Die so erzeugten
blunt-end-Fragmente können in beliebiger Kombination ligiert werden.

- ca. 20 µl inaktivierter Spaltungsansatz
- 1 µl Klenow-DNA-Polymerase (2-4 units/µl)
- 1fach TA-Spaltungspuffer
- jeweils 1/10 Volumen der benötigten dNTPs (10mM)
- Ansatz mit sterilem H20 dest. auf 30 µl auffüllen
- 30 min Inkubation bei 37 °C
- Inaktivierung des Klenow-Enzyms bei 70 °C für 20 min oder durch Phenolisierung
- Abtrennung freier Nukleotide durch Sephadex-Behandlung

�������t
$EPHOSPHORELIERUNG�VON�GESPALTENER�$.!

Um die Religierung gespaltener DNA zu vermeiden, wird diese mit alkalischer Phosphatase (Shrimp alkaline
Phosphatase, SAP) behandelt. Die Abspaltung der 5‘- Phosphatgruppe an den Enden der linearisierten DNA
verhindert deren Ligation. Eine Ligation ist nur mit nicht-dephosphorelierter, linearisierter DNA möglich, die
damit in erhöhter Effizienz mit SAP-behandelter DNA ligiert werden kann. Die Dephosporelierung erfolgt nach
Herstellerangaben.

������$.!
,IGATION

Ligasen reparieren Doppelstrangbrüche in DNA-Molekülen, indem sie unter Energieverbrauch die 3‘- OH-
Gruppe mit der 5‘- Phosphatgruppe verknüpfen. Die DNA-Ligation erfolgt ATP-abhängig durch die Aktivität
der T4-Ligase. Es können kompatible „sticky end“- sowie beliebige „blunt end“- Fragmente ligiert werden. Die
Restriktionsenzyme der zur Ligation vorgesehenen Spaltungsansätze müssen zuvor inaktiviert werden. Die
Inaktivierungstemperatur und –Dauer richtet sich dabei nach den verwendeten Restriktionsenzymen. Sind
Inaktivierungstemperaturen über 70 °C nötig, ist die Phenolisierung der Hitzeinaktivierung vorzuziehen. Zur
Ligation wird der Ansatz mit DNA, Ligase und 1fach ATP-haltigem Ligasepuffer auf ca. 30 µl aufgefüllt. Die
Insert-DNA wird dabei im Überschuß zur Vektor-DNA gegeben. Die Reaktion startet bei 20 °C und wird
langsam auf 4 °C abgekühlt. Dazu wird das Eppi mit dem Ligaseansatz in eine mit Wasser gefüllte
Thermoskanne gegeben, die ü/N in einem Kühlschrank gestellt wird.

������)DENTIFIZIERUNG�REKOMBINANTER�0LASMIDE�DURCH�LAC:
&ARBREAKTION

Eine funktionale β-Galaktosidase ist in %��COLI durch die Blaufärbung der Kolonien auf X-Gal-haltigem Medium
nachweisbar. Gebräuchliche Kloniervektoren wie pUC19 oder pK18MOB besitzen ein LAC:α
DNA-Fragment mit
einer multiple cloning site (mcs). Mit dieser DNA wird ein LAC:α
defekter %�� COLI Stamm auf Proteinebene
komplementiert. Durch Klonierung fremder DNA in die mcs wird das LAC:α
Fragment disruptiert und die



                                                                                                                                         #��-ATERIAL�UND�-ETHODEN

38

Kolonien färben sich auf X-Gal-haltigem Medium nicht mehr blau. Rekombinante Klone sind ausschließlich an
ihrer weißen Farbe zu erkennen. Die Methode wird allgemein als blau/weiß-Selektion bezeichnet.

����0OLYMERASE�+ETTENREAKTION��0#2	

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine IN� VITRO Methode zur gezielten
enzymatischen Amplifikation von DNA-Fragmenten. Dies wird durch sich wiederholende, automatische Zyklen
erreicht, wobei sich im Idealfall pro Durchgang die Anzahl der entstandenen Kopien verdoppelt. Ein PCR-
Zyklus baut sich aus drei Schritten auf: Durch Hitzedenaturierung wird im ersten Schritt die Template-DNA in
Einzelstränge aufgeschmolzen. Es folgt das Annealing, bei dem durch Absenken der Temperatur die Primer an
ihre spezifische Zielsequenz binden können. In dritten Schritt katalysiert eine thermostabile Polymerase bei 72
°C die Polymerisierung des neuen DNA-Strangs. Die verwendeten Primer werden dabei so gewählt, daß sie
komplementär zu den Enden des gewünschten DNA-Fragments sind. Die Orientierung der Primer ist so, daß das
zwischen ihnen liegende DNA-Fragment durch die Polymerisierung synthetisiert und damit amplifiziert wird.
Neben den Primern und der thermostabilen Polymerase (meist 4AQ-Polymerase) werden im PCR-
Reaktionsansatz Desoxynucleotide, ein Magnesium-haltiger Puffer sowie die Template-DNA benötigt. Die PCR
wurde mit einem PCT-100 Thermocycler (MJ Research Inc.) durchgeführt.
Eine Besonderheit der 4AQ-Polymerase ist, daß sie matrizenunabhängig stets eine Adenosin-Rest an das
Amplifikat anhängt. Dies erleichtert die Klonierung in spezielle, linearisierte Vektoren wie pCR2.1, die einen 3´-
T-Überhang an der Insertionsstelle besitzen. Das PCR-Amplifikat kann so direkt über das 3´- A-„sticky end“ in
den Vektor kloniert werden. Um die Adenosin-Extension an den PCR-Amplifikaten sicherzustellen, wird nach
den PCR-Zyklen ein 10 minütiger Extensionsschritt durchgeführt.

������0#2

- Komponenten des PCR-Ansatzes (Mastermix, für 4 Reaktionen):
-    20    µl 4AQ-Puffer (des Polymerase-Herstellers)
-  165    µl steriles H20 dest.
-      6,6 µl MgCl2-Lösung
-      4    µl dNTP-Gemisch (je 2,5 mM)
-  je 1    µl Primer
-      1    µl Polymerase (5Units)

- 1 µl Template-DNA in PCR-Softstrip-Eppi füllen, pro Primerpaar eine Nullprobe ansetzen
- PCR-Softstrip in Thermocycler stellen
- Programm starten, während des Vorlaufs 50 µl Mastermix in jedes Eppi pipettieren, mit Pipette

mischen
- PCR-Strip und Gerät schließen

Standard PCR-Protokoll:
1. 94 °C   2    min  Vorlauf
2. 94 °C   1,5 min  Denaturierung des DNA-Doppelstrangs
3. 55 °C   1,5 min  Annealing der Primer
4. 72 °C   1,5 min  Polymerisation
5. Schritte 2-4 werden 30 mal wiederholt
6. 72 °C 10    min  Extensionsschritt
7. Ansätze bei 4 °C aufbewahren

Die Annealing Temperatur wird so gewählt, daß sie ca. 5 °C unter der Schmelztemperatur der Primer liegt. Die
Formel zur Abschätzung der Schmelztemperatur lautet:

Tm = 2 °C x (A+T) +4 °C x (G+C)
Zur Überprüfung der Amplifikation werden je 5 µl des PCR-Ansatz im Agarose-Gel analysiert.
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������$)'
0#2

Die DIG-PCR dient zur Herstellung von Hybridisierungssonden für den Southern-Blot. Gegenüber der
Standardmethode der Sondenherstellung hat sie den Vorteil, daß gezielt ein beliebiger DNA-Abschnitt als
markierte Sonde dienen kann. Methodisch unterscheidet sich eine DIG-PCR nicht von einer Standard-PCR, dem
dNTP-Mix werden lediglich 2,5 mM Digoxigenin markiertes DIG-UTP zugegeben, das während der
Polymerisierung statistisch ca. alle 25 Basen anstelle von dTTP eingebaut wird. Das gewonnene, Digoxigenin
markierte PCR-Produkt wird nicht kloniert, sondern direkt als Sonde benutzt.

������0RIMER�$ESIGN

Die Qualität der Primer spielt für die Effizienz und Spezifität der PCR eine entscheidende Rolle, weshalb bei der
Auswahl der PCR-Primer einige Regeln beachtet werden müssen (McPherson, 1995). Um eine ausreichende
Spezifität zu gewährleisten, sollten die Primer eine Mindestlänge von 18 Nucleotiden (nt) aufweisen, ab einer
Länge von 30 nt ist jedoch keine Zunahme der Spezifität mehr zu erwarten. Die Länge und die
Schmelztemperatur der beiden verwendeten Primer sollte möglichst identisch sein, mit einem GC-Gehalt
zwischen 50 und 60%. Eine einfache Formel zur Berechnung der Schmelztemperatur (Tm) eines Primers ist Tm
°C = 2 (A+T) +4 (G+C). Extensionen, wie Schnittstellen für Restriktionsenzyme, werden an das 5‘-Ende des
Primers angehängt. Am 3´- bzw. am 5´- Ende des Primers sollten sich keine Poly(t)-Bereiche befinden, da
Thymidin-Reste dazu neigen, unspezifische Bindungen auszubilden. Um diese und weitere Kriterien wie die
Bildung von Haarnadelstrukturen oder Primer-Dimeren berücksichtigen zu können, werden spezielle
Computerprogramme genutzt. Die hier aufgelisteten Primer wurden mit dem Programm „Primer Designer“,
Version 2.2, erstellt.

Gen Primer-Paar

SEC!

SEC! Fragment

SEC9�Fragment

SEC9

SEC%

SEC%�Region

SEC'

SEC'�Region

SEC$

SEC$�Fragment

  sa1: 5´-GTTTATCATTTCCGTATCGCT-3´
  sa2: 5´-CTTGATGAACTGCTTGCGGA-3´

 saf1: 5´-CGCGACAAGGACTACATCGT-3´
 saf2: 5´-GAGATGTCTGCGGATTCGAG-3´

 syf1: 5´-TGAGGAGGCCAGGAGGCCAG-3´
 syf2: 5´-AACCACCGTACTGACGACGA-3´

  sy1: 5´-TTAAGTGCTGAGGAGGCCAG-3´
  sy2: 5´-TTATCAGCACCGGTAGTTCC-3´

  se1: 5´-TGGATGAGTAGTGATTTAGA-3´
  se2: 5´-GATTCTGACTCCGTAGGTAG-3´

 ser1: 5´-CACCTGGCAGACGCACTCAA-3´
 ser2: 5´-AGCCGGAGTAGCACTGAATG-3´

  sg1: 5´-ACCTGGGTTCTCAAACGGCA-3´
  sg2: 5´-TTGTCGACCTGTTGTCTCCC-3´

 sgr1: 5´-TCCAGGCCTTCCTCACGCAA-3´
 sgr2: 5´-AGCTGCGAGAATCCAGGCTA-3´

  sd1: 5´-TTGTCTGGTTGATTGGAATT-3´
  sd2: 5´-TGAAGTTTCAGTCTGGGAAT-3´

 sdf1: 5´-TGCTGTTGACAGGCGATCGT-3´
 sdf2: 5´-TCATCAGTGGTGCACTGCAT-3´
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SEC&

SEC&�Fragment

  sf1: 5´-GGAGAAGTAGCCATGACTGA-3´
  sf2: 5´-CATCGTGAGTCATAGACGCA-3´

 sff1: 5´-GTACCAAGATGAGCATGCCA-3´
 sff2: 5´-ATCGAACGCATGAAGGTCTG-3´

������+LONIERUNG�VON�0#2
!MPLIFIKATEN

(Topo Cloning manual)

Mittels 4AQ-Polymerase amplifizierte PCR-Produkte wurden unmittelbar in den 3´-T-Überhang des Vektors
pCR2.1 des „Original Topo Cloning Kit“ kloniert. Dieser Kit erlaubt direktes Klonieren von 4AQ-Polymerase-
generierten PCR-Produkten. Der Einsatz modifizierende Enzyme, DNA-Aufreinigung oder Restriktionsspaltung
der Amplifikate sind für die Klonierung nicht erforderlich.
Der Ligationsansatz besteht aus:

- 2 µl steriles H20 dest.
- 1 µl pCR2.1-DNA
- 2 µl PCR-Produkt

Die Ligation erfolgt innerhalb von 2-5 min bei Raumtemperatur.

4RANSFORMATION�
- Kompetente Zellen (TOP10F‘) auf Eis auftauen
- 2 µl β-Mercaptoethanol (0,5 M) zu den Zellen pipettieren
- 1-2 µl Ligationsansatz mit den Zellen mischen
- 30 min auf Eis inkubieren
- exakt 30 s Hitzeschock bei 42 °C
- 2 min auf Eis
- 250 µl SOC-Medium hinzufügen und eine Stunde bei 37 °C regenerieren
- 50-200 µl des Ansatzes auf selektiven LB-X-Gal-Platten ausplatieren
- ü/N bei 37 °C inkubieren

����$.!
4RANSFER

������%LEKTROPORATION

Bei der Elektroporation handelt es sich um eine effiziente Methode zum Transfer freier DNA in Bakterienzellen.
Sie beruht darauf, daß ein elektrischer Puls mit einer Feldstärke von über 10 kV/cm die Bildung von Poren in
vorbehandelten Bakterien verursacht, wodurch exogene DNA in die Zellen gelangen kann. Die eingesetzten
DNA- und Zellsuspensionen müssen weitgehend ionenfrei sein, um eine zu schnelle Entladung des
Kondensators zu verhindern. Die Entladungszeiten liegen idealerweise bei >5 ms für %��COLI und >3 ms für #�
GLUTAMICUM. Wesentlich für die Vorbehandlung der Zellen ist die Konzentrierung und Entionisierung der
Zellsuspension. Es wurden der „Gene Pulser“ und „Pulse Controler“ sowie Elektroporations-Küvetten der Firma
BioRad (München) benutzt.

(ERSTELLUNG�KOMPETENTER�%��COLI�:ELLEN�F¼R�DIE�%LEKTROPORATION
(nach Tauch ET�AL., 1994)
Die Ausbeute an Transformanden kann durch Zellwand-destabilisierende Agenzien erheblich gesteigert werden,
da sie während der frühlogarithmischen Wachstumsphase den Aufbau der Zellwand stark schwächen. Der
Einbau von z.B. Glycin anstelle von Alanin in die Zellwand führt zu einer weniger stark quervernetzten und
lockereren Zellwandstruktur.
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- ein JA10- und zwei JA20-Becher pro Ansatz sterilisieren, ü/N bei 4 °C kühlen
- 2,5 ml %��COLI-Vorkultur in 250 ml LB-Medium überimpfen, bei 37 °C bis zu o.D.580 von 0,5-0,7

anziehen.
- Zellen 15 min in Eiswasser abkühlen
- alle weiteren Schritte bei 0 °C ausführen, Lösungen und Zentrifuge kühlen
- 250 ml Kultur 15 min mit 6000 rpm im JA10-Rotor abzentrifugieren
- Überstand abgießen, Rücklauf vollständig abziehen
- Becher 2 mal mit ca. 20 ml H20 bidest. vorsichtig ausschütteln, ohne das Pellet zu lösen
- Pellet in 5 ml H20 bidest. lösen, danach 250 ml H20 bidest. zugeben
- 15 min bei 5000 rpm abzentrifugieren
- Überstand sofort abgießen, Pellet im Rücklauf resuspendieren
- Suspension in 2 JA20-Becher verteilen und je 25 ml 15 % Glyzerin zugeben
- 15 min bei 5000 rpm abzentrifugieren, Überstand abziehen
- Pellet in 0,5-1 ml 15 % Glyzerin aufnehmen
- je 60 µl der Zellen bei –80 °C schockgefrieren und bei –80 °C lagern

Die kompetenten %�� COLI-Zellen sind mehrere Monate bei –80 °C haltbar. Zur Elektroporation wurde
ausschließlich %SCHERICHIA�COLI DH5αMCR verwendet.

(ERSTELLUNG�KOMPETENTER�#��GLUTAMICUM�:ELLEN�F¼R�DIE�%LEKTROPORATION
(Kirchner, 1999)

- Vorkultur in 50 ml BHIS-Medium animpfen und ü/N bei 30 °C anziehen
- 250 ml BHIS-Medium mit 5 ml Vorkultur beimpfen und im Schüttler bei 30 °C bis zu einer o.D.578

von 1,75 inkubieren
- alle folgenden Schritte wurden bei 0 °C durchgeführt
- Kultur in 2 x 125 ml teilen und in 2 sterile JA14-Becher überführen
- für 20 min mit 6000 rpm im JA14-Rotor abzentrifugieren, Überstand restlos abziehen
- Pellet in 2 ml TG-Puffer resuspendieren, in JA17-Becher überführen, 20 ml TG-Puffer zugeben und

10 min bei 6000 rpm abzentrifugieren
- Waschung mit TG-Puffer wiederholen
- Pellet in 2 ml 10 %igem Glyzerin resuspendieren, 20 ml 10 %iges Glyzerin hinzufügen, mischen

und bei 6000 rpm für 10 min abzentrifugieren
- Waschung mit 10 %igem Glyzerin wiederholen, Überstand restlos abziehen
- Pellet in 1 ml 10 %igem Glyzerin resuspendieren
- Aliquots von 150 µl in Eppis überführen
- bei –80 °C lagern.

%LEKTROPORATION�DER�VORBEREITETEN�%��COLI�:ELLEN

- Zellen auf Eis auftauen
- Elektroporations-Küvetten und ionenfreie DNA auf Eis stellen
- Wahl der Elektroporationsbedingungen:
- Widerstand: 400   Ohm
- Feldstärke:    25    µFarad
- Voltzahl:         2,5 kVolt
- zu 60-100 µl Zellen ca. 5-10 µl ionenfreie DNA geben
- Suspension ganz nach unten in die Elektroporations-Küvetten füllen
- Küvette gut abtrocknen und in den „Gene-Pulser“ einspannen und Puls auslösen
- optimale Zeitkonstante zwischen 6-8 ms
- Sofort 1 ml SOC-Medium zu den Zellen geben und in ein Eppi überführen
- Zellen für 60 min bei 37 °C regenerieren
- Zellen auf Selektionsmedium ausstreichen
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%LEKTROPORATION�VORBEREITETER�#��GLUTAMICUM�:ELLEN

- Wasserbad auf genau 46 °C erwärmen
- Reagenzglas mit 4 ml BHIS-Medium mindestens 5 min im Wasserbad temperieren
- Zellen auf Eis auftauen
- 0,1-10 µg DNA hinzufügen
- Suspension in die Elektroporationsküvette überführen und vorsichtig mit 0,8 ml 10 %igem

Glyzerin überschichten
- Küvette gut abtrocknen und in den „Gene-Pulser“ einspannen und Puls auslösen
- Wahl der Elektroporationsbedingungen:
- Widerstand: 200   Ohm
- Feldstärke:    25    µFarad
- Voltzahl:         2,5 kVolt
- optimale Zeitkonstante zwischen 3,5 und 4,0 ms
- Zellen sofort in das vorgewärmte BHIS-Medium überführen und mischen
- für 6 min bei 46 °C im Wasserbad inkubieren
- für 50 min bei 30 °C im Schüttler regenerieren
- Zellen auf Selektionsmedium ausplatieren

+¼VETTEN
7IEDERVERWERTUNG

Die von den Herstellern gelieferten Einweg-Küvetten können 2-4 mal wiederverwendet werden, ohne das die
Transformationsfrequenz ernsthaft sinkt. Dazu müssen die Küvetten aber Ionen- und Proteinfrei sein und wieder
sterilisiert werden.

- Küvetten und Deckel sofort nach Gebrauch mit 70 % Ethanol auswaschen und in Ethanol sammeln
- Küvetten 2 x in der Spülmaschine spülen
- zum Sterilisieren kurz in 70 %igem Ethanol waschen
- unter der Sterilbank abdampfen lassen, Küvetten verschließen

������3CHNELLTRANSFORMATION

Durch Behandlung mit Calciumchlorid und Polyethylenglycol (PEG) erhalten %�� COLI Zellen Kompetenz zur
Aufnahme freier DNA. Dieses Verfahren dient vor allem zur schnellen Transformation von unterschiedlichen %�
COLI  Stämmen mit bereits vorhandenen Plasmiden, da die aufwendige Herstellung kompetenter Zellen entfällt.
Klonierungen erfolgen wegen der erhöhten Transformationsrate trotzdem durch Elektroporation.

- 15-20 %��COLI Kolonien von frischer Platte nehmen
- im Eppi in 100 µl CaCl2/PEG-Lösung resuspendieren
- Zellen 5min auf Eis lagern
- 3-5 µl Plasmid-DNA zugeben
- Zellen 8 min auf Eis
- 30 s Hitzeschock bei 42 °C
- 2 min auf Eis
- 900 µl SOC-Medium zugegen, 1 h bei 37 °C regenerieren
- auf Selektionsmedium ausplatieren

������+ONJUGATIVER�0LASMIDTRANSFER�VON�%��COLI�NACH�#��GLUTAMICUM
(nach Schäfer ET�AL., 1990)

%�� COLI Zellen können bei Vorhandensein von TRA-Genen „Pili“ ausbilden, mit denen sie Kontakt zu anderen
Zellen aufnehmen. Nach Ausbildung dieser Verbindungsbrücken kommt es zum Transfer ORI4
tragender DNA.
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Der hier verwendete Donor %��COLI S17-1 trägt die TRA-Gene des Plasmids RP4 integriert im Chromosom, die so
IN�TRANS auf die Mobilisierungstelle (ORI4) eines zu übertragenen Vektors wirken. Die Donorstämme sollten sich
in der logarithmischen Wachstumsphase befinden, wogegen Rezipienten der spätlogarithmischen oder
stationären Phase verwendet werden können. Um eine Gegenselektion nach der Kreuzung zu ermöglichen, sollte
der Rezipientenstamm eine Antibiotika-Resistenz besitzen, über die der Donor-Stamm nicht verfügt. Beim
konjugativen Plasmid-Transfer von %�� COLI nach #�� GLUTAMICUM wird das Restriktionssystem des Rezipienten
durch eine Hitzebehandlung ausgeschaltet, um eine effektivere Übertragung zu gewährleisten.

- #��GLUTAMICUM Rezipient in Vor- und Hauptkultur in LBG bis zu einer o.D580 von ca. 4 anziehen
- Rezipientenkultur auf RT abkühlen lassen, 10 ml Kultur im Reagenzglas für 9 min bei 48,5 °C

hitzeschocken
- Vorkultur des %��COLI S17-1 Donors 1:50 in LBG überimpfen, bis zu einer o.D580 von 1 anziehen
- je 4 x 108 Donor- und Rezipeintenzellen pelletieren
- Zellen in LBG waschen, danach zusammengeben
- Kreuzungsgemisch auf Nitrocellulose-Filter (0,45 µm Porengröße, ∅ 25 mm) auf einer LB-Platte

aufbringen
- Platten bei 30 °C für 20 h inkubieren
- Filter mit Zellen mittels steriler Pinzette in ein mit 10 ml LB gefülltes PE-Röhrchen überführen
- durch Vortexen die Zellen vom Filter abspülen, Filter entfernen und Zellen pelletieren
- Pellet in 1 ml LB resuspendieren und je 0,2 ml auf Selektionsmedium (Nx für #��GLUTAMICUM  und

Resistenz des Plasmids) plattieren
- Platten 2-3 d bei 30 °C inkubieren

����$.!
(YBRIDISIERUNG
(nach Southern, 1975)

Der Nachweis homologer DNA-Sequenzen erfolgt per Southern-Hybridisierung. Die zu überprüfende DNA wird
mit geeigneten Restriktionsenzymen gespalten, im Agarose-Gel aufgetrennt und die doppelsträngige DNA nach
Denaturierung an eine Nylonmembran gebunden (Southern-Blot). Man gibt markierte DNA als
Hybridisierungssonde hinzu und erlaubt das „annealing“ der homologen Bereiche. Die Stringenz der
Hybridisierung wird durch die Temperaturen bei Hybridisierung und Waschung sowie durch den Salzgehalt der
Waschlösung bestimmt. Zur DNA-Markierung wurde der „DNA-Labeling and Detection Kit Nonradioactive“
(Boehringer, Mannheim) eingesetzt. Dabei werden durch den Einbau von Digoxigenin gekoppelten dUTP-
Nukleotiden die neu synthetisierten DNA-Stränge markiert. Nach der Hybridisierung an die Ziel-DNA weist
man die Sonde durch ein polyklonales Schaf-Anti-Digoxigenin-Antikörper-Konjugat imunologisch nach. Die
Aktivität der, an diese Antikörper gebundenen alkalischen Phosphatase (Apho) wird durch eine in Verbindung
mit Nitroblau-Tetrazolium (NBT) und 5-Brom-4-Chlor-Indolylphosphat-Toluidin (X-Phosphat) ausgelöste
Farbreaktion sichtbar gemacht. Lösungen und Puffer siehe 1.3.5.

������3OUTHERN
"LOT
(nach LKB 2016 VacuGene-Blot Manual)

In einem Gel aufgetrennte DNA-Fragmente werden mittels Vakuum-Blot auf einen Nylonfilter transferiert. Im
Gegensatz zum herkömmlichen Southern-Blot (Southern, 1975) wird dabei durch das Anlegen eines Vakuums
der Pufferverbrauch und der Zeitaufwand minimiert.

- gespaltene DNA und Längenstandard im Gel auftrennen und kurz mit EtBr anfärben
- Gel unter UV-Durchlicht dokumentieren
- Blotkammer (VacuGene-Kammer LKB 2016) zusammenbauen
- Nylonmembran etwas größer als das Maskenfenster zurechtschneiden, durch das Fenster unter die

Maske legen, Ränder markieren
- Gel luftblasenfrei über das Maskenfenster auf die Membran legen
- Blotkammer verschließen, Vakuum von 50- 80 mbar anlegen
- Gel mit folgenden Lösungen überschichten, ohne dabei das Vakuum zu unterbrechen (zum

Wechseln der Lösungen diese mit einem Vakuumschlauch absaugen):
- 10 min Depurinierungslösung A
- 10 min Denaturierungslösung B (frisch ansetzen)
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- 10 min Neutralisierungslösung C
- 30 min 20fach SSC
- Rest der Lösung absaugen, Vakuum abschalten und Gel entfernen
- Filter 5 min trocknen lassen
- Filter in Frapanfolie einwickeln, DNA 5 min mit UV-Licht fixieren (crosslinking)
- Membran sofort zur Hybridisierung einsetzen oder zwischen 3MM-Papier lagern

������$.!
-ARKIERUNG�MIT�$IGOXIGENIN
(nach DNA-Labeling and Detection Kit Nonradioactive Manual)

Die zu markierende, doppelsträngige DNA wird denaturiert. Bei der „random primed“ DNA-
Markierungsmethode wird ein Gemisch aus Oligonukleotiden (ca. 6 bp) mit zufallsbedingter Sequenz („random
primer“) als Primer genutzt, mit deren Hilfe die Klenow-Polymerase in Gegenwart von Nukleotiden die DE�NOVO-
Synthese des Gegenstrangs der Ziel-DNA katalysiert. Zur Markierung der neu synthetisierten DNA wird dem
Reaktionsgemisch Digoxigenin-markiertes Desoxyuridintriphosphat (dUTP) zugegeben, welches von dem Anti-
Digoxigenin-Alkalische-Phosphatase-Konjugat detektiert wird. Die markierte DNA-Probe wird durch Kochen
und anschließendes Abkühlen auf Eis in die Einzelstrang-Form überführt und kann dann für die
Hybridisierungsreaktion eingesetzt werden.

- Denaturierung der eingestzten DNA durch 5 min Kochen
- schnelles Abkühlen auf Eis (5 min)
- Digoxigenin-Markierung in folgendem Ansatz:
- 20 µl linearisierte, denaturierte DNA
-   3 µl 10fach konzentriertes Hexanukleotidgemisch
-   3 µl 10fach konzentriertes dNTP-Markierungsgemisch
-   2 µl Klenow-Polymerase (2 Units/µl)
- Reaktionsansatz 2 h oder ü/N bei 37 °C inkubieren
- Reaktion durch Zugabe von 1/10 Ansatzvolumen 0,2 M EDTA (pH 8,0) stoppen
- markierte DNA mit 1/10 Ansatzvolumen 4 M LiCl (pH 7,5) und 2,5facher Ansatzmenge 98 %

Ethanol (-20 °C) fällen
- 30 min bei 13000 rpm abzentrifugieren
- Pellet mit 50 µl 70 %igem Ethanol waschen, 5 min abzentrifugieren
- Pellet trocknen und in 100 µl H20 dest. resuspendieren

������(YBRIDISIERUNG

Die Nylonmembran mit der fixierten DNA wird zunächst durch Inkubation mit der Vorhybridisierunglösung
abgesättigt. Damit werden freie Bindestellen auf der Membran mit dem Blockingreagenz besetzt und
unspezifische Bindungen der DNA-Sonde unterbunden. Nach der Vorhybridisierung wird die markierte,
einzelsträngige Sonde zugegeben. Lösungen und Puffer siehe 1.3.5.

6ORHYBRISISIERUNG
- Hybridisierungsschrank auf 68 °C vorheizen
- Nylonfilter mit der DNA-Seite nach innen luftblasenfrei in den Hybridisierungskolben überführen
- 10 ml Vorhybridisierungslösung zugeben
- 1 h bei 68 °C im Drehinkubator inkubieren

(YBRIDISIERUNG
- markierte Probe mit 8 ml Vorhybridisierungslösung verdünnen
- 10 min bei 100 °C denaturieren, sofort für 5 min auf Eis
- Vorhybridisierungslösung durch markierte Probe ersetzen
- Hybridisierung für 12-14 h bei 68 °C im Drehinkubator
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7ASCHUNG
Um überschüssige. mit Digoxigenin-dUTP-markierte DNA zu entfernen, muß der Filter mehrfach gewaschen
werden.

- Hybridisierungsprobe auffangen und bei –20 °C lagern (kann mehrfach verwendet werden)
- Filter 2 mal 5 min bei RT mit 100 ml Waschlösung A rollern
- Filter 2 mal 15 min bei 68 °C mit 50 ml vorgewärmter Waschlösung B rollern

Die Filter können direkt zur Detektion der hybridisierten DNA verwendet oder für einen späteren Nachweis
lichtgeschützt aufbewahrt werden.

������)MUNOLOGISCHER�.ACHWEIS
(nach DNA-Labeling and Detection Kit Nonradioactive Manual)

Der mit alkalischer Phosphatase markierte Schaf-Anti-Digoxigenin-Antikörper bindet an die markierte DNA.
Ungebundenes Anitkörper-Konjugat wird durch Waschschritte entfernt, bevor die markierte DNA durch
Inkubation mit der Färbelösung sichtbar gemacht wird.

- Filter im Hybridisierungskolben 1 min in Puffer 1 waschen
- 30 min in 100 ml Puffer 2 inkubieren
- 30 min in 20 ml Antikörper-Konjugat-Lösung bei RT rollern
- 2 mal 15 min in Puffer 1 waschen
- 2 min in Puffer 3 equilibrieren
- in 10 ml frischer Färbelösung (NBT/X-Phosphat) färben, bis Banden sichtbar sind
- Färbung mit TA-Puffer abstoppen

Den Filter dokumentieren, trocknen und zwischen 3MM-Papier lichtgeschützt in Alufolie aufbewahren

������+OLONIEHYBRIDISIERUNG
(nach Bathe ET�AL., 1996)

Im Gegensatz zur Standard-Hybridisierung werden bei der Koloniehybridisierung nicht DNA-Fragmente
sondern ganze Zellen auf die Nylonmembran aufgebracht. Die Zellen werden direkt auf dem Filter durch eine
alkalische Lyse aufgeschlossen, was ein Screenen möglichst vieler Kolonien in möglichst kurzer Zeit
gewährleistet. Lösungen und Puffer siehe 1.3.5.

- Stochern von %��COLI Klonen auf eine LB-Platte und Inkubation ü/N bei 37 °C
- 2 Schichten 3MM-Papeir werden jeweils mit Denaturierungslösung 1, Neutralisierungslösung 2

und 2fach SSC durchtränkt.
- Vorkühlung der Stocherplatten für 30 min. bei 4 °C
- vorsichtiges, luftblasenfreies Auflegen der Nylonmembranen (Hybond) auf die Oberseite der

Stocherplatte mit zwei sterilen Pinzetten
- ca. 1 min Inkubation bei 4 °C, Markierung der Orientierung der Membran auf der Platte
- vorsichtig die Membran von der Platte entfernen und mit der Kolonieseite nach oben auf 3MM-

Papier trocknen
- Membran 15 min auf, mit Denaturierungslösung getränktem 3MM-Papier legen, danach vorsichtig

mit 3MM-Papier trocknen
- Membran 15 min auf, mit Neutralisierungslösung getränktem 3MM-Papier legen danach vorsichtig

mit 3MM-Papier trocknen
- Membran 10 min auf, mit 2fach SSC getränktem 3MM-Papier legen
- Fixierung der DNA durch crosslinking mit UV-Licht

Die Membran wird danach, wie oben beschrieben, mit der entsprechenden Sonde hybridisiert und angefärbt.
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����3EQUENZIERUNG�UND�!USWERTUNG

������3EQUENZIERUNG
(Ansorge ET�AL., 1986, 1987)

Der DNA-Sequenzierung von Plasmid-DNA mit dem A.L.F.-Sequencer liegt die Didesoxy-Methode nach
Sanger ET�AL. (1977) zugrunde. Man setzt einem dNTP-Mix jeweils ein Didesoxynukleotid zu. Ausgehend von
einem definiertem Primer kommt es bei der Neusynthese der zu sequenzierenden DNA zu statistisch verteilten
Kettenabbrüchen. Die Fragmentlängen entsprechen dabei jeweils der Position dieses Nukleotids im DNA-Strang.
Die Auftrennung der Fragmente und deren Detektion erfolgt im Polyacrylamid-Gel mit Hilfe des Automated
Liquid Flourescent (A. L. F.) Express DNA-Sequencers (Pharmacia). Die zur Sequenzierung eingesetzten Primer
sind mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy-5 markiert. Nach ca 2/3 der Laufstrecke im Gel regt ein fixierter
Laserstrahl den Fluoreszenzfarbstoff an, dessen emmitiertes Licht von dem Sequencer aufgenommen wird. Die
Sequenzierung eines DNA-Stranges erfolgt im Vierspurverfahren, bei dem man die DNA in vier
Reaktionsansätzen, die jeweils ein A-, C-, G- oder T-Dideoxynucleotid enthalten, synthetisiert. Die vier Ansätze
werden anschließend in getrennten Spuren im A.L.F. aufgetragen. Das A.L.F.-Manager Computerprogramm
zeichnet die Fluoreszenzsignale auf und prozessiert sie zu einem Sequenzvorschlag. Für die Sequenzierung
wurde der Cy-5 AutoRead Sequencing Kit (Pharmacia) verwendet.

0R¤PERATION�DER�3EQUENZIERGELE
(A.L.F. Express Sequencer Manual)

- Glasplatten, Lichtkoppler, Spacer und mit H20 dest. und 70 %igem Ethanol gründlich putzen und
trockenblasen

- 400 µl Bindesilan und je 100 µl 10 %ige Essigsäure mischen und beide Glasplatten in Höhe der
Geltaschen mit je 250 µl silanisieren

- Platten erneut mit H20 dest. und 70 %igem Ethanol reinigen, dabei Bindesilan nicht über die Platten
verteilen

- Platten, Spacer und Lichtkoppler zusammenbauen und mit Klemmen fixieren
- Gelkamm nochmal säubern, abblasen und zwischen die Glasplatten setzen
- 60 ml Gel-Mix ansetzen:
- 21,7   g Harnstoff
-   6,6 ml Long Ranger Gel Solution
-   9,0 ml 10fach TBE-Puffer
- mit Millipore-Wasser auf 60 ml auffüllen
- Gel-Mix filtrieren und ca. 10 min entgasen
- 30 µl TEMED und 300 µl 10 %iges APS (w/v) zugeben, ca 30 s gut vermischen
- in eine senkrecht am unteren Rand der Gelkammer stehende Spritze füllen und durch leichtes

Anheben der Spritze den Gel-Mix luftblasenfrei zwischen die Glasplatten laufen lassen
- Gel mindestens 1 h auspolymerisieren lassen

3EQUENZIERREAKTION
(nach Zimmermann ET�AL�, 1990)

Für die in dieser Arbeit selbst durchgeführten Sequenzierungen wurden folgende Primer eingesetzt:

Primer Beschreibung Sequenz
rev M13 Reverse Sequencq Primer 5´-CAGGAAACAGCTATGAC-3´
uni M13 Universal Sequence Primer 5´-GTAAAACGACGGCCAGT-3´

Primer-Annealing:
- zu je 10 µl hoch reiner DNA (2-5 µg) werden 2 µl Primer (1,6-2,1 pmol/µl) gegeben
- Denaturierung der Primer durch Zugabe von genau 1 µl 1 M NaOH
- Kurz vortexen und in der Biofuge abzentrifugieren
- Mix 5 min bei 70 °C inkubieren (Denaturierung)
- 2 min bei RT abkühlen lassen und abzentrifugieren
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- Neutralisierung durch Zugabe von genau 1 µl 1 M HCl
- 2 µl Annealing-Puffer und 3 µl DMSO zusetzen, mischen
- Ansatz in ein mit 600 ml Wasser (37°C) gefülltes 2 l Becherglas stellen und 45 min auf RT

abkühlen lassen

Sythesereaktion (Cy-5 AutoRead Sequencing Kit, Pharmacia):
- pro Sequenzieranalyse je 3 µl A, G, T, und C Nukleotidmixe in eine Mikrotiterplatte pipettieren
- 8 µl T7-Polymerase mit 15 µl Verdünnunspuffer in einem eisgekühleten Eppi mischen

(Endkonzentration 3 Unit/µl)
- 1 µl Extensionspuffer und 2 µl verdünnte T7-Polymerase zum Annealing-Ansatz geben
- Mikrotiterplatte im 37 °C Block 1 min vorwärmen
- in definierten Zeitabständen (30 s) jeweils 5 µl des Mixes zu den einzelnen Nukleotidmixen

pipettieren
- nach genau 5 min jeweils 5 µl Stopplösung in den selben Zeitabständen (30 s) zugeben
- Ansatz bleibt bei 4 °C stabil

!�,�&�
3EQUENZIERUNG
(nach A.L.F. Sequencer Manual)

- auspolymerisiertes Gel nach Vorschrift in den A.L.F.-Sequencer einbauen
- Waaserkreislauf und Stromkontakte schließen
- Platte auf 55 °C vorwärmen, Laserstrahl kontrollieren und eventuell ausrichten
- 2 l 0,5fach TBE-Elektrophoresepuffer in die Tanks füllen
- Kamm ziehen und Geltaschen mit Laufpuffer mittels Spritze und Kanüle gut ausspülen
- Proben 5 min bei 85 °C denaturieren, danach auf Eis stellen
- Proben auftragen
- Lauf starten:
-     Spannung:  800    V        Laserleistung:      2 mW
- Stromstärke:     60 mA         Meßintervall:      2      s
-      Leistung:      25   W                Laufzeit:   720 min
- Temperatur:      55   °C
- nach dem Lauf A.L.F. die Rohdaten prozessieren lassen
- Gel nach Vorschrift auseinanderbauen und reinigen

������3EQUENZAUSWERTUNG
(„Staden Program“ Manual, 1992)

Sämtliche Computeranalyse von DNA-Sequenzen wurden auf einer „SUN SPARC ULTRA 1“ Computeranlage
unter dem Betriebssystem „Open Windows“ Version 3.5.1 (Unix) durchgeführt. Die vom A:L.F. Manager
aufgezeichneten Sequenzdaten wurden mit Hilfe des „Staden Program“ Version 97-0 (Staden, 1986) sowie des
FASTA-Programmpakets (Pearson & Lipman, 1988) durchgeführt. Diese Programme erlauben es, einzelne
Sequenzen zu Contigs zusammenzufügen und die DNA- sowie die abgeleiteten Proteinsequenzen
computerunterstützt zu analysieren. Homologievergleiche von DNA- und Proteinsequenzen mit den aktuellen
Versionen der „EMBL“- und „GenBank“-Nukleotiddatenbanken sowie der „SWISSPROT“-Proteindatenbank
wurden mit Hilfe des online Services der „BLAST search programs“ (Altschul ET�AL., 1990, 1997; Gish ET�AL.
1993; Worley ET�AL., 1995) durchgeführt.
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���0ROTEIN
"IOCHEMISCHE�-ETHODEN

����%XPRESSION��%XTRAKTION�UND�$ARSTELLUNG�VON�0ROTEINEN

������0ROTEINEXPRESSION�UND�
EXTRAKTION

Zur biotechnologischen Herstellung von Proteinen werden speziell konstruierte Vektoren (Expressionsvektoren)
genutzt, die nach Ligation mit dem entsprechenden Gen und anschließender Transformation in die Wirtszellen
das gewünschte Protein expremieren. Diese Vektoren zeichnen sich dadurch aus, daß sie vor der multiple
cloning site (MCS) einen starken transkiptionellen Promotor (z.B. LAC, TAC oder TRC� Amann ET�AL., 1988) besitzen,
welcher die Produktion großer Mengen von mRNA des in die MCS klonierten Gens veranlaßt. Downstream der
MCS befinden sich transkriptionale Terminatoren, die den Abbruch der Transkription sicherstellen sollen. Ist auf
dem Vektor zusätzlich das, für den LAC-Repressor kodierende Gen LACIQ vorhanden, so ist der Promotor in
Verbindung mit dem LAC-Operator kontrollierbar. Das entsprechende Gen wird erst nach Zugabe eines Induktors
wie z.B. IPTG, meist nach Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase, transkribiert. Eine solche stringente
Repression ist wichtig, wenn das produzierte Protein das Wachstum der transformierten Zellen beeinträchtigt.
Um die IN� VIVO Translation der produzierten mRNA in ein funktionelles Protein zu gewährleisten, besitzen
Expressionsvektoren unmittelbar vor der MCS meist eine geeignete Ribosomen-Bindestelle (Shine-Dalgarno-
Sequenz).
Der Zellaufschluß erfolgt mechanisch in mit Glasperlen gefüllten Ribo-Tubes, welche durch starke Bewegung
im „HYBAID RiboLyser“ die Zellen zermahlen. Lösungen und Puffer siehe 1.3.6.

%XPRESSION�IN�#��GLUTAMICUM

- 20 ml selektives CGXII-Medium werden mit einer Einzelkolonie von einer frischen ü/N
inkubierten Plattenkultur angeimpft und ü/N bei 30 °C in einem Schüttler bei 150 rpm angezogen

- mit dieser Vorkultur werden 60 ml selektves CGXII-Medium mit einer o. D.580 von 0,1 angeimpft
- Expression erfolgt bei 30 °C im Schüttler bei 150 rpm
- in geeigneten Abständen werden Proben zur Aktivitäts- und Proteinbestimmung sowie zur Messung

der optischen Dichte entnommen
- Kultur wird nach Erreichen der Spät-Stationärphase abgeerntet

(ERSTELLUNG�VON�#��GLUTAMICUM�'ESAMTPROTEIN
2OHEXTRAKTEN

- 20 ml Zellsuspension werden abzentrifugiert, der Überstand verworfen
- Pellet in 10 ml H20 dest. resuspendieren, und erneut 10 min bei 3000 rpm zentrifugieren
- Überstand quantitativ abziehen und Pellet in 1 ml Aufschlußpuffer resuspendieren
- 1,2 ml Zellsuspension in ein Ribo-Tube überführen und 2 µl DNaseI (1 mg/ml) zugeben
- vortexen und in den RiboLyser einspannen
- Zellen zwei mal bei einer Geschwindigkeit von 6,5 für 30 s aufschließen, dazwischen 5 min auf Eis

abkühlen lassen
- nach dem Zellaufschluß 5 min auf Eis abkühlen lassen
- Zelltrümmer und intakte Zellen in Biofuge 15 min bei 15000 rpm abzentrifugieren
- Extrakt in ein Eppi überführen und erneut 20 min zentrifugieren
- den klaren Extrakt in ein neues Eppi überführen und bei –20 °C lagern

%XTRAKTION�VON�#��GLUTAMICUM�:ELLWAND
0ROTEINEN

- 10 ml einer stationären #�� GLUTAMICUM CGXII-Flüssigkultur werden bei 3000 rpm für 10 min
abzentrifugiert, der Überstand verworfen

- Pellet in 10 ml Waschpuffer resuspendieren und erneut abzentrifugieren
- Pellet in 1 ml Waschpuffer aufnehmen und in ein zuvor gewogenes Eppi überführen
- 5 min bei 15000 rpm zentrifugieren und Überstand quantitativ entfernen
- Gewicht des Pellets bestimmen und die Zellen in gleichem Volumen (w/v) Extraktionspuffer

resuspendieren
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- Zellsuspension 5 min kochen
- Zellen für 5 min bei 15000 rpm pelletieren
- Überstand in ein neues Eppi überführen und bei –20 °C lagern

������"ESTIMMUNG�DES�0ROTEINGEHALTS
(BioRad Protein Assay)

Das „Dye-Reagent Concentrate“ von BioRad ist eine sensitive Lösung zur spektrophotometrischen Bestimmung
von Proteinkonzentrationen nach der Lowry Methode. Das System basiert auf der Reaktion von Proteinen mit in
der Lösung enthaltenen Cu2+-Ionen in alkalischem Milieu. Dabei wird das Kupfer zu Cu1+ reduziert, welches
dann mit einem Nachweisreagenz einen blauen Farbkomplex bildet. Diese Blaufärbung ist abhängig von der
Proteinkonzentration und kompatibel zu ionischen und nichtionischen Detergenzien. Die Proteinkonzentration
wird anhand einer Eichgerade bestimmt.

- Probe in Aufschlußpuffer geeignet verdünnen
- 800 µl dieser Verdünnung mit 200 µl „Dye-Reagent Concentrate“ in einer Küvette mischen
- 5 min bei RT inkubieren
- Absorption bei einer Wellenlänge von λ = 595 nm gegen einen Leerwert (Aufschlußpuffer statt

Probe) messen
- für die Eichgerade eine BSA-Konzentrationsreihe mit 1, 5, 10, 15, 20 und 25 µg BSA/ml H20 dest.

ansetzen (Dreifachbestimmung)
- Absorption messen und eine Eichgerade durch durch Auftragen der Absorption gegen die

Proteinkonzentration erstellen
- Bestimmung des Proteingehalts der verdünnten Probe durch Ablesen an der Eichgerade

������$ISKONTINUIERLICHE�3$3
0!'%
(nach Laemmli, 1970; modifiziert)

Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE werden Proteine unter denaturierenden Bedingungen in Abhängigkeit
von ihrer Größe aufgetrennt. Die größenabhängige Wanderung der Proteine im elektrischen Feld wird dadurch
ermöglicht, daß das im Puffer und Polyacrylamidgel enthaltene SDS in konstantem Verhältnis an die Proteine
bindet.  Dadurch erhalten die Proteine eine gleichartige negative Ladung pro Masseeinheit (1,4 g SDS pro g
Protein), wodurch die Eigenladung des Proteins unerheblich wird. Zusätzlich führt das anionische Detergenz
SDS zur Auflösung von Tertiär- und Quartärstrukturen. Die länglichen, negativ geladenen SDS-Proteinkomplexe
wandern im elektrischen Feld zur Anode. Die Auftrennung der Proteinkomplexe erfolgt umgekehrt proportional
zum dekadischen Logarithmus des Molekulargewichts. Das dikontinuierliche System nach Laemmli bewirkt
eine Konzentrierung an der Übergangsstelle zwischen Sammel- und Trenngel, wodurch gut definierte Banden
entstehen. Zudem wird die Aggregation und Präzipitation der Proben während des Eintritts in die Gelmatrix
verhindert. Zur Bestimmung des Molekulargewichts unbekannter Proteine werden zusätzlich Eich- oder
Markerproteine mit bekanntem Molekulargewicht aufgetragen.
Die Porengröße der Gele wird durch das Verhältnis der Konzentration an Acrylamid zum quervenetzendem N-
N´-Methylenbisacrylamid bestimmt. Um kleine Proteine aufzutrennen, werden Gele mit hohem Acrylamid-
Anteil benutzt. Lösungen und Puffer siehe 1.3.7.

Die Angaben in der Tabelle über die Zusammensetzung der Gele beziehen sich auf die unter 1.3.7 aufgeführten
Lösungen, die angegebenen Volumina reichen für ein Gel.
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4RENNGEL�

Acrylamid (%) 5 % 7,5 % 10 % 12,5 % 15 %
Trennbereich 50-180 kDa 30-120 kDa 18-75 kDa 15-60 kDa 15-45 kDa
Stammlösung 1,0 ml 1,5 ml 2,0 ml 2,5 ml 3,0 ml

4xTrenngelpuffer. 1,2 ml 1,2 ml 1,2 ml 1,2 ml 1,2 ml
H20 dest 3,8 ml 3,3 ml 2,8 ml 2,3 ml 1,8 ml

TEMED (10 %) 5 µl 5 µl 5 µl 5 µl 5 µl
APS-Lösung 30 µl 30 µl 30 µl 30 µl 30 µl

3AMMELGEL�

Acrylamid (%) 5 %
Stammlösung 0,66 ml

4x Sammelgelpuffer 0,8 ml
H20 dest. 2,5 ml

TEMED (10 %) 4 µl
APS-Lösung (10 %) 20 µl

(ERSTELLUNG�VON�DISKONTINUIERLICHEN�3$3
0OLYACRYLAMIDGELEN

- Glasplatten, Gummidichtung und Probenkämme mit H20 dest. und Ethanol säubern
- Gelkammer zusammenbauen und senkrecht aufstellen
- Trenngel-Lösung der gewünschten Konzentration (siehe Tabelle) frisch ansetzen
- Gel mittels Spritze bis ca. 1 cm unter den oberen Rand der Gelkammer gießen
- zur Glättung der Oberfläche sofort mit wassergesättigtem n-Buthanol überschichten
- mindestens 1 h auspolymerisieren lassen, dann das Buthanol abgießen
- Sammelgel-Lösung frisch ansetzen, auf das Trenngel gießen
- Kamm einsetzen, Gel muß bis zum oberen Rand stehen, da es sich beim Polymerisieren

zusammenzieht
- mindestens 30 min auspolymerisieren lassen
- Gel sofort verwenden oder bis zu 14 d bei 4 °C lagern

0ROBENVORBEREITUNG�UND�'ELVERLAUF

- Proben je nach Proteingehalt verdünnen und 6:1 mit 6fach Probenpuffer mischen
- Zugabe einiger Kristalle Saccharose zur Beschwerung der Probe
- Marker ebenfalls 6:1 mit Probenpuffer mischen
- Proben direkt vor dem Auftragen 1 min kochen, kurz abzentrifugieren und auf Eis lagern
- Gel mittels Klammern in die Apparatur einspannen
- insgesamt 250 ml Laufpuffer (1fach) in den vorderen und hinteren Pufferbehälter füllen
- Proben in die Geltaschen füllen
- Elektrophorese erfolgt bei 15-20 mA und ca. 160 V , bis die Bromphenolblau-Bande den unteren

Gelrand erreicht hat (1,5-2 h)

������0ROTEINF¤RBUNG�IM�'EL

Im SDS-Gel aufgetrennte Proteine können durch Coomassie Blue gefärbt und somit sichtbar gemacht werden. Es
werden zwei Farbtypen verwendet, Coomassie Brilliant Blue R 250 und Coomassie Brilliant Blue G 250, wobei
letzteres insbesondere kleine Proteine und Peptide anfärbt. Das Detektionslimit dieser Methode liegt bei 0,3-1
µg/Proteinbande. In einem Polyacrylamidgel aufgetrennte Proteine werden durch eine Methanol/Eisessig-
Fixierlösung präzipitiert, bevor sie mit einer Coomassie Blue R 250/G 250-Lösung angefärbt werden. Da sich
dabei das komplette Gel färbt, muß ein Entfärbeschritt durchgeführt werden, bevor die Proteinbanden sichtbar
sind und das Gel dokumentiert werden kann.

- Gel vorsichtig von der Gelplatte in eine Schale mit Fixierlösung gleiten lassen, Gel muß gut mit der
Lösung bedeckt sein
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- 45 min unter Schütteln fixieren lassen
- Lösung vorsichtig abgießen und Coomassie-Färbelösung zugeben
- Gel 45 min unter Schütteln färben
- Lösung durch Schnell-Entfärber ersetzen
- ca. 1 h entfärben, die Lösung dabei mehrfach wechseln
- werden die Proteinbanden sichtbar, kann das Gel in normaler Entfärbe-Lösung ü/N komplett

entfärbt werden
- Gel dokumentieren (Fotografieren oder einscannen)
- Gel in 15 %igem Glyzerin lagern

����0ROTEINSEQUENZIERUNG�MIT�-!,$)
03$

Zur Analyse immobilisierter Proteine wird häufig die MALDI-MS (Matrix assistierte Laser
Desorptions/Ionisations-Massenspektrometrie) verwendet (Lottspeich, 1999). Dabei werden ganze präparierte
Proteine oder enzymatisch verdaute Proteinfragmente in eine kristalline Matrix kleiner organischer Moleküle
eingebettet, in der sie dann durch Laserbeschuß verdampft und ionisiert werden. Dabei hat die Matrix die
Aufgabe, die Proteimmoleküle zu separieren, das Laserlicht zu absorbieren und die Energie durch Relaxation in
kurzer Zeit auf das Festkörpergitter zu übertragen. Dadurch wird eine explosionsartige Auflösung eines kleinen
Bereichs der Festkörperoberfläche und ein Übergang von Matrix und Proteinmolekülen in die Gasphase erreicht.
Die entstandenen Protein-Ionen werden dann in einem Flugzeitanalysator beschleunigt und die genaue Flugzeit
der Ionen von der Ionisierung bis zur Detektion gemessen. Da die Flugzeit bei einer gegebenen
Beschleunigungsspannung und Flugstrecke nur von der Wurzel aus dem Masse/Ladungsverhältnis abhängig ist,
kann über eine Eichung eine genaue Massenbestimmung der Analytmoleküle erfolgen.
Identifizierung von Proteinen erfolgt durch MALDI-PSD (post source decay), wobei die Tatsache genutzt wird,
das Proteine und Peptide während des Fluges in der feldfreien Driftstrecke des TOF- (time of flight) Analysators
spontan zerfallen (metastabiler Zerfall). Diese Fragment-Ionen lassen sich durch Umlenkfelder trennen und über
Eichung mit Referenzverbindungen auch in ihrer Masse bestimmen. Die so erhaltenen Spektren werden on-line
mit, in einer Datenbank enthaltenen Spektren verglichen, die aus theoretisch möglichen Peptiden in silico erstellt
wurde. Die Software liefert dann über die Ähnlichkeit einen Identifizierungvorschlag.

0ROBENVORBEREITUNG

- SDS-PAGE und Coomassie-Färbung wie oben beschrieben durchführen
- Eppis werden 3 mal mit 500 µl Trifluor-Essigsäure (TFA)/60 % CH3CN gewaschen
- die zu untersuchende Bande wird aus dem Gel ausgeschnitten, in ein Eppi überführt und in kleine

Stücke zerschnitten
- parallel wird eine Leerprobe, die kein Protein enthält, aus dem Gel geschnitten und immer gleich

zur Probe behandelt
- Zugabe von 250 µl 50 % H20/ 50 % Acetonitril und Waschen für 5 min
- die Lösung wird durch Zentrifugation entfernt
- die Proben werden in 250 µl 50 % CH3CN/ 50 mM NH4HCO3 für 30 min bei RT inkubiert
- die Lösung wird durch Zentrifugation entfernt
- die Proben werden in 250 µl 50 % CH3CN/ 10 mM NH4HCO3 für 30 min bei RT inkubiert
- die Lösung wird durch Zentrifugation entfernt und die Gelstücke mit einer Speed-Vac vollständig

getrocknet
- zu allen Proben werden 0,1 µg modifiziertes Trypsin (Promega) pro 15 mm3 Gel in 15 µl 10 mM

NH4HCO3 gegeben
- 5- 10 min stehenlassen, damit das Enzym in die Gelstücke einwandern kann
- Zugabe von zusätzlichen 20 µl 10 mM NH4HCO3 ohne Enzym
- 24 h Inkubation bei 37 °C
- Lagerung der Proben bei 4 °C

Die MALDI-PSD-Läufe wurden bei der Firma Bruker (Bremen) durchgefürt.
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����.ACHWEIS�VON�%NZYM
!KTIVIT¤T

Der Nachweis von Enzymaktivität wurde für Cellulase als auch für Amylase auf Platten- und Flüssigkultur
durchgeführt. Während der Plattentest eher zum schnellen Screenen großer Mengen an Bakterien-Stämmen
dient, wird mit dem Test in Flüssigkultur die Enzymaktivität quantitativ bestimmt.

������0LATTEN
4ESTS

#ELLULASE
!KTIVIT¤TSNACHWEIS�MIT�+ONGO
2OT
(nach Kluepfel, 1988)

Der Cellulase-Aktivitätstest beruht auf der direkten Wechselwirkung des Farbstoffs Kongo-Rot mit β-1,4-
Glukanen. Werden diese im Festmedium durch die Cellulase abgebaut, sind sie nicht mehr dauerhaft anfärbbar,
d. h., nach Waschung mit NaCl entstehen klare Höfe um die Kolonien herum.

- Anzucht der Bakterienstämme auf Cellulose-haltigen Agarplatten
- Überschichtung der Platten mit 10 ml 0,1 %iger, wässriger Kongo-Rot-Lösung
-  20 min Inkubation, anschließend wird die Färbelösung dekantiert
- Überschichtung mit 5 M NaCl fixiert die angefärbten Bereiche und wäscht den Farbstoff aus den

Zonen, in denen er nicht an β-1,4-Glukane binden konnte, aus
- angefärbte Platte dokumentieren

!MYLASE
!KTIVIT¤TSNACHWEIS�MIT�,UGOLSCHER�,¶SUNG

Der Amylase-Aktivitätstest beruht auf der Eigenschaft von Jod-Jodkali-Molekülen, sich in den Amylose-Anteil
der Stärke einzulagern. Da dazu eine gewisse Länge des Amylose-Moleküls erforderlich ist, wird, durch
Amylase degradierte Stärke nicht mehr durch die Lugolsche Lösung gefärbt. Der Amylopektin-Anteil der Stärke,
der durch Amylase nicht abgebaut wird, wird mit dieser Nachweismethode auch nicht erfaßt. Da die Amylose
nicht komplett abgebaut, sondern lediglich mehrfach unterbrochen werden muß, um nicht mehr anfärbbar zu
sein, ist diese Nachweismethode extrem empfindlich.

- Anzucht der Bakterienstämme auf Stärke-haltigen Agarplatten
- Überschichtung der Platten mit ca. 10 ml Lugolscher Lösung
- 2-5 min Inkubation, anschließend wird die Färbelösung dekantiert
- Dokumentation der gefärbten Platten

.ACHWEIS�ANDERER�%XOENZYME

Die Aktivität der Enzyme Metalloprotease, Lysozym und Chitinase wurde durch Zugabe der nicht vollständig
löslichen Substrate Milchpulver, lyophilisierten -ICROCOCCUS LYSODEICTICUS-Zellen bzw. kolloidalem Chitin zum
Festmedium nachgewiesen. Bei Enzymaktivität zeigen sich klare Höfe um die Kolonien herum.

������%NZYM
!KTIVIT¤T�IM�+ULTUR¼BERSTAND
(nach Miller, 1959)

Sowohl die Cellulase- als auch die Amylase-Aktivität in Kulturüberständen wurde colorimetrisch durch
Messung der freigesetzten, reduzierenden Zuckern nach der Dinitrosalicylsäure-Methode quantitativ bestimmt.
Dinitrosalicylsäure dient sowohl als Stopp- als auch als Nachweis-Reagenz, da es nach Reaktion mit
reduzierenden Zuckern bei Erhitzung zu einem Farbumschlag von Gelb nach Rot kommt. Lösungen und Puffer
siehe 1.3.9.
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Testansatz:
- 500 µl 1 % Cellulose oder Stärke in Probenpuffer
- 500 µl Kulturüberstand in geeigneter Verdünnung mit Probenpuffer

Leerwert:
- 500 µl Dinitrosalicylsäure-Reagenz
- 500 µl Probenpuffer

Kontrolle:
- 500 µl Kulturüberstand in geeigneter Verdünnung mit Probenpuffer
- 500 µl Probenpuffer

Durchführung:
- Inkubation des Ansatzes für einen geeigneten Zeitraum bei 37 °C in einem Wasserbad
- Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 1 ml Dinitrosalicylsäure-Reagenz
- 5 min Inkubation auf Eis
- 5 min bei 3000 rpm zentrifugieren, um unlösliche Bestandteile zu entfernen
- 1 ml des klaren Überstandes wird in ein neues PE-Röhrchen überführt und 5 min gekocht
- Verdünnung des Ansatzes mit 5 ml H20 dest.
- photometrische Bestimmung der Extinktion bei 546 nm gegen den Leerwert und den Kontrollwert

Die Volumenaktivität U definiert sich in diesem System als:

U = µmol reduzierende Zucheräquivalente /ml x min

Als Standard diente eine Eichkurve mit 0-2 mg Glukose pro Testansatz.
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$���%RGEBNISSE

�	�!NALYSE�DER�SEC
'ENE�AUS�#ORYNEBACTERIUM�GLUTAMICUM

Die Komponenten des Protein-Exportsystems von #��GLUTAMICUM sind bis heute noch nicht

alle bekannt und analysiert. Eine vollständige Analyse dieses „General Secretory Pathway“

(GSP) wäre dabei für das Verständnis der Exportvorgänge und auch für die Entwicklung

gentechnisch modifizierter Protein-Produktionsstämme von großem Nutzen. Die essentiellen

Hauptbestandteile des GSP, SEC! (Kobayashi ET�AL�� 1999), SEC9 (Kobayashi ET�AL�� 1994) und

SEC% (Wehmeier, 1999), wurden bereits von anderen Arbeitsgruppen isoliert. Das nicht-

essentielle Gen SEC' ist seit 1998 bekannt (GenBank D14162). Die ebenfalls nicht

essentiellen Gene SEC$ und SEC& waren noch unbekannt, obwohl die hohe Konservierung des

GSP innerhalb der Bakterien ihr Vorhandensein nahelegte (Siefert ET� AL., 1997). Aufgrund

ihrer Funktion innerhalb des GSP üben sie einen sehr starken Einfluß auf die Rate des

Proteinexports aus, was sie zu geeigneten Manipulationsobjekten bei der Untersuchung des

Proteinexports in #��GLUTAMICUM macht (Duong & Wickner, 1997a).

���	�)SOLIERUNG�UND�!NALYSE�VON�SEC$�UND�SEC&�AUS�#ORYNEBACTERIUM�GLUTAMICUM

Die Isolierung der neuen Gene SEC$ und SEC& wurde zunächst mit einer heterologen PCR

versucht, wobei die Primer-Sequenzen von den homologen Genen aus -YCOBACTERIUM

TUBERCULOSIS abgeleitet wurden. Da dieser Versuch fehlschlug und die Gene auch im Rahmen

des Genom-Sequenzierprojekts bisher nicht identifiziert werden konnten (B. Bathe, pers.

Mitteilung), wurde die konservierte, chromosomale Anordnung der SEC-Gene zur Isolierung

genutzt. In -�� TUBERCULOSIS liegen SEC$ und SEC& wie in Abbildung D-1 gezeigt,

stromaufwärts von DCI!%, einem für einen Dipeptidtransporter kodierenden Gen (Cole ET�AL��

1998). Die durch RUV#, ! und "�kodierten Proteine sind für die Ausbildung der Holliday-

Junktions während der homologen Rekombination verantwortlich. PE-PGRS ist eine

gerichtete, repetetive Sequenz, FAD$��kodiert für eine Acyl-CoA-Synthetase und GAB4 für eine

4-Aminobutyrat-Aminotransferase (Cole ET�AL�, 1998).
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!BBILDUNG� $
�� Schematische Darstellung der SEC$&-Genregion in -YCOBACTERIUM

TUBERCULOSIS.

Von DCI!% aus #��GLUTAMICUM lag ein Fragment vor, das ursprünglich zur Isolierung des REL-

Gens genutzt wurde (Wehmeier ET�AL., 1998). Dieses Fragment wurde nun zur Isolierung von

SEC$ und SEC& mittels der Plasmid-Rescue-Technik eingesetzt.

�����	�)SOLIERUNG�VON�SEC$�UND�SEC&�DURCH�0LASMID
2ESCUE

Die Plasmid-Rescue-Technik beruht darauf, daß ein nicht replizierendes Plasmid über

homologe Rekombination in das Chromosom des Zielorganismus integriert und durch

passende Restriktion zusammen mit Fragmenten chromosomaler DNA wieder ausgeschnitten

wird. Zur Isolierung der SEC$&-Region (siehe Abbildung D-2) wurde das oben beschriebene

DCI!%-Fragment mit den Restriktionsenzymen "AMHI und (INdIII aus dem Vektor pLW60 in

den %��COLI-Vektor pCR2.1 kloniert. Das resultierende Plasmid wurde mittels Elektroporation

nach #��GLUTAMICUM transferiert. Da es nicht in der Lage ist, in #��GLUTAMICUM zu replizieren,

kann der Organismus nur auf Kanamycin-haltigem Medium wachsen, wenn das Plasmid

durch homologe Rekombination über DCI!% in das Chromosom integriert wurde. Die Gesamt-

DNA des resultierenden Stammes #��GLUTAMICUM IAE wurde isoliert und mit einzelnen oder

verschiedenen Kombinationen von Restriktionsenzymen gespalten, wobei der Vektor pCR2.1

intakt und mit einem stromaufwärts des DCI!%-Gens gelegenen DNA-Fragment verbunden

blieb. Nach Ligation der Fragmente und Elektroporation der Ligationsansätze replizieren in %�

COLI je nach verwendeten Restriktionsenzymen unterschiedlich große Plasmide, bestehend aus

pCR2.1 und chromosomalen Fragmenten unterschiedlicher Länge (siehe Tabelle D-1).
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Verwendete Restriktionsenzyme Länge des chromosomalen Fragments

%CORV/.RUI 0,5 kb

8HOI 2,6 kb

8BAI 5,5 kb

.SII 7,5 kb

%CO2V/3SPI 9,8 kb

4ABELLE� $
��� Je nach verwendeten Restriktionsenzymen variiert die Länge des
chromosomalen Fragments zwischen 0,5 und 9,8 kb.

Der Vektor mit dem größten chromosomalen Insert, pRRES, wurde zur weiteren Analyse

eingesetzt.
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!BBILDUNG� $
��� Schematische Darstellung des Plasmid-Rescues eines 9,8 kb großen
chromosomalen Fragments aus #�� GLUTAMICUM. Der Vektor pInsAE wird über homologe
Rekombination in das #�� GLUTAMICUM-Chromosom integriert und durch Restriktion mit den
Enzymen %CORV und 3SPI mit samt einem 9,8 kb großen chromosomalen Fragment wieder
ausgeschnitten und ligiert.
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�����	�+OMPLETT
3EQUENZIERUNG�UND�!NALYSE�DER�����KB
2EGION

Das genomische, 9,8 kb große Insert von pRRES wurde mittels „Primer-Walking“ vollständig

doppelsträngig sequenziert. Dazu wurden anhand der Sequenzdaten bereits durchgeführter

Sequenzierungen jeweils die Primer für die nächste Sequenzierung abgeleitet. Die

Sequenzierungen sind durch die IIT-Biotech GmbH (Bielefeld) durchgeführt worden. Die

einzelnen Sequenzen wurden zu einem kontinuierlichen DNA-Strang zusammengefügt und

einer Kodierbereichsanalyse unterzogen. Die Ergebnisse sind in Abbildung D-3 dargestellt.

Die potentiellen Kodierbereiche (ORF) wurden mit dem Staden-Programm XNIP bestimmt,

wobei der Computeranalyse eine #�� GLUTAMICUM Codon-Präferenzliste (Kalinowski, 1990)

zugrunde lag.

!BBILDUNG�$
���Kodierbereichsanalyse des 9,8 kb-Rescues (nach Staden, 1986). Startcodons
sind als senkrechte Striche auf der Grundlinie, Stoppcodons in der Mitte des jeweiligen
Rasters dargestellt. Bereiche hoher Kodierwahrscheinlichkeit liege oberhalb der Mittellinie.
Die Region weist neun potentielle offene Leseraster (ORF, open reading frame) in gleicher
Leserichtung auf dem Plusstrang auf. Lage und Orientierung der ORFs sind durch graue Pfeile
angegeben.
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Um die potentiellen ORFs , die alle in gleicher Leserichtung auf dem Plusstrang liegen, zu

identifizieren, wurde mit den Blast-Programmen (Altschul ET� AL, 1990; 1997)

Homologievergleiche mit bereits sequenzierten Genen in der GenBank-Datenbank

durchgeführt. Die ORFs sind in Tabelle D-2 genauer charakterisiert. ORF-1 weist Homologie

zu der Acyl-CoA-Transferase TES"� und ORF-2 zu YFC!� einem hypothetischen Protein mit

Ähnlichkeit zu bakteriellen Strukturproteinen, auf. Bei den ORFs 3 bis 5 handelt es sich um

das RUV
Cluster, bestehend aus den Genen RUV#��RUV!�und RUV", die während der homologen

Rekombination für die Ausbildung der Holliday-Junctions sind (West ET� AL., 1997). ORF-7

wurde als SEC$�und ORF-8 als SEC&�erkannt, ORF-9 als DCI!%��Lediglich zu ORF-6 konnte

kein Gen mit signifikanter Homologie gefunden werden.

Die Startcodons der identifizierten Gene wurden anhand der Homolgiedaten und dem

Vorhandensein einer potentiellen Ribosomen-Bindestelle (RBS) bestimmt. Abbildung D-4

zeigt eine Restriktionskarte der sequenzierten Genregion. Die vollständige DNA-Sequenz der

Region und die abgeleiteten Aminosäure-Sequenzen der entsprechenden Proteine ist im

Anhang dargestellt.

Damit waren SEC$ und SEC& aus dem Chromosom isoliert und standen für weitere Analysen

zur Verfügung.

ORF Länge (AS) Homologe Gene aus�-. TUBERCULOSIS (Cole ET�AL., 1998) e-Value

ORF-1 133 TES"� (part.), Acyl-CoA-Transferase 7e-31

ORF-2 251 YFC!, hypothetisches bakterielles Strukturprotein 6e-104

ORF-3 221 RUV#��„Holliday-Junktion“-Resolvase 2e-54

ORF-4 208 RUV!, „Holliday-Junktion“-DNA Helicase 7e-19

ORF-5 364 RUV", „Holliday-Junktion“-DNA Helicase 8e-125

ORF-6 121 keine Homologie

ORF-7 637 SEC$��Proteinexport-Membranprotein 2e-99

ORF-8 403 SEC&��Proteinexport-Membranprotein 2e-86

ORF-9 518 DCI!%, Dipeptidtransporter 1e-35

4ABELLE�$
���Identifizierung der ORFs des „Plasmid-Rescues“. Der „e-Value“ ist das Maß für
die Wahrscheinlichkeit, daß es sich um ein anderes als das genannte Gen handelt.
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!BBILDUNG�$
���Restriktionskarte der 9,8 kb-Region und der in ihr enthaltenen Gene.

�����	�!NALYSE�VON�SEC$

Nachdem SEC$ isoliert war, begann die Analyse des Gens und der abgeleiteten

Proteinsequenz. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abbildung D-5 dargestellt.

Das SEC$-Gen aus #�� GLUTAMICUM� wird aus 1911 Basenpaaren gebildet. Homologie-

Vergleiche und eine potentielle Ribosomen-Bindestelle AAGGA lassen vermuten, daß das

Gen mit dem seltenen Start-Codon TTG beginnt.

Das Gen spezifiziert ein Protein aus 637 Aminosäuren und weist eine kalkulierte molekulare

Masse von 67689 Dalton auf. Der theoretische, isoelektrische Punkt pI liegt bei 4,52. Die

Analyse der Aminosäure-Sequenz des SecD-Proteins mit dem Computerprogramm

HMMTOP (Tusnády & Simon, 1998) ergab, daß das Protein sechs Transmembran-Domänen

in ungleichmäßiger Verteilung aufweist. Folge dieser Aufteilung ist, daß mehr als Hälfte des

Proteins, nämlich 371 Aminosäure-Reste, als großer, extracytoplasmatischer „Loop“

vorliegen. Ein Alignment des #��GLUTAMICUM SecD-Proteins mit dem homologen Protein aus

-��TUBERCULOSIS�mit Hilfe des CLUSTAL-W-Programms (Myers & Miller, 1988) zeigte eine

Ähnlichkeit von 61 % und eine Identität von 41 % zwischen den beiden Proteinen (Abbildung

D-6). Diese Homologie ist jedoch nicht gleichmäßig über das gesamte Protein verteilt, der C-

terminale Anteil des Proteins, der fünf der sechs Transmembran-Domänen trägt, ist deutlich

besser konserviert als der extracytoplasmatische „Loop“, zudem ist das Protein gegenüber

dem mycobakteriellen SecD-Protein C-terminal verlängert. Weiterführende

Computeranalysen der Aminosäure-Sequenz zeigten sechs konservierte Bereiche, die in allen
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bisher untersuchten SecD-Proteinen vorhanden sind (Bolhuis ET� AL��1999a). Eine Funktion

dieser Bereiche ist bisher nicht bekannt.

!BBILDUNG� $
��� DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosäure-Sequenz von SEC$ aus
#��GLUTAMICUM. RBS und Startcodon sind in Blau gekennzeichnet, Transmembran-Domänen
in Gelb. Die in allen SecD-Proteinen zu findenden, konservierten Regionen D1-6 sind rot
markiert.
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                                                                             )����������������������������������������������������������$�
#GSecD  MARQKKSAASAWERWPKRAIALFVLIVVGVYALVLLTGDRSATPKLGIDLQGGTRVTL---VPQGQDPTQDQLNQARTIL  77
-TSecD  -----MASSSA-PVHPARYLSVFLVMLIGIYLLVFFTGDKHTAPKLGIDLQGGTRVTLTARTPDGSAPSREALAQAQQII  74
              :::**    * * :::*:::::*:* **::***: ::***************   .*:*. *::: * **: *:

���������������������������������������$�
#GSecD  ENRVNGMGVSGASVVADGNTLVITVPGENTAQAQSLGQTSQLLFRPVGQAGMPDMTTLMPELEEMANRWVEYGVITEEQA 157
-TSecD  SARVNGLGVSGSEVVVDGDNLVITVPGNDGSEARNLGQTARLYIRPVLNS-MPAQPAAEEPQPAPSAEPQPPGQPAAPPP 153
        . ****:****:.**.**:.*******:: ::*:.****: :* :*** :: **  .:        : .    *  :  .

#GSecD  NASLEEMNTAVASTT-AVEGEEATEPEPVTVSATPMDEPANSIEATQRRQEITDMLRTD---RQSTDPTVQIAASSL--M 234
-TSecD  AQSGAPASPQPGAQPRPYPQDPAPSPNP-TSPASPPPAPPAEAPATDPRKDLAERIAQEKKLRQSTNQYMQMVALQFQAT 232
          *    ..  .: . .   : *..*:* * .*:*   *. .  **: *::::: :  :   ****:  :*:.* .:

#GSecD  QCTTDEMDPLAGTDDPRLPLVACDPAVGGVYVLDPAPLLNGETDEENGARLTGNEIDTNRPITGGFNAQSGQMEISFAFK 314
-TSecD  RCESD--DILAGNDDPKLPLVTCSTDHKTAYLLAPS-IISGDQ-IQNAT--SG--MDQ-RGI--GY-------VVDLQFK 294
         :* :*  * ***.***:****:*..    .*:* *: ::.*:   :*.:  :*  :*  **  *:        :.: **

                                                                                    �$�
#GSecD  SGDGEEGSATWSSLTSQYLQQQIAITLDSQVISAPVIQSATPVGSATSITGD--FTQTEAQDLANNLRYGALPLSFAGEN 392
-TSecD  -G---PAANIWADYTAAHIGTQTAFTLDSQVVSAPQIQEAIPGGRTQISGGDPPFTAATARQLANVLKYGSLPLSF--EP 368
���������
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                                        �������������������$��������))���������������������������������������������������)))
#GSecD  GERGGTTTTVPPSLGAASLKAGLIAGIVGIALVAIFVFAYYRVFGFVSLFTLFAAGVLVYGLLVLLGRWIGYSLDLAGIA 472
-TSecD  SE----AQTVSATLGLSSLRAGMIAGAIGLLLVLVYSLLYYRVLGLLTALSLVASGSMVFAILVLLGRYINYTLDLAGIA 444
        .*    : **..:** :**:**:*** :*: ** :: : ****:*::: ::*.*:* :*:.:******:*.*:*******

                            )6���$��������������������������������������������������������������������������������������6���������$�
#GSecD  GLIIGIGTTADSFVVFYERIKDEIREGRSFRSAVPRAWESAKRTIVTGNMVTLLGAIVIYLLAVGEVKGFAFTLGLTTVF 552
-TSecD  GLIIGIGTTADSFVVFFERIKDEIREGRSFRSAVPRGWARARKTIVSGNAVTFLAAAVLYFLAIGQVKGFAFTLGLTTIL 524
        ****************:*******************.*  *::***:** **:*.* *:*:**:*:************::

                  6)
#GSecD  DLVVTFLITAPLVILASRNPFFAKSSVNGMGRVMKLVEERRANGELDEPEYLKKIHAKNAAADKASTDNSSTDNSEAPGT 632
-TSecD  DLVVVFLVTWPLVYLASKSSLLAKPAYNGLGAVQQVARERRAMARTGRG------------------------------- 573
        ****.**:* *** ***:..::**.: **:* * ::..**** ..

#GSecD  DTNQEEEK                                                                         637
-TSecD  --------                                                                         573

!BBILDUNG� $
�� Vergleich der abgeleiteten Aminosäuresequenzen von SecD von
#��GLUTAMICUM und -��TUBERCULOSIS. Identische Aminosäuren (*) und konservative Austausche
(:) sind gekennzeichnet. Die konservierten Regionen D1-D6 sind gerahmt. Die
Transmembrandomänen aller Proteine wurden durch das HMMTOP-Programm (Tusnády &
Simon, 1998) bestimmt.

�����	�!NALYSE�VON�SEC&

Nach der Analyse von�SEC$ wurde in gleicher Weise das Gen SEC& und das daraus abgeleitete

Protein untersucht. Die Ergebnisse diese Analyse sind in Abbildung D-7 dargestellt.

Das Gen SEC& aus #��GLUTAMICUM�besteht aus 1209 Basenpaaren, beginnt fünf Basen nach dem

Stoppcodon von SEC$ und seine wahrscheinliche Ribosomen-Bindestelle AGGAG ist Teil des

3´-Endes von SEC$. Die Distanz zwischen dem SEC$-Stoppcodon TAG und dem SEC&-

Startcodon ATG beträgt zwei Nukleotide.

Mit 403 Aminosäure-Resten weist das SecF-Protein eine berechnete Masse von 43663 Dalton

auf, der theoretische isoelektrische Punkt des Proteins liegt bei 5,07. Die Struktur des SecF-
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Proteins spiegelt die des SecD-Proteins wieder. Es besitzt ebenfalls sechs Transmembran-

Domänen und einen extracytoplasmatischen „Loop“, der mit 95 Aminosäure-Resten aber nur

ein Viertel des Proteins ausmacht. Verglichen mit SecF aus -��TUBERCULOSIS ist das Protein zu

43 % identisch und zeigt insgesamt eine Ähnlichkeit von 60% (Abbildung D-8). Wie bei

SecD erstreckt sich diese Ähnlichkeit aber nicht über das ganze Protein, auch hier ist der

extracytoplasmatische Loop weniger konserviert als der Transmembran-Domänen-tragende

Teil des Proteins. Wie in Abbildung D-8 zu sehen, ist SecF aus #�� GLUTAMICUM gegenüber

SecF aus -��TUBERCULOSIS N-terminal verkürzt.

!BBILDUNG� $
��� DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosäure-Sequenz von SEC& aus
#��GLUTAMICUM. RBS und Startcodon sind in Blau gekennzeichnet, Transmembran-Domänen
in Gelb. Die in allen SecF-Proteinen zu findenden, konservierten Regionen F1-4 sind rot
markiert. Die beiden potentiellen SecY-Interaktionsstellen sind durch schwarze Balken
gekennzeichnet.
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                                                                                                                                                                    )
#GSecF  -----MT---DSQTESLS-TQSVKPAKKRS---------------WFNS-LYTGDGGIDFIAKTKLWYWITGILLVISIL  55
-TSecF  MASKAKTGRDDEATSAVELTEATESAVARTDGDSTTDTASKLGHHSFLSRLYTGTGAFEVVGRRRLWFGVSGAIVAVAIA  80
              *   *. *.::. *::.:.*  *:                * * **** *.::.:.: :**: ::* ::.::*

                                               &�
#GSecF  FIAIRGFSLSIDFQGGTKMSMPASDYSTEQVEETFTEATGITPEIVQIVGSGDARTLEIYSERLSDEDVEKARLAIYEEY 135
-TSecF  SIVFRGFTFGIDFKGGTTVSFPRGSTQVAQVEDVYYRALGSEPQSVVIVGAGASATVQIRSETLTSDQTAKLRDALFEAF 160
.:***::. ****:***.:*:* .. .. ***:.: .* *          *: * ***:* : *::* ** *:.::. * * *::* :
                                                                                                        ))�����������������������������������������������������������������)))
#GSecF  QPLNSEGQPSPDAIGNSTVSESWGSTITQRMVLALIAFLVIAAIYIAFRLEREMAIAAMAALVVDGIVIAGIYAVIGLEV 215
-TSecF  GPKGTDGQPSKQAISDSAVSETWGGQITKKAVIALVVFLVLVALYITVRYERYMTISAITAMLFDLTVTAGVYSLVGFEV 240
         * .::**** :**.:*:***:**. **:: *:**:.***:.*:**:.* ** *:*:*::*::.*  * **:*:::*:**

�����������������������������������������������)6����&�����������������������������������������������������������������������������������&�������������6
#GSecF  SPATVIGLLTVLTFSIYDTVVVFDKVRENTEGFEGSRRRTYAEQANLAVNQTFMRSISTTIISALPIIALMVVAVWMMGV 295
-TSecF  TPATVIGLLTILGFSLYDTVIVFDKVEENTHGFQHTTRRTFAEQANLAINQTFMRSINTSLIGVLPVLALMVVAVWLLGV 320
        :*********:* **:****:*****.***.**: : ***:*******:********.*::*..**::********::**

                                                       6)���&�
#GSecF  GTLKDLALIQLIGVIEGTFSSVFLATPLLVSLKNRLSKTKAHTASVMKLRD-G-------QSTLIDATPHTNADASAHGT 367
-TSecF  GTLKDLALVQLIGIIIGTYSSIFFATPLLVTLRERTELVRNHTRRVLKRRNSGSPAGSEDASTDGGEQPAAADEQSLVGI 400
        ********:****:* **:**:*:******:*::* . .: **  *:* *: *        **  .  * :  : *  *

#GSecF  ESDTDGVTPEAPAKRTVSKPIVDDHRSSGTWRP------GRS                                       403
-TSecF  TQASSQSAPRAAQGSSKPAPGARPVRPVGTRRPTGKRNAGRR                                       442
         . :.  :*.*.   : . *.    *. ** **      **

!BBILDUNG� $
�� Vergleich der abgeleiteten Aminosäuresequenzen von SecF von
#��GLUTAMICUM und -��TUBERCULOSIS. Identische Aminosäuren (*) und konservative Austausche
(:) sind gekennzeichnet. Die konservierten Regionen F1-F4 sind gerahmt. Zwei potentielle
SecY-Interaktionsstellen von SecF sind mit schwarzen Balken gekennzeichnet. Die
Transmembrandomänen aller Proteine wurden durch das HMMTOP-Programm (Tusnády &
Simon, 1998) bestimmt.

Wie alle bisher untersuchten SecF-Proteine, trägt auch SecF aus #�� GLUTAMICUM vier

konservierte Regionen F1-4, von denen die Region F4 als essentiell für die SecF-Funktion

beschrieben ist (Bolhuis ET�AL�, 1999a). Weitere Analysen der Aminosäure-Sequenz mit dem

Programm FingerPRINTscan (Attwood ET�AL���1999) zeigten zwei konservierte Regionen, die

hohe Homologie zu typischen Mustern des SecY-Proteins aufweisen. Die zweite Region deckt

dabei die essentielle F4-Region vollständig ab. Möglicherweise handelt es sich bei diesen

beiden Regionen um die Stellen, an denen SecF mit SecY interagiert.
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���	�!NALYSE�VON�SEC!��SEC9��SEC%�UND�SEC'�UND�UMLIEGENDER�$.!
2EGIONEN

Um alle SEC-Gene aus #�� GLUTAMICUM untersuchen zu können, mußten auch die bereits

bekannten Gene SEC!��SEC9��SEC'�und SEC%�samt umliegender Regionen isoliert werden. Dies

erfolgte nicht nur, um den „General Secretory Pathway“ in allen Hauptkomponenten zu

analysieren, sondern auch, um Aussagen über chromosomale Anordnung und

Vergesellschaftung mit anderen Genen treffen zu können. Da alle vier Gene als Sequenz in

Datenbanken vorlagen, ließen sie sich mittels PCR mit chromosomaler DNA aus

#��GLUTAMICUM isolieren.

�����	�)SOLIERUNG�UND�!NALYSE�VON�SEC!�UND�SEC9�UND�BENACHBARTER�2EGIONEN

Von den beiden essentiellen SEC-Genen SEC!, der eigentlichen Translokase, und SEC9�� der

Hauptkomponente der Membranpore, waren lediglich die kodierenden Bereiche der Sequenz

veröffentlicht (Kobayashi ET�AL���1999; Kobayashi ET� AL���1994). Um die vollständigen Gene

und die benachbarten Regionen zu isolieren, mußten die entsprechenden Cosmide aus einer

Cosmid-Bank (Bathe ET� AL��1996) durch Koloniehybridisierung identifiziert werden. Dazu

wurden von beiden Genen zunächst interne Fragmente mittels PCR hergestellt. Alle

benötigten Primer ließen sich aus den bekannten Sequenzen herleiten. Durch die Primerpaare

saf1 und saf2 sowie syf1 und syf2 lies sich ein 1,1 kb großes, internes SEC!-Fragment,

beziehungsweise ein 0,8 kb großes, internes SEC9-Fragment amplifizieren. Beide Fragmente

wurden jeweils in den Vektor pUC19 kloniert, zur Kontrolle ansequenziert und zur

Verwendung als Hybridisierungsonde mit Digoxygenin markiert.

Sowohl die SEC!-Sonde als auch die SEC9-Sonde wurden zur Koloniehybridisierung gegen

eine #�� GLUTAMICUM-Cosmidbank verwendet. Dazu wurden zunächst je 576 Einzelkolonien,

die jeweils ein anderes Cosmid trugen, auf einer Nylon-Membran lysiert. Die DNA wurde

fixiert und die Hybridisierungsreaktion durchgeführt. Dadurch identifizierte, SEC! bzw. SEC9-

tragende Cosmide wurden anschließend isoliert. Anhand der für beide Gene bekannten

Sequenz wurden Restriktionsenzyme bestimmt, für die innerhalb der Gene keine

Schnittstellen vorlagen. Restriktionsanalysen von SEC!- und SEC9-tragenden Cosmiden mit

%CORI und (INdIII und anschließende Hybridisierungen ergaben ein ca. 4 kb großes DNA-

Fragment, daß das vollständige SEC! enthielt und ein ca. 2,5 kb großes Fragment mit dem

kompletten SEC9. Um die Gene zu isolieren, wurden die mit %CORI und (INdIII verdauten
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Cosmide in einen gleichermaßen gespaltenen pUC19-Vektor subkloniert. Die resultierenden

Subklone wurden auf Agarplatten gestochert und zur Identifizierung der SEC!- oder SEC9-

tragenden pUC19-Derivate einer erneuten Koloniehybridisierung unterzogen. Das Insert

signalgebender Kolonien wurde durch die IIT-Biotech GmbH (Bielefeld) vollständig

sequenziert.

Die Auswertung der Sequenz von SEC! ergab eine völlige Identität zur bereits publizierten

Sequenz (Kobayashi ET�AL�, 1999). Das Gen kodiert mit 2538 Basenpaaren für ein Protein aus

743 Aminosäuren. Wie im Anhang dargestellt, zeigten Computeranalysen und

Homologievergleiche der Aminosäure-Sequenz von SecA eine hochaffine ATP-Bindestelle I

und eine niedrigaffine ATP-Bindestelle II. Zwischen den Bindestellen liegt die Region, die

vermutlich für die Bindung an den Precursor des Präproteins verantwortlich ist. Die

carboxyterminale Region des Proteins dient vermutlich der Dimerisierung mit einem anderen

SecA-Protein und der Interaktion mit SecY.

Auch die SEC9-Sequenz zeigt völlige Identität zur publizierten Sequenz. Das 442

Aminosäuren umfassende Protein wird durch 1326 Basenpaare kodiert. Wie im Anhang

abgebildet, weist SecY 10 Transmembran-Domänen auf, die regelmäßig über das Protein

verteilt sind.

�����	�)SOLIERUNG�UND�!NALYSE�VON�SEC%��SEC'�UND�BENACHBARTEN�2EGIONEN

Da für die beiden Gene SEC% (Wehmeier, 1999) und SEC' (GenBank D14162) nicht nur die

Kodierbereiche sondern auch die benachbarten DNA-Regionen bekannt waren, konnten sie

direkt durch PCR amplifiziert werden.

Mit den Primern ser1 und ser2 wurde ein 838 bp-Fragment, welches das vollständige SEC%

enthält, generiert und in den Vektor pCR2.1 kloniert. Eine Sequenzauswertung zeigte, daß das

333 AS-Protein nur eine einzige Transmembran-Domäne am C-Terminus aufweist. Der SEC%-

Promotor wurde bereits früher als F37-Promotor beschrieben (Pátek ET�AL., 1996). Direkt auf

den SEC%-Kodierbereich folgt ein Transkriptionsterminator.

Zur Isolierung von SEC' wurde wie bei der Isolierung von SEC% vorgegangen. Durch PCR mit

den Primern sgr1 und sgr2 wurde ein 443 bp-Fragment, welches das vollständige SEC'-Gen

enthielt, isoliert und in den Vektor pCR2.1 kloniert,. Die Sequenzanalyse ergab, daß das

SecG-Protein drei Transmembran-Domänen aufweist, die über 75% des 76 Aminosäuren
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großen Proteins ausmachen. Die DNA- und die Aminosäure-Sequenz sind im Anhang

dargestellt.

���	�#HROMOSOMALE�!NORDNUNG�DER�SEC
'ENE�IN�#ORYNEBACTERIUM�GLUTAMICUM

Da nun die Sequenzen aller SEC-Gene aus #��GLUTAMICUM vorlagen, konnte ihre chromosomale

Anordnung untersucht werden. Dazu wurden die einzelnen Sequenzen gegen die Sequenz des

Genoms von #��GLUTAMICUM abgeglichen (B. Bathe, pers. Mitteilung). Abbildung D-9a zeigt

die Verteilung der SEC-Gene auf einer 3WAI-Makrorestriktionskarte des #�� GLUTAMICUM-

Genoms (Bathe ET� AL., 1996). Wie sich zeigt, sind die SEC-Gene nicht in einem Cluster

angeordnet, sondern über das gesamte Genom verteilt.

!BBILDUNG�$
���Chromosomale Anordnung der SEC-Gene in #ORYNEBACTERIUM�GLUTAMICUM.
A	�Kartierung der SEC-Gene auf einem schematisch dargestellten 3WAI-Restriktionsprofil des
#��GLUTAMICUM –Genoms (Bathe ET�AL., 1996).
B	�Schematische Darstellung der SEC-Gene und benachbarter Gene aus #��GLUTAMICUM. Rote
Pfeile entsprechen SEC-Genen, blaue Pfeile Genen, die in Translations- und Transkriptions-
prozessen involviert sind. Andersfarbige Pfeile entsprechen Genen, die zu keiner der beiden
Funktionsklassen zugehörig sind.
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Eine Analyse der umliegenden Regionen der SEC-Gene (Abbildung D-9b) ergab, daß alle SEC-

Gene mit Ausnahme von SEC' mit Genen vergesellschaftet sind, die an Transkriptions- oder

Translationsprozessen beteiligt sind. Stromaufwärts von SEC9 liegt ein für ein ribosomales

Protein kodierendes Gen RPS1. Das vor SEC! gelegene Gen kodiert für ein ribosomales Protein

der S 30-Familie, vor SEC% liegen zwei tRNAs, dahinter das an der Transkriptionstermination

beteiligte Gen NUS' und RPL+, das für ein weiteres ribosomales Protein kodiert. Stromabwärts

von SEC$ und SEC& liegt REL, das für eine ppGpp(p)-Synthetase (Wehmeier ET� AL., 1998)

kodiert, die zeitweilig mit dem Ribosom assoziiert ist. Lediglich SEC' ist nicht mit Genen der

Translation oder Transkription assoziiert, sondern mit PPC und AMT, kodierend für eine

Phosphoenolpyruvat-Carboxylase und ein Ammoniumaufnahme-Protein.

Die Vergesellschaftung mit ribosomalen Proteinen ist zumindest für SEC% und SEC9 innerhalb

aller bisher untersuchten Bakterienspezies konserviert (Siefert ET� AL., 1997). Eine

#�� GLUTAMICUM spezifische Besonderheit stellt der hypothetische, transkriptionale Regulator

stromaufwärts von SEC9 dar. Er ist an dieser Position weder im taxanomisch nahestehenden

-��TUBERCULOSIS (Cole ET�AL., 1998) noch in den weniger nahe verwandten Bakterien "ACILLUS

SUBTILIS (Kunst ET� AL., 1997), %SCHERICHIA� COLI (Blattner et al., 1997) oder -YCOPLASMA

PNEUMONIAE (Himmelreich ET�AL., 1996) zu finden. Zudem ist es das einzige, den SEC-Genen

direkt benachbarte Gen in #��GLUTAMICUM, das nicht in der gleichen Orientierung vorliegt.
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�	� -UTATION� UND� �BEREXPRESSION� VON� SEC
'ENEN� IN� #ORYNEBACTERIUM

GLUTAMICUM

Die Analyse einer Genfunktion erfolgt zumeist durch Mutation und Überexpression des Gens.

Durch die dabei auftretenden Phänotypen kann man im Idealfall auf die Funktion eines Gens

schließen. Da es sich beim „General Secretory Pathway“ in #��GLUTAMICUM um ein komplexes

System mit vielen Komponenten handelt, die sich zudem zum Teil noch gegenseitig für ihre

Funktion bedingen, ist allerdings zu erwarten, das sich eventuelle Phänotypen nicht unbedingt

auf die Funktion eines einzelnen Gens zurückführen lassen. Zudem sind einige Bestandteile

des „General Secretory Pathway“ als essentiell für das Überleben der Zelle beschrieben

worden. Ein Ausschalten dieser Gene ist also letal und erbringt darüber hinaus keine weitere

Information.

Da nach der Isolierung der neuen SEC-Gene SEC$ und SEC& und der Klonierung der bereits

bekannten SEC-Gene alle zentralen Komponenten des GSP aus #�� GLUTAMICUM vorlagen,

begann die Stammkonstruktion zur Überexpression und Mutation von SEC-Genen.

Anschließend wurden die Effekte dieser Manipulationen an Komponenten des GSP auf die

Sekretion endogener #��GLUTAMICUM-Proteine untersucht.

���	��BEREXPRESSION�VON�SEC
'ENEN

Zur Analyse des Effekts der Überexpression von SEC-Genen wurden diese jeweils einzeln oder

in verschiedenen Kombinationen auf Expressionsplasmide kloniert und nach #��GLUTAMICUM

transferiert.

�����	��BEREXPRESSION�VON�EINZELNEN�SEC
'ENEN

Zur Überexpression von einzelnen SEC-Genen wurden zunächst promotorlose Amplifikate

aller Gene mittels PCR erstellt. Die Primer wurden dabei so gewählt, daß das Amplifikat

möglichst mit der Ribosomen-Bindestelle des Gens beginnt. Tabelle D-3 beschreibt die dabei

erzeugten Produkte.
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Gen Primerpaar Länge (bp)

SEC! sa1/sa2 2742

SEC9 sy1/sy2 1510

SEC% se1/se2 348

SEC' sg1/sg2 355

SEC$ sd1/sd2 1998

SEC& sf1/sf2 1376

4ABELLE�$
���Amplifizierung aller SEC-Gene. Die verwendeten Primer wurden so gewählt, daß
das PCR-Produkt möglichst nur den Kodierbereich des jeweiligen Gens und nie den dazu
gehörenden Promotor enthält.

Alle so gewonnen PCR-Produkte wurden in den linearisierten Vektor pCR2.1 kloniert, der auf

beiden Seiten der Klonierstelle für PCR-Produkte eine %CORI-Schnittstelle aufweist. Da

keines der PCR-Produkte eine interne %CORI-Schnittstelle aufweist, ließen sich die SEC-Gen

tragenden Fragmente mit diesem Restriktionsenzym aus den resultierenden Vektoren isolieren

und in den ebenfalls mit %CORI verdauten Vektor pEC-XT99 (Kirchner, 1999) klonieren. Die

Überprüfung der Orientierung der SEC-Gene auf dem Plasmid erfolgte durch

Kontrollspaltungen mit geeigneten Restriktionsenzymen. Die resultierenden Vektoren sind in

Abbildung D-10 dargestellt. Das Plasmid pEC-XT99 ist ein Expressionsvektor, der in %��COLI

und #�� GLUTAMICUM replizieren kann. Er vermittelt Resistenz gegen das Antibiotikum

Tetracyclin und trägt vor der multiple cloning site den starken TRC-Promotor (Amann ET� AL.,

1988), der durch IPTG induziert werden kann.

Die neu konstruierten SEC-Plasmide wurden nach #�� GLUTAMICUM elektrotransferiert und ihr

Wachstum im Minimalmedium CGXII unter Induktion mit IPTG überprüft. Als Kontrolle

diente ein #�� GLUTAMICUM-Stamm, der den Leervektor pEC-XT99 trug. Sie SEC-Gene

überexprimierenden Stämme unterscheiden sich in Bezug auf das Wachstum nicht signifikant

vom Wildtyp. Die Generationszeit beträgt für alle Stämme ca. 135 (± 11) min., allerdings ist

die lag-Phase der Stämme, die die Plasmide pSecA, pSecE, pSecG und pSecY tragen, um bis

zu 6 h verlängert. Bei den Stämmen, die SEC$ oder SEC& überexpremieren, tritt keine

Verlängerung der lag-Phase auf.
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!BBILDUNG�$
����Konstruktion von Plasmiden zur Überexpression einzelner SEC-Gene. Die
promotorlosen Gene wurden alle mittels %CORI in den %�� COLI-#�� GLUTAMICUM Shuttle
Expressionsvektor pEC-XT99 kloniert. Abkürzungen: LAC)Q, Inhibitor des trc-Promotors; PER,
Kopienzahl-Kontrolle der Vektors; Ptrc, trc-Promotor; oriV, vegetativer Replikationsursprung
für %��COLI; REP, Replikationsgen für #��GLUTAMICUM; TET, Tetracyklinresistenz; T1, T2, RRN"-
ribosomale Terminatoren.
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�����	��BEREXPRESSION�VON�+OMBINATIONEN�VON�SEC
'ENEN

Um den Effekt der gleichzeitigen Überexpression mehrerer SEC-Gene zu untersuchen, wurden

exemplarisch die Kombinationen SEC$&, SEC%$& sowie SEC9$& jeweils auf ein Plasmid

kloniert. Es wurden diese Kombinationen gewählt, weil die direkte Interaktion zwischen

diesen Proteinen in der Cytoplasmamembran beschrieben ist (Sagara ET�AL�, 1994).

Zur Klonierung von Kombinationen von SEC-Genen wurde zunächst das Plasmid pRRES mit

dem Restriktionsenzym 3ALI gespalten. Ein daraus resultierendes, ca. 3 kb großes Fragment

trägt das promotorlose SEC$ und SEC&, welches noch über seinen eigenen Promotor verfügt.

Das Fragment wurde aus einem Agarose-Gel isoliert und in den ebenfalls mit 3ALI

linearisierten Vektor pEC-XK99 kloniert. Das Plasmid pEC-XK99 (Kirchner, 1999) ist wie

pEC-XT99 ein %�� COLI/#�� GLUTAMICUM Shuttle Expressionsvektor, vermittelt aber eine

Kanamycin-Resistenz. Wie in Abbildung D-11 dargestellt, diente der neu konstruierte Vektor

pSecDF als Ausgangspunkt für die Klonierung weiterer Kombinationen von SEC-Genen. Dazu

wurden die im vorigen Abschnitt beschriebenen, promotorlosen PCR-Amplifikate der Gene

SEC% und SEC9 jeweils mit dem Restriktionsenzym %CORI in den Vektor pSecDF kloniert.

Die neu konstruierten Plasmide wurden nach #��GLUTAMICUM elektroporiert und das Wachstum

der daraus resultierenden Stämme im Minimalmedium CGXII überprüft. Als Kontrolle diente

wiederum ein #�� GLUTAMICUM-Stamm, der den Leervektor pEC-XK99 trug. Stämme, die

Kombinationen von SEC-Gene überexprimieren, unterscheiden sich in Bezug auf das

Wachstum nicht signifikant vom Wildtyp. Die Generationszeit beträgt auch hier für alle

Stämme ca. 135 (± 11) Minuten, die lag-Phase der Stämme #�� GLUTAMICUM [pSecDF],

[pSecEDF] und [pSecYDF] ist gegenüber dem Wildtyp um 4 h verlängert.
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!BBILDUNG�$
����Konstruktion von Plasmiden zur Überexpression von Kombinationen von
SEC-Genen. Die promotorlosen Gene wurden alle mittels %CORI in den Vektor pSecDF
kloniert. Abkürzungen: KAN, Kanamycin-Resistenz; LAC)Q, Inhibitor des trc-Promotors; PER,
Kopienzahl-Kontrolle der Vektors; Ptrc, trc-Promotor; oriV, vegetativer Replikationsursprung
für %��COLI; REP, Replikationsgen für #��GLUTAMICUM; T1, T2, RRN"-ribosomale Terminatoren.

���	�-UTATION�VON�SEC
'ENEN

Zur Erzeugung von SEC-Mutationen in #��GLUTAMICUM�wurde versucht, die jeweiligen Gene zu

disruptieren. Dazu wurden zwei Methoden benutzt, die sich beide des Mechanismus der

homologen Rekombination bedienen. Bei einer Integrationsmutagenese wird ein internes

Fragment des entsprechenden Gens auf einen Vektor kloniert, der im Zielorganismus nicht
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replizieren kann. Um auf antibiotikahaltigem Medium zu wachsen, muß die Zelle den Vektor

durch ein „single crossover“ Ereignis in das Genom integrieren. Dies hat zur Folge, daß das

Zielgen durch die Vektorsequenz unterbrochen und damit ausgeschaltet wird. Bei der „gene

replacement“-Methode durch das SAC"-System (Schäfer ET� AL�, 1994b) wird zunächst das

vollständige Gen kloniert, das durch eine Deletion oder eine Resistenzkassette unterbrochen

wird. Nach Integration in das Genom liegen eine intakte und eine defekte Kopie des

entsprechenden Gens vor. Bei Wachstum auf Saccharose wird der SAC"-tragende Vektor unter

Mitnahme einer Kopie des Zielgens wieder aus dem Chromosom entfernt. Durch Selektion

auf die eingebrachte Resistenzkassette lassen sich die Stämme isolieren, die nur noch die

defekte Kopie des Zielgens tragen.

�����	�-UTATION�VON�SEC$�UND�SEC&

Die Gene SEC$ und SEC& wurden durch eine Integrationsmutagenese ausgeschaltet. Dazu

wurden jeweils interne Fragmente der Gene mittels PCR erzeugt und in den %�� COLI-Vektor

pCR2.1 kloniert. Tabelle D-4 und Abbildung D-12 zeigt die verwendeten Primer, die

Produktgröße und die Position im Gen an.

Gen (Gesamtlänge) Primerpaar Länge (bp) Position

SEC$�(1911nt) sdf1/sdf2 609 nt 1200-1809

SEC& (1209nt) sff1/sff2 603 nt 346-949

4ABELLE� $
��� Generierung interner Fragmente der Gene SEC$ und SEC& mittels PCR.
Abkürzungen: nt Nukleotid.
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!BBILDUNG�$
����Schematische Darstellung der Gene secD und secF sowie der Position und
Länge der jeweiligen PCR-generierten, internen Fragmente

Wie in Abbildung D-13a schematisch dargestellt, wurden die resultierenden Plasmide pInsD

und pInsF nach #��GLUTAMICUM elektroporiert, wo sie durch homologe Rekombination in das

Genom integriert wurden. Die Unterbrechung der Gene SEC$ beziehungsweise SEC& in den

Stämmen #�� GLUTAMICUM INTD und #�� GLUTAMICUM INTF wurde durch Southern-

Hybridisierung verifiziert (Abbildung D-13b). Sonden wurden durch DIG-PCR mit den in der

Tabelle D-3 angegebenen Primern hergestellt. Bei Spaltung mit dem Restriktionsenzym

%CORI entstehen 2,0 kb und ein 4,6 kb großes Fragment für #��GLUTAMICUM INTD und ein 2,4

kb und ein 4,0 kb großes Fragment für #��GLUTAMICUM INTF. Der Vektoranteil wird in beiden

Fällen komplett herausgespalten und ist in der Hybridisierung nicht sichtbar. Spaltet man die

Gesamt-DNA von #��GLUTAMICUM INTD mit dem Enzym 3ALI, so entsteht ein Fragment, das

die SEC$&-Region inklusive des Integrationsvektors enthält. Mit ca. 8,5 kb Größe ist es um

4,5 kb größer als das Wildtypfragment, was exakt der Größe des Integrationsvektors

entspricht. Wird die Gesamt-DNA von #��GLUTAMICUM INTF mit 8BAI verdaut, entstehen ein

7,3 kb großes Fragment, welches in etwa dem Wildtyp entspricht und ein 4,5 kb großes

Fragment, das den Integrationsvektor darstellt.
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!BBILDUNG�$
����Integrations-Mutagenese von SEC$ und SEC&.
A	�Schematische Darstellung der Integration der Vektoren pInsD und pInsF in das Chromosom
von #��GLUTAMICUM durch homologe Rekombination.
B	�Nachweis der Integration durch Southern-Hybridisierung mit Gesamt-DNA der Stämme
#��GLUTAMICUM INTD, #��GLUTAMICUM INTF und #��GLUTAMICUM RES167 als Kontrolle.
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Die Untersuchung des Wachstums in Flüssigkulturen des Minimalmedium CGXII zeigte für

beide Mutanten eine um 6 h verlängerte lag-Phase gegenüber dem Wildtyp, die

Generationszeit weicht mit 139 (± 8) Minuten aber nicht signifikant von #�� GLUTAMICUM

[pECXT99] ab. Lichtmikroskopische Untersuchungen ergaben, daß die Zellen von

#�� GLUTAMICUM INTD und #�� GLUTAMICUM INTF gegenüber den Zellen von #�� GLUTAMICUM

RES167 um das ca. Dreifache vergrößert sind, was etwa einer Verzehnfachung des

Gesamtvolumens entspricht. Abbildung D-14 zeigt eine Mischkultur von #�� GLUTAMICUM

RES167 und #��GLUTAMICUM INTD, bei der der Größenunterschied deutlich sichtbar ist.

!BBILDUNG� $
���� Lichtmikroskopische Aufnahme einer Mischkultur der Stämme
#�� GLUTAMICUM RES167 und #�� GLUTAMICUM INTD zur Verdeutlichung der
Größenunterschiede. Die Vermischung erfolgte dabei auf dem Objektträger. Der schwarze
Pfeil markiert dabei #�� GLUTAMICUM INTD-Zellen, der weiße Pfeil #�� GLUTAMICUM RES167-
Zellen.
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Diese Ergebnisse zeigen, daß SEC$ und SEC& zwar nicht essentiell sind, ihr Fehlen aber

möglicherweise Störungen im Aufbau der Zellwand verursacht.

Komplementationsexperimente durch Expression der Plasmide pSecD und pSecF in den

SEC$- und SEC&-Mutanten #�� GLUTAMICUM INTD und #�� GLUTAMICUM INTF stellten den

Phänotyp des Wildtypstamms wieder her. Da #��GLUTAMICUM INTD durch das plasmidkodierte

SEC$-Gen vollständig komplementierbar ist, sind polare Effekte der SEC$-Mutation auf das

SEC&-Gen ausgeschlossen. Daraus folgt, daß SEC$ und SEC& vermutlich nicht in einem Operon

organisiert sind.

�����	�-UTATION�VON�SEC'

Da SEC' zu klein ist, um an ihm eine Integrationsmutagenese durchzuführen, wurde es mittels

„gene replacement“ durch eine Resistenzkassetten-tragende Kopie in Chromosom ersetzt.

Dazu wurde mit den Primern sgr1 und sgr2, die aus dem GenBank-Eintrag (D14162)

abgeleitet wurden, ein 1,3 kb großes chromosomales Fragment amplifiziert, bei dem SEC'

genau zentral liegt. Das PCR-Produkt wurde in den Vektor pCR2.1 kloniert, mit den

Restriktionsenzymen 3ALI und 8BAI wieder reisoliert und erneut in den gleichermaßen

gespaltenen Vektor pXK99A kloniert. Der resultierende Vektor wurde innerhalb von SEC' in

der singulären "SPHI-Schnittstelle gespalten und die überhängenden DNA-Enden mit

Klenow-Polymerase aufgefüllt. Parallel dazu wurde das Plasmid pEC31 (Tauch, 1996) mit

den Restriktionsenzymen 3ALI und (INDIII gespalten und ein 2,0 kb großes Fragment, welches

die Chloramphenicol-Resistenzkasette CMX enthält, isoliert. Nachdem auch bei diesem

Fragment eine Klenow-Behandlung durchgeführt wurde, konnte es mit dem linearisierten,

SEC'-tragenden Vektor ligiert werden. Das resultierende Plasmid wurde aus %��COLI reisoliert

und ein 3,3 kb großes Fragment, das die Genanordnung SEC'::CMX enthielt, wurde mit den

Restriktionsenzymen 3ALI und (INDIII in den Vektor pK18MOBSAC"� (Schäfer ET� AL., 1994b)

kloniert. Dieses Plasmid, pInsG, wurde durch homologe Rekombination ins Chromosom von

#��GLUTAMICUM integriert, so daß der resultierende Stamm die modifizierte und die Wildtyp-

Genregion trägt (Abbildung D-15a). Beide Genregionen sind durch die Vektorsequenz

getrennt. Dieser Stamm wurde in LB-Flüssigkultur unselektiv über Nacht inkubiert und auf

LB-Agarplatten mit 10 % Saccharose ausplattiert. Bei Zellen, die auf diesem Medium

wachsen können, hat ein zweites „crossover“ Ereignis stattgefunden, bei dem das Plasmid
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wieder aus dem Chromosom entfernt wurde. Dabei wurde entweder die Wildtypsituation

wieder hergestellt oder eine selektionierbare, Chloramphenicol-resistente SEC'-Mutante.

Selektion auf Cm-haltigen Agarplatten ergab unter 500 getesteten Kolonien 499 mal den

Wildtyp und 1 mal den SEC'-defekten Stamm #�� GLUTAMICUM INTG. Zur Überprüfung des

„gene replacements“ wurde die Gesamt-DNA des Stammes #��GLUTAMICUM INTG gegen eine

SEC'-Sonde hybridisiert (Abbildung D-15b).

Bei der Kultivierung von #�� GLUTAMICUM INTG in CGXII-Flüssigkulturen verhielt sich die

SEC'-Mutante wie der Wildtyp #��GLUTAMICUM RES167. Auch eine Vergrößerung der Zellen

wie bei den SEC$- und SEC&-Mutanten war nicht zu beobachten. Damit ist der Nachweis

erbracht, das SEC'� wie SEC$ und SEC&� für das Überleben von #��GLUTAMICUM nicht essentiell

ist.
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!BBILDUNG� $
���� Herstellung einer #�� GLUTAMICUM-SEC'-Mutante. A	� Schematische
Darstellung des gene replacements von SEC' durch das pK18MOBSAC"-System. B	�Southern-
Hybridisierung von Wildtyp und der SEC'-Mutante #�� GLUTAMICUM INTG gegen eine SEC'-
Sonde. Die Sonde wurde mittels DIG-PCR hergestellt, als Primer dienten sg1 und sg2.
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�����	�-UTATION�VON�SEC!��SEC9�UND�SEC%

Zur Erzeugung von Mutationen in SEC! und SEC9 wurde versucht, die Gene zu disruptieren.

Dazu wurden die in Abschnitt D 1.2.1 beschriebenen, internen PCR-Fragmente der Gene in

den %�� COLI-Vektor pCR2.1 kloniert. Trotz mehrfacher Elektroporation der Plasmide nach

#��GLUTAMICUM RES167 ließen sich keine rekombinanten Kolonien isolieren.

Da SEC% wie SEC' zu klein ist, um durch Integrationsmutagenese ausgeschaltet zu werden,

wurde ein „gene replacement“ durchgeführt. Dazu wurde mit den Primern ser1 und ser2 ein

1,6 kb großes Fragment mit zentralem SEC% amplifiziert. Das Fragment wurde via pCR2.1 mit

den Restriktionsenzymen 8BAI und (INdIII in den Vektor pK18MOBSAC"� kloniert. Der

resultierende Vektor wurde an der singulären Schnittstelle für "SSHII innerhalb von SEC%

gespalten, mit Klenow-Polymerase behandelt und, wie in Abschnitt D 2.2.2 beschrieben, mit

einer CMX-Genkassette ligiert. Der resultierende Vektor wurde in das #��GLUTAMICUM–Genom

durch single crossover integriert, der sich durch Hybridisierung nachweisen ließ. Selektion auf

ein zweites crossover-Ereignis durch Wachstum auf Saccharose ergab jedoch bei 1200

gestocherten Klonen, daß ausschließlich der Wildtyp wieder hergestellt wurde. Eine SEC%-

Mutante konnte nicht beobachtet werden.

Diese Ergebnisse weisen nach, daß SEC!, SEC9 und SEC% in #��GLUTAMICUM essentiell sind, wie

in allen anderen bisher untersuchten Organismen auch (Economou, 1999).

���	�%FFEKT�DER��BEREXPRESSION�UND�-UTATION�VON�SEC
'ENEN�AUF�:ELLWAND
0ROTEINE

Da die Stammkonstruktion zur Analyse des Effekts der SEC-Mutation und Überexpression

abgeschlossen war, wurden nun diese Effekte im näher untersucht. Wie in der Einleitung

bereits erwähnt, sekretiert #�� GLUTAMICUM zwar keine echten Exoproteine, aber dafür eine

große Anzahl an Zellhüllproteinen (Joliff et al., 1992). Im folgenden Abschnitt wurde

untersucht, in wie weit sich die Überexpression oder Mutation von SEC-Genen auf die

Sekretion der corynebakteriellen Zellwandproteine auswirkt.
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�����	�!NALYSE�DER��BEREXPRESSION�UND�-UTATION�VON�SEC
'ENEN�IM�3$3
0!'%

Zur Untersuchung des Effekts der Überexpression und Mutation von SEC-Genen auf die

Sekretion von Zellwandproteinen in #��GLUTAMICUM wurden alle Stämme, die einzelne oder

Kombinationen von SEC-Genen überexprimieren sowie die SEC-mutierten Stämme                 #�

GLUTAMICUM INTD, #�� GLUTAMICUM INTF und #�� GLUTAMICUM INTG in CGXII-Flüssigkultur

angezogen. Nach Erreichen der stationären Phase wurden die Zellen geerntet und die

Zellwandproteine mit SDS extrahiert. Dazu wurden die Zellen jeweils in 1 ml

Extraktionspuffer pro g Naßgewicht aufgenommen und gleiche Volumina der Extrakte auf ein

12 %iges SDS-PAGE aufgetragen. Wie Abbildung D-16a zeigt, unterscheiden sich die

Stämme, die einzelne SEC-Gene überexpremieren, nur geringfügig vom Wildtyp.

!BBILDUNG�$
��� A	 SDS-PAGE der Zellwand-Proteine verschiedener Überexpremierer und
–Mutanten von SEC-Genen aus #��GLUTAMICUM. Aufgetragen wurden jeweils 12 µl Zellwand-
Proteinextrakt, Unterschiede zwischen den Stämmen sind durch Pfeile markiert. Marker:
Molekulargewichts-Marker XII.
B	 SDS-PAGE der Zellwand-Proteine von Überexpremierern und Mutanten� von SEC'� aus
#�� GLUTAMICUM sowie des Kontrollstamms #�� GLUTAMICUM RES167. Aufgetragen wurden
jeweils 12 µl Zellwand-Proteinextrakt.

Während die Kontrolle und #��GLUTAMICUM [pSecA] in bezug auf die Zellwandproteine völlig

identisch sind, zeigen die SEC$, SEC%, SEC' oder SEC& expremierenden Stämme eine allenfalls
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geringfügige Verstärkung einer Proteinbande bei 66 kDa. Durch MALDI-PSD-Analysen (K.

Niehaus, pers. Mitteilung) konnte das Protein als PS1, eine der Hauptkomponenten der

Zellwand-Proteine (Joliff ET�AL., 1992) identifiziert werden. Die Überexpression einzelner SEC-

Gene scheint also keinen oder lediglich einen marginalen Effekt auf die Proteinsekretion

auszuüben.

Während sich die Integrationsmutanten #�� GLUTAMICUM INTD und #�� GLUTAMICUM INTF in

bezug auf PS1 nicht vom Wildtyp unterscheiden, sind eine 39 kDa und eine 31 kDa-Bande

deutlich unterrepräsentiert. Wie PS1 ist das 39 kDa-Protein homolog zum Antigen 85

Komplex aus -YCOBACTERIUM (Belisle ET� AL�, 1997; Salim ET� AL., 1997; S. Brand, pers.

Mitteilung). Die Verschiebung des Zellwand-Proteinmusters in den SEC$- und SEC&-Mutanten

zeigt, das Mutationen in den nicht essentiellen SEC-Genen zu Störungen im Aufbau der

Zellwand führen. Ein weiterer Hinweis darauf ist die hohe Empfindlichkeit der SEC'-Mutante

gegenüber Detergenzien. Behandelt man den Stamm #��GLUTAMICUM INTG bei der Extraktion

der Zellwand-Proteine wie alle anderen Stämme, so lysieren die Mutanten vollständig

(Abbildung D16-b). Die Stabilität der Zellwand dieser Mutanten ist also gegenüber dem

Wildtyp verringert.

Abbildung D-16a zeigt ebenfalls die Zellwandproteine von Stämmen, die Kombinationen von

SEC-Genen überexprimieren. Das Proteinmuster des Stamms #�� GLUTAMICUM [pSecDF]

unterscheidet sich im SDS-PAGE kaum von dem des Wildtyps. Während die PS1

repräsentierende Bande auch hier in allen Stämmen mehr oder weniger unbeeinflußt bleibt,

treten bei #��GLUTAMICUM [pSecEDF] und #��GLUTAMICUM [pSecYDF] eine zusätzliche Bande

bei 49 kDa, und weitere zwischen 38 und 32 kDa auf. Die Überexpression von

Kombinationen von SEC-Genen scheint die Sekretion endogener Proteine in #�� GLUTAMICUM

also zu steigern.
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�	� +ONSTRUKTION� EINES� 2EPORTERSYSTEMS� ZUR� 5NTERSUCHUNG� DER

0ROTEINSEKRETION�IN�#ORYNEBACTERIUM�GLUTAMICUM

Im vorigen Abschnitts wurde der Effekt der Überexpression und Mutation von Komponenten

des „General Secretory Pathways“ in #�� GLUTAMICUM auf die Sekretion homologer Proteine

untersucht. Obwohl sich mehrere Effekte beobachten ließen, waren sie mangels enzymatischer

Aktivität der sekretierten Proteine nicht exakt zu quantifizieren. Aus diesem Grund mußte ein

Reportersystem der Proteinsekretion in #��GLUTAMICUM auf der Grundlage der Sekretion eines

heterologen Exoenzyms konstruiert werden. Anforderungen an dieses System waren eine

stabile und vollständige Sekretion des heterologen Enzyms in das Kulturmedium, die korrekte

Prozessierung des Exoproteins durch #�� GLUTAMICUM und eine zuverlässige und schnelle

Nachweismethode der enzymatischen Aktivität außerhalb der Zelle, sowohl auf Festmedium

wie auch in Flüssigmedium.

���	�6ERSCHIEDENE�HETEROLOGE�%XOENZYME�ALS�2EPORTERSYSTEME

Das erste Reportersystem der Proteinsekretion in #�� GLUTAMICUM wurde auf der Basis einer

Endo-Cellulase aus #LAVIBACTER� MICHIGENENSIS ssp. MICHIGENENSIS (Meletzus ET� AL., 1993)

konstruiert. Cellulasen (1,4-β-Glucan-Glucanohydrolase, E.C. 3.2.1.4) hydrolysieren β-1,4-

glycosidische Bindungen mehrfach an zufälligen Stellen innerhalb des linearen Cellulose-

Moleküls (Béguin & Aubert, 1992). Die dadurch verursachte Kettenverkürzung und die

Zunahme reduzierender Enden lassen sich durch Kongo-Rot-Färbung und Dinitrosalicylsäure-

Reaktion nachweisen. Da native, kristalline Cellulase unlöslich ist, wurde nur Carboxymethyl-

Cellulase als Substrat verwendet.

Weiterhin auf ihre Tauglichkeit als Reportersysteme untersucht wurden:

- Metalloprotease A (E.C. 3.4.24.31) aus 3TREPTOMYCES� COELICOLOR „Müller“ (Damann &

Wohleben, 1992); zerlegt Peptide unter Einbeziehung eines metallischen Kofaktors.

- Lysozym (E.C. 3.2.17) aus 3�� COELICOLOR� (Damann, 1992); Hydrolysiert die β 1-4-

Vebindungen zwischen N-Acetyl-D-Glukosaminen und N-Acetyl-Muraminsäure im

Peptidoglykan von Bakterienzellen.

- Chitinase C (E.C. 3.2.1.14) aus 3��COELICOLOR�(Redenbach ET�AL., 1996); Hydrolysiert die β 1-

4-Vebindungen zwischen N-Acetyl-D-Glukosaminen des Chitins.
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- Citinase A (E.C. 3.2.1.14) aus 3ERRATIA�MARCESCENS� (Jones ET�AL., 1986); Hydrolysiert die β

1-4-Vebindungen zwischen N-Acetyl-D-Glukosaminen des Chitins.

�����	�+ONSTRUKTION�VON��AUF�HETEROLOGEN�%XOPROTEINEN�BASIERENDEN�2EPORTERSYSTEMEN

Zur Expression der heterologen Exoenzyme mußten %��COLI-#��GLUTAMICUM Shuttle-Vektoren

konstruiert werden. Das PCR-Produkt des CellulaseA-Gens CEL! aus dem Plasmid pDM201-

celA (Meletzus� ET� AL., 1992) wurde dazu mit den Restriktionsenzymen %CORI und (INdIII

isoliert und in das gleichermaßen gespaltene %��COLI-Plasmid pEC31 kloniert. In dem daraus

resultierenden Plasmid pCel10 (4,5 kb) steht CELA unter der Kontrolle des CMX-Promotors aus

#ORYNEBACTERIUM�STRIATUM (Tauch ET�AL.,1998). Auch die Ribosomen-Bindungsstelle des Cm-

Resistenzgens wird genutzt. Um einen Vektor zu erzeugen, der sowohl in #��GLUTAMICUM als

auch in %��COLI repliziert, wurde pCel10 durch das Restriktionsenzym 3ALI gespalten und mit

dem ebenfalls 3ALI-linearisierten #��GLUTAMICUM-Vektor pCV22 fusioniert. Das Resultat war

ein 9,1 kb großer Vektor mit einer Ampicillin- und Kanamycin-Resistenz und Cellulase-

Aktivität sowohl in #��GLUTAMICUM als auch in %��COLI. Die resultierenden Plasmide sind im

Anhang abgebildet.

In gleicher Weise wurden die Gene MPR! (Metalloprotease; Damann & Wohleben, 1992), CEL

(Lysozym; Redenbach ET� AL., 1996), CHI# (ChitinaseC; Redenbach ET� AL., 1996) und CHI!

(ChitinaseA; Jones ET�AL., 1986) kloniert.

�����	�!USWERTUNG�DER�%NZYMAKTIVIT¤T�IN�%��COLI�UND�#��GLUTAMICUM

Die Cellulase-Aktivität des Stamms #��GLUTAMICUM [pCel20] wurde sowohl in Fest- als auch

in Flüssigkultur bestimmt. Zur Analyse der Cellulase-Aktivität auf Festmedien wurde

#�� GLUTAMICUM [pCel20] auf Minimalmedium mit 1% Carboxymethyl-Cellulose als

Enzymsubstrat angeimpft und drei Tage inkubiert. Die Aktivität der anderen Enzyme wurde

lediglich auf Festmedien bestimmt. Als Substrate dienten dabei jeweils 1% Milchpulver für

die Metalloprotease, abgetötete Zellen von -ICROCOCCUS� LYSODEICTICUS für Lysozym und

kolloidales Chitin für beide Chitinasen. Die Überprüfung der Aktivitäten erfolgte durch

Auswertung der Lysehöfe um die Kolonien herum. Nach Elektroporation des MPR! tragenden
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Plasmids nach #�� GLUTAMICUM ließen sich nie transformierte Kolonien beobachten. Die

Ergebnisse der Aktivitätsbestimmung sind in Tabelle D-5 zusammengefaßt.

Protein Ursprungs-Organismus aktiv in

%��COLI

aktiv in

#��GLUTAMICUM

Cellulase A #LAVIBACTER�MICHIGANENSIS ± ± (3,8 mU*)

Metallo-Protease A 3TREPTOMYCES�COELICOLOR ++ keine Transformanten

Lysozym 3TREPTOMYCES�COELICOLOR + -

Chitinase A 3ERRATIA�MARCESCENZ + -

Chitinase C 3TREPTOMYCES�COELICOLOR + -

4ABELLE�$
���Aktivität verschiedener heterologer Exoenzyme in %��COLI und�#��GLUTAMICUM.
- = keine Aktivität
+ = erkennbare Lysehöfe
++ = große Lysehöfe
* = Volumenaktivität: U = µmol reduzierende Zucker pro ml Kulturüberstand und min.

Obwohl alle heterologen Exoenzyme in %�� COLI aktiv sind, zeigt nur die Cellulase eine

Aktivität in #��GLUTAMICUM. Zwar läßt sich die Cellulase-Produktion durch Zugabe geringer

Mengen Chloramphenicol steigern, vermutlich durch eine Aktivierung des CMX-Promotors,

aber selbst mit der maximalen Volumenaktivität von 3,8 mU ist sie noch zu gering, um ein

geeignetes Reportersystem der Proteinsekretion zu sein.

���	�α
!MYLASE�ALS�2EPORTERSYSTEM

Da die Sekretion von Cellulase A sich nicht als geeignetes Reportersystem der

Proteinsekretion in #��GLUTAMICUM erwiesen hatte, wurde ein weiteres System auf der Basis

einer α-Amylase aus 3TREPTOMYCES�GRISEUS IMRU 3570 (Vigal ET�AL., 1991) konstruiert. Von

dieser α-Amylase war bekannt, daß sie in #�� GLUTAMICUM zu exprimieren ist und richtig

prozessiert wird (Cadenas ET�AL., 1992).

Das durch das AMY-Gen kodierte Enzym α-Amylase (E.C.3.2.1.1, α-(1-4)-Glucan-4-Glucano-

Hydrolase) spaltet den spiraligen, unverzweigten Amylose-Anteil der Stärke durch Hydrolyse
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der α-(1-4)-Bindungen und produziert so ein Gemisch aus Glucose und freier Maltose

(Lehninger, 1987). Der verzweigtkettige Amylopektin-Anteil der Stärke wird nicht

angegriffen. Stärkeabbau läßt sich durch Lugolsche Lösung und durch Dinitrosalicylsäure-

Reaktion nachweisen.

�����	�+ONSTRUKTION�VON��AUF�α
!MYLASE�BASIERENDEN�2EPORTERSYSTEMEN

Zur Expression der heterologen Amylase in #�� GLUTAMICUM wurden verschiedene Systeme

konstruiert, um Aussagen über das Sekretionsverhalten der unterschiedlichen SEC-Mutanten

und –Überexprimierer treffen zu können. Zur Untersuchung der SEC-Mutanten wurde ein

replikatives, plasmidkodiertes System benötigt. Die Analyse des Effekts der Überexpression

von SEC-Genen auf die Sekretion erforderte zwei verschiedene integrative Systeme, um jeweils

gegen verschiedene Resistenzen selektionieren zu können.

Zur Konstruktion eines replikativen Expressionssystems wurde der Vektor pULMJ95

(Cadenas ET� AL. 1996) mit dem Restriktionsenzymen %CORI und 8BAI gespalten. Nach

gelelektrophoretischer Auftrennung erfolgte die Isolierung eines DNA-Fragments von 2100

bp Länge, das ein promotorloses AMY-Gen enthält. Gleichzeitig wurde der Expressionsvektor

pEC-XT99A mit den gleichen Restriktionsenzymen gespalten. Nach Ligation des AMY-Gen-

tragenden DNA-Fragments mit dem Vektor pEC-XT99A wurde der resultierende Vektor

pAmy, in dem das AMY-Gen unter der Kontrolle des trc-Promotors steht, in verschiedene

#��GLUTAMICUM-Stämme elektrotransferiert. Das Plasmid pAmy diente zur Untersuchung der

Proteinsekretion im Wildtyp und den SEC-Gen-defekten Stämmen.

Zur Untersuchung der #��GLUTAMICUM-Stämme, die einzelne SEC-Gene überexprimieren, wurde

ein Testsystem entwickelt, bei dem das AMY-Gen in das Chromosom vom

#�� GLUTAMICUM integriert ist. Dieses System basiert auf dem %�� COLI-Expressionsvektor

pXK99A. Dazu wurde das AMY-Gen wie oben beschrieben aus dem Vektor pULMJ95

(Cadenas ET�AL. 1996) isoliert. Der Vektor pXK99A (Kirchner, 1999) wurde ebenfalls mit dem

Restriktionsenzym 8BAI und %CORI gespalten. Nach Ligation des AMY-Gen-tragenden DNA-

Fragments in den Vektor wurde das resultierende Plasmide nach %�� COLI elektroporiert. Das

Plasmid pXK99A-AMY trägt das AMY-Gen unter Kontrolle des trc-Promotors. Der Vektor

wurde reisoliert und mit den Restriktionsenzymen 8BAI und (INdIII gespalten. Das Plasmid
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pLW60 (Wehmeier ET� AL., 1998) wurde ebenfalls mit durch 8BAI und (INDIII enzymatisch

gespalten und ein resultierendes, ca. 800 Basenpaare großes Fragment des DCI!%-Gens aus

#� GLUTAMICUM RES167 (Wehmeier ET�AL�, 1998) isoliert. Das DCI!%-Fragment wurde in das

gespaltene Plasmid pXK99A-AMY kloniert. Der resultierende Vektor wurde als pIAmy1

bezeichnet und mittels Elektroporation nach #. GLUTAMICUM transferiert. Da das Plasmid in

#��GLUTAMICUM nicht zur Replikation im Stande ist, können die Zellen nur wachsen, wenn der

Vektor durch homologe Rekombination in das Chromosom von #�� GLUTAMICUM integriert

wird. Der so erzeugte #��GLUTAMICUM-Stamm wurden als #��GLUTAMICUM IAmy1 bezeichnet.

Zur Untersuchung der #�� GLUTAMICUM-Stämme, die Kombinationen von SEC-Genen

überexprimieren, wurde ein weiteres Testsystem konstruiert, bei dem das AMY-Gen ebenfalls

in das Chromosom vom #�� GLUTAMICUM integriert ist, das allerdings auf dem %�� COLI-

Expressionsvektor pXT99A basiert. Dazu wurde das AMY-Gen wie oben beschrieben aus dem

Vektor pULMJ95 (Cadenas ET� AL. 1996) isoliert. Der Vektor pXT99A wurde mit dem

Restriktionsenzym 8BAI vollständig und mit dem Restriktionsenzym %CORI partiell gespalten.

Nach Ligation mit dem AMY-Gen-tragenden DNA-Fragment wurde das resultierende Plasmid

nach %��COLI elektroporiert. Der Vektor pXT99A-AMY trägt das AMY-Gen unter Kontrolle des

trc-Promotors. Das Plasmid wurde reisoliert und wie oben beschrieben gespalten und mit dem

ca. 800 Basenpaar großes Fragment des DCI!%-Gens aus #� GLUTAMICUM RES167 (Wehmeier

ET� AL�, 1998) ligiert. Der resultierende Vektor wurde als pIAmy2 bezeichnet und mittels

Elektroporation nach #. GLUTAMICUM transferiert. Da er in #�� GLUTAMICUM nicht replizieren

kann, können die Zellen nur wachsen, wenn der Vektor durch homologe Rekombination in

das Chromosom von #��GLUTAMICUM integriert wird. Der konstruierte #��GLUTAMICUM-Stamm

wurde als #��GLUTAMICUM IAmy2 bezeichnet.

Die Integrationsereignisse wurde durch Southern-Hybridisierung überprüft. Als Sonde diente

das 0,8 kb große DCI!%-Fragment aus dem Vektor pLW60. Die Auswertung des

Restriktionsverdaus der Gesamt-DNA der Stämme #��GLUTAMICUM IAmy1 und #��GLUTAMICUM

IAmy2 mit %CORI ergab die erwarteten Banden bei 3,3 kb und 8,2 kb für� #�� GLUTAMICUM

IAmy1 und 3,5kb und 2,8 kb für #��GLUTAMICUM IAmy2. Da gleich behandelte Gesamt-DNA

des Wildtyps nur eine Bande bei 2,8 kb zeigt, ist damit die Integration der Vektoren in das

Zielgen DCI!% nachgewiesen.

Die Stämme #�� GLUTAMICUM IAmy1 und IAmy2 unterscheiden sich lediglich durch die

Antibiotika-Resistenz, die durch das integrierte Plasmid vermittelt wird, von einander. Damit
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standen Reportersysteme zur Verfügung, die daß gesamte Spektrum der SEC-Mutation und

Überexpression abdecken.

�����	�5NTERSUCHUNG�DER�α
!MYLASE
!KTIVIT¤T�IN�VERSCHIEDENEN�#��GLUTAMICUM
3T¤MMEN

Nachdem die verschiedenen, auf Amylase-Sekretion basierenden Reportersysteme konstruiert

waren, wurden sie auf ihre Eignung in Bezug auf die Untersuchung des „General Secretory

Pathway“ getestet. Dazu wurden die Stämme #��GLUTAMICUM RES167[pAmy], #��GLUTAMICUM

IAmy1 und #�� GLUTAMICUM IAmy2 sowohl auf Fest- als auch auf Flüssigmedium inkubiert,

welches 1 % lösliche Stärke als Enzymsubstrat enthielt. Abbildung D-17 zeigt die Amylase-

Aktivität beider Reportersysteme. Der Aktivitätsnachweis mit Lugolscher Lösung auf

Festmedien zeigt, daß Amylase in allen Reportersytemen sekretiert wird. Die Kontrolle

#�� GLUTAMICUM RES167 weist dagegen keinerlei Aktivität auf. Zudem ist der Lysehof um

#�� GLUTAMICUM [pAmy]-Kolonien größer als der um #�� GLUTAMICUM IAmy2-Kolonien

(Abbildung D-17). Durch das replikative System, bei dem viele Kopien des AMY-Gens

innerhalb der Zelle vorliegen, wird also mehr Amylase produziert und sekretiert als durch das

integrative System, das nur eine einzige, chromosomale Kopie vorliegt.

Um die beobachteten Effekte genau zu quantifizieren, wurde die Volumenaktivität im

Kulturüberstand von Flüssigkulturen der verschiedenen Stämme bestimmt. Dabei wurden die

Beobachtungen des Plattentests bestätigt (Abbildung D-17b). Während für den Wildtyp

#��GLUTAMICUM RES167 keine Amylase-Aktivität zu beobachten ist, zeigt der plasmidtragende

Stamm #��GLUTAMICUM [pAmy] mit 372 mU eine fast 8-fach höhere Aktivität als die Stämme,

die eine chromosomale Kopie des AMY-Gens tragen. Die Aktivität der Stämme #��GLUTAMICUM

IAmy1 und IAmy2 ist mit 45 mU gleich. In keinem der konstruierten Stämme lies sich eine

intrazelluläre Amylase-Aktivität nachweisen.

Amylase stellt also ein geeignetes Reportersystem der Proteinsekretion in #��GLUTAMICUM dar,

da sie einfach und quantitativ nachzuweisen ist und in hinreichend großen Mengen produziert

und sekretiert wird.
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!BBILDUNG�$
����Amylase-Aktivität in verschiedenen #��GLUTAMICUM-Stämmen.
A	Verschiedene #�� GLUTAMICUM-Stämme auf TYPS-Agarplatten nach 24h Inkubation und
Anfärbung mit Lugolscher Lösung.
B	 Quantitative Bestimmung der Amylase-Aktivität in den Kulturüberständen von TYPS-
Flüssigkulturen verschiedener #��GLUTAMICUM
Stämme bei einer optischen Dichte von 4,5. Die
Aktivitätsbestimmung erfolgte nach der Dinitrosalicylsäure-Methode (Miller, 1956).
mU = µmol reduzierender Zucker/(ml x min).
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�����	�7ACHSTUM�VON�#��GLUTAMICUM�AUF�3T¤RKE

Das Enzym α-Amylase zerlegt den Amylose-Anteil des komplexen, polymeren Kohlehydrats

in kürzere Bruchstücke, hauptsächlich Maltose und Glucose (Lehninger, 1987). Während

Stärke durch #��GLUTAMICUM nicht metabolisiert werden kann, sind sowohl Maltose als auch

Glucose geeignete Kohlenstoffquellen für das Bakterium (Vahjen ET�AL., 1995). Aus diesem

Grund sollten Amylase-produzierende #��GLUTAMICUM-Stämme in der Lage sein, mit Stärke als

einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen. Dazu wurden #��GLUTAMICUM [pAmy], #��GLUTAMICUM

IAmy1, #�� GLUTAMICUM IAmy2 sowie #�� GLUTAMICUM RES167 als Kontrolle in Flüssig-

Minimalmedium (Katsumata ET�AL., 1984) angeimpft, das als einzige Kohlenstoffquelle 1 %

lösliche Stärke enthielt. Abbildung D-18 zeigt, daß der Wildtyp #��GLUTAMICUM RES167 nicht

in der Lage ist, allein mit Stärke zu wachsen. Die Amylase-sekretierenden Stämme sind

dagegen befähigt, das komplexe Polymer abzubauen und zum Wachstum zu nutzen.

!BBILDUNG� $
��� Wachstum von verschiedenen #�� GLUTAMICUM-Stämmen in Flüssig-

Minimalmedium (Katsumata ET�AL., 1984) mit Stärke als einziger Kohlenstoffquelle.

Der Stamm #��GLUTAMICUM [pAmy], der eine deutlich höhere Amylase-Produktion aufweist als

die Stämme #�� GLUTAMICUM IAmy1 und IAmy2, bei denen jeweils nur eine chromosomale
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Kopie des AMY-Gens vorliegt, zeigt bei Anzucht mit Stärke als einziger C-Quelle das

schnellste Wachstum. Daraus folgt, daß das Wachstum mit Stärke proportional zur Sekretion

der heterologen Amylase ist, da die Menge metabolisierbarer Zucker durch die Amylase

erhöht wird.
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�	� !NALYSE� VON� #ORYNEBACTERIUM� GLUTAMICUM� SEC
-UTANTEN� UND

�BEREXPRIMIERERN�IM�HETEROLOGEN�2EPORTERSYSTEM

Mit der Expression des heterologen Exoenzyms α-Amylase aus 3TREPTOMYCES GRISEUS IMRU

3570 war ein geeignetes Reportersystem der Proteinsekretion von #��GLUTAMICUM konstruiert

worden. Mit diesem System sollte nun untersucht werden, in wie weit Manipulationen an

Komponenten des „General Secretory Pathways“ die Sekretion des heterologen Enzyms

beeinflussen. Dabei wurde der Effekt der Überexpression von SEC-Genen auf die Amylase-

Sekretion in Stämmen untersucht, bei denen das AMY-Gen in das Chromosom integriert

wurde. Die Auswirkungen der SEC-Mutationen wurde in Stämmen analysiert, in denen die

Amylase durch ein Plasmid kodiert wird.

���	�!MYLASE
3EKRETION�DER�SEC
-UTANTEN

Zur Analyse des Effekts der Mutation von SEC-Genen auf die Proteinsekretion wurde der

Export der heterologen Amylase in diesen Stämmen untersucht. Dazu wurde das Plasmid

pAmy in die Stämme #��GLUTAMICUM INTD, #��GLUTAMICUM INTF und #��GLUTAMICUM INTG

elektroporiert und die Amylase-Aktivität der resultierenden Stämme bestimmt.

�����	�!MYLASE
3EKRETION�DER�SEC'
��SEC$
�UND�SEC&
-UTANTEN

Impft man die definierte Menge von jeweils 1,7 x 106 Zellen der verschiedenen Stämme auf

einer stärkehaltigen Agarplatte an und inkubiert sie für 48 h, so zeigt die Anfärbung mit

Lugolscher Lösung einen deutlichen Unterschied in der Amylase-Sekretion. Abbildung D-19a

zeigt, daß der als Negativkontrolle aufgetragene Wildtyp erwartungsgemäß keine Amylase-

Aktivität aufweist. Die Aktivität der beiden, als Positivkontrolle aufgetragenen Stämme

#��GLUTAMICUM [pAmy] und #��GLUTAMICUM IAmy2 ist gut sichtbar und scheint gleich groß.

Der Lysehof um die SEC'-Mutante #��GLUTAMICUM INTG [pAmy] ist jedoch erheblich kleiner

als der der Positivkontrollen. Den deutlichsten Effekt zeigen jedoch die Kolonien der SEC$-

und SEC&-Mutanten #�� GLUTAMICUM INTD [pAmy] und #�� GLUTAMICUM INTF [pAmy]. Wie

beim Wildtyp ist bei ihnen keinerlei Amylase-Sekretion zu detektieren.
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Zur quantitativen Analyse dieser Phänomene wurde die Amylase-Aktivität aller Stämme im

Kulturüberstand von TYPS-Flüssigkulturen bei einer optischen Dichte von 4,5 nach ca. 56 h

Inkubation bestimmt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung D-19b

dargestellt und entsprechen den Beobachtungen des Plattentests. Auch mit der

Dinitrosalicylsäure-Methode läßt sich für den Wildtyp keine Aktivität nachweisen. Der

Stamm #�� GLUTAMICUM [pAmy] zeigt mit 372 mU eine fast 8-fach höhere Aktivität als der

Stamm #��GLUTAMICUM IAmy2 mit 45 mU. Das die Kolonien beider Stämme beim Plattentest

nahezu gleich aussehen, beruht wahrscheinlich auf Diffusionseffekten des sekretierten

Proteins in der Agar-Matrix. Der Stamm #�� GLUTAMICUM INTG [pAmy] weist mit 80 mU

Amylase-Aktivität in Kulturüberstand nur noch 21,5 % der Aktivität des Stamms

#�� GLUTAMICUM [pAmy] auf. Wie bei dem Aktivitätsnachweis auf Agarplatte ist auch im

Kulturüberstand oder in Zellaufschlüssen der Stämme #��GLUTAMICUM INTD [pAmy] und #�

GLUTAMICUM INTF [pAmy] keine Aktivität zu detektieren.

!BBILDUNG�$
����Amylase-Aktivität in verschiedenen SEC-Mutanten�von #��GLUTAMICUM.
A	Verschiedene #�� GLUTAMICUM-Stämme auf TYPS-Agarplatten nach 48 h Inkubation und
Anfärbung mit Lugolscher Lösung.
B	 Quantitative Bestimmung der Amylase-Aktivität in den Kulturüberständen von TYPS-
Flüssigkulturen verschiedener #��GLUTAMICUM
Stämme bei einer optischen Dichte von 4,5. Die
Aktivitätsbestimmung erfolgte nach der Dinitrosalicylsäure-Methode (Miller, 1956).
mU = µmol reduzierender Zucker/(ml x min).
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Zur Klärung der Frage, ob die beobachteten Effekte die Sekretion von Proteinen im

Allgemeinen oder nur die der heterologen Amylase betreffen, wurde der Proteingehalt der

Kulturüberstände bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle D-6 dargestellt.

Stamm µg Protein/ml Kulturüberstand

#��GLUTAMICUM RES167 6,2 (± 0,5)

#��GLUTAMICUM [pAmy] 9,3 (± 0,8)

#��GLUTAMICUM IAmy2 6,2 (± 0,4)

#��GLUTAMICUM INTG 4,5 (± 0,6)

#��GLUTAMICUM INTG [pAmy] 5,2 (± 0,6)

#��GLUTAMICUM INTD 6,3 (± 0,6)

#��GLUTAMICUM INTD [pAmy] 6,2 (± 0,6)

#��GLUTAMICUM INTF 6,0 (± 0,6)

#��GLUTAMICUM INTF [pAmy] 6,0 (± 0,5)

4ABELLE�$
�� Proteingehalt des Kulturüberstandes verschiedener #��GLUTAMICUM-Stämme, die
in TYPS-Medium bis zu einer optischen Dichte von 4,5 inkubiert wurden.

Die SEC$- und SEC&-Mutanten sekretieren zwar weniger Protein als der Stamm #��GLUTAMICUM

[pAmy] aber ebensoviel wie der Wildtyp. Die SEC'-Mutante dagegen exportiert trotz

Amylase-Sekretion weniger Protein als der Wildtyp. Daraus läßt sich schließen, daß der

Effekt der SEC'-Mutation den Proteinexport insgesamt betrifft. Die SEC$- und SEC&-Mutation

betrifft dagegen im wesentlichen die Sekretion des heterologen Proteins. Da eine der

Aufgaben des SecD/SecF-Komplexes innerhalb des „General Secretory Pathways“ die

Erkennung imperfekter Signalsequenzen ist, die Amylase aber noch ihre eigene, aus

3TREPTOMYCES stammende Signalsequenz besitzt, wird das heterologe Präprotein in den SEC$-

und SEC&-Mutanten vermutlich nicht als zum Export bestimmt erkannt und deshalb auch nicht

sekretiert.
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���	�!MYLASE
3EKRETION�DER�SEC
¼BEREXPRIMIERENDEN�3T¤MME

Zur Analyse des Effekts der Überexpression von SEC-Genen auf die Proteinsekretion wurde

der Export der heterologen Amylase in diesen Stämmen untersucht. Dazu wurden die

Plasmide, die einzelne SEC-Gene tragen, in den Stamm #�� GLUTAMICUM IAmy1

elektrotransferiert. Plasmide, die Kombinationen von SEC-Genen tragen, wurden in dem

Stamm #��GLUTAMICUM IAmy2 elektroporiert. Anschließend wurde die Amylase-Aktivität der

resultierenden Stämme bestimmt.

�����	��BEREXPRESSION�VON�EINZELNEN�SEC
'ENEN

Die Plasmide pSecA, pSecD, pSecE, pSecF, pSecG und pSecY wurden jeweils in den Stamm

#��GLUTAMICUM IAmy1 elektrotransferiert und die Amylaseaktivität der resultierenden Stämme

gemessen. Dazu wurden die einzelnen Stämme in TYPS-Flüssigmedium inkubiert und die

Amylase-Aktivität im Kulturüberstand bestimmt (Tabelle D-7). Um eine Verzerrung der

Messung durch unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten zu vermeiden, wurden alle

Messungen durchgeführt, wenn die Kulturen eine optische Dichte von 2,5 erreicht hatten. Wie

sich zeigt, weicht die Amylase-Aktivität der getesteten Stämme nicht signifikant von der

Aktivität des Stammes #��GLUTAMICUM IAmy1 ab.

Stamm Amylase-Aktivität im

Kulturüberstand (mU*)

µg Protein/ml

Kulturüberstand

#��GLUTAMICUM IAmy1 45 (± 5) 6,2 (± 0,5)

#��GLUTAMICUM IAmy1 [pSecA] 41 (± 5) 6,4 (± 0,5)

#��GLUTAMICUM IAmy1 [pSecD] 45 (± 5) 6,2 (± 0,5)

#��GLUTAMICUM IAmy1 [pSecE] 45 (± 5) 6,1 (± 0,5)

#��GLUTAMICUM IAmy1 [pSecF] 46 (± 5) 6,3 (± 0,5)

#��GLUTAMICUM IAmy1 [pSecG] 45 (± 5) 6,2 (± 0,5)

#��GLUTAMICUM IAmy1 [pSecY] 47 (± 5) 6,7 (± 0,5)



��������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������$��%RGEBNISSE

97

4ABELLE� $
��� Amylase-Aktivität� und Proteingehalt des Kulturüberstandes verschiedener
#��GLUTAMICUM-Stämme, die in TYPS-Medium bis zu einer optischen Dichte von 2,5 inkubiert
wurden.* = Volumenaktivität U = µmol reduzierende Zucker / (ml x min)
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Die Bestimmung des Proteingehalts des Kulturüberstandes der jeweiligen Stämme zeigt, das

der beobachtete Effekt nicht nur die Sekretion der heterologen Amylase betrifft. Auch die

Sekretion der corynebakteriellen Proteine durch Stämme, die einzelne SEC-Gene

überexpremieren, weicht nicht von dem Stamm #��GLUTAMICUM IAmy1 ab.

Daraus folgt, daß die Überexpression von einzelnen Bestandteilen des „General Secretory

Pathway“ keinen meßbaren Effekt auf die Sekretion von Proteinen ausübt.

�����	��BEREXPRESSION�VON�+OMBINATIONEN�VON�SEC
'ENEN

Um den Effekt der Überexpression von Kombinationen von SEC-Genen auf die

Proteinsekretion zu messen, wurden die Plasmide pSecDF, pSecEDF und pSecYDF nach

#��GLUTAMICUM IAmy2 elektroporiert. Anschließend wurden die einzelnen Stämme wiederum

in TYPS-Flüssigmedium inkubiert und die Amylase-Aktivität im Kulturüberstand bestimmt.

Alle Messungen wurden durchgeführt, nachdem die Kulturen eine optische Dichte von 2,5

erreicht hatten, um eine Verzerrung der Messung durch unterschiedliche

Wachstumsgeschwindigkeiten zu vermeiden. Im Gegensatz zu den Stämmen, die nur einzelne

SEC-Gene überexpremieren, wird die Amylase-Aktivität der getesteten Stämme signifikant

gegenüber der Aktivität des Stammes #�� GLUTAMICUM IAmy2 gesteigert. Während die

gemeinsame Überexpression von SEC$ und SEC& die Sekretion der Amylase um den Faktor 1,6

steigert, bewirkt die gleichzeitige Überexpression von SEC%,� SEC$ und SEC&�eine Steigerung

um den Faktor 2,2 und die von SEC9,�SEC$ und SEC&�sogar eine von 2,6.

Die Bestimmung des Proteingehalts des Kulturüberstandes der getesteten Stämme (Abbildung

D-20) zeigt, daß auch der Proteingehalt im Kulturüberstand signifikant zunimmt, und zwar im

gleichen Maße wie die Amylaseaktivität. Der beobachtete Steigerungseffekt ist aber nicht nur

durch die Sekretion der heterologen Amylase bedingt, da der Proteingehalt im

Kulturüberstand von #��GLUTAMICUM IAmy2 [pSecYDF] mit 15,5 µg/ml mehr als doppelt so

hoch ist, als der des Stammes #�� GLUTAMICUM [pAmy], welcher die achtfache Menge an

Amylase sekretiert (siehe Abschnitt D 3.2.2).

Zusammen mit den aus den SDS-Gelen gewonnenen Daten (siehe Abschnitt D 2.3.1) ergibt

sich daraus, daß eine gleichzeitige Überexpression von Kombinationen von SEC-Genen die

Sekretion von homologen und heterologen Exoproteinen steigert.
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!BBILDUNG�$
����Amylase-Aktivität und Proteingehalt des Kulturüberstandes verschiedener
#��GLUTAMICUM IAmy2-Stämme. Alle Kulturen wurden in TYPS-Flüssigmedium bis zu einer
optischen Dichte von 2,5 angezogen. Die Enzymaktivität (gelb) ist in mU angegeben
(Volumenaktivität U = µmol reduzierende Zucker pro ml und min), der Proteingehalt (blau) in
µg pro ml.

�����	�7ACHSTUM�VON�VERSCHIEDENEN�#��GLUTAMICUM
3T¤MMEN�AUF�3T¤RKE

Wie in Abschnitt D 3.2.3 gezeigt, sind Amylase-produzierende #��GLUTAMICUM-Stämme in der

Lage, mit Stärke als einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen. Ausgehend von den Ergebnissen

des vorigen Abschnitts stellt sich die Frage, ob die Steigerung der Amylase-Sekretion direkt

zu einem schnelleren Wachstum auf Stärke führt. Dazu wurden die Stämme #��GLUTAMICUM

IAmy2, #��GLUTAMICUM IAmy2 [pSecDF], #��GLUTAMICUM IAmy2 [pSecEDF],�#��GLUTAMICUM

IAmy2 [pSecYDF] sowie #��GLUTAMICUM RES167 als Kontrolle in Flüssig-Minimalmedium

(Katsumata ET� AL., 1984) angeimpft, das als einzige Kohlenstoffquelle 1 % lösliche Stärke

enthielt. Abbildung D-21 zeigt, daß das Wachstum der Amylase-sekretierenden Stämme mit

der Rate der Amylase-Sekretion beschleunigt wird.
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!BBILDUNG� $
��� Wachstum von verschiedenen #�� GLUTAMICUM-Stämmen in Flüssig-
Minimalmedium (Katsumata ET�AL., 1984) mit Stärke als einziger Kohlenstoffquelle.

Der beobachtete Wachstumsvorteil ist proportional zur Rate de Amylase-Sekretion, das heißt,

der Stamm mit der höchsten Sekretionsrate wächst auch am schnellsten. Unter den gewählten

Bedingungen sind die übersekretierenden Stämme also in der Lage, diese Übersekretion in

einen direkten Wachstumsvorteil umzusetzen.
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%���$ISKUSSION

�	�$IE�NEUEN�'ENE�SEC$�UND� SEC&�AUS�#ORYNEBACTERIUM�GLUTAMICUM� LIEGEN

STROMABW¤RTS�VON�DER�DCI!%
2EGION�

Die Gene SEC$ und SEC& wurden mittels „Plasmid-Rescue“-Technik aus dem Chromosom

von #��GLUTAMICUM isoliert. Das chromosomale 9,8 kb-Fragment trug acht vollständige und

einen partiellen ORF in gleicher Leserichtung, denen bis auf ORF-6 durch Blast-

Homologievergleich (Altschul ET�AL., 1997) eine Funktion zugeordnet werden konnte. Wie in

allen bisher untersuchten Eubakterien sind SEC$ und SEC& direkt benachbart (Sievert et al.,

1997; siehe Abbildung E-1).

!BBILDUNG�%
���Schematische, maßstabsgerechte Darstellung der SEC$&-Regionen aus ver-
schiedenen Bakterien.
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In Archaebakterien sind SEC$ und SEC& nur in einigen Spezies wie 0YROCOCCUS�ABYSSI (Heilig,

R.,1999; GenBank AJ 248288) benachbart. Die Ähnlichkeit der SEC$&-Region aus

#��GLUTAMICUM zu der aus verschiedenen Bakterien steigt mit zunehmender Verwandschaft.

Die Region aus dem Cyanobakterium 3YNECHOCYSTIS�sp. PCC6803 (Kaneko ET�AL., 1995) oder

dem Gram-negativen Bakterium %��COLI (Blattner ET�AL., 1997) weist bis auf die Anordnung

von SEC$ und SEC& keine Ähnlichkeit zu der aus #��GLUTAMICUM auf (siehe Abbildung E-1).

Der Vergleich der Region in Gram-positiven Bakterien zeigt eine ähnliche Anordnung in

"ACILLUS SUBTILIS (Kunst ET� AL., 1997) und 3TREPTOMYCES� COELICOLOR (Redenbach ET� AL., 1996)

und eine identische in dem nahe verwandten Stamm -YCOBACTERIUM�TUBERCULOSIS (Cole ET�AL�,

1998).

Weiterführende Computeranalysen der Aminosäure-Sequenz des SecD-Proteins mit

HMMTOP (Tusnády & Simon, 1998) zeigten, daß mit 371 Aminosäure-Resten mehr als die

Hälfte des Proteins als großer, extracytoplasmatischer „Loop“ vorliegen. Der Rest des

Proteins bildet sechs Transmembrandomänen in unregelmäßiger Verteilung, ein

Membrandurchgang liegt carboxyterminal vor dem „Loop“, die anderen fünf dahinter. SecD

weist sechs konservierte Bereiche auf, die in allen bisher untersuchten SecD-Proteinen

vorhanden sind und deren Funktion bislang unbekannt ist (Bolhuis ET�AL�, 1999a).

Die Struktur des SecF-Proteins entspricht in Anzahl und Verteilung der

Transmembrandomänen völlig der des SecD-Proteins, der extracytoplasmatische „Loop“

macht mit 95 AS aber nur knapp ein Viertel des Proteins aus. Diese Struktur ist typisch für die

SecD- und SecF-Proteine und tritt auch auf, wenn die beiden Proteine zu einem einzigen

verschmolzen sind (Bolhuis ET�AL�, 1999a; Abbildung E-2).

SecF trägt vier konservierte Regionen, von denen die Region F4 essentiell für die Funktion ist

(Bolhuis ET� AL�, 1999a). Die Analyse der Proteinsequenz mit dem Computerprogramm

FingerPRINTscan (Attwood ET� AL�, 1999) identifizierte darüber hinaus zwei Regionen, die

hohe Homologie zu den, für SecY charakteristischen Motiven I und VI aufweisen. Da die

zweite Region die essentielle F4-Region vollständig einschließt, handelt es sich

möglicherweise um Interaktionsstellen mit SecY.
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!BBILDUNG�%
���Schematische Darstellung der Proteine SecD und SecF aus %��COLI (Blattner
ET� AL., 1997) und #�� GLUTAMICUM sowie des SecDF-Proteins aus "�� SUBTILIS (Bolhuis ET� AL�,
1999a). Die extracytoplasmatischen „Loops“ sind als schwarze Kästen dargestellt, die als
graue Kästen dargestellten Transmembrandomänen sind in römischen Ziffern numeriert. Alle
Proteine weisen die gleiche Struktur auf. Das zu einem einzigen Protein verschmolzene
SecDF aus "�� SUBTILIS zeigt darüber hinaus einen Linker, der die SecD- und die SecF-
Untereinheit verbindet (Bolhuis ET�AL�, 1999a).

Beide Proteine, SecD und SecF, sind innerhalb der Bakterien gut konserviert (Sievert ET�AL��

1997), zeigen aber ihre höchste Homologie zu den jeweiligen Pendants aus -YCOBACTERIUM

TUBERCULOSIS. Die Homologien erstrecken sich aber nicht in gleichem Maße über die gesamte

Länge der Proteine. Die extracytoplasmatischen „Loops“ sind weniger konserviert als die

Teile der Proteine, die Transmembran-Domänen tragen. Die größte Variabilität zeigt sich im

Amino-Terminus von SecF und dem Carboxy-Terminus von SecD. Während SecD aus #�

GLUTAMICUM im Vergleich zu SecD aus -��TUBERCULOSIS an dieser Stelle verlängert ist, ist SecF

verkürzt. Diese Variabilität reicht innerhalb der Bakterien soweit, daß in manchen Spezies

wie "ACILLUS�SUBTILIS oder 3TAPHYLOCOCCUS�CARNOSUS (Bolhuis ET�AL�� 1999a; Kappes & Freudl,
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2000) beide Proteine an dieser Stelle zu einem einzigen verschmelzen (siehe Abbildung E-2).

Auch die Regionen D1-6 und F1-4 sind unterschiedlich gut konserviert, am stärksten ist die

Ähnlichkeit für die Regionen D1 und F1 ausgeprägt. Die Consensus-Sequenz für D1 ist

'(L/I)$,R''� (Bolhuis ET� AL�� 1999a), die entsprechende Sequenz aus #ORYNEBACTERIUM

'I$,Q''. Für F1 ist die Consensus-Sequenz '(L/I)$&(A/T)G'� und die

Aminosäuresequenz aus #��GLUTAMICUM 'I$&K''.

Die Struktur der Proteine SecD und SecF ist in allen bisher untersuchten Bakterien prinzipiell

gleich (Economou, 1999). Sie weisen alle jeweils sechs Transmembrandurchgänge pro

Protein auf, sowie einen großen extracytoplasmatischen „Loop“ für SecD und einen kleineren

für SecF. Wenn die beiden Proteine als ein einzelnes SecDF-Protein vorliegen, wie es

beispielsweise in "��SUBTILIS der Fall ist, zeigt das Protein zwölf Membrandurchgänge, zwei

„Loops“ und zehn konservierte Regionen (Bolhuis ET�AL�� 1999a).

Die durch die neu isolierten Gene SEC$ und SEC& aus #�� GLUTAMICUM kodierten Proteine

weisen also alle typischen Charakteristika der SecD- und SecF-Proteine auf.

�	�%INIGE�SEC
'ENE�SIND�IN�IHRER�CHROMOSOMALEN�!NORDNUNG�KONSERVIERT�

Zur Analyse der chromosomalen Anordnung der SEC-Gene wurden auch die übrigen Gene

SEC!, SEC%, SEC' und SEC9 mit samt umliegender Regionen mittels PCR isoliert. Das

innerhalb der Bakterien hoch konservierte SEC! (Kobayashi ET�AL., 1999) zeigt den typischen

Aufbau aus zwei ATP-Bindestellen unterschiedlicher Affinität (Mitchell & Oliver,1993),

einer Signalsequenz-bindenden Region (Kimura ET�AL., 1991) sowie eine Dimerisierungs- und

SecY-Interaktionsregion (Manting ET� AL., 1997). Das ebenfalls hoch konservierte SecY

(Kobayashi ET�AL., 1994) zeigt zehn Membrandurchgänge, wie in allen bisher beschriebenen

Fällen (Tschauder ET� AL., 1992; Bhattacharyya & Das, 1997). Während das kleine Protein

SecE aus %�� COLI drei Transmembran-Domänen aufweist (Schatz ET� AL�, 1989), zeigt die

Computer-gestützte Auswertung der Aminosäuresequenz von SecE aus #�� GLUTAMICUM

lediglich einen Membrandurchgang. Die Auswertung der Sequenz des kleinsten Sec-Protein

SecG aus #��GLUTAMICUM zeigt drei Transmembran-Domänen, im Gegensatz zu dem aus %�

COLI� welches zwei aufweist (Nishiyama ET� AL.,1994). Die Proteine SecE und SecG sind in

ihrer Struktur also vermutlich weniger konserviert als SecA und SecY.
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Ordnet man die SEC-Gene auf einer chromosomalen Karte von #��GLUTAMICUM an (Bathe ET�AL�,

1996), so zeigt sich, daß sie nicht in einem Cluster angeordnet, sondern über das Chromosom

verteilt sind. Allerdings liegen alle SEC-Gene mit Ausnahme von SEC' in gleicher

Leserichtung und enger räumlicher Nähe zu Genen, die im weiteren Sinne in Translations-

und Transkriptions-Prozesse involviert sind. Dabei handelt es sich im wesentlichen um die

Gene ribosomaler Proteine wie RPS1 oder RPL+� aber auch um tRNAs oder um Gene wie

NUS', das in Assoziation mit den Ribosomen an der Transkriptiontermination von rRNA

beteiligt ist (siehe Abbildung E-3). Die Vergesellschaftung von SEC% mit NUS'� von SEC9 mit

Genen ribosomaler Proteine (Abb. E-3) ist in Bakterien hoch konserviert (Sievert ET� AL.,

1997). Die Vergesellschaftung von SEC$ und SEC& mit REL�� einem zeitweilig am Ribosom

assoziierten Protein (Abb. E-1) ist nur in Gram-positiven mit hohem GC-Gehalt konserviert.

!BBILDUNG� %
���Schematische Darstellung der chromosomalen Anordnung der Gene SEC9
und SEC% in verschiedenen Organismen; SEC-Gene sind in schwarz, Gene der Translation und
Transkription in grau und andere Gene in weiß dargestellt.
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Das Gen RPL+�ist äquivalent zu RPL��, beide Gene kodieren für das ribosomale Protein L11.

Die konservierte Anordnung der Gene SEC9 und SEC% ist sowohl in Archaebakterien wie

0YROCOCCUS�ABYSSI (Heilig, R. 1999) und Cyanobakterien wie 3YNECHOCYSTIS (Kaneko ET�AL.,

1995) als auch in Gram-negativen Bakterien wie %�COLI (Blattner ET� AL., 1997) und Gram-

Positiven wie 3��COELICOLOR (Redenbach ET�AL., 1996) und -��TUBERCULOSIS (Cole ET�AL�, 1998) zu

beobachten. Eine #�� GLUTAMICUM-spezifische Ausnahme stellt der hypothetische,

transkriptionale Regulator stromaufwärts und in entgegengesetzter Leserichtung von SEC9 dar,

der sich sonst in keinem Bakterium an dieser Stelle finden läßt.

Die Gene SEC! und SEC' sind in ihrer chromosomalen Anordnung deutlich weniger

konserviert.

�	� -UTATIONEN� IM� 'ENERAL� 3ECRETORY� 0ATHWAY � BEWIRKEN� 3T¶RUNGEN� IM

!UFBAU�DER�:ELLH¼LLE�

Zur weiteren Funktionsanalyse der SEC-Gene in #�� GLUTAMICUM wurden Mutationen in die

Komponenten des GSP eingefügt. Die Gene SEC!, SEC9 und SEC% erwiesen sich dabei als

essentiell für das Überleben der Zellen, wie in allen anderen bisher untersuchten Bakterien

auch (Economou, 1999). Von den weniger zentralen Bestandteilen der Translokations-

maschinerie ließen sich dagegen sehr wohl Mutanten herstellen. Von SEC$ und SEC& wurden

mittels interner Fragmente Insertionsmutanten erzeugt, SEC' wurde im Chromosom gegen

eine disruptierte Kopie ausgetauscht.

Erste lichtmikroskopische Beobachtungen zeigten, daß die Zellen sowohl des SEC$-defekten

Stammes #��GLUTAMICUM INTD als auch der SEC&-Mutante #�� GLUTAMICUM INTF gegenüber

dem Wildtyp deutlich vergrößert sind. Sie sind etwa dreimal so lang, was ca. einer

Verzehnfachung des Volumens entspricht. Während ein solcher Effekt in SEC$- und SEC&-

Mutanten von %�� COLI nicht auftritt (Pogliano & Beckwith, 1994a), zeigen SEC$&-defekte

Stämme von "��SUBTILIS filamentöses Wachstum (Bolhuis ET�AL., 1999a). Dies spricht für einen,

durch SEC$- oder SEC&-Mutation ausgelösten Teilungsdefekt. Die SEC'-Mutante

#�� GLUTAMICUM INTG zeigte keinerlei morphologische Auffälligkeiten. Behandelt man die

Zellen von #��GLUTAMICUM INTG zur Extraktion der Zellwandproteine auf gleiche Weise wie

alle anderen Stämme, so lysieren die Zellen sofort. Diese unüblich hohe Empfindlichkeit der
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Zellen gegenüber Detergenzien ist ein weiterer Hinweis auf eine Störung im Aufbau der

Zellhülle, die hier in einer geringeren Stabilität resultiert.

Die Analyse der Zellwandproteine der Stämme #�� GLUTAMICUM INTD und INTF im SDS-

PAGE ergab, das zwei Proteine, ein 39 kDa Protein mit Homologie zum mykobakteriellen

Antigen85-Komplex und ein 32 kDa Protein unbekannter Funktion, gegenüber dem Wildtyp

deutlich unterrepräsentiert sind. Die Sekretion des PS1-Protein ist durch die Mutation nicht

betroffen. Mutationen innerhalb des GSP betreffen also nicht alle sekretierten Proteine auf die

gleiche Weise.

Daß das PS1-Protein durch die Manipulation an Komponenten des GSP unbeeinflußt bleibt,

liegt möglicherweise wiederum an der guten Anpassung von PS1 an den Proteinexport. Eine

der Hauptfunktionen des SecDF-Komplexes liegt in der Verstärkung des Exports von

Proteinen mit suboptimaler Signalsequenz (Pogliano & Beckwith, 1994a). Die Signalsequenz

von PS1 ist aber für die Proteinsekretion in #��GLUTAMICUM gut geeignet (Joliff ET�AL., 1993a,b),

weshalb Mutationen in SEC$ oder SEC& allenfalls marginale Effekte auf die PS1-Sekretion

ausüben dürften.

Die Mutation in SEC$ oder SEC& führt also zu Störungen im Aufbau der Zellwand, da einige

ihrer Proteinkomponenten offenbar nicht mehr in ausreichender Menge sekretiert werden.

Diese Störungen verursachen vermutlich auch den Teilungsdefekt, auf dem wahrscheinlich

die Volumenvergrößerung beruht. Eine andere Erklärungsmöglichkeit für das

unterschiedliche Verhalten der sekretierten Proteine bei Mutation von SEC$ oder SEC& liegt in

einer weiteren Funktion des SecDF-Komplexes, nämlich der Steigerung des „proton motive

force“ betriebenen Exports (Arkowitz & Wickner, 1994). Da Exoproteine für ihre

Translokation in unterschiedlichem Maße auf den elektrochemischen Gradienten angewiesen

sind (Arkowitz & Wickner, 1994), ist es möglich, daß bestimmte Proteine von #��GLUTAMICUM

nach Wegfall von SecDF nur noch in geringerem Maße sekretiert werden, während andere

unbeeinflußt bleiben.

Die Tatsache, daß SEC$- und SEC&-Mutanten unabhängig voneinander den exakt gleichen

Phänotyp aufweisen, ist ein starker Hinweis darauf, daß beide Proteine innerhalb des GSP

obligat miteinander interagieren, wie es auch für %��COLI vermutet wird (Pogliano & Beckwith,

1994a).

Die Effekte aller Mutationen ließen sich durch Komplementationen mit Plasmid-kodierten

Kopien der jeweiligen Gene vollständig wieder aufheben. Da der Stamm #�� GLUTAMICUM

INTD nach Komplementation mit einem intakten SEC$ den Phänotyp des Wildtyps wieder
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herstellt, sind polare Effekte der SEC$-Mutation auf SEC& ausgeschlossen (siehe Abbildung E-

4).

Im Gegensatz zu %�� COLI (Pogliano & Beckwith, 1994b) sind SEC$ und SEC& in

#��GLUTAMICUM also vermutlich nicht als Operon strukturiert.

!BBILDUNG�%
���Schematische Darstellung der möglichen Organisation von SEC$ und SEC&.
A	� Die Gene SEC$ und SEC& liegen als Operon vor. In diesem Falle hätte eine

Insertionsmutation in SEC$ einen polaren Effekt auf das stromabwärts gelegene SEC&.
Eine Komplementation durch ein Plasmid-kodiertes SEC$ allein wäre nicht möglich.

B	� Die Gene SEC$ und SEC& liegen nicht als Operon vor. Eine Insertionsmutagenese in SEC$
hätte in diesem Fall keinen Effekt auf SEC& und die Mutante ließe sich allein durch SEC$
komplementieren.
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�	� $IE� �BEREXPRESSION� VON� +OMBINATIONEN� VON� SEC
'ENEN� STEIGERT� DIE

3EKRETION�VON�:ELLH¼LLPROTEINEN�

Zur Analyse des Effekts der Überexpression von SEC-Genen wurden diese einzeln oder in

verschiedenen Kombinationen als promotorlose PCR-Amplifikate in Expressionvektoren

kloniert und in #�� GLUTAMICUM exprimiert. Die Effekte dieser Überexpression wurden in

Bezug auf die Sekretion endogener Zellwandproteine, welche die Hauptmenge der

sekretierten Proteine ausmachen (Peyret ET�AL�, 1993), untersucht. Dabei zeigte sich, daß die

Proteinsekretion von Stämmen, die einzelne SEC-Gene überexprimieren, nicht signifikant von

der des Wildtyps abweicht. Dies beruht vermutlich auf dem Faktum, daß bestimmte

Komponenten des GSP bei alleiniger Überproduktion instabil sind. Stabile Überproduktion

von SecY� erfordert in %�� COLI zum Beispiel die gleichzeitige Überexpression von SecE

(Matsuyama ET�AL., 1990). Andere, weniger zentrale Komponenten wie SecD, SecF oder SecG

benötigen in %��COLI obligat die anderen Bestandteile des GSP, um ihre Funktion auszuüben

(den Blaauwen & Driessen, 1996). SecA ist in %��COLI schon unter Normalbedingungen in ca.

zehnfacher Menge im Vergleich zu den SecYEG-Komplexen vorhanden (Driessen ET� AL.,

1995). Da SecA unter anderem die Bildung der Translokationskomplexe zu initiieren scheint

(Manting ET� AL., 2000), wird die SecA-Funktion letzten Endes auch durch die Menge an

SecYEG limitiert. Daraus folgt, daß die Überproduktion von SecA allein nur wenig

Auswirkung IN�VIVO auf die Proteinsekretion zeigt.

Werden Kombinationen von SEC-Genen überexprimiert, so scheint sich die Sekretion

einzelner Proteine zu steigern. In den Stämmen #��GLUTAMICUM [pSecEDF] und [pSecYDF]

werden bestimmte, bisher nicht identifizierte Proteine in größerem Maße sekretiert, ein als

PS1 determiniertes Zellwandprotein scheint dagegen unbeeinflußt zu bleiben. Der

Steigerungseffekt korreliert mit den in %�� COLI gemachten Beobachtungen, daß

überproduziertes SecF stabilisierend auf überproduziertes SecD und SecY wirkt (Sagara ET�AL.,

1994). Zusätzlich steigert die Überexpression von SEC& die Expression von chromosomalem

SEC9 (Sagara ET�AL., 1994). Es wurden also parallel Komponenten des GSP überexprimiert, die

sich funktionell ergänzen und die sich gegenseitig stabilisieren, was sehr wohl zu einer

Erhöhung der Anzahl der Translokationskomplexe in der Cytoplasmamembran geführt haben

kann.�Die Stabilisierung ist in Abbildung E-5 schematisch dargestellt.
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3EC%�����������������3EC'

��3EC9 3EC& 3EC$

!BBILDUNG�%
���Schematische Darstellung der Stabilisierung von SecY durch SecE, SecG
und SecF und der Stabilisierung von SecD durch SecF (nach Sagara ET�AL., 1994).

Daß die Sekretion von PS1 unbeeinflußt von der Überexpression der SEC-Gene zu bleiben

scheint, beruht möglicherweise darauf, daß der Export dieser Hauptkomponente der

Zellwandproteine (Joliff ET�AL., 1992) bereits optimal ist. Das hieße, daß die Syntheserate von

PS1 und Proteinexportrate aufeinander abgestimmt sind. Eine Erhöhung der Exportkapazität

bliebe in diesem Fall mangels zu exportierendem PS1-Protein folgenlos.

�	� α
!MYLASE� IST� EIN� GEEIGNETES� 2EPORTERSYSTEM� DER� 0ROTEINSEKRETION� IN

#��GLUTAMICUM�

In den vorangegangenen Analysen der Effekte der Überexpression und Mutation von

Bestandteilen des GSP ließen sich zwar Auswirkungen auf die Sekretion endogener Proteine

beobachten, jedoch nicht genau quantifizieren. Eine Quantifizierung der Proteinsekretion

durch Bestimmung des Proteingehalts im Kulturmedium ist ebenfalls sehr ungenau, da

#��GLUTAMICUM seine endogenen Exoproteine ausschließlich in die Zellwand einbaut und nicht

direkt in das umgebende Medium sekretiert (Peyret ET� AL�, 1993). Bei den gemessenen

Proteinkonzentrationen handelt es sich also um Proteine, die sich aus der Zellwand

herausgelöst haben, was zwar Rückschlüsse auf die Proteinsekretion im Allgemeinen erlaubt,

einer exakten Quantifizierung aber durch Faktoren wie die Stabilität der Zellwand entgegen

steht.

Da #��GLUTAMICUM ATCC 13032 keine eigenen Proteine mit enzymatischer Aktivität direkt in

das umgebende Medium sekretiert, mußte ein Reportersystem auf der Basis eines heterologen

Exoenzyms konstruiert werden, das mehreren Anforderungen gerecht wurde: Erstens mußte
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das heterologe Protein stabil und vollständig in das umgebende Medium sekretiert werden,

zweitens mußte das Präprotein durch #��GLUTAMICUM korrekt prozessiert werden und drittens

sollte ein zuverlässiger Nachweis für die Aktivität des heterologen Proteins existieren.

Dazu wurden mehrere heterologe Exoenzyme, nämlich Cellulase A aus #LAVIBACTER

MICHIGENENSIS ssp. MICHIGENENSIS (Meletzus et al., 1993), MetalloproteaseA und Lysozym,

beide aus 3TREPTOMYCES� COELICOLOR „Müller“ (Dammann & Wohlmeben, 1992;

Dammann,1992) sowie Chitinase C aus 3��COELICOLOR (Redenbach et al., 1996) und Chitinase

A aus 3ERRATIA� MARCESCENS (Jones et al., 1986) auf ihre Eignung als Reporter der

Proteinsekretion in #�� GLUTAMICUM überprüft. Obwohl alle Exoenzyme in %�� COLI sekretiert

wurden, zeigte nur die Cellulase A eine geringfügige Aktivität in #��GLUTAMICUM, alle anderen

Proteine wurden nicht sekretiert oder erwiesen sich als letal für #�� GLUTAMICUM. Eine

Erklärung für diese Beobachtung ist, daß die heterologen Präproteine kein oder nur ein sehr

schlechtes Substrat für die corynebakteriellen Signalpeptidasen darstellen und deshalb

inkorrekt oder gar nicht prozessiert wurden. In "ACILLUS zumindest ist die Substratspezifität

der verschiedenen Signalpeptidasen vom TypI eine der Ursachen dafür, daß die Sekretion

heterologer Proteine häufig nur in sehr geringen Raten erfolgt (Bron ET�AL., 1998). Eine andere

Möglichkeit ist, daß die heterologen Gene nicht in #��GLUTAMICUM exprimiert wurden.

Da auch die Cellulase-Aktivität mit maximal 3,8 mU zu gering war, um ein sinnvolles

Reportersystem der Proteinsekretion darzustellen, wurden mehrere, auf α-Amylase aus

3TREPTOMYCES� GRISEUS� (Vigal ET� AL., 1991) basierende Systeme auf ihre Eignung untersucht.

Von dieser α-Amylase war bekannt, daß ihre Signalsequenz in #�� GLUTAMICUM korrekt

prozessiert wird (Cadenas ET� AL�, 1992). Um alle SEC-Mutanten und Überproduzierer zu

erfassen, wurden ein replikatives, plasmidkodiertes und zwei integrative, chromosomal

kodierte Systeme konstruiert. In allen Systemen ließ sich die α-Amylase-Aktivität sehr gut

mit verschiedenen Tests nachweisen, sowohl auf Fest- als auch in Flüssigmedium. Bedingt

durch die Kopienzahl war die Aktivität der chromosomal kodierten Systeme mit 45 mU fast

achtfach niedriger als die des Plasmid-kodierten Systems mit 372 mU. Dennoch stellen alle

Systeme geeignete Reporter der Sekretion heterologer Proteine in #��GLUTAMICUM dar.

Ein Nebeneffekt der Sekretion der heterologen α-Amylase in #�� GLUTAMICUM war die neue

Fähigkeit der Amylase-sekretierenden Stämme, mit Stärke als einzige Kohlenstoffquelle zu

wachsen. Die α-Amylase zerlegt dabei die für #��GLUTAMICUM nicht nutzbare C-Quelle Stärke

in die gut metabolisierbaren Bestandteile Glukose und Maltose (Vahjen ET� AL., 1995). Das

Wachstum von #��GLUTAMICUM mit Stärke ist dabei direkt abhängig von der Rate der Amylase-

Sekretion, das heißt, der Stamm mit der höchsten Amylasesekretion #��GLUTAMICUM [pAMY]
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wächst schneller als die Stämme, die weniger sekretieren, also #�� GLUTAMICUM IAmy1 und

IAmy2. Der Wildtypstamm wächst überhaupt nicht auf Stärke als einziger C-Quelle.

�	�-UTATIONEN�INNERHALB�DES� 'ENERAL�3ECRETORY�0ATHWAY �REDUZIEREN�DIE

3EKRETION�DES�HETEROLOGEN�2EPORTER
0ROTEINS�

Da mit der heterologen α-Amylase ein Reportersystem der Proteinsekretion zur Verfügung

stand, wurde damit die Proteinsekretion in den SEC-Mutanten untersucht. Dazu wurde das

Plasmid pAmy in die Stämme #�� GLUTAMICUM INTD, #�� GLUTAMICUM INTF sowie in

#��GLUTAMICUM INTG transferiert und die Amylasesekretion quantifiziert. Ergebnis war, daß

für die SEC$- beziehungsweise SEC&-defekten Stämme #��GLUTAMICUM INTD und INTF weder

auf Festmedium noch im Kulturüberstand oder im Zellaufschluß Amylase-Aktivität zu

detektieren war. Eine Überprüfung des Proteingehalts des Kulturüberstands der SEC-Mutanten

ergab jedoch in etwa die gleiche Proteinmenge, die beim Wildtyp zu beobachten ist, und zwar

unabhängig davon, ob die Stämme das Plasmid pAmy trugen oder nicht. Der beobachtete

Effekt betrifft also vermutlich ausschließlich die Sekretion des heterologen Proteins, obwohl

die Möglichkeit besteht, daß die SEC$- und SEC&-Mutanten generell weniger Protein

sekretieren, dieses aber auf Grund des gestörten Zellwandaufbaus leichter in das

Kulturmedium austritt. Angesichts des völligen Fehlens von Amylase-Aktivität ist dies jedoch

wenig wahrscheinlich.

Wie zuvor beschrieben, ist die Verstärkung des Exports von Proteinen mit suboptimaler

Signalsequenz eine der Hauptfunktionen von SecD und SecF (Pogliano & Beckwith, 1994a).

Da das α-Amylase-Präprotein noch seine eigene, aus 3TREPTOMYCES stammende Signalsequenz

trägt, die nicht an #��GLUTAMICUM angepaßt ist, wird sie bei Fehlen von funktionellen SecDF-

Komplexen möglicherweise nicht mehr als zum Export bestimmt erkannt. Eine weitere

Funktion von SecDF ist die Freisetzung von reifem Protein von der Membran (Matsuyama ET

AL., 1993). Wäre dies auch in #�� GLUTAMICUM der Fall, hätte sich die reife Amylase beim

mechanischen Aufschluß der Zellen von der Membran ablösen müssen und die Aktivität wäre

im Zellauschluß nachweisbar gewesen. Da eine Aktivität aber nicht nachweisbar war, übt

SecDF diese Funktion in #��GLUTAMICUM wie in "�� SUBTILIS nicht aus (Bolhuis ET�AL�, 1999a)

oder die Amylase erreicht aus den oben genannten Gründen gar nicht erst die Außenseite der
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Membran. Das auch intrazellulär keinerlei Aktivität zu detektieren war, liegt vermutlich

daran, daß das Amylase-Präprotein im ungefalteteten und unprozessierten Zustand nicht aktiv

ist. Nicht sekretiertes Protein wird darüber hinaus zum Beispiel in "��SUBTILIS wieder abgebaut

(Nagarajan 1993).

Die Analyse der SEC'-Mutante #�� GLUTAMICUM INTG [pAmy] in Bezug auf die Amylase-

Sekretion zeigte eine deutliche Verminderung der Amylase-Aktivität auf ca. 20 % der

Aktivität des Stammes #��GLUTAMICUM [pAmy]. Die Untersuchung des Gesamtproteingehalts

in Kulturüberständen ergab, daß in SEC'-defekten Stämmen, verglichen mit allen anderen

#�� GLUTAMICUM Stämmen, die niedrigste Proteinmenge vorlag, gleichgültig, ob Amylase

sekretiert wurde oder nicht. Der Export endogener Proteine in SEC'-Mutanten könnte sogar

noch niedriger sein, da auch #�� GLUTAMICUM INTG Störungen im Zellhüllaufbau zeigt.

Unabhängig davon gilt, daß der Export endogener und heterologer Proteine in SEC'-Mutanten

vermindert ist. Die SEC'-Mutation wirkt sich im Gegensatz zur SEC$- oder SEC&-Mutation

also generell auf die Proteinsekretion aus.

Die Funktion des nicht-essentiellen Proteins SecG innerhalb des GSP liegt in der Stimulation

der Funktion von SecA (Duong & Wickner, 1997a). Dies erfolgt durch eine topologische

Inversion, die an die zyklische De- und Reinsertion von SecA in die Cytoplasmamembran

während der Proteintranslokation gekoppelt ist (Nishiyama ET�AL., 1996; Suzuki ET�AL., 1998).

Auch in %��COLI führt eine SEC'-Mutation zu Exportdefekten (Nishiyama ET�AL., 1996) deren

Stärke allerdings abhängig ist von der Art der Mutation und dem Stamm, in dem sie

durchgeführt wurde (Flower ET�AL., 2000). Üblicherweise äußert sich eine SEC'-Mutation in

%�� COLI jedoch nur in sehr milden Effekten auf den Proteinexport (Flower ET� AL., 2000),

keinesfalls in einer fast 80-prozentigen Senkung der Exportrate, wie sie für die Amylase-

Sekretion in #�� GLUTAMICUM INTG zu beobachten ist. Ob dieser Effekt spezifisch für

#�� GLUTAMICUM ist oder auf der heterologen Natur der α-Amylase beruht, läßt sich nicht

unterscheiden, da die Proteinbestimmung im Kulturüberstand von #��GLUTAMICUM INTG aus

den oben genannten Gründen nicht aussagekräftig genug ist.
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�	� $IE� �BEREXPRESSION� VON� +OMBINATIONEN� VON� SEC
'ENEN� STEIGERT� DIE

0ROTEINSEKRETION�

Zur Analyse des Effekts der Überexpression von SEC-Genen auf die Proteinsekretion wurde

der Export der α-Amylase in den überexprimierenden Stämmen untersucht. Dazu wurden die

Plasmide, die einzelne SEC-Gene tragen, in den Stamm #��GLUTAMICUM IAmy1 und Plasmide,

die Kombinationen von SEC-Genen tragen in den Stamm #��GLUTAMICUM IAmy2 transferiert.

Beide Stämme unterscheiden sich lediglich durch ihre Antibiotika-Resistenz.

In den Stämmen, die einzelne SEC-Gene überexprimieren, weicht weder die gemessene

Amylase-Aktivität noch der Proteingehalt im Kulturüberstand signifikant von dem, für

#��GLUTAMICUM IAmy1 bestimmten Wert ab. Die Überexpression von einzelnen Komponenten

des GSP übt also keinen meßbaren Einfluß auf die Sekretion von Proteinen aus. Diese Daten

korrelieren mit den Beobachtungen, die für die Sekretion der endogenen Zellhüllproteine

gemacht wurden. Auch in den SDS-PAGEs war keine signifikante Veränderung bei

Überexpression einzelner SEC-Gene erkennbar. Das Fehlen eines Effekts beruht vermutlich auf

den bereits zuvor erwähnten Tatsachen, daß einige Komponenten des GSP bei alleiniger

Überexpression instabil sind und andere obligat auf andere Bestandteile des GSP angewiesen

sind, um ihre Funktion auszuüben. Die Überexpression einzelner sec-Gene ist also kein

geeignetes Mittel zur Steigerung der Proteinsekretion in #��GLUTAMICUM.

Auch für die Stämme, welche die Kombinationen SEC$&, SEC%$& und SEC9$&

überexprimieren, wurde die Amylase-Aktivität und der Proteingehalt im Kulturüberstand

bestimmt. Während die Überexpression von SEC$& die Amylase-Sekretion gegenüber dem

Stamm #�� GLUTAMICUM IAmy2 um den Faktor 1,6 steigert, bewirkt die von SEC%$& eine

Steigerung um den Faktor 2,2 und die von SEC9$& sogar eine von 2,6. Der Proteingehalt in

den Kulturüberständen nimmt in etwa im gleichen Maße zu wie die Amylase-Sekretion. Diese

Zunahme kann nicht allein auf die gesteigerte Amylase-Sekretion zurückgeführt werden, da

der Proteingehalt im Kulturüberstand von #��GLUTAMICUM IAmy2 [pSecYDF] mit 15,5 µg/ml

fast dreimal so hoch ist, wie der des Stammes #��GLUTAMICUM [pAmy], der aber die achtfache

Menge an Amylase sekretiert. Zusammen mit den Daten, die für die Sekretion der

Zellwandproteine gesammelt wurden, ergibt sich daraus, daß die gleichzeitige Überexpression

von Komponenten des GSP die Sekretion von Proteinen steigert. Diese Beobachtung wird

durch das Wachtumsverhalten der übersekretierenden Stämme auf Stärke als einziger

Kohlenstoffquelle bestätigt. Die Wachstumsgeschwindigkeit korreliert mit der Rate der
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Amylase-Sekretion, das heißt, der Stamm mit der höchsten Sekretionsrate, #�� GLUTAMICUM

IAmy2 [pSecYDF] wächst auch am schnellsten. Unter diesen Bedingungen können die

übersekretierenden Stämme die gesteigerte Sekretion in einen direkten Wachstumsvorteil

umsetzen.

Eine Steigerung des Proteinexports durch Verstärkung des GSP kann nur erfolgen, wenn die

Sekretion des entsprechenden Proteins suboptimal ist. Dies ist unter zwei möglichen

Bedingungen der Fall: Erstens, im Zustand der Hypersekretion, das heißt, wenn soviel

Exoprotein produziert wird, daß die Exportkapazität der Zellen nicht mehr ausreichend ist um

alle Präproteine zu sekretieren. Die zweite Möglichkeit ist, daß das zu sekretierende Protein

selbst nicht optimal an den Sekretionsprozeß angepaßt ist, beispielsweise durch eine weniger

ideale Signalsequenz. Letzteres ist vermutlich auch bei der Sekretion der heterologen

Amylase der Fall, die noch ihre aus 3TREPTOMYCES stammende Signalsequenz besitzt (Cadenas

ET�AL., 1996). Diese wird zwar in #��GLUTAMICUM korrekt prozessiert (Cadenas ET�AL., 1992), ist

aber vermutlich nicht ideal für die Sekretion. Durch gleichzeitige Überexpression von SEC$

und SEC&, deren Funktion unter anderem die Verstärkung des Exports von Proteinen mit

imperfekter Signalsequenz ist (Pogliano & Beckwith, 1994a), wird dieser Mangel

möglicherweise ausgeglichen, was zu einer Steigerung der Sekretion des heterologen Proteins

führt. Die zusätzliche Steigerung der Amylase-Sekretion, die bei gleichzeitiger

Überexpression von SEC%$& und SEC9$& auftritt, beruht vermutlich auf den gegenseitigen,

stabilisierenden Effekten, welche die Proteine SecE, SecF und SecY wie zuvor beschrieben

untereinander ausüben (Sagara ET� AL., 1994; Matsuyama ET� AL., 1990). Die Sekretion von

Exoproteinen läßt sich also nur durch die Überexpression von Kombinationen von SEC-Genen

steigern.
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Aus den Ergebnissen dieser Arbeit geht hervor, daß der „General Secretory Pathway“ in

#��GLUTAMICUM dem für Gram-positive Bakterien typischen Aufbau entspricht. Mutagenesen

in den nicht essentiellen Bestandteilen des GSP führen zu Störungen im Aufbau der Zellwand,

betreffen aber nicht alle endogenen Zellhüllproteine in gleicher Weise. Untersuchungen mit

dem heterologen Enzym α-Amylase als Reportersystem der Proteinsekretion haben gezeigt,

daß die Überexpression von Kombinationen von SEC-Genen ein geeignetes Mittel darstellen,

um die Proteinsekretion in #��GLUTAMICUM zu steigern.

Weitere Untersuchungen könnten zeigen, wie sich solche Manipulationen am GSP im

Stadium der Hypersekretion auswirken oder welche Effekte eine Mutation und

Überexpression von Nebenbestandteilen des GSP wie von Chaperonen oder Signalpeptidasen

auf die Proteinsekretion in #��GLUTAMICUM ausüben.
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�	�(¤UFIG�VERWENDETE�!BK¼RZUNGEN

µ Mikro Km Kanamycin

µF Mikrofarad l Liter

Ap Ampicillin LB Luria-Bertani-Medium

As Aminosäure M Molar

ATCC American Type Culture Collection mcs multiple cloning site

ATP Adenosintriphosphat mg Milligramm

bp(s) Basenpaar(e) min Minute

BPB Bromphenol-Blau N Normal

Cm Chloramphenicol oD optische Dichte

(k)Da (Kilo)Dalton ORF offenes Leseraster

Dig Digoxygenin PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

DNA Desoxyribonukleinsäure PCR Polymerase-Kettenreaktion

DTT Dithiotreitol r Resistenz

EDTA Ethylendiamintetraacetat RBS Ribosomen-Bindestelle

Eppi Eppendorf-Reaktionsgefäß RNA Ribonucleinsäure

EtBr Ethidium-Bromid RT Raumtemperatur

EtOH Ethanol SDS Natrium-Dodecylsulfat

g Gramm sec Sekunde

rpm Umdrehungen pro Minute SSC Standard-Saline-Citrat

GC Guanin + Cytosin Tris Trishydroxyaminomethan

GSP General secretory pathway Tet Tetracyclin

h Stunde U Unit, Volumenaktivität

IPTG Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranisid ü/N über Nacht

kb Kilobasenpaare Xgal 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-β-D-

Galaktosid
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�	�3EQUENZDATEN

$.!
�UND�ABGELEITETE�!MINOS¤URESEQUENZ�POTENTIELLER�/2&S�DES� 0LASMID
2ESCUES

       -  -  P  R  Y  S  A  D  Q  L  E  L  S  D  F  T  A  T  E
    >f.1.18tccgcgttattccgcagatcaattagaactcagcgatttcaccgctactgagc      60

    Q  A  V  W  I  R  C  T  A  D  L  P  D  N  P  T  F  H  Q  C
    aagctgtgtggattcggtgcaccgctgatcttccggataatcccaccttccaccagtgct     120

    S  L  T  Y  L  S  D  M  T  L  L  H  S  A  L  V  P  H  P  G
    cactgacttatctgtccgatatgactttgctgcatagtgccctggtgccacacccaggtg     180

    E  K  M  Q  M  A  S  L  D  H  A  V  W  F  L  R  P  F  R  V
    agaaaatgcagatggcctcacttgatcacgctgtgtggttcctgcgtcccttccgcgtcg     240

    D  E  W  L  L  Y  D  Q  R  S  P  S  A  S  S  G  R  A  L  T
    atgaatggttgctttatgatcagcgctctccatcggcctcaagtgggcgagccttgactc     300

    H  G  R  L  F  N  Q  Q  G  D  L  V  A  I  V  N  Q  E  G  M
    acgggcggcttttcaaccagcagggagatttggtcgctattgtcaatcaagagggaatga     360

    T  R  T  L  H  E  G  A  Q  S  I  P  M  R  K  D  *
    cccgcacactccacgagggtgcgcaatcaattccgatgcgcaaagactaaaatgcagcga     420

    acttgaagatctgaatccggtaacgcgacagaaattggtgccctttaagtttcatcattt     480

    gaccttggcgtatactgtttcatcagttccaactaccaactccgtttccatggaagctac     540

    ccggctttcgccaccgcaacatgagtctaaaatattaacacggcgcaccacacatttggt     600

    ggtgtattgagctatctctgggctgcgtgagaaaccattttccggtggatgatggaagct     660

                        M  S  G  H  S  K  W  A  T  T  K  H  K  K
    agacgacgaaagggagcatATGtctggccactcaaaatgggcgactaccaagcacaagaa     720

      A  A  N  D  A  K  R  G  K  E  F  A  K  L  I  K  N  I  E  V
    ggctgctaacgacgccaagcgaggcaaggaatttgccaagctgatcaagaacatcgaagt     780

      A  A  R  T  G  G  G  D  P  S  A  N  P  T  L  D  D  M  I  K
    tgcggcacgtacaggcggtggagatccgtctgcgaacccaacgcttgatgacatgatcaa     840

      K  A  K  K  A  S  V  P  N  D  N  I  E  R  A  R  K  R  G  S
    gaaagccaagaaggcttctgtgccgaacgataacatcgaacgtgcacgcaagcgtggctc     900

      G  E  E  A  G  G  A  D  W  M  N  I  M  Y  E  G  Y  G  P  N
    cggcgaagaagctggtggcgctgactggatgaacatcatgtacgagggatacggccccaa     960

      G  V  A  M  L  I  E  C  L  T  D  N  R  N  R  A  A  T  E  V
    cggcgttgccatgcttatcgagtgtctgaccgacaaccgtaaccgcgcagctaccgaagt    1020

      R  T  A  M  T  K  N  G  G  N  L  G  E  S  G  S  V  S  Y  M
    tcgcaccgcaatgaccaaaaacggtggcaacttgggcgagtccggttccgtgtcctacat    1080

      F  T  R  T  G  V  V  T  V  Q  K  G  D  L  S  E  D  D  V  L
    gttcacccgcaccggtgtcgtcaccgtacaaaagggcgatcttagtgaagatgacgtgct    1140

      M  A  V  L  E  A  G  A  E  E  V  N  D  N  G  D  L  F  E  V
    catggctgttcttgaagctggtgctgaagaagtcaacgacaacggcgatctgttcgaggt    1200

      T  C  A  P  T  D  I  V  A  V  R  D  A  I  V  E  A  G  I  E
    tacctgcgcaccaactgacattgtagctgttcgcgacgcaatcgtggaagctggcattga    1260

      V  E  D  S  E  S  D  F  R  A  S  V  Q  V  P  L  D  A  D  G
    agtagaagattctgaatcagacttccgggcatctgttcaggtccccctggacgctgacgg    1320

      A  R  K  I  F  K  L  V  D  A  L  E  D  S  D  D  V  Q  N  V
    tgcacgcaagatcttcaagcttgtggacgcgttggaagattccgacgatgtgcaaaacgt    1380

      Y  T  N  I  D  L  S  D  E  V  L  T  E  L  E  N  D  *
    ctacaccaacatcgacttgagcgatgaggttttgacagagctggaaaacgactagttcgt    1440

    attttccgcactccgttcaccccgctatccctgcagctaaaacgcagaggatagcggggt    1500

    gatcgcaattgtgtgctaaaaatgagtatggaatagcaactgcacagcgacgaatcagcg    1560

TES"�
(part.)

YFC!
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                           M  N  H  E  G  L  R  V  M  G  I  D  P
    acgaatcagtgaggacacgaatATGaaccacgaagggcttcgggtaatgggcattgaccc    1620

      G  L  T  R  C  G  L  S  V  V  Q  A  G  R  G  R  T  V  Y  P
    aggtcttacccgttgtggcttatctgtggttcaagcaggtcgtggtcgtaccgtgtatcc    1680

      V  S  V  G  V  V  R  T  P  P  D  A  E  L  A  E  R  L  L  R
    agtgtcggtgggcgtggtgcgcaccccaccagatgcggagttggcggagcggttgcttcg    1740

      L  S  K  A  V  G  E  W  M  D  E  Y  T  P  D  V  I  A  I  E
    gctcagcaaagcagtgggtgagtggatggatgagtacaccccagatgtcattgctattga    1800

      R  V  F  E  R  G  N  V  S  T  V  M  N  T  A  H  A  V  G  V
    gcgtgtctttgagcgcggaaatgtttccaccgtgatgaacactgcgcatgcggtgggtgt    1860

      L  I  L  A  A  A  E  R  G  L  P  V  H  M  Y  T  P  S  E  V
    gttgatcttggctgctgctgaacgcggattgccagttcacatgtacacccccagtgaggt    1920

      K  K  A  I  S  G  N  G  R  A  D  K  K  Q  M  T  V  M  I  T
    gaaaaaggctatctccggtaatggtcgcgctgataagaaacagatgacggtcatgatcac    1980

      R  I  L  G  L  G  E  P  P  K  P  A  D  A  A  D  A  L  S  L
    tcgaattctgggccttggtgagccacccaaacctgctgacgccgctgatgctttatcgtt    2040

      A  V  C  H  C  W  R  A  P  M  L  M  R  A  Q  S  Q  Y  S  E
    ggcggtgtgtcactgctggcgggcgccaatgcttatgcgggcgcaatcgcagtactccga    2100

      Q  E  L  E  K  R  R  R  V  Q  Q  G  K  L  G  K  A  K  S  T
    gcaagagttggaaaagcgacggcgtgtgcagcaaggaaaattgggtaaagcgaaatcaac    2160

      Y  N  A  E  Q  A  Q  S  H  A  S  D  P  A  K  A  A  H  P  S
    ttacaatgcggaacaagctcaatcccatgcatccgatcctgctaaagcggctcatcccag    2220

      Q  F  Q  R  T  D  T  N  *
    tcagtttcaacgaactgacaccaattagtttttaaaaagttctagtacatttttcaggag    2280

            M  I  A  S  L  R  G  T  V  I  N  I  G  L  S  S  A  V
    tgtcttcATGattgcctcacttcgtggcactgttatcaacattggtctgagctctgctgt    2340

      I  E  C  N  G  V  G  Y  E  V  V  T  T  P  N  T  L  S  Q  L
    cattgaatgcaatggcgtgggctatgaggttgtcaccacaccgaacaccttgtcacagtt    2400

      V  R  G  E  E  A  L  V  L  T  T  M  V  V  R  E  D  A  M  K
    ggtccgcggtgaggaagcactggtgttgaccaccatggtggtccgcgaagacgcgatgaa    2460

      L  Y  G  F  I  D  N  E  S  R  E  M  F  S  V  L  Q  T  V  S
    actctatgggtttattgacaatgaatcacgtgagatgttttccgtgttgcaaacagtatc    2520

      G  L  G  P  R  L  A  L  A  C  E  S  V  L  S  P  L  E  I  S
    tggattgggtccacgcctggccttggcatgtgaatcggtgttgagcccactggagatttc    2580

      Q  A  I  T  N  A  D  A  K  T  L  Q  R  V  P  G  V  G  K  R
    tcaggcgatcaccaatgccgatgccaaaactttgcagcgggttccgggtgtgggaaagcg    2640

      M  A  D  R  L  I  V  E  L  K  G  K  V  A  A  F  A  A  G  V
    catggcagatcgtctcatcgtggagcttaaaggcaaggtcgcagcttttgctgccggtgt    2700

      V  D  E  G  G  E  Q  I  S  L  P  N  A  N  I  A  S  E  V  V
    cgtggatgagggaggggagcaaatttccttgcctaacgcgaacattgcttctgaggtggt    2760

      V  E  Q  V  S  Q  A  L  V  G  L  G  F  S  E  K  Q  S  D  D
    tgtggagcaggtttctcaagcgctggtggggttgggctttagcgagaagcaatcagatga    2820

      A  V  S  F  V  L  A  A  D  P  S  L  D  T  S  G  A  L  R  A
    tgcagtgagctttgtgctggcggcggatccatccttggacaccagtggcgcgcttcgtgc    2880

      A  L  A  K  L  S  G  K  *        M  S  D  V  E  R  T  E  F
    cgcattggcaaaactcagcggaaagtagaccctcATGtccgatgtggaaagaacagagtt    2940

     E  I  P  G  G  F  H  L  V  E  T  V  V  K  A  V  A  A  D  T
    tgaaattccgggaggattccacctcgtcgaaacggtggtcaaggccgtgcagctgatacc    3000

     N  V  D  A  N  L  K  P  D  E  Y  D  A  E  V  T  L  R  P  K
    aacgtagatgcgaacctgaagcctgatgaatacgatgcggaagtaacacttcgtccgaag    3060

     S  L  T  E  F  I  G  Q  P  K  V  R  D  Q  L  S  L  V  L  T
    tctttgactgagtttatcggccagccgaaggtgcgcgatcagcttagtttggtgcttacc    3120

     G  A  K  N  R  G  V  V  P  D  H  V  L  L  S  G  P  P  G  L
    ggtgcgaaaaaccgtggtgtggttcccgatcacgtgttgttgtctggccctcctggcctg    3180

     G  K  T  T  M  A  M  I  I  A  Q  E  L  G  T  S  L  R  M  T
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    ggtaagaccaccatggcgatgattatcgcccaggagttgggcaccagtttgcgtatgacc    3240

     S  G  P  A  L  E  R  A  G  D  L  A  A  M  L  S  N  L  M  E
    tcaggcccagccttggaacgcgcaggcgatctggctgccatgctgtccaacctcatggaa    3300

     G  D  V  L  F  I  D  E  I  H  R  I  A  R  P  A  E  E  M  L
    ggggacgtgctgtttattgatgagattcaccgcatcgcacgtcctgccgaggaaatgctg    3360

     Y  M  A  M  E  D  F  R  I  D  V  I  V  G  K  G  P  G  A  T
    tacatggcgatggaagatttccggatcgatgtcatcgtcggtaagggtcctggcgctacc    3420

     S  I  P  L  E  I  P  P  F  T  L  V  G  A  T  T  R  S  G  M
    tcaatcccgctggagatcccaccctttaccctcgttggtgcaaccaccaggtcgggcatg    3480

     L  T  G  P  L  R  D  R  F  G  F  T  A  Q  M  E  F  Y  D  V
    ctcaccggcccactgcgtgaccgtttcggttttaccgcgcagatggaattctacgatgtg    3540

     P  D  L  T  K  V  V  K  R  T  A  K  I  L  D  V  G  I  D  N
    cctgatctgaccaaagtggtgaaacgaacagctaagatcctcgatgtcggaatcgacaac    3600

     D  A  A  V  E  I  A  S  R  S  R  G  T  P  R  I  A  N  R  L
    gatgccgccgtggaaattgcctcgcggtctcgtggtactcctcgtattgctaaccgactg    3660

     L  R  R  V  R  D  F  A  E  V  H  A  D  G  H  I  T  M  G  A
    cttcgtcgagtccgtgacttcgctgaagttcatgcggatggtcacatcacgatgggtgct    3720

     A  N  A  A  L  D  V  F  D  V  D  E  V  G  L  D  R  L  D  R
    gccaatgctgcgctggatgtattcgatgtcgatgaagtcggactcgatcgcctggatagg    3780

     A  V  L  D  A  L  I  R  G  H  G  G  G  P  V  G  V  N  T  L
    gcagtgcttgatgccttgatccgcggacatggcggaggccctgttggcgtgaacacactc    3840

     A  V  A  V  G  E  E  P  G  T  V  E  E  V  C  E  P  Y  L  V
    gcggttgcagttggtgaagaacccggcactgtggaagaagtatgcgagccctatttggtg    3900

     R  A  G  M  I  A  R  T  G  R  G  R  V  A  T  A  A  A  W  R
    cgtgccggcatgattgcacgaaccggacggggacgcgtggcaaccgcagctgcatggaga    3960

     H  L  G  L  E  P  P  E  G  T  I  G  D  Y  *
    cacctggggctggaaccaccagaaggcaccatcggcgattattagccaccttaggtggcc    4020

                                      M  D  I  V  F  L  I  I  L
    aggatgttccatggtctggcaaactaactaaccATGgacatcgttttcctcataattctt    4080

     L  A  I  F  I  V  P  T  F  L  M  S  R  R  Q  R  A  R  M  T
    ctagccatttttatcgttcccactttcctcatgagccgccgccagcgcgcacggatgact    4140

     E  I  Q  K  L  Q  D  S  V  V  P  G  D  R  I  V  T  T  A  G
    gaaatccaaaagctgcaggactctgtcgtcccaggcgaccgcatcgtcaccaccgcggga    4200

     Q  H  A  T  V  I  S  T  T  A  E  T  V  D  L  E  I  A  P  G
    cagcacgcaacggtcatttccaccactgcagaaaccgttgatctagagatcgcgccgggt    4260

     M  I  S  T  F  E  K  L  A  I  V  R  V  L  S  K  A  N  E  P
    atgatcagcacttttgaaaagcttgctatcgtgcgtgtgctgtccaaggccaatgaacct    4320

     Q  M  L  D  E  P  T  L  F  D  Q  P  E  D  D  Q  P  N  D  G
    cagatgttggatgagccgacgctgtttgatcagccagaagacgatcagccgaacgatggt    4380

     F  D  G  R  T  D  G  H  P  E  N  R  *
    ttcgatggacgcactgacggacatcctgagaatcgttagaaattaataataattcagcac    4440

    ccttttgctcattactttctgtgggcaagggtgctgtttatatatctactcatattggta    4500

    gccagactcacaggggtatgggaaggcaaaactacgcagatggcgtagcatgttttgggt    4560

    taaacactatcccgaaggcaccgttactttgcctttctcgctcgtgtcgcactcacccac    4620

    gccacctggcgtgggtgagtggcgcatggagtgggtgggcgtcgacaagcgtggttgtct    4680

                                M  A  R  Q  K  K  S  A  A  S  A
    ggttgattggaattgaaggagactttcTTGgctcggcaaaaaaagagtgccgctagcgcc    4740

     W  E  R  W  P  K  R  A  I  A  L  F  V  L  I  V  V  G  V  Y
    tgggaacgatggccaaaacgcgcaatagcgttgtttgtgctcatcgtcgttggtgtttat    4800

     A  L  V  L  L  T  G  D  R  S  A  T  P  K  L  G  I  D  L  Q
    gcgttggtgctgttgacaggcgatcgttctgccacaccaaaattgggtattgatctgcaa    4860

     G  G  T  R  V  T  L  V  P  Q  G  Q  D  P  T  Q  D  Q  L  N
    ggcggaacccgagtgaccctcgtgccgcaggggcaggatccaactcaggaccagctgaat    4920

     Q  A  R  T  I  L  E  N  R  V  N  G  M  G  V  S  G  A  S  V
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    caggcacgcaccattctggaaaaccgtgtgaacggcatgggcgtttcaggtgcaagcgtg    4980

     V  A  D  G  N  T  L  V  I  T  V  P  G  E  N  T  A  Q  A  Q
    gtcgctgacggtaacacgctggtgatcactgttcccggggaaaataccgcacaggcgcaa    5040

     S  L  G  Q  T  S  Q  L  L  F  R  P  V  G  Q  A  G  M  P  D
    tccctaggacagacctcccagctgctgttccgtcccgttggtcaggcaggaatgcccgat    5100

     M  T  T  L  M  P  E  L  E  E  M  A  N  R  W  V  E  Y  G  V
    atgaccacgttgatgccagagctggaagagatggccaacaggtgggttgaatacggcgtc    5160

     I  T  E  E  Q  A  N  A  S  L  E  E  M  N  T  A  V  A  S  T
    atcaccgaagagcaggcaaatgcctccttggaggaaatgaacaccgctgttgcatcgacc    5220

     T  A  V  E  G  E  E  A  T  E  P  E  P  V  T  V  S  A  T  P
    actgcggtggaaggcgaagaagcaactgagccagaacccgtcaccgtgtcggcgacccct    5280

     M  D  E  P  A  N  S  I  E  A  T  Q  R  R  Q  E  I  T  D  M
    atggatgagccagccaactccattgaggcaacacagcgacgccaggaaatcacggacatg    5340

     L  R  T  D  R  Q  S  T  D  P  T  V  Q  I  A  A  S  S  L  M
    ctgcgcaccgaccgccagtccaccgatcccactgtccagatcgctgcaagttctttgatg    5400

     Q  C  T  T  D  E  M  D  P  L  A  G  T  D  D  P  R  L  P  L
    cagtgcaccactgatgagatggatcctttggccggcaccgatgatccacgcctgccattg    5460

     V  A  C  D  P  A  V  G  G  V  Y  V  L  D  P  A  P  L  L  N
    gtggcatgtgatccagctgtaggtggcgtgtatgtacttgatcctgcacctttgctcaac    5520

     G  E  T  D  E  E  N  G  A  R  L  T  G  N  E  I  D  T  N  R
    ggcgaaaccgatgaggaaaatggtgcgcgcctaaccggtaatgagatcgataccaaccgt    5580

     P  I  T  G  G  F  N  A  Q  S  G  Q  M  E  I  S  F  A  F  K
    cccatcaccggtggattcaacgcccagtccggccagatggaaatcagctttgccttcaaa    5640

     S  G  D  G  E  E  G  S  A  T  W  S  S  L  T  S  Q  Y  L  Q
    tccggcgatggggaagaaggctctgcaacttggtcctctctgaccagccagtacctgcag    5700

     Q  Q  I  A  I  T  L  D  S  Q  V  I  S  A  P  V  I  Q  S  A
    cagcagatcgccatcaccctggactctcaggtgatttctgcacccgtgattcagtcagca    5760

     T  P  V  G  S  A  T  S  I  T  G  D  F  T  Q  T  E  A  Q  D
    acccctgtgggttctgcaacatccatcaccggtgacttcactcaaactgaagcccaagat    5820

     L  A  N  N  L  R  Y  G  A  L  P  L  S  F  A  G  E  N  G  E
    ctggcgaacaacctgcgctacggtgcattgcccctgagcttcgcaggtgaaaacggcgag    5880

     R  G  G  T  T  T  T  V  P  P  S  L  G  A  A  S  L  K  A  G
    cgcggcggaactaccaccaccgttccgccatcactaggcgcagcatccttgaaggccgga    5940

     L  I  A  G  I  V  G  I  A  L  V  A  I  F  V  F  A  Y  Y  R
    ctgatcgcaggcatcgtcggcatcgcgctggtcgccatcttcgtgttcgcctactaccgc    6000

     V  F  G  F  V  S  L  F  T  L  F  A  A  G  V  L  V  Y  G  L
    gtcttcggattcgtttccctgttcaccctgtttgccgcaggcgtgttggtctacggcctt    6060

     L  V  L  L  G  R  W  I  G  Y  S  L  D  L  A  G  I  A  G  L
    ctggtactgctgggacgctggatcggatattccctagaccttgctggtatcgccggtttg    6120

     I  I  G  I  G  T  T  A  D  S  F  V  V  F  Y  E  R  I  K  D
    atcatcggtatcggtaccaccgccgactccttcgtggtgttctatgagcgcatcaaggat    6180

     E  I  R  E  G  R  S  F  R  S  A  V  P  R  A  W  E  S  A  K
    gagatccgtgaaggaagatcctttagatctgcagtacctcgtgcatgggaaagcgccaag    6240

     R  T  I  V  T  G  N  M  V  T  L  L  G  A  I  V  I  Y  L  L
    cgcaccatcgtcacaggcaacatggtcactttgctcggcgctatcgtgatttacttgctc    6300

     A  V  G  E  V  K  G  F  A  F  T  L  G  L  T  T  V  F  D  L
    gcggtcggcgaagtcaagggctttgccttcaccctgggtctgaccaccgtattcgatctc    6360

     V  V  T  F  L  I  T  A  P  L  V  I  L  A  S  R  N  P  F  F
    gttgtcaccttcctgatcacggcaccactggttatcctggcatcacgcaacccattcttt    6420

     A  K  S  S  V  N  G  M  G  R  V  M  K  L  V  E  E  R  R  A
    gccaagtcatcggtcaacggcatgggacgagtgatgaagctcgttgaagaacgccgcgcc    6480

     N  G  E  L  D  E  P  E  Y  L  K  K  I  H  A  K  N  A  A  A
    aacggtgaattggatgagcctgagtacctgaaaaagatccatgccaagaatgcggcagct    6540

     D  K  A  S  T  D  N  S  S  T  D  N  S  E  A  P  G  T  D  T
    gataaggcttccactgacaattcttccactgacaattctgaagcacctggcaccgatacg    6600
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     N  Q  E  E  E  K  *    M  T  D  S  Q  T  E  S  L  S  T  Q
    aaccaagaggaggagaagtagccATGactgattcccagactgaatcactgtcaactcaga    6660

    S  V  K  P  A  K  K  R  S  W  F  N  S  L  Y  T  G  D  G  G
    gcgtaaaaccagccaaaaaacgcagttggttcaacagcctctacaccggtgacggcggca    6720

    I  D  F  I  A  K  T  K  L  W  Y  W  I  T  G  I  L  L  V  I
    ttgacttcatcgccaaaaccaaactgtggtactggatcaccggcattttgctggttatct    6780

    S  I  L  F  I  A  I  R  G  F  S  L  S  I  D  F  Q  G  G  T
    cgatcctgttcatcgccatccgtggcttctccctgagcatcgatttccagggcggtacca    6840

    K  M  S  M  P  A  S  D  Y  S  T  E  Q  V  E  E  T  F  T  E
    agatgagcatgccagcatcggattactccaccgaacaggtggaggaaacctttactgaag    6900

    A  T  G  I  T  P  E  I  V  Q  I  V  G  S  G  D  A  R  T  L
    ccaccggcattactccggaaatcgtgcagatcgtcggttccggcgacgcccgcaccctgg    6960

    E  I  Y  S  E  R  L  S  D  E  D  V  E  K  A  R  L  A  I  Y
    agatctactccgagcgactcagcgatgaggatgtagaaaaagcccgcctggcgatctacg    7020

    E  E  Y  Q  P  L  N  S  E  G  Q  P  S  P  D  A  I  G  N  S
    aggaataccaacccctaaactctgagggccagccaagcccagatgccatcggtaattcca    7080

    T  V  S  E  S  W  G  S  T  I  T  Q  R  M  V  L  A  L  I  A
    cggtgtcggaatcatggggttccaccatcacccaacgcatggtgttggctctgattgcct    7140

    F  L  V  I  A  A  I  Y  I  A  F  R  L  E  R  E  M  A  I  A
    tcctggttattgcagcgatctacattgctttccgcctcgagcgtgaaatggccatcgccg    7200

    A  M  A  A  L  V  V  D  G  I  V  I  A  G  I  Y  A  V  I  G
    ccatggcagcattggttgttgacggcatcgtcatcgccggcatctacgccgtcatcggcc    7260

    L  E  V  S  P  A  T  V  I  G  L  L  T  V  L  T  F  S  I  Y
    tcgaagtatccccagcaaccgtcatcggtctgctcaccgtgctgaccttctccatctacg    7320

    D  T  V  V  V  F  D  K  V  R  E  N  T  E  G  F  E  G  S  R
    acaccgtcgtggtctttgacaaggtcagagaaaacaccgaaggcttcgaaggcagccgca    7380

    R  R  T  Y  A  E  Q  A  N  L  A  V  N  Q  T  F  M  R  S  I
    gacgaacctacgccgaacaagccaacctggcggtcaaccagaccttcatgcgttcgatct    7440

    S  T  T  I  I  S  A  L  P  I  I  A  L  M  V  V  A  V  W  M
    ccacgacaatcatctctgcacttccgatcatcgctttgatggttgtcgccgtctggatga    7500

    M  G  V  G  T  L  K  D  L  A  L  I  Q  L  I  G  V  I  E  G
    tgggtgttggcaccctcaaagacctcgcactgatccagctgatcggcgtcatcgaaggca    7560

    T  F  S  S  V  F  L  A  T  P  L  L  V  S  L  K  N  R  L  S
    ccttctcctccgtcttcctggcaaccccactgctggtcagcctgaaaaaccgcctgagca    7620

    K  T  K  A  H  T  A  S  V  M  K  L  R  D  G  Q  S  T  L  I
    aaaccaaagcgcacaccgcttccgttatgaagttgcgcgacggccaaagcacgcttatcg    7680

    D  A  T  P  H  T  N  A  D  A  S  A  H  G  T  E  S  D  T  D
    acgccaccccacacaccaacgccgacgcctccgcgcacggcaccgaaagcgacactgacg    7740

    G  V  T  P  E  A  P  A  K  R  T  V  S  K  P  I  V  D  D  H
    gtgtgacccccgaagcacctgcaaaacgtacagtaagcaaacccattgtggatgatcacc    7800

    R  S  S  G  T  W  R  P  G  R  S  *
    gatcaagcggaacctggcgaccaggcagaagctaaaccaattggagaacgaagaaaaatc    7860

    ccgcagactcgcgttctgcgggattttttttgtgcgtctatgactcacgatgttcccaaa    7920

    cgacgacttcacgtggtcgacttcagtcggatttgccgtttttatccagtgaagtcggct    7980

    catgagaagttgagcacgcgaagtcgtaggttgaggtctcgtaatctgcggtgtcgtagg    8040

    ttgagatgtcgccgccttaagttcgatttctcaccttcgatacctcacgctcaatttctt    8100

    atgttcgagaccgctaggaaaagcaccaaaaaccgactgaaattgagtttgggaaattga    8160

                                     V  I  S  N  L  S  N  G  G
    gcgcaaggtattgagcccgagaaattgaacatGTGatctcgaacttaagtaacgggggga    8220

    R  H  S  A  T  G  R  R  Y  I  G  I  A  R  F  G  C  R  R  G
    gacattcggctacgggacgtcgttatataggtattgccagatttggttgtcgccggggca    8280

    K  N  R  I  I  T  V  L  L  R  F  G  E  R  L  G  T  S  H  M
    aaaaccgtataattacagtcctattacgattcggggaaaggctgggtacttcacacatgt    8340

    L  F  R  K  S  R  S  A  V  I  M  L  V  A  A  L  V  M  T  S
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    tgtttcggaagtcacgcagcgcggtaatcatgttggttgcagcgttagtgatgacaagct    8400

    C  G  D  G  E  P  E  P  T  S  H  Q  T  S  L  F  G  Y  A  V
    gtggtgatggggaaccggaaccaaccagccaccaaacaagccttttcggctacgcagtta    8460

    N  S  S  L  A  T  T  N  A  A  S  L  L  G  V  A  N  D  A  G
    actcttcgctggctacaaccaacgcggcgtcgctgttgggagtggctaatgatgctggtc    8520

    L  L  A  A  R  V  Y  P  G  V  Y  V  Q  G  P  S  G  Q  M  I
    ttttggctgccagagtgtatccgggtgtgtatgttcagggtccttctgggcagatgattc    8580

    P  N  T  D  L  A  S  T  Q  V  L  P  G  I  N  R  Q  V  I  Y
    ccaacactgatcttgcttccacgcaggtattgccgggtattaaccgccaggtgatttaca    8640

    T  I  N  E  D  A  T  Y  S  D  G  Q  P  V  V  C  D  D  F  L
    ctatcaatgaagatgccacctactcagatggtcagcctgtggtgtgtgatgattttctgc    8700

    L  S  A  T  A  G  Q  M  P  E  L  F  Q  S  H  V  P  L  T  S
    tctctgcgacagctgggcagatgccggaactgttccagtcccatgtgccattgacctcgc    8760

    Q  I  E  R  V  D  C  V  S  G  S  K  V  A  T  V  V  F  K  E
    agattgagcgagtggactgtgtatctggttctaaagtagccaccgtggtgttcaaggaag    8820

    D  L  G  E  R  W  R  Y  L  F  E  Q  G  D  L  L  P  A  H  A
    acctcggtgagcgttggcgttatctttttgagcagggcgatttgttgccagcccatgccg    8880

    V  A  S  K  A  G  M  T  L  E  E  L  N  Q  A  L  K  D  K  D
    ttgcttccaaagcaggtatgaccttggaggagcttaatcaggcgttgaaggataaggatc    8940

    P  E  A  L  T  E  P  A  R  V  W  S  E  G  F  Q  L  S  Q  F
    ctgaagcgttgactgaacctgctcgtgtgtggagcgaaggtttccagctgtcccagtttg    9000

    D  P  E  L  Q  T  A  F  G  P  Y  K  V  D  S  V  G  E  F  G
    atccagagctgcagacggcttttggcccgtacaaggtggattctgtgggtgaattcggcg    9060

    E  V  K  L  V  R  N  E  F  Y  S  G  D  Q  A  V  E  A  E  I
    aagtcaagctggtacgcaatgagttttacagtggcgaccaggcggttgaagcagaaatca    9120

    T  M  W  P  K  G  S  D  L  S  A  I  A  D  N  G  N  L  Q  I
    cgatgtggcctaaaggctcggatctcagcgccattgcggataatggaaaccttcagatcg    9180

    A  D  V  V  A  W  E  S  E  P  W  V  N  R  D  D  P  L  N  P
    cagatgttgtggcgtgggagagcgagccgtgggtaaatcgcgatgacccattgaatcctt    9240

    Y  D  I  K  E  E  V  G  V  L  T  E  Q  L  T  L  A  S  A  G
    atgacattaaggaagaggtcggtgttttgactgagcagctcaccttggccagtgccggtg    9300

    V  F  Y  A  A  E  A  R  Q  A  F  A  A  C  V  D  Q  E  A  V
    tgttttacgctgcggaggcccggcaggcgtttgcggcctgcgttgaccaggaagcggtgg    9360

    A  A  A  S  S  S  I  S  G  I  D  V  P  A  V  G  V  H  S  V
    ctgcggcgtcgtcaagcatctctggaatcgatgtgcctgccgtaggtgtgcactcggtgc    9420

    R  H  Q  N  P  V  V  H  Q  I  G  D  L  P  A  Q  H  M  A  V
    gtcaccaaaatccggtcgtgcaccaaatcggtgatctgccagcacagcacatggcggtgg    9480

    D  I  N  A  A  S  A  L  A  G  Q  S  I  R  I  G  Y  D  G  P
    atattaatgccgcatcagcgttggcgggtcaatccatccgcattggctacgacggacccg    9540

    D  E  R  K  A  A  M  V  E  A  I  R  Q  S  C  E  P  A  G  I
    atgagcgcaaggctgcaatggtggaggcgattcgccaaagttgtgagcctgccggtatca    9600

    T  V  I  D  A  S  Q  E  A  V  S  L  N  D  L  S  R  T  E  V
    ccgttatcgatgcgtcgcaggaggctgttagtcttaatgatctcagtcgaaccgaagtca    9660

    S  E  W  G  Y  E  Q  Y  F  E  G  T  L  D  A  V  L  R  T  V
    gtgaatggggctatgagcagtacttcgaagggacacttgacgctgttctgcgtacagtgg    9720

    D  P  S  S  V  P  S  L  A  *
    atccgagctcggtaccaagcttggcgtaatcatggtca                          9758

!BBILDUNG�'
���DNA- und abgeleitete Aminosäuresequenz  des 9,8 kb-”Plasmid-Rescue.
Stoppcodons sind als *, Startcodons durch Fettdruck dargestellt, die potentiellen RBS sind
unterstrichen. Die Zahlen geben die Nukleotid-Position im Rescue an.

DCI!%
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$IE� CODON�USAGE �IN�#��GLUTAMICUM

F
F
L
L

TTT
TTC
TTA
TTG

11.
52.
4.

25.

S
S
S
S

TCT
TCC
TCA
TCG

24.
51.
9.
7.

Y
Y
*
*

TAT
TAC
TAA
TAG

6.
35.
3.
2.

C
C
*
W

TGT
TGC
TGA
TGG

2.
8.
0.
10

L
L
L
L

CTT
CTC
CTA
CTG

25.
31.
9.

59.

P
P
P
P

CCT
CCC
CCA
CCG

19.
16.
42.
8.

H
H
Q
Q

CAT
CAC
CAA
CAG

2.
46.
20.
33.

R
R
R
R

CGT
CGC
CGA
CGG

27.
62.
7.
3.

I
I
I
M

ATT
ATC
ATA
ATG

27.
62.
1.

29.

T
T
T
T

ACT
ACC
ACA
ACG

17.
75.
6.
5.

N
N
K
K

AAT
AAC
AAA
AAG

12.
49.
13.
39.

S
S
R
R

AGT
AGC
AGA
AGG

1.
19.
0.
2.

V
V
V
V

GTT
GTC
GTA
GTG

58.
49.
17.
54.

A
A
A
A

GCT
GCC
GCA
GCG

59.
77.
82.
28.

D
D
E
E

GAT
GAC
GAA
GAG

37.
84.
87.
40.

G
G
G
G

GGT
GGC
GGA
GGG

33.
84.
31.
5.

!BBILDUNG�'
�� #��GLUTAMICUM Codon-Präferenztabelle., mit der die Kodierbereichsanalyse
des ”Plasmid-Rescues” durchgeführt wurde. Sie wurde durch die Auswertung der ”codon
usage” verschiedener #��GLUTAMICUM  Gene erstellt (Kalinowski, 1990).

-ULTIPLES�!LIGNMENT��$.!
�UND�!MINOS¤URESEQUENZ�VON�3EC!

CgSecA          --VFGLSKVLRVGEGRAVKRLHKIADQVIALEDKFANLTDEELKAKTAEFKERIAGG---
MtSecA          ----MLSKLLRLGEGRMVKRLKKVADYVGTLSDDVEKLTDAELRAKTDEFKRRLADQKNP
SlSecA          --MSVLSKLMRAGEGKILRKLHRIADQVNSIEEDFADLSDAELRALTDEYKQRYADG---
EcSecA          MLIKLLTKVFGSRNDRTLRRMRKVVNIINAMEPEMEKLSDEELKGKTAEFRARLEKG---
                     *:*::   :.: :::::::.: : ::. .. .*:* **:. * *:: *

CgSecA          EGLDEIFLEAFATAREAAWRVLGQKHYHVQIMGGAALHFGNVAEMRTGEGKTLTCVLPAY
MtSecA          ETLDDLLPEAFAVAREAAWRVLDQRPFDVQVMGAAALHLGNVAEMKTGEGKTLTCVLPAY
SlSecA          ESLDDLLPEAFATVREAAKRVLGQRHYDVQIMGGAALHMGYVAEMKTGEGKTLVGTLPAY
EcSecA          EVLENLIPEAFAVVREASKRVFGMRHFDVQLLGGMVLNERCIAEMRTGEGKTLTATLPAY
                * *:::: ****..***: **:. : :.**::*. .*:   :***:*******. .****

CgSecA          LNALEGKGVHVVTVNDYLAKRDAEMMGRVHRYLGLEVGVILSDMRPDERREAYAADITYG
MtSecA          LNALAGNGVHIVTVNDYLAKRDSEWMGRVHRFLGLQVGVILATMTPDERRVAYNADITYG
SlSecA          LNALSGEGVHIVTVNDYLAERDSELMGRVHKFLGLNVGCILANQTPAQRREMYACDITYG
EcSecA          LNALTGKGVHVVTVNDYLAQRDAENNRPLFEFLGLTVGINLPGMPAPAKREAYAADITYG
                **** *:***:********:**:*    :..:*** **  *.   .  :*  * .*****

CgSecA          TNNELGFDYLRDNMARSLSDLVQRGHNYAIVDEVDSILIDEARTPLIISGPVDGTSQFYN
MtSecA          TNNEFGFDYLRDNMAHSLDDLVQRGHHYAIVDEVDSILIDEARTPLIISGPADGASNWYT
SlSecA          TNNEFGFDYLRDNMAWSKDELVQRGHNFAIVDEVDSILVDEARTPLIISGPADQATKWYG
EcSecA          TNNEYGFDYLRDNMAFSPEERVQRKLHYALVDEVDSILIDEARTPLIISGPAEDSSEMYK
                **** ********** * .: ***  ::*:********:************.: ::: *

CgSecA          VFAQIVPRMTKDVH------------YEVDERKKTVGVKEEGVEYVEDQLG----IDN--
MtSecA          EFARLAPLMEKDVH------------YEVDLRKRTVGVHEKGVEFVEDQLG----IDN--
SlSecA          DFAKLVTRLKKGEAGNTLKGIEETGDYEVDEKKRTVAIHESGVAKVEDWLG----IDN--
EcSecA          RVNKIIPHLIRQEKEDS-ETFQGEGHFSVDEKSRQVNLTERGLVLIEELLVKEGIMDEGE
                 . :: . : :               :.** :.: * : * *:  :*: *     :*:
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CgSecA          -LYAPEHSQLVSYLNNAIKAQELFTRDKDYIVRNGEVMIVDGFTGRVLAGRRYNEGMHQA
MtSecA          -LYEAANSPLVSYLNNALKAKELFSRDKDYIVRDGEVLIVDEFTGRVLIGRRYNEGMHQA
SlSecA          -LYESVNTPLVGYLNNAIKAKELFKKDKDYVVLDGEVMIVDEHTGRILAGRRYNEGMHQA
EcSecA          SLYSPANIMLMHHVTAALRAHALFTRDVDYIVKDGEVIIVDEHTGRTMQGRRWSDGLHQA
                 ** . :  *: ::. *::*: **.:* **:* :***:*** .*** : ***:.:*:***

CgSecA          IEAKERVEIKNENQTLATVTLQNYFRLYTK----------LAGMTGTAETEAAELNQIYK
MtSecA          IEAKEHVEIKAENQTLATITLQNYFRLYDK----------LAGMTGTAQTEAAELHEIYK
SlSecA          IEAKEGVDIKDENQTLATITLQNFFRLYKRHDHDGKEQPGLSGMTGTAMTEAAEFHQIYK
EcSecA          VEAKEGVQIQNENQTLASITFQNYFRLYEK----------LAGMTGTADTEAFEFSSIYK
                :**** *:*: ******::*:**:**** :          *:****** *** *: .***

CgSecA          LDVIAIPTNRPNQREDLTDLVYKTQEAKFAAVVDDIAERTEKGQPVLVGTVSVERSEYLS
MtsecA          LGVVSIPTNMPMIREDQSDLIYKTEEAKYIAVVDDVAERYAKGQPVLIGTTSVERSEYLS
SlSecA          LGVVPIPTNRPMVRKDQSDLIYRTEVAKFEAVVDDIEEKHRKGQPILVGTTSVEKSEYLS
EcSecA          LDTVVVPTNRPMIRKDLPDLVYMTEAEKIQAIIEDIKERTAKGQPVLVGTISIEKSELVS
                *..: :*** *  *:* .**:* *:  *  *:::*: *:  ****:*:** *:*:** :*

CgSecA          QLLTKRGIKHNVLNAKTTSREAQIVAQAGLPGAVTVATNMAGRGTDIVLGGNPEILLDIK
MtSecA          RQFTKRRIPHNVLNAKYHEQEATIIAVAGRRGGVTVATNMAGRGTDIVLGGNVDFLTDQR
SlSecA          QQLSKRGVQHEVLNAKQHDREATIVAQAGRKGSVTVATNMAGRGTDIKLGGNPEDLAEAE
EcSecA          NELTKAGIKHNVLNAKFHANEAAIVAQAGYPAAVTIATNMAGRGTDIVLGG--SWQAEVA
                . ::*  : *:*****   .** *:* **  ..**:*********** ***  .   :

CgSecA          LRERGLDPFEDEESYQEAWDAELPAMKQRCEERGDKVREAGGLYVLGTERHESRRIDNQL
MtSecA          LRERGLDPVETPEEYEAAWHSELPIVKEEASKEAKEVIEAGGLYVLGTERHESRRIDNQL
SlSecA          LRQRGLDPEEHIEEWAAALPAALERAEQAVKAEFEEVKELGGLYVLGTERHESRRIDNQL
EcSecA          ALEN--PTAEQIEKIKADW-----------QVRHDAVLEAGGLHIIGTERHESRRIDNQL
                  :.   . *  *.                . . . * * ***:::**************

CgSecA          RGRSARQGDPGSTRFYLSMRDDLMVRFVGPTMENMMNRLNVPDDVPIESKTVTNSIKGAQ
MtSecA          RGRSGRQGDPGESRFYLSLGDELMRRFNGAALETLLTRLNLPDDVPIEAKMVTRAIKSAQ
SlSecA          RGRSGRQGDPGESRFYLSLGDDLMRLFKAQMVERVMSMANVPDDVPIENKMVTRAIASAQ
EcSecA          RGRSGRQGDAGSSRFYLSMEDALMRIFASDRVSGMMRKLGMKPGEAIEHPWVTKAIANAQ
               ****.****.*.:*****: * **  * .  :. ::   .:  . .**   **.:* .**

CgSecA          AQVENQNFEMRKNVLKYDEVMNEQRKVIYSERREILESADISRYIQNMIEETVSAYVDGA
MtSecA          TQVEQQNFEVRKNVLKYDEVMNQQRKVIYAERRRILEGENLKDQALDMVRDVITAYVDGA
SlSecA          SQVETQNFETRKNVLKYDEVLNRQREVIYGERRRVLEGEDLQEQIQHFTNDTIDAYVQAE
EcSecA          RKVESRNFDIRKQLLEYDDVANDQRRAIYSQRNELLDVSDVSETINSIREDVFKATIDAY
                 :** :**: **::*:**:* * **..**.:*..:*:  ::.     : .:.. * ::.

CgSecA          T-ANGYVEDWDLDKLWNALEALYDPSINWTDLVEGSEYGKPGELSAEDLRTALVNDAHAE
MtSecA          T-GEGYAEDWDLDALWTALKTLYPVGITADSLTRKDHEFERDDLTREELLEALLKDAERA
SlSecA          T-AEGFPEDWDLDRLWGAFKQLYPVKVTVEELEEAA--GDRAGLTADYIAESIKDDVREQ
EcSecA          IPPQSLEEMWDIPGLQERLKNDFDLDLPIAEWLDKE-----PELHEETLRERILAQSIEV
                   :.  * **:  *   ::  :   :   .            *  : :   :  :

CgSecA          YAKLEEAVSAIGGEAQIRNIERMVLMPVIDTKWREHLYEMDYLKEGIGLRAMAQRDPLVE
MtSecA          YAAREAELEEIAGEGAMRQLERNVLLNVIDRKWREHLYEMDYLKEGIGLRAMAQRDPLVE
SlSecA          YEAREKQL----GSEIMRELERRVVLSVLDRKWREHLYEMDYLQEGIGLRAMAQKDPLVE
EcSecA          YQRKEEVV----GAEMMRHFEKGVMLQTLDSLWKEHLAAMDYLRQGIHLRGYAQKDPKQE
                *   *  :    *   :*.:*: *:: .:*  *:***  ****::** **. **:**  *

CgSecA          YQKEGGDMFNGMKDGIKEETVRQLFLLRKQFI--------KQDAEVAD------------
MtSecA          YQREGYDMFMAMLDGMKEESVGFLFNVTVEAVPAPPVAPAAEPAELAEFAAAAAAAAQQR
SlSecA          YQREGFDMFQAMMDGIKEESVGYLFNLEVQVEQQ------VEEVPVEDAAPSLDKGAQDA
EcSecA          YKRESFSMFAAMLESLKYEVISTLSKVQVRMP-----------EEVEELEQQRRMEAERL
                *::*. .** .* :.:* * :  *  :  .               : :

CgSecA          ------------------------------------------------------------
MtSecA          SAVDGGARERAPSALRAKGV-ASESPALTYSGPAEDGSAQVQRNGGGAHKTPAGVPAGAS
SlSecA          VPAQAGARP----EIRAKGLDAPQRRDLHFSAPTVDGEGGVVEGEFTDGEPAQAQSDGLT
EcSecA          AQMQQLSHQDDDSAAAAALAAQTGERKVGRNDPCPCGSGKKYKQCHGRLQ----------

CgSecA          ------------------------
MtSecA          RRERREAARRQGRGAKPPKSVKKR
SlSecA          RAERRKQAKGGRRRKK--------
EcSecA          ------------------------

!BBILDUNG�'
���Multiples Alignment von SecA-Proteinen aus verschiedenen Organismen.
Cg: #ORYNEBACTERIUM� GLUTAMICUM ; Mt: -YCOBACTERIUM� TUBERCULOSIS; Sl: 3TREPTOMYCES
LIVIDANS; Ec: %SCHERICHIA�COLI�
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!BBILDUNG�'
���DNA- und Aminosäuresequenz von SecA aus #��GLUTAMICUM. Funktionelle
Domänen des Proteins sind grau unterlegt.
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-ULTIPLES�!LIGNMENT��$.!
�UND�!MINOS¤URESEQUENZ�VON�3EC9

CgSecY          -VSAIIQAFKDAD-----LRKKIFFTIAMIVLYRIGAQIPSPGVDYATISGRLRDLTQDQ
MbSecY          MLSAFISSLRTVD-----LRRKILFTLGIVILYRVGAALPSPGVNFPNVQQCIKEASAGE
StcSecY         MLTAFARAFKTPD-----LRKKLLFTLGIIVVYRLGTHIPIPGVDYKNVQECVDQASGNQ
EcSecY          MAKQPGLDFQSAKGGLGELKRRLLFVIGALIVFRIGSFIPIPGIDAAVLAKLLEQQ---R
                  .     ::  .     *:::::*.:. ::::*:*: :* **::   :   : :    .

CgSecY          S-SVYSLINLFSGGALLQLSIFAIGIMPYITASIIVQLLTVVIPHFEELKKEGQSGQAKM
MbSecY          AGQIYSLINLFSGGALLKLTVFAVGVMPYITASIIVQLLTVVIPRFEELRKEGQAGQSKM
StcSecY         G--LFGLVNMFSGGALLQITFFALGIMPYITASIILQLLTVVIPRLEALKKEGQAGTPKI
EcSecY          G-TIIEMFNMFSGGALSRASIFALGIMPYISASIIIQLLTVVHPTLAEIKKEGESGRRKI
                .  :  :.*:****** : :.**:*:****:****:****** * :  ::***::*  *:

CgSecY          MQYTRYLTVALALLQSSGIVALADREQLL-GAGIRVLS-ADRNFFDLIVLVITMTAGAVL
MbSecY          TQYTRYLAIALAILQATSIVALAANGGLLQGCSLDII--ADQSIFTLVVIVLVMTGGAAL
StcSecY         TQYTRYLTVALAILQGTGLVATARSGALFSGCTVAGQIVPDQAIFTTVVMVICMTAGTCV
EcSecY          SQYTRYGTLVLAIFQSIGIATGLPNMPGMQGLVINPG------FAFYFTAVVSLVTGTMF
                 ***** ::.**::*. .:.:       : *  :         :   .. *: :. *: .

CgSecY          VMWMGELITEKGVGNGMSLLIFAGIATRLPTDGMNILGN----SGGVVFAVVLASVLILV
MbSecY          VMWMGELITERGIGNGMSLLIFVGIAARIPAEGQSILES----RGGVVFTAVCAAALIII
StcSecY         VMWLGELITDRGIGNGMSILMFISIAATFPSALWAIKKQGELADGWIEFGTVILVGLVMV
EcSecY          LMWLGEQITERGIGNGISIIIFAGIVAGLPPAIAHTIEQAR--QGDLHFLVLLLVAVLVF
                :**:** **::*:***:*:::* .*.: :*.       .     * : * .:    :::.

CgSecY          IG---VVFVEQGQRRIPVQYAKRMVGRRQYGGSSTYLPLKVNQAGVIPVIFASSLIYMPV
MbSecY          VG---VVFVEQGQRRIPVQYAKRMVGRRMYGGTSTYLPLKVNQAGVIPVIFASSLIYIPH
StcSecY         GL---VVFVEQAQRRIPVQYAKRMIGRRSYGGTSTYIPLKVNQAGVIPVIFASSLLYIPA
EcSecY          AVTFFVVFVERGQRRIVVNYAKRQQGRRVYAAQSTHLPLKVNMAGVIPAIFASSIILFPA
                     *****:.**** *:****  *** *.. **::***** *****.*****:: :*

CgSecY          LITQIVNSGSLEVSDNWWQRNIIAHLQTPSSWQYIVLYFALTIFFSYFYVSVQYDPAEQA
MbSecY          LITQLIRSGSGVVGNSWWDKFVGTYLSDPSNLVYIGIYFGLIIFFTYFYVSITFNPDERA
StcSecY         LIVQFSNS------TAGWATWITKNLADTAATPHIILYFFLIVFFAFFYVAISFNPEEVA
EcSecY          TIASWFGGG----TGWNWLTTISLYLQ-PGQPLYVLLYASAIIFFCFFYTALVFNPRETA
                 *..   .         *   :   *  ..   :: :*    :** :**.:: ::* * *

CgSecY          ENMKKYGGFIPGIRPGRPTAEYLGFVMNRLLFVGSLYLAVIAVLPNIMLDLGVDAGSAGA
MbSecY          DEMKKFGGFIPGIRPGRPTADYLRYVLSRITLPGSIYLGVIAVLPNLFLQIGAG-GTVQN
StcSecY         DNMKKYGGFIPGIRAGRPTAEYLSYVLNRITWPGSLYLGLIALVP---TMALAGFGANQN
EcSecY          DNLKKSGAFVPGIRPGEQTAKYIDKVMTRLTLVGALYITFICLIP----EFMRD-AMKVP
               :::** *.*:****.*. **.*:  *:.*:   *::*: .*.::*        . .

CgSecY          TPFGGTAILILVSVALTTVKQIESQLLQSNYEGLLK---------
MbSecY          LPFGGTAVLIMIGVGLDTVKQIESQLMQRNYEGFLK---------
StcSecY         FPFGGTSILIIVGVGLETVKQIESQLQQRNYEGFLR---------
EcSecY          FYFGGTSLLIVVVVIMDFMAQVQTLMMSSQYESALKKANLKGYGR
                  ****::**:: * :  : *::: : . :**. *:

!BBILDUNG�'
�� Multiples Alignment von SecY-Proteinen aus verschiedenen Organismen.
Cg: #ORYNEBACTERIUM� GLUTAMICUM ; Mt: -YCOBACTERIUM� TUBERCULOSIS; Stc: 3TAPHYLOCOCCUS
CARNOSUS; Ec: %SCHERICHIA�COLI�
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                        ValSerAlaIleIleGlnAlaPheLysAspAlaAspLeuArgLysLysIlePhePheThrIleAlaMetIleValLeuTyrArgIleGlyAlaGln
 tgctgaggaggccaggaggataagtgtccgccattattcaggcattcaaggacgccgatctgcgtaagaagattttcttcactatcgcaatgatcgttctataccgcatcggtgcgcaga  120

              2"3                                                                        4RANSMEMBRAN
(ELIX�)

IleProSerProGlyValAspTyrAlaThrIleSerGlyArgLeuArgAspLeuThrGlnAspGlnSerSerValTyrSerLeuIleAsnLeuPheSerGlyGlyAlaLeuLeuGlnLeu
 tcccttccccgggagttgactacgcaacgattagtggtcgtctgcgtgacttgactcaggatcagtcaagcgtttattcgctgattaacctgttttccggtggagcgctgttgcagctgt  240

SerIlePheAlaIleGlyIleMetProTyrIleThrAlaSerIleIleValGlnLeuLeuThrValValIleProHisPheGluGluLeuLysLysGluGlyGlnSerGlyGlnAlaLys
 ccatttttgctattggtatcatgccgtacatcacggcgtctattatcgtgcagctgctgactgtggttattccacactttgaggagttgaagaaggaaggccagtctggccaggccaaga  360

4RANSMEMBRAN
(ELIX�))

MetMetGlnTyrThrArgTyrLeuThrValAlaLeuAlaLeuLeuGlnSerSerGlyIleValAlaLeuAlaAspArgGluGlnLeuLeuGlyAlaGlyIleArgValLeuSerAlaAsp
 tgatgcagtacaccaggtacttaacggttgctttggcgttgctgcagtcttcaggcattgtcgcgttggcggaccgtgagcagctgcttggcgcaggtattcgtgtgctgtcggctgatc  480

���������������������������������4RANSMEMBRAN
(ELIX�)))

ArgAsnPhePheAspLeuIleValLeuValIleThrMetThrAlaGlyAlaValLeuValMetTrpMetGlyGluLeuIleThrGluLysGlyValGlyAsnGlyMetSerLeuLeuIle
 gcaacttcttcgatctcattgttttggtcatcaccatgactgcaggtgcggtgcttgtgatgtggatgggtgagctcatcacggaaaagggcgtgggcaatggtatgtcgttgctgattt  600

����������������������������4RANSMEMBRAN
(ELIX�)6�����������������������������������������������4RANSMEMBRAN


PheAlaGlyIleAlaThrArgLeuProThrAspGlyMetAsnIleLeuGlyAsnSerGlyGlyValValPheAlaValValLeuAlaSerValLeuIleLeuValIleGlyValValPhe
 tcgctggtatcgcaactcgcctcccaactgatggcatgaacattctgggtaactccggcggcgtggttttcgctgttgttctggcttccgttctgatcctggtcattggtgttgtattcg  720

(ELIX�6�������������������������������������������������������������������������������4RANSMEMBRAN
(ELIX�6)

ValGluGlnGlyGlnArgArgIleProValGlnTyrAlaLysArgMetValGlyArgArgGlnTyrGlyGlySerSerThrTyrLeuProLeuLysValAsnGlnAlaGlyValIlePro
 ttgagcagggccagcgtcgtattccagtgcagtacgcaaagcgcatggtgggacgtcgccagtacggtggttcttccacttacctgccattgaaggtcaaccaagctggtgttatcccag  840

ValIlePheAlaSerSerLeuIleTyrMetProValLeuIleThrGlnIleValAsnSerGlySerLeuGluValSerAspAsnTrpTrpGlnArgAsnIleIleAlaHisLeuGlnThr
 tgatcttcgcgtcttcgctgatttacatgccagtgctgattactcagatcgtgaactctggttcgctggaagtgtctgataactggtggcagcgcaacatcattgcgcacctgcagacgc  960

4RANSMEMBRAN
(ELIX�6))

ProSerSerTrpGlnTyrIleValLeuTyrPheAlaLeuThrIlePhePheSerTyrPheTyrValSerValGlnTyrAspProAlaGluGlnAlaGluAsnMetLysLysTyrGlyGly
 cttcttcctggcagtacattgttttgtactttgcactgaccatcttcttctcttacttctatgtttccgttcagtatgatccagctgagcaggctgaaaacatgaagaagtacggtggat 1080

���������������������������������4RANSMEMBRAN
(ELIX�6)))

PheIleProGlyIleArgProGlyArgProThrAlaGluTyrLeuGlyPheValMetAsnArgLeuLeuPheValGlySerLeuTyrLeuAlaValIleAlaValLeuProAsnIleMet
 ttatccctggtattcgtccgggccgcccgactgctgagtacttgggattcgtcatgaaccgcctgctgtttgttggttccctgtacctggctgtcattgctgtgctgccaaacattatgc 1200

��������������������������������������������������������������������������������4RANSMEMBRAN
(ELIX�)8

LeuAspLeuGlyValAspAlaGlySerAlaGlyAlaThrProPheGlyGlyThrAlaIleLeuIleLeuValSerValAlaLeuThrThrValLysGlnIleGluSerGlnLeuLeuGln
 tggatctaggtgttgacgccggttcggccggagcaactccattcggcggaaccgcaatcttgattcttgtatctgttgcactgaccacagtgaagcagattgagagccagctcctgcaaa 1320

�������������������������������������������������4RANSMEMBRAN
(ELIX�8

                          Met
SerAsnTyrGluGlyLeuLeuLys***
 gcaactacgaaggacttctaaaataatg 1350

!BBILDUNG� '
��� DNA- und Aminosäuresequenz von SecY aus #�� GLUTAMICUM. Die
Transmembran-Domänen des Proteins und die RBS sind grau unterlegt.
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-ULTIPLES�!LIGNMENT��$.!
�UND�!MINOS¤URESEQUENZ�VON�3EC%

CgSecE          ------VSDE------QNS---GVGG-----------TSRPTGKRQLS---GAST-----
MtSecE          MSDEGDVADEAVADGAENADSRGSGGRTALVTKPVVRPQRPTGKRSRSRAAGADADVDVE
SgSecE          -------------------------------------MTDAVGSIDMP-----DA-----
                                                        ..*. . .     .:

CgSecE          -TSTSSYEA----KQVSTQKKSSGSD-----SKPGGG-------VISFLPEVVGEVRKVI
MtSecE          EPSTAASEATGVAKDDSTTKAVSKAARAKKASKPKARSVNPIAFVYNYLKQVVAEMRKVI
SgSecE          -EDEAP-ES----KKKSRKGGKRGKK-----G-PLGR-------LALFYRQIVAELRKVV
                  . :. *:    *. *              . * .        :  :  ::*.*:***:

CgSecE          WPTARQMVTYTLVVLGFLIVLTALVSGVDFLAGLGVEKILTP-
MtSecE          WPNRKQMLTYTSVVLAFLAFMVALVAGADL--GLTKLVMLVFG
SgSecE          WPTRSQLTTYTSVVIVFVVVMIGLVTVLDI--GFARVVKYVFG
                **.  *: *** **: *: .: .**:  *:  *:      .

!BBILDUNG�'
�� Multiples Alignment von SecE-Proteinen aus verschiedenen Organismen.
Cg: #ORYNEBACTERIUM� GLUTAMICUM ; Mt: -YCOBACTERIUM� TUBERCULOSIS; Sg: 3TREPTOMYCES
GRISEUS�

    tgtagcaggtatgtcctaataaatattgcgagggttcgcgggattaatgtactctcgaag  60
��������������������������������&��
0ROMOTORREGION

    gttgaacacagggctgcgattgtgctggatcaaatgtctgcacgaaaaattgttatcgcc 120

                                  ValSerAspGluGlnAsnSerGlyValGly
    cctggatgagtagtgatttagaggagtgctgtgagcgacgagcagaattctggcgtaggc 180
                        2"3

    GlyThrSerArgProThrGlyLysArgGlnLeuSerGlyAlaSerThrThrSerThrSer
    ggaacgtctcgcccaacgggtaaacgccagctgtcgggtgcttccactacctctacctct 240

    SerTyrGluAlaLysGlnValSerThrGlnLysLysSerSerGlySerAspSerLysPro
    tcttatgaggctaagcaggtatctacacagaagaagtcatccggttcggattctaagcct 360

    GlyGlyGlyValIleSerPheLeuProGluValValGlyGluValArgLysValIleTrp
    ggcggcggtgttatttcttttctgcctgaggttgtgggagaagtccgtaaggttatttgg 420

    ProThrAlaArgGlnMetValThrTyrThrLeuValValLeuGlyPheLeuIleValLeu
    cctactgcgcgccagatggtcacgtacacccttgtcgttttgggattcttgattgttttg 480
�����������������������������������������������4RANS


    ThrAlaLeuValSerGlyValAspPheLeuAlaGlyLeuGlyValGluLysIleLeuThr
    accgctttggtgtctggtgtggatttcctagctggtcttggagttgagaagattctgact 520
����MEMBRAN
(ELIX

    Pro***
    ccgtaggtaggatgtgtaacatctttttttgaaaagtcccgctggttccctggaggagcc 600
�������������������4ERMINATOR
2EGION

!BBILDUNG� '
��� DNA- und Aminosäuresequenz von SecE aus #�� GLUTAMICUM. Die
funktionellen Domänen des Proteins und die RBS sind grau unterlegt.
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-ULTIPLES�!LIGNMENT��$.!
�UND�!MINOS¤URESEQUENZ�VON�3EC'

CgSecG          ----------------------------------------MALTLQIILVVASLLMTVFV
MtSecG          MAGVTAAVSARLKADEARRPGFYAAGSGPLPQVRGSTLPVMELALQITLIVTSVLVVLLV
StcSecG         -----------MVACCHRAPVVHRRSSESE-----EVGPAVVLGFSIALIVFSLLLMLLV
                                                        : * :.* *:* *:*: ::*

CgSecG          LLHKGKGGGLSSLFGGGVQSNLSGSTVVEKNLDRVTILVAVIWIVCIVALNLIQTYS-
MtSecG          LLHRAKGGGLSTLFGGGVQSSLSGSTVVEKNLDRLTLFVTGIWLVSIIGVALLIKYR-
StcSecG         LMHKGKGGGLSDMFGGGMQSSVGGSSVAERNLDRITVVVGLAWFACIMVLGLLMKANN
                *:*:.****** :****:**.:.**:*.*:****:*:.*   *:..*: : *: .

!BBILDUNG�'
�� Multiples Alignment von SecD-Proteinen aus verschiedenen Organismen.
Cg: #ORYNEBACTERIUM� GLUTAMICUM ; Mt: -YCOBACTERIUM� TUBERCULOSIS; Stc: 3TAPHYLUCOCCUS
CARNOSUS�

                     MetAlaLeuThrLeuGlnIleIleLeuValValAlaSer
cggcaaaggaacattttccacatggcattgacgcttcaaatcatcctcgtcgtcgccagc  60
������2"3���������������������������4RANSMEMBRAN


LeuLeuMetThrValPheValLeuLeuHisLysGlyLysGlyGlyGlyLeuSerSerLeu
ctgctcatgacggttttcgtcttgctgcacaagggcaaaggcggcggactctccagcctc 120
(ELIX�)

PheGlyGlyGlyValGlnSerAsnLeuSerGlySerThrValValGluLysAsnLeuAsp
ttcggcggcggtgtgcagtccaatctttcgggctccactgttgttgaaaagaacctggat 180
4RANSMEMBRAN
(ELIX�))

ArgValThrIleLeuValAlaValIleTrpIleValCysIleValAlaLeuAsnLeuIle
cgcgtcaccattttggttgccgttatctggattgtgtgcattgtcgcactcaacctcatc 240
���������������4RANSMEMBRAN
(ELIX�)))

GlnThrTyrSer***
cagacttattcataagacac 260

!BBILDUNG� '
��� DNA- und Aminosäuresequenz von SecG aus #�� GLUTAMICUM. Die
Transmembran-Domänen des Proteins und die RBS sind grau unterlegt.
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�	�0LASMIDKARTEN
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