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A Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die neuen sec-Gene secD und secF aus Corynebacterium glutamicum wurden isoliert und
anaysiert. C. glutamicum secD besteht aus1911 bp und beginnt vermutlich mit dem seltenen
Startcodon TTG. Das Protein wird aus 637 Aminoséuren gebildet (MW 67,7 kDa), weist
sechs Transmembrandomanen und einen extracytoplasmatischen ”"Loop” von 371
Aminosaureresten auf und zeigt sechs konservierte Sequenzmotive unbekannter Funktion.

C. glutamicum secF besteht aus 1209 bp, beginnt finf Basen nachsde Stoppcodon und

seine Shine-Dalgarno Sequenz ist Teil desD 3'Ende. Das Protein besteht aus 403
Aminosaureresten (MW 43,7 kDa), zeigt ebenfalls sechs Transmembrandoménen und einen
extracytoplasmatischen “Loop” von 95 Aminosdureresten sowie vier konservierte
Sequenzmotive. Zudem zeigen sich zwei konservierte Regionen mit hoher Homologie zu
SecY, bei denen es sich moglicherweise um Interaktionsstellen handelt. Beide Proteine sind in
ihren transmembranen Bereichen konserviert und im extracytoplasmatischen Loop variabel.
Die bereits beschriebenen GesweA, secY, secE und secG wurden mitsamt umliegenden
Bereichen isoliert und sequenziert. Eine Analyse ergab, dasall@ene mit Ausnahme von

secG 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 Gendh secF und secG
madglich sind. Alle Mutanten zeigen Stérungen im Zellwandaufbau, was sich in VergroRerung
der Zellen firsecD- und secF-Mutanten und erhohter Empfindlichkeit fur Detergenzien fur
secG-Mutanten auf3ert. Komplementationsexperimente legen naheadaandsecF nicht in

einer Operon-Struktur angelegt sind.

Zur Analyse der Proteinsekretion 6. glutamicum wurde ein, auf der Sekretion einer
heterologermi-Amylase ausStreptomyces griseus basierendes, chromosomal- oder Plasmid-
kodiertes Testsystem konstruiert. Amylase sekretieréhdguramicum-Stamme kdnnen auf
Starke als einziger Kohlenstoffquelle wachsen. Eine Analyseeddiutanten ergab, dal3 die
Amylase-Sekretion inecG-Mutanten um fast 80 % reduziert ist, wahrend sigeitD- und
secF-Mutanten vollstandig unterbunden wird. Wahrend die Uberexpression einzetner
Gene keinen signifikanten Einflul3 auf die Rate der Amylase-Sekretion ausibt, wird sie durch
Uberexpression von Kombinationen vasec-Genen deutlich gesteigert. Gemeinsame
Uberexpression vowmecD und secF steigern die Sekretion des heterologen Proteins um den
Faktor 1,6, die KombinationesecE, secD und secF und secY, secD, undsecF erh6hen die

Sekretionsrate um den Faktor 2,3 beziehungsweise 2,6.



B FEinleitung

B Einleitung

1) Corynebakterien: Taxanomie und Aufbau der Zellhiille

Taxanomie von Corynebakterien

Corynebakterien sind fakultativ anaerobe, nicht sporulierende, unbewegliche Stabchen. Das
hantel- oder keulenférmige Aussehen dieser Mikroorganismen war namensgebend fur diese
Gattung ( von griech. Koryne = Keule). Charakteristische Merkmale fir diese Gattung sind
der Aufbau des Peptidoglycans auf Basis vereso-Diaminopimelat sowie die
Zusammensetzung der Zellwand aus dem Polymer Arabinogalaktan und kurzkettigen
Mycolsduren von 22-36 Kohlenstoffatomen Lénge. Ein mikroskopisch erkennbares
Charakteristikum der Corynebakterien ist die Zellteilung per "snapping division”, ein durch
ungleichméaRiges Aufreil3en der Zellwand hervorgerufenes Abwinkeln der Zellen wahrend der
Teilung.

Um die medizinisch bedeutsame BakterienspeZiesnebacterium diphtheriae taxanomisch
einordnen zu kénnen, wurde 1896 von Lehmann und Neumann die Gattung Corynebacterium
eingefuhrt. DasBergey’s Manual of systematic Bacteriology (Vol.2, 1986) ordnet heute die
Corynebakterien als Genug'drynebacterium 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% (Léelal., 1991) gehoéren sie der grol3en
Gruppe der Gram-positiven, hoch-GC-haltigen Bakterien an, welche die Unterfamilie der
Actinomyceten innerhalb der Eubakterien bilden (Stackebrand & Woese, 1981). Diese
heterogene Sektion erfal3t vorwiegend human- und tierpathogene Stamme, 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; Colliasal., 1982; Davit al., 1984).
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Aufbau der Zellhiille

Chemotaxanomische Studien des Zellwandaufbaus, welche die Lipidzusammensetzung, die
Peptidoglycan-Struktur und das Vorkommen von Mycolsauren bericksichtigten, wiesen eine
enge phylogenetische Verwandtschaft der Corynebakterien mit den Gattungen
Mycobacterium, Nocardia und Rhodococcus nach. Diese vier Gattungen werden als CMN-
Gruppe zusammengefalit (Barksdale, 1970).

Unter den wenigen Proteinen, die dur€h glutamicum sekretiert werden, dominieren
Bestandteile der Zellhille (Peyret al., 1993). Die Zellhille, schematisch dargestellt in
Abbildung B-1, besteht aus der Cytoplasmamembran und aufeinanderfolgenden Schichten
von Peptidoglycan, Mycolséure-Arabinogalaktan und dem S-Layer (Marienifeld 1997),

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

8,5nNm 1 — S-Layer

6,5nm — Mycolsdure-Arabinogalaktan

32nm

Peptidoglukan

— Cytoplasmamembran

Abbildung B-1: Schematische Darstellung dér glutamicum Zellwand nach Marienfeld:
al., (1997).

Zwei Proteine der Zellhille wurden bislang genauer charakterisiert, namlich PSle(laliff
1992), und PS2 (Peyret al., 1993; Chamiet al, 1997). Die Sequenz von PS1, das N-
terminal Ahnlichkeit zum Antigen-85 Komplex awgycobacterium aufweist (Joliffer al.,

1992) legt nahe, das es sich auch bei dem corynebakteriellen Protein um eine
Mycolyltransferase handelt (Belisler al., 1997) deren Carboxylesterase-Aktivitat eine
wichtige Rolle in der Genese der Mycolsaureschicht der Zellwand spielt. Im Gegensatz zu
dem essentiellen Antigen85-Komplex aud ruberculosis 1aRt sich PS1 aber ohne
offensichtliche negative Folgen ausschalten (Job#f «l., 1992). PS2 stellt den
Hauptbestandteil der S-Layer Schicht dar (Chamial, 1997). Das S-Layer, eine
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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 Schutzhiille, isopores Molekularsieb,
Molekdlfalle oder als Virulenzfaktor (Sleytr, 1997). Beide Proteine, PS1 und PS2, werden
durchC. glutamicum in grol3en Mengen sekretiert, bleiben aber gemaf ihrer Funktion an der
Zelle verankert. Trotz allem macht von den Zellen abgelostes PS1 und PS2 tber 90% des
Proteins aus, das sich im Kulturtiberstand &oplutamicum finden lal3t (Peyreis al., 1993).

Neuere Untersuchungen, die sich der 2-D Gelelektrophorese- und der ELISA-Techniken
bedienen, haben gezeigt, dés glutamicum ungefdhr 700 verschiedene Membran- und
Zellhtllproteine aufweist (Burkovski, 1997; Hermawrn al., 1998). Nur wenige dieser

Proteine wurden bisher identifiziert (Tabelle B-1).

Tabelle B-1: Proteine der Cytoplasmamembran und der ZellhulleCaggitamicum

Protein Referenz
35 kDa Antigen Hermanrer al., 1998
Antigen 84 Hermanrer al., 1998

ATP-Synthetase Untereinheit x undd |Hermanres al., 1998

Zellwand-Porin Lichtingeret al., 1998

Nur ein Protein mit enzymatischer Aktivitat, eine DNase, wurde bishet. fghuramicum als

direkt in das Kulturmedium sekretiert beschrieben (Liebl & Sinskey, 1988).
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2) Corynebakterien: Wirtschaftliche Bedeutung und molekularbiologische

Manipulation

Wirtschaftliche Bedeutung von Corynebakterien

Durch ihr breites Spektrum von Stoffwechselleistungen erlangten Corynebakterien
wissenschaftliches und industrielles Interesse (Wohleben er al., 1993). Dabei wurden
Corynebakterien bereits 1957 von Kinoshita er al. s Aminosaureproduzenten entdeckt. In
Kulturiberstéanden voR'. glutamicum waren grof3e Mengen der Aminosaure L-Glutamat zu
finden. Seitdem wurden fermentative Herstellungsverfahren fir eine Vielzahl von Stoffen
durch C. glutamicum und Brevibacterium 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.

Tabelle B-2: Industrielle Einsatzgebiete coryneformer Bakterien.

Spezies Einsatz
C. glutamicum Aminosaure-Produktion (Yamadaal., 1987)
C. glutamicum Carotinoid-Produktion (Sandmann, 1994)

Corynebacterium amoniagenes | Nukleotid-Produktion (Ogater al., 1976)

Corynebacterium sp. Antibiotika-Produktion (Suzukéz al., 1972)

Corynebacterium sp. Produktion von Vitamin C-Vorstufen (Andersam al.,
1985)

Corynebacterium sp. Terpenoid-Oxidation (Yamada al., 1985)

Corynebacterium sp. Abbau von Kohlenwasserstoffen (Cardini & Jurtshuk,
1970)

Brevibacterium linens Kasereifung (Leer al., 1985)

Von besonderer wirtschaftlicher Bedeutung ist die fermentative Herstellung von essentiellen
Aminosauren und Vitaminen, die als Supplemente zur erndhrungsphysiologischen

Futtermittelaufwertung in gro3en Mengen in der Landwirtschaft bendtigt werden

5
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(Leuchtenberger er al, 1984; Anderson et al., 1985). Auch in der Lebensmittelindustrie

werden Aminosauren und Vitamine als Geschmacksverstarker (Na-L-Glutamat, DL-Alanin),
SuRstoff (L-Aspartyl-L-Phenylalanin-Mathylester = Aspartam) oder als Antioxidantien (L-
Cystein, L-Tryptophan, L-Histidin, Vitamin C) eingesetzt.

Wie in dem oberen Abschnitt beschrieben, sekrefieglutamicum keine eigenen Proteine

mit hydrolytischer enzymatischer Aktivitat wie Nukleasen, Glukanasen oder andere. Dies
macht das Bakterium zu einem geeigneten Wirt fur die Produktion heterologer Exoproteine,
da keine storenden Nebenaktivitaten durch homologe Exoproteine auftreten, die die gesuchte
Aktivitat des Fremdproteins Uberdecken kénnten. Ein weiterer Vorteil der Produktion von
heterologen Exoproteinen @ glutamicum liegt darin, dafd Corynebakterien keine Protease in

das Kulturmedium sekretieren, ganz im Gegensatz zu den klassischen Proteinproduzenten
Bacillus, Streptomyces und Staphylococcus (Palva, 1989; Priest, 1977). Dies verhindert, dai3

die sekretierten Proteine durch endogene Proteasen sofort wieder abgebaut werden. Zudem ist
keine der durclt. glutamicum sekretierten Substanzen toxisch und da es sowie so nur wenig
verschiedene sind, ist die Aufreinigung des gewlnschten Produkts vereinfacht.

Trotz des geringen Wissens Uber die Mechanismen der Translokation von Proteinen in
Corynebakterien wurden bereits eine ganze Anzahl von Proteinen aus anderen Organismen in

C. glutamicum exprimiert und sekretiert (Tabelle B-3).

Tabelle B-3: Heterologe Exoproteine i@. glutamicum.

Exoprotein Ursprungsorganismus Referenz
Antigen 85A Mycobacterium tuberculosis Salimet al., 1997
Protease Dichelobacter nodosus Billman-Jacobe al., 1995
Subtilisin Bacillus subtilis Billman-Jacobe al., 1995
Gamma-Interferon Huhn Billman-Jacobex/., 1994
Exoglucanase Cellulomonas fimi Paradiset al., 1987
Endoglucanase A | Cellulomonas fimi Paradiset al., 1987
Lipase Staphylococcus hyicus Liebl ef al., 1989
Nuclease Staphylococcus aureus Liebl ef al., 1989
Protein A Staphylococcus aureus Liebl ef al., 1989
SNase Staphylococcus aureus Liebl et al., 1992
a-Amylase Bacillus amyloliquifaciens Smithet al., 1986
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a-Amylase Streptomyces lividans Cadenas et al., 1992

a-Amylase Bacillus subtilis Ugorcakovaet al., 1996

Molekularbiologische Methoden zur genetischen Manipulation von Corynebacterium

glutamicum

Aufgrund der vielfaltigen Einsatzmoglichkeiten von coryneformen Bakterien bei der
Herstellung wirtschaftlich interessanter Verbindungen wie Aminosauren oder Vitaminen
bestand ein grofes Interesse von Wissenschaft und Industrie an zuverlassigen und
reproduzierbaren, genetischen ManipulationsmethoderC figlutamicum. Im Rahmen der
klassischen Stammentwicklung wurde zur Steigerung der Ausbeute des gewlnschten Produkts
meist eine chemische, ungerichtete Mutagenese mit Ethylmethansulfonat oder Hydroxylamin
durchgefiihrt und die Mutanten anschlieRend durch Selektion auf Uberproduktion isoliert. Der
gravierende Nachteil dieser Methode lag darin, daf3 haufig Mehrfachmutanten auftraten, die
neben der erwinschten Mutation noch weiter Gendefekte trugen, deren Einflu® auf den
gesuchten Phanotyp oft negativ oder nicht abzuschatzen war.

Erst die genaue Analyse der einzelnen Stoffwechselwegé ghutamicum ermdglichte es,

gezielt die metabolischen Routen oder deren Regulation zu beeinflussen. Deshalb wurde das
wenig geeignete, ungerichtete Mutagenese-System durch neu entwickelte, gentechnische
Methoden furC. glutamicum abgeldst (Martin, 1989; Wohlebenal., 1993). Die meisten der
derzeit dazu verwendeten Vektoren basieren auf der Replikons der kryptischen Plasmide
pBL1 aus Brevibacterium lactofermentum (Santamariaet al., 1984) und pHM1519 aus
Corynebacterium glutamicum (Miwa et al., 1985). Aufbauend darauf wurden zud&nzroli -

C. glutamicum Shuttle-Vektoren konstruiert (Martin, 1989; Wohleker/., 1993; Kirchner,

1999) sowie Plasmide fir spezielle Anwendungen, wie Promotor- oder Terminator-
Testvektoren oder Integrations- und Expressionsvektoren (Moriiaga 1987; Cadenas

al., 1991; Eikmanngt al., 1991; Bardonet & Blanco, 1991; Schwarzer & Puhler, 1991,
Schaferer al., 1994b). Nach Optimierung von Konjugations- (Schafer et al., 1990, 1994a) und
Elektroporationstechniken (Liebl et al., 1989; Bonassie et al., 1990; Kirchner, 1999) standen
effiziente Methoden des DNA-Transfers zur Verfligung. Durch den Einsatzades5ens

aus Bacillus subtilis (Jageret al., 1992), welchesC. glutamicum Saccharose-Sensitivitat

verleiht, lassen sich positiv-selektionierbare, definierte Deletions- oder Insertionsmutanten
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herstellen (Schéafewer al, 1994b), die eine Basis fur 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 groRen Mengen
sekretiert werden, wurde die Verwendung ihrer Signalsequenz als Verfahren zur Steigerung
der Sekretion von heterologen Exoproteinen patentiert (doliff., 1993a, b). Auch andere
zielsteuernde Signale wie "stop transfer’-Signale wurden bereits fgluzamicum patentiert

(Liebl & Sinskey, 1990).

3) “General Secretory Pathway” als System des Proteinexports in

Bakterien

Proteintransport in Bakterien

Proteine sind auf Grund ihrer Ladung und Gréf3e nicht in der Lage, durch Diffusion eine
cytoplasmatische Membran zu durchqueren. Deshalb erfordert der Export von Proteinen aus
der Zelle oder Zellkompartimenten einen energieaufwendigen Prozel3. Im Gegensatz zu
eukaryotischen Organismen sind Bakterien nicht zu einem vesikularen Transport befahigt,
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 nacByp I erfolgt durch ABC-Transporter. Er ist spezifisch fur bestimmte
Proteine wie Hamolysin iBischerichia coli oder Proteasen algwinia chrysanthemi (Fath &

Kolter, 1993). Der Export tber die gesamte Zellhille erfolgt dabei in einem einzigen Schritt.
Typ II stellt den Signalsequenz-abhéangigen Exportweg durch die Cytoplasmamembran dar.
Dabei handelt es sich um ein komplexes Mehrkomponenten-System, bestehend aus dem
"General Secretory Pathway” (GSP) zur Uberwindung der Cytoplasmamembran und, bei
Gram negativen Bakterien, dem "Main Terminal Branch” zur Durchquerung der "Outer
Membrane” (Pugsley, 1993). Der GSP ist ein ubiquitares System der Proteintranslokation, das

fur die Sekretion der Proteine, die Signalsequenzen tragen verwendet wird (Pugsley, 1993).
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Bel Typ III handelt es sich um die Sekretion von Virulenzfaktoren ohne N-terminale
Signalsequenz, wie z.B. "Yops” a0®rsinia pestis (Forsberg et al., 1994) oder "Sips” aus
Salmonella-Spezies (Galan, 1996).

Zusatzlich zu den eben genannten Transportwegen existieren noch weitere Spezialfélle, in
denen flur bestimmte Proteine spezifische, eigene Transporter bereitstehen. Die Hauptmenge

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

Komponenten des ”General Secretory Pathway” in Bakterien

Die meisten Exoproteine und Transmembranproteine werden durch den "General Secretory
Pathway” (GSP) sekretiert, der sich in &hnlicher Form in allen Organismen finden laft
(Economou, 1999). Dabei handelt es sich um einen energieabhangigen Prozel3, 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 zusatzlich noch SecB vor
(Freudl, 1992; den Blaauwen & Driessen, 1996; Economou, 1998).

SecA:

Das essentielle, periphere Membranprotein SecA ist der Motor der Translokation und zeigt als
einziges Sec-Protein enzymatische Aktivitat (Mitchell & Oliver, 1993). SecA weist mehrere
konservierte, funktionelle Domanen auf. Eine Signalsequenz-bindende Region verbindet
cytosolisches SecA mit dem Praprotein (Kimeral., 1991). Zwei ATP-bindende Domanen,
eine mit hoher Affinitdit und eine mit niedriger Affinitat, stellen die Energie fir die
Proteintranslokation zur Verfigung, die durch Insertion und Deinsertion von SecA in die
Cytoplasmamembran erfolgt (Mitchell & Oliver, 1993; Blangoal., 1998; Economou &
Wickner, 1994). Zusatzlich besitzt das Protein eine Doméne, die fir die SecA-Dimerisierung
und fir die Interaktion des Dimers mir SecY verantwortlich ist (Kuniokd , 1998; Manting

et al., 1997). Die C-terminale Region, die in Gram-negativen Bakterien flr die Interaktion mit
SecB verantwortlich ist (Kuniokar al, 1998), ist in Gram-positiven Bakterien nicht

konserviert.
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SecYEG:

Die Membranpore fiir die Proteintranslokation wird durch die essentiellen Proteine SecY und
SecE sowie das nicht-essentielle Protein SecG gebildet (Duong & Wickner, 1997a). Der
heterotrimare Transmembrankomplex besteht aus wahrscheinlich vier SecYEG-Trimeren
(Mantinget al., 2000) in quasipentagonaler Anordnung (Meyesl., 1999; Abbildung B-1).

Das grol3e, hochkonservierte SecY bildet dabei mit seinen 10 Transmembrandoménen
(Tschaudekr al., 1992; Kobayashir al., 1994; Bhattacharyya & Das, 1997) die eigentliche
Membranpore. Das kleine Membranprotein Seck dient vermutlich dem Zusammenhalt, da es
sowohl mit SecY als auch mit einem weiteren SecE in engem raumlichen Kontakt steht
(Harris & Silhavy, 1999; Kaufmaner al., 1999; Kontinerer al., 1996). SecG, das kleinste
Sec-Protein, ist zwar nicht essentiell fir das Uberleben der Zelle, spielt aber eine
entscheidende Rolle bei der Proteinsekretion in Abwesenheit der "proton motive force”
(Hanadaetr al., 1996), da es die SecA-Funktion stark stimuliert (Economou et al., 1995;
Duong & Wickner, 1997a). Fur 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 gestért ist (Flower/., 2000). SecE und SecG assoziieren
unabhéngig voneinander mit SecY, wobei SecYEG die stabilste Form des

Translokasekomplexes darstellt (Homenal., 1997).

BB EFIMECCOD

Abbildung B-1: Elektronenmikroskopische Aufnahme des Proteintranslokations-Komplexes
von Bacillus subtilis (Meyer et al., 1999). Deutlich erkennbar ist die quasipentagonale
Symmetrie des Translokationskomplexes, bestehend aus SecYEG-Heterotrimeren.

SecDF:

Die Translokase-Untereinheiten SecD und SecF kommen innerhalb der Bakterien in zwei
verschiedenen Zustandsformen vor. Wahrend sie bei den meisten als zwei getrennte
Polypeptide vorliegen, wie z. B. idfycobacterium (Cole et al., 1998), sind sie bei
bestimmten Bakterienspezies zu einem Protein verschmolzen, zum Beisphekiihus

subtilis (Bolhuis et al., 1999a), Deinococcus radiodurans (Bolhuis et al., 1999a) oder

Staphylococcus carnosus (Kappes & Freudl, 2000). Beide Proteine weisen konserviert sechs
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Transmembrandomé&nen und einen extracytoplasmatischen "Loop” auf (Balhiis1999a)

und unterstitzen den Proteinexport auf verschiedene Weise:

1. Sie regulieren den Insertionszyklus von SecA in die Membran (Duong & Wickner,
1997b).

2. Sie verstarken den Export von Proteinen mit defekter Signalsequenz (Pogliano &
Beckwith, 1994a).

3. Der "proton motive force”-betriebene Proteinexport wird gesteigert (Arkowitz &Wickner,
1994).

4. Sie unterstitzen in manchen Bakterien die Freisetzung des reifen Proteins von der
Membran (Gardeébr al., 1990; Matsuyamar al., 1993). Ob sie diese Funktion auch in
Gram-positiven Bakterien ausiiben, ist unklar, zumindeBt snbzilis fehlt diese Aktivitat
(Bolhuiset al., 1999a).

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

Uberleben der Zelle (Matsuyaraaal., 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 zusatzliche Protein

SecB auf (Fekkes & Driessen, 1999). SecB ist ein fur Praproteine spezifisches Chaperon, das

mit SecA interagiert (Fekkes 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, bendtigen die Gram-negativen Bakterien ein zusatzliches Exportsystem, den

"Main Terminal Branch”, das die Proteine Uber 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 Praprotein im entfalteten

Zustand, der zur Translokation notwendig ist (Watdz/., 1993; Wildet al., 1996). "Signal

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

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

Praproteins und sorgen fir eine korrekte Lokalisation des zu sekretierenden Proteins (Fekkes

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

Praproteins ab, das anschliel3end in der Membran oder dem Cytoplasma verdaut wied (Bron

al., 1998; Bolhuisr al.,1999b).
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Obwohl die Proteintranslokationsmaschinerie aus Bakterien groRe strukturelle Ahnlichkeit zu
der aus Eukaryoten zeigt (Mey@ral., 1999), weisen nur zwei der Sec-Proteine Homologien

in  Sequenz und Topologie zu Komponenten des Translokationssystems am
endoplasmatischen Reticulum auf. SecY ist homolog zu Sec6lpSausaromyces
cerevisiae (Esnaulter al., 1994) und zu Sec6@laus Saugetieren (Gorlia al., 1992). SecE

zeigt schwache Homologie zu Ssslp aus Hefen und $ectlSaugern (Hartmarun al.,

1994). Die Proteine SecA, SecG, SecD und SecF sind dagegen bakterienspezifiscler(Meyer
al., 1999). Zudem ist der Translokationskomplex in Eukaryoten mit 8,5 nm Durchmesser und
einer Porengrof3e von ca. 2 nm (Beckmainal., 1997) deutlich kleiner als der
prokaryotische, der einen Durchmesser von 10,5 nm und eine PorengréRe von ca. 5 nm
aufweist (Manting:t al., 2000).

Nur wenig ist bekannt Uber die Regulation der ExpressionateBGene. Studien an mRNA

von sec-Genen ausStreptomyces lividans haben gezeigt, dal3 der Expressionslevelsder

Gene abhéangig von der Wachstums- und Differenzierungsphase der Bakterien ist, aber
unabhangig von der Wachstumstemperatur (Morasali., 1999). Die Expressionsrate wird

auch durch die verwendete Kohlenstoffquelle beeinflult. Stehen lediglich polymere
Kohlenhydrate zur Verfigung, werden mehr Sec-Proteine synthetisiert, vermutlich um dem
gesteigerten Bedarf an Exoenzymen Rechnung zu tragen. Auch die SecA-Syniweséuin

subtilis ist abhangig von der Wachstumsphase der Bakterien, beim Ubergang in die
Stationarphase nimmt sie sehr stark zu (Herbkodt., 1999). Auch hier ist die Expression
einer Komponente des GSP an den gesteigerten Bedarf an Proteinsekretion gekoppelt. Die
Synthese von SecDF B subtilis ist wie inS. lividans abhangig von der Wachstumsphase,

der verwendeten Kohlenstoffquelle und dem Wachstumsmedium (Bethuis1999a).
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Funktion des ”General Secretory Pathway” in Gram-positiven Bakterien

Die Proteintranslokation durch die Cytoplasmamembran erfolgt durch einen heterotriméren
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 Praproteins am Ribosom (Kémufa 1991) wobei es
gemeinsam mit verschiedenen Chaperonen das Préaprotein im entfalteten Zustand erhalt (Wild
et al., 1996). Die Abhangigkeit des Proteinprecursors von SecA bei der Sekretion ist dabei
graduell von Protein zu Protein unterschiedlich (Leleug., 1999), was vermutlich auf einer

individuellen Affinitat des Precursors zu SecA beruht.

SecA-

4/ SecA

-
SecA
i Praprotein \ ®
Ribosom Leader- Signal Recognition
Peptid Particle

Abbildung B-3: Schematische Darstellung der Dimerisierung von SecA am sich bildenden
Praprotein. 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 Pré&protein sowohl
amino- als auch carboxyterminal unter starker Konformationsédnderung am SecYEG-Komplex
in der Cytoplasmamembran (Eichler & Wickner, 1997). Die Integration von SecA fdrdert
dabei die Entstehung eines funktionellen Translokationskomplexes aus vier SecYEG-
Heterotrimeren (Mantings al., 2000). Simultan dazu cointegriert sich die hydrophobe, N-
terminale Region des Préaproteins, bestehend aus der Signalsequenz (20-30 Aminosauren),
was zur Bildung eines extracytoplasmatischen ,Loops“ aus den nachfolgenden 20-30
Aminosauren des Préaproteins fuhrt (Schiekel a/., 1991). Nach Abtrennung der
Signalsequenz durch eine Signalpeptidase vom Typ | (Brah, 1998) liegt der N-Terminus

des Proteins frei.

SecYEG-
Translokationskomplex
-,
re N

» 4
[
Dimer QB B L
Dimer O OO - .
Signal- .
: Signal-
Peptid Peptidase
Chaperon

Chaperon

Abbildung B-4: Schematische Darstellung des friihen Zeitpunkt der Proteintranslokation. Der
SecA-Praproteinkomplex hat sich unter Konformationsédnderung an den SecYEG-Komplex
angelagert, das Signalpeptid ist in die Membran inseriert.
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Die Translokation des Préaproteins 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; Karamangua/. 1999). Zusatzlich stark
gefordert wird der Transportprozel3 durch die Membranpotential-erzeugte “proton motive
force” (Shiozukeet al., 1990).

SecDF-
Komplex

ATP —»

Reinsertion Deinsertion

g ADP+P

o

Abbildung B-5: Schematische Darstellung des spaten 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 Abschlul der Translokation liegt SecA wieder als cytosolisches Monomer (Abbildung
B-6) vor und das reife Protein I6st sich unter Mithilfe des SecDF-Komplexes von der
Membran (Matsuyamar al., 1993). Zugleich zerfallt der SecYEG-Translokationskomplex

wieder in SecYEG-Heterotrimere (Mantiagal., 2000).

reifes
Exoprotein

SecDF-

Komplex
SecYEG-
Komplex

SecA

Abbildung B-6: Abschluf® der Proteintranslokation. Das reife Exoprotein |6st sich von der
Cytoplasmamembran, der Translokationskomplex zerfallt in seine Komponenten.
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Die Sekretion von Membranproteinen erfolgt prinzipiell nach dem gleichen Schema, bendtigt
aber nicht den SecDF-Komplex (Duong & Wickner, 1998). Transmembranproteine
unterscheiden sich von sekretierten Proteinen durch ein zusatzliches, hydrophobes Segment,
die "stop-transfer’-Sequenz (von Heijne, 1994, 1997). Diese Sequenz erfiillt drei Funktionen:
Sie stoppt den Transfer des Membranproteins, sie erlaubt eine laterale Freisetzung des
Proteins aus dem SecYEG-Komplex und sie gewahrleistet den stabilen Einbau in die
Membran. Die Arretierung der Translokation ist alleine abhangig von der Aktivitdt des
SecYEG-Komplexes. Die laterale Freisetzung wird durch die Hydrophobizitat des "stop-

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

Der ”General Secretory Pathway” in Corynebacterium glutamicum

Von den sechs Hauptkomponenten des GSP wurde figlutamicum bereits vier auf
genetischer Ebene beschrieben. Die Gesid und secA wurden 1994 bzw. 1999 von
Kobayashier al. veroffentlicht. Beide Gene erwiesen sich innerhalb der Bakterien als hoch
konserviert. Der 3"-Bereich des GewasE wurde 1994 isoliert und patentiert (Agaial.) und

sein Promotor im Rahmen einer Studie Uber corynebakterielle Promotoren entdeckedPatek
al., 1996). Vollstandig wurdeecE erst 1998 sequenziert (GenBank AF130462). Die Sequenz
von secG liegt ebenfalls in der GenBank vor (D14162). Uber die Gend undsecF lagen
bisher keine molekulargenetischen Daten vor. Die Konservierung des GSP innerhalb der
Bakterien legte ihr Vorhandensein jedoch nahe (Siefe#t, 1997).

Eine Untersuchung des GSP @h glutamicum wurde bisher nicht durchgefuhrt. Allerdings
wurde der Einflu3 der "proton motive force” und des Zustands der Membranlipide auf die
Sekretion eines homologen Proteins PS1 untersucht (Bayah, 1993). Ergebnis dieser
Untersuchung war, dal3 eine chemische Entkopplung Man 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 vollstandig inhibiert.

Weiteres zur Funktion des GSPdnglutamicum ist bisher nicht bekannt.

17



B FEinleitung

Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des "General Secretory Pathway glatamicum.

Dazu mufdten zunachst alle corynebakteriellenGene analysiert werden, auch die bis dahin
unbekannten GeneecD und secF. AnschlieRend wurde die Frage untersucht, wie sich
Manipulationen wie Mutation und Uberexpression von Komponenten des GSP auf
C. glutamicum auswirken und ob diese Manipulationen ein geeignetes Mittel sind, die
Proteinsekretion zu steigern.

Daraus ergaben sich folgende Aufgaben: Erstens, die Klonierung und Analysecate&ne
ausC.glutamicum, wobeisecA undsecY zu Beginn dieser Arbeit bereits bekannt waren und
secE und secG wahrend meiner Arbeit publiziert wurden. Zweitens die Herstellung von
Mutanten und die Uberexpression veer-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 Aktivitat, d@ glutamicum selbst keine enzymatisch
aktiven Proteine in das Kulturmedium sekretiert. Viertens und letztens solltesecdie

Mutanten und Uberproduzierer mit diesem Reportersystem. untersucht werden.
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C Material und Methoden

Die in diese Arbeit eingesetzten Medien und Chemikalien wurden in p.A. Qualitat oder in groRerer Reinheit
eingesetzt und von den Ublichen Herstellern bezogen. Substanzen ohne Herstellerangaben wurden von der Firma

Merck bezogen.

1 Material

1.1 Bakterienstimme und Plasmide

1.1.1 Bakterienstimme

Stamm relevanter Genotyp Referenz
Escherichia coli

DH50MCR merA DNmrr-hsdRMS-merBC) MlacZYA-argE) lacZAM1 5 hsdR recAl | Grant et al., 1990
S17-1 Mobilisierbarer Donorstamm mit integriertem RP4-2 Derivayf Simon et al., 1983
Corynebacterium glutamicum

ATCC 13032 Wildtyp ATCC

RES167 Restriktionsdefekte Mutante von ATCC 1308%glIM-cglIR-cglIIR) | Uni Bielefeld

IAE RES167dcidE :: pCR2.1, Knft diese Arbeit
INTD RES167secD :: pCR2.1, Knf diese Arbeit
INTF RES167secF :: pCR2.1, Knf diese Arbeit
INTG RES167secG :: cmx, Cnt diese Arbeit
IAmy RES167dciAE :: plAmy1, KnT® diese Arbeit
IAmy?2 RES167dcidAE :: plAmy2, T diese Arbeit

ATCC: American Type Culture Collection
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1.1.2 Plasmide
Plasmide relevante Eigenschaften Referenz
puUC19 E. coli Klonier- und Sequenziervektor, mcs, lacZq, ApR Y anisch-Perron,
1985
pK 18mob mobilisierbarer E. coli Klonier- und Sequenziervektor, mcs, lacZa, Km® Schéafer et al,
1994b
pK18mob sacB | mobilisierbaret®. coli Vektor, mes, lacZa, sacB, Km~ Schafer et al,
1994b
pEC31 pSVB31, tragt das CmGencmx des Plasmids pTP10, Cript Uni Bielefeld
pCV22 C. glutamicum Vektor, Knf Uni Bielefeld
pCR2.1 E. coli Klonier- und Sequenziervektor fir PCR-Produldes, lacZa, Ap®, | Invitrogen
KmR
pXK99A E. coli Expressionsvektoryc-Promotor, Knft Uni Bielefeld
PXT99A E. coli Expressionsvektorrc-Promotor, TE Uni Bielefeld
pPEC-XK99A E. coli-C. glutamicum ShuttleExpressionsvektoryc-Promotor, Knf Uni Bielefeld
pEC-XC99A E. coli-C. glutamicum ShuttleExpressionsvektorrc-Promotor, Cy Uni Bielefeld
pEC-XT99A E. coli-C. glutamicum ShuttleExpressionsvektorrc-Promotor, T€ Uni Bielefeld
pSecA PEC-XT99 miEcoRI PCR-Amplifikat vonC. glutamicum secA diese Arbeit
pSecD pPEC-XT99 miEcoRIl PCR-Amplifikat vonC. glutamicum secD diese Arbeit
pSecE PEC-XT99 mikcoRI PCR-Amplifikat vonC. glutamicum secE diese Arbeit
pSecF pPEC-XT99 mikcoRI PCR-Amplifikat vonC. glutamicum secl’ diese Arbeit
pSecG PEC-XT99 mikcoRI PCR-Amplifikat vonC. glutamicum secG diese Arbeit
pSecY pPEC-XT99 micoRI PCR-Amplifikat vonC. glutamicum secY diese Arbeit
pSecDF PEC-XK99 mifal/l Fragment von pRRES, enthélt glutamicum secD und| diese Arbeit
secF, KmR
pSecDF2 PEC-XK99 mifall Fragment von pRRES, enthélt glutamicum secD und| diese Arbeit
secF, Cmft
pSecEDF pSecDF miEcoRlI PCR-Amplifikat vonC. glutamicum secE, Km~ diese Arbeit
pSecYDF pSecDF miEcoRlI PCR-Amplifikat vonC. glutamicum secY, Km~ diese Arbeit
pLW60 pK18nob, enthalt ein 0,8 kkcidE Fragment, Ky Wehmeierer al.,
(1998)
pInsAE pCR2.1, enthélt ein 0,8 BumHI/Hindlll- dciAE Fragment, , AR, Km® diese Arbeit
pPRRES pCR2.1, enthélt ein 9,8 KooRV/Sspl Fragment vorC. glutamicum, Ap", | diese Arbeit
KmR
pinsD pCR2.1, enthalt ein internes 0,6 kb PCR-Amplifikat wonglutamicum | diese Arbeit
secD, ApR, KmR
pinsF pCR2.1, enthdlt ein internes 0,6 kb PCR-Amplifikat orglutamicum | diese Arbeit
secF, ApR, KmR
pInsG pK18nobsacB mit 1,3 kb PCR-Amplifikat mit zentralemecG::cmx, Km©, | diese Arbeit
Cnm?
pDM201celA | Clavibacter michigenensis/E.coli- Shuttle-Vektor pECM2 mitce/A auf| Meletzus et al.,
EcoRI-Hindlll-Fragment, Knff, Cmy, (1992)
pCell0 pEC31, Austausch der Cm-resitenz dukeiA auf EcoRI-Hindlll- | diese Arbeit
Fragment, AP
pCel20 E. coli-C. glutamicum Shuttle Vektor, ausSall-kloniertem pCell0 ungdiese Arbeit
pCV22, Ag', KmR
pULMJ95 E. coli-C. glutamicum ShuttleVektor mit promotorlosenm-Amylase-Gen Cadenaser al.,
amy, Km~® (1996)
pAmy pEC-XT99 mitEcoRI-Ec/13611 amy unter Kontrolle desrc-Promotors, T¢ | diese Arbeit
plAmy1l pXK99 mit EcoRI-Ec/13611 amy unter Kontrolle degc-Promotors, K | diese Arbeit
plAmy2 PXT99 mitEcoRI-Ecl1361l amy unter Kontrolle deg-c-Promotors, TC diese Arbeit
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1.2 Nihrmedien und Zusiitze

Falls nicht anders angegeben, beziehen sich alle Angaben auf 1 | deionisiertes H,O.

1.2.1 Nihrmedien

LBG-Vollmedium (Luria Bertani, Sambrook ef al., 1989)

10g Tryptone
5 g Hefeextrakt
59 NaCl
1 g Glucose-Monohydrat filf: coli
5 g Glucose-Monohydrat fidr. glutamicum
pH 7,2

TYPS-Vollmedium (Amylase Testmedium)

59 Tryptone

5 g Hefeextrakt

5 g Peptone

10 g Starke (I6slich)
pH7,2

SOC-Medium (Regenerationsmedium)

20g Tryptone
59 Hefeextrakt
4g Glucose-Monohydrat
600 mg NacCl
180 mg KCI
2g MgCl*6 HO
239 MgSQ*7H,0

BHIS-Medium

37 g Brain-Heart-Infusion
91 g Sorbitol

Minimalmedium CGXII (nach Keilhaueer al., 1993)

Spurenelemente-Stammlésung:

20g (NH),SO 1g FeSp*7H,0
5 g Harnstoff 1g MnSQ*7H,0O
1g KHPO, 0,1g ZnSQ*7 H,O

0,25g MgSQ*7 H,O 0,2g CuSQ

42 g MOPS 2 mg NiC}
1 ml Spurenelement-Lsg. in 100 ml HO dest. l6sen
1 ml 1 %ige CaGiLésung

0,5 mg Biotin

in 750 ml HO l8sen, nach dem Autoklavieren zu je 45 ml zugeben:
60pl Protocatechusaure (30 mg/ml EtOH), sterilfiltriert
5 ml Glucose (55% wi/v), autoklaviert
10pl Thiamin (2 mg/ml), sterilfiltriert
mit H,O auf je 60 ml auffillen
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Minimalmedium MM1 (nach Katsumata et al., 1984, modifiziert)

Spurenelemente-Stammldsung:
0,2 g FeSp* 7 H,O
0,2g MnSQ* 7 H,O
5 g NaCl
in 100 ml HO dest. |6sen

109 (NH4)2SO,4
3 g Harnstoff
1g K,HPO,
049 M@gSO,* 7 H,0O
1 ml Spurenelement-Lsg.
0,5 mg Biotin
in 750 ml HO l8sen, nach dem Autoklavieren zugeben:
10 g Starke (I6slich), in 250 mLE dest., autoklaviert.
10pl Thiamin (2 mg/ml), sterilfiltriert

Festmedien

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

1.2.2 Zusiitze

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

Antibiotikum Abk. Losungsmittel E. coli (g/ml) C. glutamicum (|\g/ml)
Ampicillin Ap 20 % Ethanol 100 -
Kanamycin Km dest. O 50 25
Chloramphenicol Cm 98 % Ethanol 50 10
Tetracyclin Tc 50 % Ethanol 5 5
Nalidixinsaure NX 0,1 N NaOH 50 50

Saccharose

als autoklavierte Stammlésung zusetzen.

X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-IndolyB-D-Galaktosid)

20 mg/ml Stammldsung in deionisiertem Dimethylformamid , bei —20°C lagern

2 ml zu 1 | Medium geben oder p0pro Agarplatte ausspateln

IPTG (Isopropylf3-D-Thiogalaktopyranosid)

0,1 M IPTG in HO dest. I6sen und in 1 ml Aliquots bei —20°C lagern
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1.3 Losungen und Puffer

1.3.1 Losungen fiir DNA-Isolierung, -Reinigung und —Bearbeitung

20 % SDS
20 % (w/v) in H,O dest., U/N rihren lassen

RNAse

10 mg/ml RNAse in KO dest. I6sen und 15 min kochen, um DNAsen zu zerstdren
bei —20°C lagern

P1 (4°C)

50 mM Tris base
10 mM EDTA * 2 B0

in H,O dest. I6sen, mit HCI auf pH 8,0 einstellen und auf 1 | i@ Hest. aufflllen, autoklavieren
100pg/ml RNAse zugeben

P2 (RT)

0,2M NaOH
1 % (w/v) SDS
in sterilem HO dest. 16sen

P3  (4°C)

3 M KAcetat
mit Eisessig auf pH 5,5 einstellen

Phenol/Chloroform
1:2 Mischung von Phenol und Chloroform

TE-Puffer

10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
in H,O dest. I6sen, pH 7,5

TA-React (10-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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1.3.2 Losungen und Puffer fiir die Eckhardt-Lyse

TES-Puffer

50 mM Tris-HCI
5mM EDTA
50 mM NaCl
in H,O dest. I16sen, mit 1 N NaOH auf pH 8,0 einstellen

TA-Puffer

40 mM Tris-HCI
10 mM Na-Acetat
1 mM EDTA
in H,O dest. lI6sen, mit Eisessig auf pH 7,8 einstellen

E-1-F-Lésung

25 % Saccharose
3 % Ficoll 400
in TA-Puffer ansetzen, mit 1 N NaOH auf pH 8,4 einstellen, autoklavieren
jeweils frisch zugeben:
2l RNase A (10 mg/ml)
2 mg/ml Lysozym

Agarose

0,8 % Agarose (W/v)
0,2 % SDS (w/v)
in TA-Gelpuffer aufkochen, bis die Agarose vollstandig gel6st ist, bei 60°C lagern

1.3.3 Losungen und Puffer fiir DNA-Gelelektrophorese

Agarose

0,8 % Agarose (W/v)
in TA-Gelpuffer aufkochen, bis die Agarose vollstandig gel6st ist, bei 60°C lagern

Bromphenolblau-Ladungspuffer

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

Ethidiumbromid-Fiirbelosung (EtBr)
1 pg/ml Ethidiumbromid in HO

0,5 x TBE-Puffer (Sequenzierung)

12,11 g Tris-base
5,13 g B(OH)
0,37 g EDTA
in 2 | Millipore H,O l6sen
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1.3.4 Losungen fiir DNA-Transfer

TG-Puffer

1mM Tris

10 % Glyzerin
pH7,5

in H,0 bidest.

CaCl,/PEG-Lésung (Schnelltransformation)

01M CaCl,
10 mg/ml PEG 6000
pH 8,0

15 % Glyzerin
100 ml Glyzerin (87%) in 480 ml H,O dest. lI6sen

1.3.5 Losungen und Puffer fiir Vakuum-Blot und Southern-Hybridisierung

Losung A (Depurinierung)
0,25 M HCI

Lésung B (Denaturierung)

1,5 M NaCl
0,5 M NaOH
jeweils frisch 1:2 mischen

Losung C (Neutralisierung)

1M Tris
2 M NaCl
pH 5,0

20fach SSC (Transfer)

3 M NacCl
0,3 M Na-Citrat
pH 6,7

Vorhybridisierungslésung

25 ml 20fach SSC
10 ml 10fach Blocking Reagenz
0,33 ml 30 % N-Lauroylsarkosin (= Sarkosyl)
0,1 ml 20 % SDS
mit H,O dest. auf 100 ml auffullen und bei —20°C lagern

Hybridisierungslésung

8 ml Vorhybridisierungslosung
markierte Probe
mischen, bei —20°C lagern
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Blocking-Reagenz

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

Waschlosung A

100 ml 20fach SSC
5ml 20 % SDS
mit H,O dest. auf 1l auffillen

Waschlosung B

10 ml 20fach SSC
5 ml 20 % SDS
mit H,O dest. auf 1 | auffillen

Puffer 1

0,1 M Maleinsaure
0,15 M NacCl
0,175 M NaOH-Platzchen (=7,09)
in H,O dest. I16sen, mit NaOH auf pH 7,5 einstellen

Puffer 2

1 % Blocking Reagenz (w/v; entspricht 1/10 Volumen von der 10 %igen Stammldsung)
in Puffer 1 16sen

Puffer3

0,1 M Tris-HCI
0,1M NaCl
20 mM MgC} * 6 H,O
in H,O dest., nicht autoklavieren, pH 9,5

Antikérperkonjugat-Losung

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

Fiérbelosung

45 ul NBT (Nitroblau-Tetrazolium-Salz) —Lésung (75 mg/ml,
in 70 % Dimethylformamid)
35 pl X-Phosphat-Lésung (5-Brom-$-Chlor-Indolylphosphat-Toluidin-Salz)
10 ml Puffer 3
jeweils frisch ansetzen, Farbung bei Dunkelheit (lichtempfindlich)

Denaturierungslosung 1 (Koloniehybridisierung)

0,5 N NaOH
1,5 M NaCl

Neutralisierungslésung 2 (Koloniehybridisierung)

1,0 M Tris-HCI, pH 7,0
1,5 M NaCL
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1.3.6 Losungen und Puffer fiir Zellaufschluf}, Proteinextraktion und Enzymtests

Aufschluflpuffer

49,7 ml IM K,HPO,
50,3 ml 1M KH,PO,
mit H,O dest. auf 1 | auffillen, autoklavieren
0.5 mM Dithiothreitol (DTT) zugeben

Waschpuffer

60 mM Tris-HCI
pH 6,8

Extraktionspuffer (fur S-Layer Proteine)

60 mM Tris-HCI
4 9% SDS
pH 6,8

1.3.7. Losungen und Puffer fiir SDS-PAGE und Proteinfirbung

30 % Acrylamid / 0,8 % Bisacrlamid Stammlésung

30 g Acrylamid
0,8 g N,N-Methylen-Bisacrylamid
in 100 ml HO dest. I6sen und sterilfiltrieren
bei 4°C im dunkeln lagern

4fach Trenngelpuffer

91 g Tris-base
0,4 % SDS (w/v)
in 300 ml HO dest. I6sen, mit 1 N NaOH auf pH 8,8 einstellen, auf 500 ml auffullen und bei 4°C lagern

4fach Sammelgelpuffer

6,05 g Tris-base
0,4 % SDS (w/v)
in 40 ml HO dest. I6sen, mit 1 N HCL auf pH 6,8 einstellen auf 100 ml auffillen und bei 4°C lagern

Laufpuffer

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

6fach Probenpuffer

7  ml 4fach Sammelgelpuffer
3,6 ml Glycerol
1 g SDS
0,93g DTT
1,2 mg Bromphenolblau
mit H,O dest. auf 10 ml auffillen und in 0,5 ml Aliquots bei-70°C lagern, Aliquot nach Gebrauch verwerfen
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Fixierlosung

50 ml Eisessig
150 ml Ethanol
mit H,O dest. auf 500 ml auffiillen

»Coomassie Brilliant Blue“-Firbung

2 g Coomassie Brilliant Blue R 250
0,5g Coomassie Brilliant Blue G 250
425 ml Ethanol
50 ml Methanol
100 ml Eisessig
425 ml BO dest.
unter Ruhren U/N l6sen, gegebenenfalls vor Gebrauch filtrieren

Schnell-Entfirber

450 ml Ethanol
100 ml Eisessig
450 ml HO dest.

Entfirber

7 % Essigsaure (w/v)
in H,O dest.

1.3.8 Losungen und Puffer zur Quantifizierung reduzierender Zucker

Probenpuffer (fir Amylase-Assay)

4.9 ml 1M KHPO,
5,0 ml 1M KH,PO,
mit H,O dest. auf 1 | auffillen, autoklavieren

Dinitrosalicylsiure-Reagenz

1 g Dinitrosalicylsaure
20 ml NaOH
50 ml H,O dest.
unter erwéarmen lésen
30 g K-Na-Tartrat
mit H,O dest. auf 100 ml auffiillen

1.4 Enzyme, Chemikalien und anderes Material

1.4.1 Enzyme und Lingenmarker

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)
Shrimp Alkalische Phosphatase
T4-DNA-Ligase
tag-Polymerase

1.4.2 Substanzen

Serva

Boehringer
Boehringer
Gibco-BRL

Nicht aufgefiihrte Substanzen wurden von der Firma Merck bezogen

Agar

Agarose

Antibiotika

Bindesilan

Biotin

Bromphenolblau, Na-Salz
CM-Cellulose
Dinitrosalicylséaure
Dithiothreitol

Dye-Reagent Concentrate
Ethidiumbromid
Ethylendiamin-Tetraessigsare (EDTA)
Ficoll 400

Hefe-Extrakt

Isopropanol

Long-Ranger Gel Solution
Lugolsche Ldsung

Luria Bertani Broth Base/Agar
Micrococcus lysodeicticus (lyophilisiert)
Milchpulver
Morpholinopropansulfonsaure (mops)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
N-Laurylsarkosin-Na-Salz
Nukleotide

Pepton

Phenol

Ponceau-S
Protocatechueséaure

Rinder Serumalbumin (BSA)
Sephadex G50 Medium
Starke, l8slich, ACS-Reagenz

Starke, 16slich, Kartoffel
Thiamin

Tris

Trypton

Tween80

X-Gal

1.4.3 Materialien

3MM Papier
Elektroporations-Kivetten (0,2 cm)
Hybond-N Blot-Nylon-Membran
Nitrocellulose Filter

Polaroid Filme 667, 665

Gibco-BRL
Gibco-BRL
Sigma, Serva
Pharmacia
Sigma
Serva
Sigma
Sigma
Sigma
BioRad
Serva
Pharmacia
Serva
Difco
Sigma
Riedel-de-Haen
Sigma
Gibco-BRL
Sigma
Glicksklee
Serva
Serva
Serva
Boehringer
Difco
Roth
Sigma
Sigma
Serva
Pharmacia
Sigma

Sigma
Sigma
Sigma
Difco

Sigma
Gibco-BRL

Whatman
BioRad
Amersham
Sartorius
Polaroid
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Sterilfilter Millex GS 0,22 um
RiboLyser Tubes Blue
Glasperlen (O 0,1 mm)

1.4.4 Kits

Cy5-AutoRead Sequencing Kit

DNA Labeling and Detection Kit Nonradioactive
Nucleotrap/NucleotrapCR Extractionkit

Original TA Cloning Kit

Qiagen Plasmid Mini Kit

QlAprep Spin Minprep Kit 250

Thermo Sequenase fluorescent labelled primer sequencing kit

1.4.5 Geriite

A.L.F. Express DNA sequencer
Biofuge 15

DC Power Supply 5004
Feinwaagen

Gene Pulser, Pulse Controler
Hybridisierungsofen (Roller)
Kuhlzentrifuge J2-21
Luftschittler

PCR-Thermal- Cycler PTC-100
pH-Meter

Photometer LKB Biochrom 4060
Polaroid

SDS-Gelkammer Biometra G41
Tischzentrifuge
UV-Transilluminator

VacuGene Pump

Videoprinter P67E
Wasserbader

Rotorbeschleunigung

Millipore
Hybaid
Retsch

Pharmacia
Boehringer
Macherey-Nagel
Invitrogene
Qiagen
Qiagen
Amersham

Pharmacia

Heraeus

Labor Technik Barkey

Satorius

BioRad

Bachofer

Beckmann

New Brunswick

MJ Research Inc.
Knick

Pharmacia
Polaroid

Biometra

Hermle
UVP Inc.

Pharmacia Biotech
Mitsubishi
Kottermann

Umdrehung pro min Beschleunigung in Kihlzentrifuge J2-21 (g)
(rpm) JA17-Rotor JAl14-Rotor JA10-Rotor
6000 4960 5520 6370
8000 8820 9820
10000 13800 15300
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2 Mikrobiologische Methoden

2.1 Kultivierung von Bakterien

Corynebacterium glutamicum und Escherichia coli werden auf Festmedium durch Einzelkolonieausstrich auf

den entsprechenden Medien angezogen und anschlieBend im Brutschrank inKubigitwird dabei Uber
Nacht bei 37°C und’. glutamicum fir 2 Tage bei 30°C angezogen. Die Platten-Kulturen werden bei 4°C
gelagert und sollten fUE. coli jeden Monat und fUlC. glutamicum alle 3-4 Monate erneuert werden. Die
Stammbhaltung erfolgt fur alle Stamme bei 4°C auf Vollmedium-Platten, die Stammkonservierung in
Glycerinkulturen, die bei —20°C gelagert werden. Die Anzucht rekombinanter oder plasmidtragender Stamme
erfolgt immer unter selektiven Bedingungen.

Die Anzucht von Flussigkulturen erfolgt durch die Beimpfung mit einer Einzelkolonie von einer frischen
Festmedium-Kultur. Kleiné. coli Kulturen bis 10 ml werden in Reagenzglasern im Rotationsschrank geziichtet,
gréBere bis 250 ml in Erlenmeyerkolben im Luftschittler bei 250 rpm und 37°C. FlUssigkulturefi von
glutamicum werden immer in Erlenmeyerkolben im Luftschittler bei 150-200 rpm und 30°C inkubiert.

2.2 Bestimmung des Bakterientiters

Die Bestimmung des Wachstums der Bakterien erfolgt durch Messung der optischen Dichte (0.D.) einer Kultur
bei einer Wellenlange voA=580 nm, steriles Fliissigmedium dient dabei als Referenz. Einggovbn 1
entspricht ca. 2xF0Zellen/ml fir E. coli bzw.1x1§ Zellen/ml fir C. glutamicum. Zur Bestimmung des
Lebendtiters werden Verdunnungsreihen der Kulturen angelegt, ausplattiert und inkubiert. Die Lebendzellzahl
errechnet sich aus der Anzahl der Kolonien multipliziert mit der Verdinnungsstufe.

2.3 Glyzerin-Kulturen

Glyzerin-Kulturen dienen der dauerhaften Lagerung von Bakterien. Dazu werden Bakterien von einer frischen
Festmedium-Kultur mit einer sterilen Glaspipette abgenommen, in einem Eppendorf-Gefall inl 250
Vollmedium resuspendiert und mit 50087 %igem Glyzerin durchmischt. Die Kulturen sind fur mehrere Jahre

bei Lagerung bei—20°C haltbar.

Zur Anzucht der Stamme aus einer Glyzerin-Kultur heraus werdearl &0f Festmedium so ausplattiert, das
Einzelkulturen wachsen.
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3 Genetische Methoden

3.1 Isolierung von DNA

3.1.1 Plasmid-DNA-Isolierung durch alkalische Lyse
(nach Ish-Horowicz & Burke, 1981)

Bel der akalischen Lyse wird die Cytoplasmamembran der Bakterienzelle durch NaOH in Kombination mit
Detergenzien zerstort und der Zellinhalt freigesetzt. Bei gram-positiven Bakterien wird zuvor die Zellwand mit
Lysozym abgebaut. Aufgrund des hohen pH-Werts denaturiert die zellulare DNA. Die Absenkung des pH-Werts
durch Zugabe von Na-Acetat fuhrt 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 anschlieRend durch Alkoholfallung
gereinigt. Losungen: siehe 1.3.1.

Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

- antibiotikumhaltiges LB-Medium beimpfen und /N bei 37°C inkubieren

- 5 ml Kultur bei 3000 rpm fir 5 min abzentrifugieren

- alternativ: Bakterienrasen einer frischen LB-Agarplatte abkratzen

- Bakterien in 20Qul P1-Lésung resuspendieren, in ein Eppendorfgefal’ Uberfiihren

- Zugabe von 40@l P2-Lésung, Eppi sofort mehrfach invertieren

- 340pl P3-Lésung hinzugeben, Eppi sofort mehrfach invertieren

- 20 min zentrifugieren (15000 rpm)

- Uberstand in ein neues Eppi Uberfihren und mit gleichem Volumen Isopropanol versetzen,
mehrfach invertieren

- 30 min bei 15000 rpm zentrifugieren

- Uberstand verwerfen, das Pellet mit 3070 %igem Ethanol waschen

- 5 min zentrifugieren, Uberstand verwerfen

- DNA-Pellet 5 min bei 60°C trocknen

- in 50l sterilem HO dest. aufnehmen und 10 min bei 65°C lI6sen

Isolierung von Plasmid-DNA aus C. glutamicum

- - antibiotikumhaltiges LB-Medium beimpfen und U/N bei 30°C inkubieren

- 10 ml Kultur bei 3000 rpm fir 5 min abzentrifugieren

- Zell-Pellet in 1 ml TES resuspendieren, in ein Eppi lberfiihren, abzentrifugieren, Uberstand
verwerfen

- alternativ: Bakterienrasen einer frischen LB-Agarplatte abkratzen

- Lysozym-Behandlung: Zellen in 2Q0 P1-Lésung mit 20 mg/ml Lysozym resuspendieren und 2-3
h bei 37°C inkubieren

- Zugabe von 40@l P2-Lésung, Eppi sofort mehrfach invertieren

- 340pl P3-L6sung hinzugeben, Eppi sofort mehrfach invertieren

- 20 min zentrifugieren (15000 rpm)

- Uberstand in ein neues Eppi tiberfiihren und mit@@®henol/Chloroform mischen

- 3 min zentrifugieren, die obere, klare Phase in ein neues Eppi Uberfihren und mit gleichem
Volumen Isopropanol versetzen.

- alle weiteren Schritte durchfiihren wie fiircoli beschrieben

Isolierung von Plasmid-DNA mit dem Qiagen Plasmid Mini Kit
(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 diesemleaudilkalischen Lyse beruhenden
Methode wird die DNA zur Reinigung an eine Anionenaustauscher-Saule gebundenwBatexi Proteine,
Polysaccharide, Metabolite und kurze Oligonucleotide durch Waschung mit 1 Mex#€int. DiePlasmid-
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DNA wird mit einem Puffer erhohter NaCl-Konzentration (1,25 M) eluiert. Wahrend der Praperation ist darauf
zu achten, dall die Tip-20 S&ulen weder trockenfallen noch eine Durchmischung der Wasch- und
Eluationslésungen erfolgt.

- besonders dicke, selektive LB-Agarplatten ohne Glucose gielRen

- Bakterienrasen einer frischen U/N Platte abkratzen

- Zellen in 500ul P1/RNAse A resuspendieren

- 500pul P2-L6sung zugeben, Eppi mehrfach invertieren, 5 min bei Raumtemperatur inkubieren
- 500pl P3-Lésung zugeben, Eppi mehrfach invertieren

- 20 min bei 15000 rpm zentrifugieren

- Equilibrierung der Tip-20 Saule mit 1 ml QTB-Puffer

- Uberstand des Lyse-Ansatzes auf die Saule geben und durchlaufen lassen

- Saule dreimal mit 1 ml QC-Puffer waschen

- DNA mit 800ul QF-Puffer eluieren

- mit 700pl Isopropanol mischen, 30 min bei 15000 rpm zentrifugieren

- Pellet mit 50Qul 70 %igem Ethanol waschen, trocknen und inuRéterilem BO resuspendieren

Isolierung von Plasmid-DNA mit dem QIAprep Spin Minprep Kit 250
(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 sterilgbnbidlest. eluiert wird, ist eine
Entsalzung durch Ethanol-Prazipitation nicht nétig.

- Bakterienrasen einer frischen U/N Agarplatte abkratzen

- Zellen in 250ul P1/RNAse A resuspendieren

- 250l P2-Losung zugeben, Eppi mehrfach invertieren, nicht mehr als 5 min bei Raumtemperatur
inkubieren

- 350pl N3-Losung zugeben, Eppi mehrfach invertieren

- 10 min bei 15000 rpm zentrifugieren

- QIlAprep spin Saule in ein 2,2 ml Sammelgefal einsetzen

- Uberstand des Lyse-Ansatzes auf die QlAprep Séule geben und 30 s zentrifugieren, der Durchflul
wird verworfen

- Saule mit 75Ql PB-Puffer waschen, 30 s zentrifugieren, der Durchflul3 wird verworfen

- 1 min zentrifugieren, zur Entfernung von Puffer-Resten

- Saule in einem Eppi plazieren, 304%5iCH,O bidest. zugeben und 1 min zentrifugieren

3.1.2 Isolierung chromosomaler DNA aus C. glutamicum
(nach Altenbuchner & Cullum, 1984)

Die Zellwand vonC. 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.

- C. glutamicum U/N in 25 ml selektivem Vollmedium im Erlenmeyerkolben bei 30°C anziehen

- 10 ml Kultur in PE-R6hrchen 10 min bei 3000 rpm in der Tischzentrifuge pelletieren

- in 10 ml TES resuspendieren, erneut pelletieren

- Pelletin 3ml P1 mit 20 mg/ml Lysozym resuspendieren und 2.3 h bei 37°C rollern

- 200pl 20 %iges SDS zugeben und invertieren bis die Lésung 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 fiir 10 min bei 4°C zentrifugieren

- obere Phase mit abgeschnittener blauer Pipettenspitze vorsichtig abnehmen und in ein neues PE-
Roéhrchen tberfihren

- mit 2 ml Phenol/Chloroform versetzen und vorsichtig mehrfach invertieren
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- im JAl17-Rotor mit 8000 rpm fuir 10 min bei 4°C zentrifugieren

- obere Phase mit abgeschnittener blauer Pipettenspitze vorsichtig abnehmen und in ein neues PE-
Roéhrchen tberfihren

- Losung mit 2,5fachem Volumen 98 %igem Ethanol (-20°C) versetzen und vorsichtig invertieren,
bis die DNA ausfallt

- DNA mit abgeschnittener blauer Spitze aufnehmen und in ein Eppi uberfihren und 5 min mit
15000 rpm zentrifugieren

- DNA mit 500l 70 %igem Ethanol waschen und 5 min bei 60°C trocknen lassen

- DNAin 200l H,0O dest. aufnehmen und bei 65 °C Iésen

- bei4°C lagern

3.2 DNA-Reinigung

3.2.1 Phenolisierung
(Sambrooket 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-LOsw@ mit H
dest. auf 15Qul aufgefillt und mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform vermischt. Dabei gehen die
Proteine in die phenolische Phase lber oder werden an der Phasengrenze durch Aufspreizung denaturiert, die
DNA bleibt in der walirigen Phase gelost. Nach der Phasentrennung durch Zentrifugation wird die wal3rige
Phase in ein neues Eppi Uberfuhrt und erneut aufkonzentriert (siehe 3.2.3 DNA-Konzentrierung). Bei starker
Verunreinigung der DNA kann die Phenolisierung wiederholt werden.

3.2.2 Ionenfreie DNA durch Sephadex-Behandlung
(Sambrooket al., 1989)

Die Saulenchromatographie mit Sephadex stellt eine GrolenausschluR-Chromatographie dar, bei der Substanzen
nach ihrer GroRRe getrennt werden. Das Ausschlul3volumen der Sephadex-Poren erlaubt kleineren Molekilen wie
Salzen oder Nucleotiden das Eindringen in das Material und hélt diese damit zurlick. Gré3ere Molekile, wie z.B.
Plasmid-DNA sind dazu nicht im Stande, legen also innerhalb der Saule einen kirzeren Weg zuriick, d.h., sie
eluieren friher.

- Sephadex G50 Medium Pulver inQbidest. quellen lassen, autoklavieren

- zur Silikonisierung von Glaskigelchen! (ca. 1 mm) diese in Silikonlésung tranken, Lésung
abgiel3en und die Kigelchen 1 h bei 180 °C in einem offenen Gefal3 backen

- steriles Kiigelchen in blaue Pipettenspitze geben und in ein Weichagar-Réhrchen stellen

- 0,7 ml steriles Sephadex in die Spitze pipettieren

- Saule fur 15 min bei 3000 rpm zentrifugieren

- gepackte Saule in ein neues Weichagar-Rdhrchen stellen

- auftropfen der zu reinigenden DNA

- 15 min zentrifugieren, die lonen bleiben dabei in der Saule zuriick

- DNA-L6sung z. B. zur Elektroporation weiterverwerten

3.2.3 DNA-Konzentrierung durch Alkoholfillung
(nach Wallace, 1987)

Eine waRrige DNA-LOsung wird zur Fallung mit 1/10 Volumen 3 M Na-Acetat und 1/1 Volumen Isopropanol
versetzt und 30 min zentrifugiert. Mitgeféllte 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 HO dest. bei 65 °C geldst.
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3.2.4 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wird durch Messung der Extinktion bei 260 nm bestimmt. Eine E.,g von 1 entspricht

50 ug doppelstrangiger bzw. 38y einzelstrangiger DNA pro ml. Die Reinheitsbestimmung der DNA erfolgt
durch den Vergleich der Extinktionen bei 260 und 280 nm. Reine DNA liefert einen Quotiegien \EBn
1,165-1,85.

3.3 DNA-Analysen im Minigel

3.3.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese trennt DNA-Fragmente als negativ geladene Makromolekile in Abhangigkeit
ihrer GroRe auf. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit im Gel abhangig von dem Molekulargewicht, der
DNA-Konformation, (supercoiled oder linear), der Porengrof3e des Gels sowie der angelegten Spannung. Die
Laufstrecke linearer, doppelstrangiger DNA verhalt sich weitgehend umgekehrt proportional zum Logarithmus
ihres Molekulargewichts bzw. ihrer Lange in Kilobasen (kb). Die Lange unbekannter DNA-Fragmente kann
durch den Vergleich mit einem Langenstandard 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 erhoht und sie in die Geltaschen einsinken 1&aR3t, anderseits den
Fortschritt der Elektrophorese anzeigt. Die Elektrophorese erfolgt bei einer Spannung bis 100 Volt , wobei die
Stromstarke 300 mA nicht Uberschreiten sollte, da sonst der Puffer Uberhitzt und die Agarose schmilzt. Nach
Beendigung der Elektrophorese wird die DNA mit dem interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid angeféarbt.
Die Detektion erfolgt unter UV-Licht bei 320 nm. Fur Lésungen und Puffer siehe 1.1.3.

Gelelektrophorese fiir Minigelkammern
(nach Odgen & Adams, 1987)

Die Agarose-Konzentration betragt je nach Grol3e der aufzutrennenden Fragmente 0,8-2 %. Dabei gilt, je kleiner
das Fragment, desto hoher 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 vollstandig geldst ist.

- Aufca. 60 °C abkuhlen lassen, in den Geltrager gie3en und sofort den Gelkamm einsetzen

- Gel ca. 20 min auspolymerisieren lassen

- Mit TA-Puffer tGberschichten und Gelkamm vorsichtig entfernen

- DNA-Proben und Langenstandard mit jql3BPB 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.

- Anfarbung des Gel im Ethidiumbromid-Bad (@ EtBr/ml TA-Puffer) fir 5 min

- Auswertung und fotografische Dokumentation des Gels unter UV-Licht auf einem Transilluminator

3.3.2 Eckhardt-Lyse
(Eckhardt, 1978, modifiziert)

Die Eckhardt-Lyse stellt eine schnelle und einfache Methode zur Analyse des Plasmid-Gehalts und der Plasmid-
Lange dar. Die Lyse der Zellen erfolgt dabei durch SDS.

35



C Material und Methoden

Gelvorbereitung:
- 0,8 %ige Agaroseldsung in TA-Puffer aufkochen
- SDS in einer Endkonzentration von 0,2 % zusetzen
- in Gelkammer giel3en und Gelkamm einsetzen

Durchfuhrung:
- pro Lyse 5ug TES-Puffer in eine Microtiterplatte geben
- mit sterilem Zahnstocher eiri¢ coli Kolonie abnehmen, im TES-Puffer suspendieren
- E. coli-Suspension mit 13l E-1-F/Lysozym/Rnase vermischen und sofort in die Geltaschen
pipettieren
- in Kontrollspur 5ul BPB auftragen
- Vorlauf bei 15 V, bis die Taschen vollstandig aufgeklart sind (ca. 15 min)
- Hauptlauf bei 100 V
- Gel nach Beendigung des Laufs kurz in Wasser schenken und 5 min mit Ethidiumbromid anféarben
- Dokumentation mit dem Transilluminator

3.3.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

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

Durchfiihrung nach Manual:
- DNA-Fragment unter UV-Licht ausschneiden
- in vorher gewogenes Eppi geben, Gewicht bestimmen
- pro 100 mg Agarose 304 NT1 zugeben
- 15ul Nucleotrap Suspension zugeben, vortexen
- 10 min Inkubation bei 50°C, dabei alle 2-3 min vortexen
- 30 s bei 15000 rpm zentrifugieren, Uberstand verwerfen
- 500pl NT2 zugeben, vortexen, 30 s zentrifugieren
- NT2 Waschschritt wiederholen, dann zweimal mit NT3 waschen
- Uberstand vollstandig entfernen, Pellet 10 min bei Raumtemperatur trocknen
- Pellet in 40ul H,0 aufnehmen, vortexen, 30 s zentrifugieren
- Uberstand mit DNA-Fragment in ein neues Eppi tberfiihren

3.4 Klonierungsexperimente
(nach Sambrooks al., 1989)

3.4.1 DNA-Restriktion

Isolierte DNA wird zur Analyse oder Ligation mit geeigneten Restriktionsenzymen des Typs Il gespalten. Diese
Enzyme erkennen palindromische Sequenzen und katalysieren eine hydrolytische Spaltung des DNA-
Phosphatgeriists innerhalb dieser Sequenz. Dabei entstehen charakteristische 3‘ — oder 5° —Uberhénge (,sticky
ends") oder glatte Enden (,blunt ends”). Da die Enzyme in Glyzerinpuffern gelagert werden, ist bei Gebrauch
darauf zu achten, dal3 der Glyzeringehalt (= Enzymanteil) im Spaltungsansatz 10 % (v/v) nicht Gberschreitet, da
es sonst zu AktivitdtseinbuRen 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 wepthesnid-

DNA einer alkalischen Lyse mit 1 Unit Restriktionsenzym verdaut. Bei Restriktionsverdau von Gesamt-DNA
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werden sowohl die DNA Menge erhdht (10415 als auch die der Restriktionsenzyme. Die Spaltung erfolgt fur
1-2 h bei angegebener Temperatur im Wasserbad, durch Hitzebehandlung oder Phenolisierung wird das
Restriktionenzym inaktiviert.

3.4.2 Erzeugung von ,,blunt ends*

Um Fragment mit unterschiedlichen sticky ends zu ligieren, missen diese in blunt ends umgewandelt werden.
Das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase besitzt eine 5'-3'-Polymerase-Aktivitdt sowie eine 3'-5'-
Exonuklease-Aktivitat. Mit diesem Enzym kénnen also sowohl 5'- Uberhange durch Auffilllen als auch 3'-
Uberhéange durch Abbau der nicht gepaarten Nukleotide in ,blunt-ends* tberfiihrt werden. Die so erzeugten
blunt-end-Fragmente kdnnen in beliebiger Kombination ligiert werden.

- ca. 20ul inaktivierter Spaltungsansatz

- 1 pl Klenow-DNA-Polymerase (2-4 uniisl)

- lfach TA-Spaltungspuffer

- jeweils 1/10 Volumen der bendétigten dNTPs (10mM)

- Ansatz mit sterilem k0 dest. auf 3@l auffiillen

- 30 min Inkubation bei 37 °C

- Inaktivierung des Klenow-Enzyms bei 70 °C fir 20 min oder durch Phenolisierung
- Abtrennung freier Nukleotide durch Sephadex-Behandlung

3.4.3 5'-Dephosphorelierung von gespaltener DNA

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 mdoglich, die
damit in erhéhter Effizienz mit SAP-behandelter DNA ligiert werden kann. Die Dephosporelierung erfolgt nach
Herstellerangaben.

3.4.4 DNA-Ligation

Ligasen reparieren Doppelstrangbriiche in DNA-Molekilen, indem sie unter Energieverbrauch die 3'- OH-
Gruppe mit der 5'- Phosphatgruppe verknipfen. Die DNA-Ligation erfolgt ATP-abhangig durch die Aktivitat
der T4-Ligase. Es kdonnen kompatible ,sticky end“- sowie beliebige ,blunt end“- Fragmente ligiert werden. Die
Restriktionsenzyme der zur Ligation vorgesehenen Spaltungsansatze muissen zuvor inaktiviert werden. Die
Inaktivierungstemperatur und —Dauer richtet sich dabei nach den verwendeten Restriktionsenzymen. Sind
Inaktivierungstemperaturen uber 70 °C nétig, ist die Phenolisierung der Hitzeinaktivierung vorzuziehen. Zur
Ligation wird der Ansatz mit DNA, Ligase und 1fach ATP-haltigem Ligasepuffer auf cpl 80fgefillt. Die
Insert-DNA wird dabei im UberschuR zur Vektor-DNA gegeben. Die Reaktion startet bei 20 °C und wird
langsam auf 4 °C abgekihlt. Dazu wird das Eppi mit dem Ligaseansatz in eine mit Wasser gefillte
Thermoskanne gegeben, die (/N in einem Kiihlschrank gestellt wird.

3.4.5 Identifizierung rekombinanter Plasmide durch lacZ-Farbreaktion

Eine funktionalg3-Galaktosidase ist iA. coli durch die Blaufarbung der Kolonien auf X-Gal-haltigem Medium
nachweisbar. Gebréauchliche Kloniervektoren wie pUC19 oder pkA®esitzen eirdacZa-DNA-Fragment mit
einer multiple cloning site (mcs). Mit dieser DNA wird eicZa-defekterE. coli Stamm auf Proteinebene
komplementiert. Durch Klonierung fremder DNA in die mcs wird dasZo-Fragment disruptiert und die
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Kolonien farben sich auf X-Gal-haltigem Medium nicht mehr blau. Rekombinante Klone sind ausschlief3lich an
ihrer weil3en Farbe zu erkennen. Die Methode wird allgemein als blau/weil3-Selektion bezeichnet.

3.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) istieinero 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
Einzelstrange aufgeschmolzen. Es folgt das Annealing, bei dem durch Absenken der Temperatur die Primer an
ihre spezifische Zielsequenz binden kénnen. In dritten Schritt katalysiert eine thermostabile Polymerase bei 72
°C die Polymerisierung des neuen DNA-Strangs. Die verwendeten Primer werden dabei so gewahlt, dalR sie
komplementér zu den Enden des gewiinschten DNA-Fragments sind. Die Orientierung der Primer ist so, dal’ das
zwischen ihnen liegende DNA-Fragment durch die Polymerisierung synthetisiert und damit amplifiziert wird.
Neben den Primern und der thermostabilen Polymerase (nfeigtPolymerase) werden im PCR-
Reaktionsansatz Desoxynucleotide, ein Magnesium-haltiger Puffer sowie die Template-DNA benétigt. Die PCR
wurde mit einem PCT-100 Thermocycler (MJ Research Inc.) durchgefihrt.

Eine Besonderheit defag-Polymerase ist, dal3 sie matrizenunabhéngig stets eine Adenosin-Rest an das
Amplifikat anhéngt. Dies erleichtert die Klonierung in spezielle, linearisierte Vektoren wie pCR2.1, die einen 3’-
T-Uberhang an der Insertionsstelle besitzen. Das PCR-Amplifikat kann so direkt tiber 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 minltiger Extensionsschritt durchgefthrt.

3.5.1 PCR

- Komponenten des PCR-Ansatzes (Mastermix, flr 4 Reaktionen):
- 20 ul Tag-Puffer (des Polymerase-Herstellers)
- 165 pl steriles HO dest.
- 6,6l MgCl-Losung
- 4 ul dNTP-Gemisch (je 2,5 mM)
- jel plPrimer
- 1 pl Polymerase (5Units)
- 1pl Template-DNA in PCR-Softstrip-Eppi flllen, pro Primerpaar eine Nullprobe ansetzen
- PCR-Softstrip in Thermocycler stellen
- Programm starten, wahrend des VorlaufsgbMastermix in jedes Eppi pipettieren, mit Pipette
mischen
- PCR-Strip und Geréat schlieen

Standard PCR-Protokoll:
94 °C 2 min Vorlauf
94 °C 1,5 min Denaturierung des DNA-Doppelstrangs
55°C 1,5 min Annealing der Primer
72 °C 1,5 min Polymerisation
Schritte 2-4 werden 30 mal wiederholt
72°C 10 min Extensionsschritt
. Ansétze bei 4 °C aufbewahren
Die Annealing Temperatur wird so gewahlt, dal3 sie ca. 5 °C unter der Schmelztemperatur der Primer liegt. Die
Formel zur Abschatzung der Schmelztemperatur lautet:
Tm=2°Cx (A+T) +4 °C x (G+C)
Zur Uberprifung der Amplifikation werden jei des PCR-Ansatz im Agarose-Gel analysiert.

NogkrwprE
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3.5.2 DIG-PCR

Die DIG-PCR dient zur Herstellung von Hybridisierungssonden fir den Southern-Blot. Gegenuber der
Standardmethode der Sondenherstellung hat sie den Vorteil, dal3 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 wahrend 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.

3.5.3 Primer Design

Die Qualitat der Primer spielt fur die Effizienz und Spezifitdt der PCR eine entscheidende Rolle, weshalb bei der
Auswahl der PCR-Primer einige Regeln beachtet werden missen (McPherson, 1995). Um eine ausreichende
Spezifitdt zu gewahrleisten, sollten die Primer eine Mindestlange von 18 Nucleotiden (nt) aufweisen, ab einer
Lange von 30 nt ist jedoch keine Zunahme der Spezifitdtt mehr zu erwarten. Die Lange und die
Schmelztemperatur der beiden verwendeten Primer sollte mdglichst identisch sein, mit einem GC-Gehalt
zwischen 50 und 60%. Eine einfache Formel zur Berechnung der Schmelztempepaging$ Primers ist ]

°C = 2 (A+T) +4 (G+C). Extensionen, wie Schnittstellen fir Restriktionsenzyme, werden an das 5‘-Ende des
Primers angehangt. 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 berlcksichtigen zu kodnnen, werden spezielle
Computerprogramme genutzt. Die hier aufgelisteten Primer wurden mit dem Programm ,Primer Designer",
Version 2.2, erstellt.

Gen Primer-Paar

secA sal: 5-GTTTATCATTTCCGTATCGCT-3"
sa2: 5-CTTGATGAACTGCTTGCGGA-3’

secA Fragment safl: 5-CGCGACAAGGACTACATCGT-3’
saf2: 5"-GAGATGTCTGCGGATTCGAG-3’

secY Fragment syfl: 5-TGAGGAGGCCAGGAGGCCAG-3’
syf2: 5-AACCACCGTACTGACGACGA-3’

secY syl: 5-TTAAGTGCTGAGGAGGCCAG-3’
sy2: 5°-TTATCAGCACCGGTAGTTCC-3’

seck sel: 5"-TGGATGAGTAGTGATTTAGA-3’
se2: 5"-GATTCTGACTCCGTAGGTAG-3’

secE Region serl: 5"-CACCTGGCAGACGCACTCAA-3’
ser2: 5-AGCCGGAGTAGCACTGAATG-3’

secG sgl: 5"-ACCTGGGTTCTCAAACGGCA-3’
sg2: 5-TTGTCGACCTGTTGTCTCCC-3’

secG Region sgrl: 5-TCCAGGCCTTCCTCACGCAA-3’
sgr2: 5°-AGCTGCGAGAATCCAGGCTA-3’

secD sdl: 5-TTGTCTGGTTGATTGGAATT-3"
sd2: 5-TGAAGTTTCAGTCTGGGAAT-3’

secD Fragment sdfl: 5°-TGCTGTTGACAGGCGATCGT-3’
sdf2: 5"-TCATCAGTGGTGCACTGCAT-3’

39



C Material und Methoden

secl” sfl: 5"-GGAGAAGTAGCCATGACTGA-3’
sf2: 5"-CATCGTGAGTCATAGACGCA-3’

secF Fragment sffl: 5-GTACCAAGATGAGCATGCCA-3’
sff2: 5"-ATCGAACGCATGAAGGTCTG-3’

3.5.4 Klonierung von PCR-Amplifikaten

(Topo Cloning manual)

Mittels Tag-Polymerase amplifizierte PCR-Produkte wurden unmittelbar in den 3’-T-Uberhang des Vektors
pCR2.1 des ,Original Topo Cloning Kit* kloniert. Dieser Kit erlaubt direktes Klonieren RgnPolymerase-
generierten PCR-Produkten. Der Einsatz modifizierende Enzyme, DNA-Aufreinigung oder Restriktionsspaltung
der Amplifikate sind fur die Klonierung nicht erforderlich.
Der Ligationsansatz besteht aus:

- 2l steriles H20 dest.

- 1lulpCR2.1-DNA

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

Transformation:
- Kompetente Zellen (TOP10F") auf Eis auftauen
- 2yl B-Mercaptoethanol (0,5 M) zu den Zellen pipettieren
- 1-2pl Ligationsansatz mit den Zellen mischen
- 30 min auf Eis inkubieren
- exakt 30 s Hitzeschock bei 42 °C
- 2 min auf Eis
- 250pl SOC-Medium hinzufligen und eine Stunde bei 37 °C regenerieren
- 50-200pl des Ansatzes auf selektiven LB-X-Gal-Platten ausplatieren
- U/N bei 37 °C inkubieren

3.6 DNA-Transfer

3.6.1 Elektroporation

Bei der Elektroporation handelt es sich um eine effiziente Methode zum Transfer freier DNA in Bakterienzellen.
Sie beruht darauf, daf3 ein elektrischer Puls mit einer Feldstarke von Uber 10 kV/cm die Bildung von Poren in
vorbehandelten Bakterien verursacht, wodurch exogene DNA in die Zellen gelangen kann. Die eingesetzten
DNA- und Zellsuspensionen mussen weitgehend ionenfrei sein, um eine zu schnelle Entladung des
Kondensators zu verhindern. Die Entladungszeiten liegen idealerweise bei >5 ingdlirund >3 ms furC.
glutamicum. Wesentlich fur die Vorbehandlung der Zellen ist die Konzentrierung und Entionisierung der
Zellsuspension. Es wurden der ,Gene Pulser” und ,Pulse Controler” sowie Elektroporations-Kuvetten der Firma
BioRad (Muinchen) benutzt.

Herstellung kompetenter E. coli Zellen fiir die Elektroporation

(nach Taucler al., 1994)

Die Ausbeute an Transformanden kann durch Zellwand-destabilisierende Agenzien erheblich gesteigert werden,
da sie wahrend der friihlogarithmischen Wachstumsphase den Aufbau der Zellwand stark schwéachen. Der
Einbau von z.B. Glycin anstelle von Alanin in die Zellwand fiihrt zu einer weniger stark quervernetzten und
lockereren Zellwandstruktur.
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- ein JAL10- und zwei JA20-Becher pro Ansatz sterilisieren, /N bei 4 °C kihlen

- 2,5 mlE. coli-Vorkultur in 250 ml LB-Medium tberimpfen, bei 37 °C bis zu ggfvon 0,5-0,7
anziehen.

- Zellen 15 min in Eiswasser abkihlen

- alle weiteren Schritte bei 0 °C ausfihren, Losungen und Zentrifuge kihlen

- 250 ml Kultur 15 min mit 6000 rpm im JA10-Rotor abzentrifugieren

- Uberstand abgieRRen, Riicklauf vollstandig abziehen

- Becher 2 mal mit ca. 20 ml,Bl bidest. vorsichtig ausschutteln, ohne das Pellet zu l16sen

- Pelletin 5 ml HO bidest. lI6sen, danach 250 mi0rbidest. zugeben

- 15 min bei 5000 rpm abzentrifugieren

- Uberstand sofort abgieRen, Pellet im Riicklauf resuspendieren

- Suspension in 2 JA20-Becher verteilen und je 25 ml 15 % Glyzerin zugeben

- 15 min bei 5000 rpm abzentrifugieren, Uberstand abziehen

- Pelletin 0,5-1 ml 15 % Glyzerin aufnehmen

- je 60pl der Zellen bei —80 °C schockgefrieren und bei —80 °C lagern

Die kompetentenE. coli-Zellen sind mehrere Monate bei —80 °C haltbar. Zur Elektroporation wurde
ausschlieBlictEscherichia coli DH5aMCR verwendet.

Herstellung kompetenter C. glutamicum Zellen fiir die Elektroporation
(Kirchner, 1999)

- Vorkultur in 50 ml BHIS-Medium animpfen und /N bei 30 °C anziehen

- 250 ml BHIS-Medium mit 5 ml Vorkultur beimpfen und im Schittler bei 30 °C bis zu einef;9.D.
von 1,75 inkubieren

- alle folgenden Schritte wurden bei 0 °C durchgefihrt

- Kulturin 2 x 125 ml teilen und in 2 sterile JA14-Becher tUberfihren

- fiir 20 min mit 6000 rpm im JA14-Rotor abzentrifugieren, Uberstand restlos abziehen

- Pelletin 2 ml TG-Puffer resuspendieren, in JA17-Becher tberfihren, 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 hinzufligen, mischen
und bei 6000 rpm fir 10 min abzentrifugieren

- Waschung mit 10 %igem Glyzerin wiederholen, Uberstand restlos abziehen

- Pelletin 1 ml 10 %igem Glyzerin resuspendieren

- Aliguots von 15Qul in Eppis Uberfuhren

- bei—-80 °C lagern.

Elektroporation der vorbereiteten E. coli Zellen

- Zellen auf Eis auftauen

- Elektroporations-Kuvetten und ionenfreie DNA auf Eis stellen

- Wahl der Elektroporationsbedingungen:

- Widerstand: 400 Ohm

- Feldstarke: 25 pFarad

- Voltzahl: 2,5 kVolt

- zu 60-100ul Zellen ca. 5-1Qul ionenfreie DNA geben

- Suspension ganz nach unten in die Elektroporations-Kivetten fiillen

- Kuvette gut abtrocknen und in den ,Gene-Pulser” einspannen und Puls auslosen
- optimale Zeitkonstante zwischen 6-8 ms

- Sofort 1 ml SOC-Medium zu den Zellen geben und in ein Eppi Uberflihren
- Zellen fur 60 min bei 37 °C regenerieren

- Zellen auf Selektionsmedium ausstreichen
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Elektroporation vorbereiteter C. glutamicum Zellen

- Wasserbad auf genau 46 °C erwarmen

- Reagenzglas mit 4 ml BHIS-Medium mindestens 5 min im Wasserbad temperieren

- Zellen auf Eis auftauen

- 0,1-10ug DNA hinzufligen

- Suspension in die Elektroporationskivette uberfuhren und vorsichtig mit 0,8 ml 10 %igem
Glyzerin Uberschichten

- Kuvette gut abtrocknen und in den ,Gene-Pulser” einspannen und Puls auslésen

- Wahl der Elektroporationsbedingungen:

- Widerstand: 200  Ohm

- Feldstarke: 25 pFarad

- Voltzahl: 2,5 kVolt

- optimale Zeitkonstante zwischen 3,5 und 4,0 ms

- Zellen sofort in das vorgewéarmte BHIS-Medium Uberfithren und mischen

- fir 6 min bei 46 °C im Wasserbad inkubieren

- fur 50 min bei 30 °C im Schuttler regenerieren

- Zellen auf Selektionsmedium ausplatieren

Kiivetten-Wiederverwertung

Die von den Herstellern gelieferten Einweg-Kuvetten kdnnen 2-4 mal wiederverwendet werden, ohne das die
Transformationsfrequenz ernsthaft sinkt. Dazu missen die Kivetten aber lonen- und Proteinfrei sein und wieder
sterilisiert werden.

- Kuovetten und Deckel sofort nach Gebrauch mit 70 % Ethanol auswaschen und in Ethanol sammeln
- Kivetten 2 x in der Spulmaschine spiilen

- zum Sterilisieren kurz in 70 %igem Ethanol waschen

- unter der Sterilbank abdampfen lassen, Kiivetten verschlieRen

3.6.2 Schnelltransformation

Durch Behandlung mit Calciumchlorid und Polyethylenglycol (PEG) erhditesvl/i Zellen Kompetenz zur
Aufnahme freier DNA. Dieses Verfahren dient vor allem zur schnellen Transformation von unterschigdlichen
coli Stdmmen mit bereits vorhandenen Plasmiden, da die aufwendige Herstellung kompetenter Zellen entfallt.
Klonierungen erfolgen wegen der erhéhten Transformationsrate trotzdem durch Elektroporation.

- 15-20E. coli Kolonien von frischer Platte nehmen

- im Eppi in 100ul CaCL/PEG-L6sung resuspendieren

- Zellen 5min auf Eis lagern

- 3-5ul Plasmid-DNA zugeben

- Zellen 8 min auf Eis

- 30 s Hitzeschock bei 42 °C

- 2 min auf Eis

- 900pl SOC-Medium zugegen, 1 h bei 37 °C regenerieren
- auf Selektionsmedium ausplatieren

3.6.3 Konjugativer Plasmidtransfer von E. coli nach C. glutamicum
(nach Schéafeer al., 1990)

E. coli Zellen kdnnen bei Vorhandensein von-Genen ,Pili“ ausbilden, mit denen sie Kontakt zu anderen
Zellen aufnehmen. Nach Ausbildung dieser Verbindungsbriicken kommt es zum Toaifsfesgender DNA.
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Der hier verwendete Donor E. coli S17-1 tragt digra-Gene des Plasmids RP4 integriert im Chromosom, die so

in trans auf die Mobilisierungstelleo¢iT) eines zu Ubertragenen Vektors wirken. Die Donorstdmme sollten sich

in der logarithmischen Wachstumsphase befinden, wogegen Rezipienten der spatlogarithmischen oder
stationdren Phase verwendet werden kénnen. Um eine Gegenselektion nach der Kreuzung zu ermdglichen, sollte
der Rezipientenstamm eine Antibiotika-Resistenz besitzen, Uber die der Donor-Stamm nicht verfigt. Beim
konjugativen Plasmid-Transfer vanh coli nachC. glutamicum wird das Restriktionssystem des Rezipienten

durch eine Hitzebehandlung ausgeschaltet, um eine effektivere Ubertragung zu gewéahrleisten.

- C. glutamicum Rezipient in Vor- und Hauptkultur in LBG bis zu einer ggf¥on ca. 4 anziehen

- Rezipientenkultur auf RT abkuhlen lassen, 10 ml Kultur im Reagenzglas fir 9 min bei 48,5 °C
hitzeschocken

- Vorkultur deskE. coli S17-1 Donors 1:50 in LBG Uberimpfen, bis zu einersg.ion 1 anziehen

- je 4 x 16 Donor- und Rezipeintenzellen pelletieren

- Zellen in LBG waschen, danach zusammengeben

- Kreuzungsgemisch auf Nitrocellulose-Filter (0% PorengroRel] 25 mm) auf einer LB-Platte
aufbringen

- Platten bei 30 °C fur 20 h inkubieren

- Filter mit Zellen mittels steriler Pinzette in ein mit 10 ml LB gefilltes PE-R6hrchen Uberfiihren

- durch Vortexen die Zellen vom Filter abspulen, Filter entfernen und Zellen pelletieren

- Pellet in 1 ml LB resuspendieren und je 0,2 ml auf Selektionsmedium (NX fiframicum und
Resistenz des Plasmids) plattieren

- Platten 2-3 d bei 30 °C inkubieren

3.7 DNA-Hybridisierung
(nach Southern, 1975)

Der Nachweis homologer DNA-Sequenzen erfolgt per Southern-Hybridisierung. Die zu Uberprifende DNA wird
mit geeigneten Restriktionsenzymen gespalten, im Agarose-Gel aufgetrennt und die doppelstréngige 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
Waschlosung 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-Strange markiert. Nach der Hybridisierung an die Ziel-DNA weist
man die Sonde durch ein polyklonales Schaf-Anti-Digoxigenin-Antikdrper-Konjugat imunologisch nach. Die
Aktivitat der, an diese Antikdrper gebundenen alkalischen Phosphatase (Apho) wird durch eine in Verbindung
mit Nitroblau-Tetrazolium (NBT) und 5-Brom-4-Chlor-Indolylphosphat-Toluidin (X-Phosphat) ausgeloste
Farbreaktion sichtbar gemacht. Losungen und Puffer siehe 1.3.5.

3.7.1 Southern-Blot
(nach LKB 2016 VacuGene-Blot Manual)

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

- gespaltene DNA und Langenstandard im Gel auftrennen und kurz mit EtBr anfarben

- Gel unter UV-Durchlicht dokumentieren

- Blotkammer (VacuGene-Kammer LKB 2016) zusammenbauen

- Nylonmembran etwas groRer als das Maskenfenster zurechtschneiden, durch das Fenster unter die
Maske legen, Réander markieren

- Gel luftblasenfrei Uber das Maskenfenster auf die Membran legen

- Blotkammer verschlie3en, Vakuum von 50- 80 mbar anlegen

- Gel mit folgenden Loésungen Uberschichten, ohne dabei das Vakuum zu unterbrechen (zum
Wechseln der Losungen diese mit einem Vakuumschlauch absaugen):

- 10 min Depurinierungslésung A

- 10 min Denaturierungslésung B (frisch ansetzen)
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- 10 min Neutralisierungslosung C

- 30 min 20fach SSC

- Rest der L6sung 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

3.7.2 DNA-Markierung mit Digoxigenin
(nach DNA-Labeling and Detection Kit Nonradioactive Manual)

Die zu markierende, doppelstréangige 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 Nukleotidiemadie-
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 anschlieBendes Abkihlen auf Eis in die Einzelstrang-Form UUberfihrt und kann dann fir die
Hybridisierungsreaktion eingesetzt werden.

- Denaturierung der eingestzten DNA durch 5 min Kochen

- schnelles Abkuhlen auf Eis (5 min)

- Digoxigenin-Markierung in folgendem Ansatz:

- 20 pl linearisierte, denaturierte DNA

- 3 ul 10fach konzentriertes Hexanukleotidgemisch

- 3 ul 10fach konzentriertes dNTP-Markierungsgemisch

- 2 ul Klenow-Polymerase (2 Unitsl)

- Reaktionsansatz 2 h oder U/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) fallen

- 30 min bei 13000 rpm abzentrifugieren

- Pellet mit 50ul 70 %igem Ethanol waschen, 5 min abzentrifugieren

- Pellet trocknen und in 1@ H,0 dest. resuspendieren

3.7.3 Hybridisierung

Die Nylonmembran mit der fixierten DNA wird zunachst durch Inkubation mit der Vorhybridisierunglésung
abgesittigt. Damit werden freie Bindestellen auf der Membran mit dem Blockingreagenz besetzt und
unspezifische Bindungen der DNA-Sonde unterbunden. Nach der Vorhybridisierung wird die markierte,
einzelstrangige Sonde zugegeben. Loésungen und Puffer siehe 1.3.5.

Vorhybrisisierung
- Hybridisierungsschrank auf 68 °C vorheizen
- Nylonfilter mit der DNA-Seite nach innen luftblasenfrei in den Hybridisierungskolben tGberfiihren
- 10 ml Vorhybridisierungslésung zugeben
- 1 h bei 68 °C im Drehinkubator inkubieren

Hybridisierung
- markierte Probe mit 8 ml Vorhybridisierungslésung verdinnen
- 10 min bei 100 °C denaturieren, sofort fir 5 min auf Eis
- Vorhybridisierungslésung durch markierte Probe ersetzen
- Hybridisierung fir 12-14 h bei 68 °C im Drehinkubator
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Waschung
Um Uberschissige. mit Digoxigenin-dUTP-markierte DNA zu entfernen, mufl3 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 Waschlosung A rollern

- Filter 2 mal 15 min bei 68 °C mit 50 ml vorgewarmter Waschlésung B rollern

Die Filter kdnnen direkt zur Detektion der hybridisierten DNA verwendet oder fir einen spateren Nachweis
lichtgeschitzt aufbewahrt werden.

3.7.4 Imunologischer Nachweis
(nach DNA-Labeling and Detection Kit Nonradioactive Manual)

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

- Filter im Hybridisierungskolben 1 min in Puffer 1 waschen

- 30 min in 100 ml Puffer 2nkubieren

- 30 min in 20 ml Antikdrper-Konjugat-Losung bei RT rollern

- 2 mal 15 min in Puffer 1 waschen

- 2 min in Puffer 3 equilibrieren

- in 10 ml frischer Farbelésung (NBT/X-Phosphat) farben, bis Banden sichtbar sind
- Farbung mit TA-Puffer abstoppen

Den Filter dokumentieren, trocknen und zwischen 3MM-Papier lichtgeschutzt in Alufolie aufboewahren

3.7.5 Koloniehybridisierung
(nach Bathe 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 mdglichst vieler Kolonien in moglichst kurzer Zeit
gewahrleistet. Lésungen und Puffer siehe 1.3.5.

- Stochern vorE. coli Klonen auf eine LB-Platte und Inkubation U/N bei 37 °C

- 2 Schichten 3MM-Papeir werden jeweils mit Denaturierungslésung 1, Neutralisierungslosung 2
und 2fach SSC durchtrénkt.

- Vorkiuhlung der Stocherplatten fur 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 Denaturierungslésung getranktem 3MM-Papier legen, danach vorsichtig
mit 3MM-Papier trocknen

- Membran 15 min auf, mit Neutralisierungslosung getranktem 3MM-Papier legen danach vorsichtig
mit 3SMM-Papier trocknen

- Membran 10 min auf, mit 2fach SSC getranktem 3MM-Papier legen

- Fixierung der DNA durch crosslinking mit UV-Licht

Die Membran wird danach, wie oben beschrieben, mit der entsprechenden Sonde hybridisiert und angefarbt.
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3.8 Sequenzierung und Auswertung

3.8.1 Sequenzierung
(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
Kettenabbriichen. Die Fragmentldngen 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
Reaktionsansatzen, die jeweils ein A-, C-, G- oder T-Dideoxynucleotid enthalten, synthetisiert. Die vier Ansatze
werden anschlieend in getrennten Spuren im A.L.F. aufgetragen. Das A.L.F.-Manager Computerprogramm
zeichnet die Fluoreszenzsignale auf und prozessiert sie zu einem Sequenzvorschlag. Fir die Sequenzierung
wurde der Cy-5 AutoRead Sequencing Kit (Pharmacia) verwendet.

Priiperation der Sequenziergele
(A.L.F. Express Sequencer Manual)

- Glasplatten, Lichtkoppler, Spacer und mi0Hest. und 70 %igem Ethanol griindlich putzen und
trockenblasen

- 400 pl Bindesilan und je 10Qul 10 %ige Essigsaure mischen und beide Glasplatten in Hohe der
Geltaschen mit je 250l silanisieren

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

- Platten, Spacer und Lichtkoppler zusammenbauen und mit Klemmen fixieren

- Gelkamm nochmal saubern, 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 auffillen

- Gel-Mix filtrieren und ca. 10 min entgasen

- 30ul TEMED und 300ul 10 %iges APS (w/v) zugeben, ca 30 s gut vermischen

- in eine senkrecht am unteren Rand der Gelkammer stehende Spritze flllen und durch leichtes
Anheben der Spritze den Gel-Mix luftblasenfrei zwischen die Glasplatten laufen lassen

- Gel mindestens 1 h auspolymerisieren lassen

Sequenzierreaktion
(nach Zimmermanaer al., 1990)

Fur die in dieser Arbeit selbst durchgefiihrten 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:
- zuje 10ul hoch reiner DNA (2-3ug) werden 2ul Primer (1,6-2,1 pmolil) gegeben
- Denaturierung der Primer durch Zugabe von genauliM NaOH
- Kurz vortexen und in der Biofuge abzentrifugieren
- Mix 5 min bei 70 °C inkubieren (Denaturierung)
- 2 min bei RT abkihlen lassen und abzentrifugieren
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- Neutralisierung durch Zugabe von genau 1 pl 1 M HCI

- 2l Annealing-Puffer und 3 pl DM SO zusetzen, mischen

- Ansatz in ein mit 600 ml Wasser (37°C) geflilltes 2 | Becherglas stellen und 45 min auf RT
abkuihlen lassen

Sythesereaktlon (Cy-5 AutoRead Sequencing Kit, Pharmacia):

pro Sequenzieranalyse jaiBA, G, T, und C Nukleotidmixe in eine Mikrotiterplatte pipettieren

- 8 ul T7-Polymerase mit 15ul Verdunnunspuffer in einem eisgekihleten Eppi mischen
(Endkonzentration 3 Unitf)

- 1l Extensionspuffer und gl verdinnte T7-Polymerase zum Annealing-Ansatz geben

- Mikrotiterplatte im 37 °C Block 1 min vorwarmen

- in definierten Zeitabstdnden (30 s) jeweilsubdes Mixes zu den einzelnen Nukleotidmixen
pipettieren

- nach genau 5 min jeweils|b Stopplésung in den selben Zeitabstdnden (30 s) zugeben

- Ansatz bleibt bei 4 °C stabil

A.L.F.-Sequenzierung
(nach A.L.F. Sequencer Manual)

- auspolymerisiertes Gel nach Vorschrift in den A.L.F.-Sequencer einbauen

- Waaserkreislauf und Stromkontakte schlie3en

- Platte auf 55 °C vorwarmen, Laserstrahl kontrollieren und eventuell ausrichten
- 210,5fach TBE-Elektrophoresepuffer in die Tanks flllen

- Kamm ziehen und Geltaschen mit Laufpuffer mittels Spritze und Kanuile gut ausspilen
- Proben 5 min bei 85 °C denaturieren, danach auf Eis stellen

- Proben auftragen

- Lauf starten:

- Spannung: 800 V Laserleistung: 2 mW

- Stromstarke: 60 mA MeRintervall: 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

3.8.2 Sequenzauswertung
(,Staden Program“ Manual, 1992)

Samtliche Computeranalyse von DNA-Sequenzen wurden auf einer ,SUN SPARC ULTRA 1“ Computeranlage
unter dem Betriebssystem ,Open Windows" Version 3.5.1 (Unix) durchgefuhrt. 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) durchgefihrt. Diese Programme erlauben es, einzelne
Sequenzen zu Contigs zusammenzufiigen und die DNA- sowie die abgeleiteten Proteinsequenzen
computerunterstitzt 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” (Altsghal., 1990, 1997; Gislar al.

1993; Worleyet al., 1995) durchgefihrt.
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4 Protein-Biochemische Methoden

4.1 Expression, Extraktion und Darstellung von Proteinen

4.1.1 Proteinexpression und -extraktion

Zur biotechnologischen Herstellung von Proteinen werden speziell konstruierte Vektoren (Expressionsvektoren)

genutzt, die nach Ligation mit dem entsprechenden Gen und anschlieRender Transformation in die Wirtszellen
das gewlinschte Protein expremieren. Diese Vektoren zeichnen sich dadurch aus, dal3 sie vor der multiple
cloning site fucs) einen starken transkiptionellen Promotor (Zd3, tac odersrc, Amannet al., 1988) besitzen,
welcher die Produktion grof3er Mengen von mRNA des imdieklonierten Gens veranlaf3t. Downstream der

mcs befinden sich transkriptionale Terminatoren, die den Abbruch der Transkription sicherstellen sollen. Ist auf
dem Vektor zusétzlich das, fir démc-Repressor kodierende Gém|? vorhanden, so ist der Promotor in
Verbindung mit dermiac-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 beeintrachtigt.
Um die in vivo Translation der produzierten mRNA in ein funktionelles Protein zu gewdhrleisten, besitzen
Expressionsvektoren unmittelbar vor dees meist eine geeignete Ribosomen-Bindestelle (Shine-Dalgarno-
Sequenz).

Der ZellaufschluR erfolgt mechanisch in mit Glasperlen gefiiliten Ribo-Tubes, welche durch starke Bewegung
im ,HYBAID RiboLyser“ die Zellen zermahlen. Lésungen und Puffer siehe 1.3.6.

Expression in C. glutamicum

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

- mit dieser Vorkultur werden 60 ml selektves CGXII-Medium mit einer g ®on 0,1 angeimpft

- Expression erfolgt bei 30 °C im Schuttler bei 150 rpm

- in geeigneten Abstanden werden Proben zur Aktivitats- und Proteinbestimmung sowie zur Messung
der optischen Dichte enthommen

- Kultur wird nach Erreichen der Spéat-Stationdrphase abgeerntet

Herstellung von C. glutamicum Gesamtprotein-Rohextrakten

- 20 ml Zellsuspension werden abzentrifugiert, der Uberstand verworfen

- Pelletin 10 ml HO dest. resuspendieren, und erneut 10 min bei 3000 rpm zentrifugieren

- Uberstand quantitativ abziehen und Pellet in 1 ml AufschluRpuffer resuspendieren

- 1,2 ml Zellsuspension in ein Ribo-Tube Uberfihren upti@Nasel (1 mg/ml) zugeben

- vortexen und in den RiboLyser einspannen

- Zellen zwei mal bei einer Geschwindigkeit von 6,5 fir 30 s aufschlie3en, dazwischen 5 min auf Eis
abkuhlen lassen

- nach dem Zellaufschluf3 5 min auf Eis abkihlen lassen

- Zelltrdmmer und intakte Zellen in Biofuge 15 min bei 15000 rpm abzentrifugieren

- Extrakt in ein Eppi Uberfuhren und erneut 20 min zentrifugieren

- den klaren Extrakt in ein neues Eppi Uberfiihren und bei —20 °C lagern

Extraktion von C. glutamicum Zellwand-Proteinen

- 10 ml einer stationéreq. glutamicum CGXII-Flissigkultur werden bei 3000 rpm fir 10 min
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen

- Pellet in 10 ml Waschpuffer resuspendieren und erneut abzentrifugieren

- Pelletin 1 ml Waschpuffer aufnehmen und in ein zuvor gewogenes Eppi Uberfiihren

- 5 min bei 15000 rpm zentrifugieren und Uberstand quantitativ entfernen

- Gewicht des Pellets bestimmen und die Zellen in gleichem Volumen (w/v) Extraktionspuffer
resuspendieren
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- Zdlsuspension 5 min kochen
- Zellen fur 5 min bei 15000 rpm pelletieren
- Uberstand in ein neues Eppi tiberfiihren und bei —20 °C lagern

4.1.2 Bestimmung des Proteingehalts
(BioRad Protein Assay)

Das ,Dye-Reagent Concentrate” von BioRad ist eine sensitive Lésung zur spektrophotometrischen Bestimmung
von Proteinkonzentrationen nach der Lowry Methode. Das System basiert auf der Reaktion von Proteinen mit in
der Lésung enthaltenen €donen in alkalischem Milieu. Dabei wird das Kupfer zu'Creduziert, welches

dann mit einem Nachweisreagenz einen blauen Farbkomplex bildet. Diese Blaufarbung ist abhéangig von der
Proteinkonzentration und kompatibel zu ionischen und nichtionischen Detergenzien. Die Proteinkonzentration
wird anhand einer Eichgerade bestimmt.

- Probe in Aufschlu3puffer geeignet verdiinnen

- 800pl dieser Verdinnung mit 204l ,Dye-Reagent Concentrate” in einer Kilvette mischen

- 5 min bei RT inkubieren

- Absorption bei einer Wellenlange van= 595 nm gegen einen Leerwert (AufschluRBpuffer statt
Probe) messen

- fir die Eichgerade eine BSA-Konzentrationsreihe mit 1, 5, 10, 15, 20 upd BSA/ml H,0 dest.
ansetzen (Dreifachbestimmung)

- Absorption messen und eine Eichgerade durch durch Auftragen der Absorption gegen die
Proteinkonzentration erstellen

- Bestimmung des Proteingehalts der verdinnten Probe durch Ablesen an der Eichgerade

4.1.3 Diskontinuierliche SDS-PAGE
(nach Laemmli, 1970; modifiziert)

Bei der diskontinuierlichen SDS-PAGE werden Proteine unter denaturierenden Bedingungen in Abhangigkeit
von ihrer Gro3e aufgetrennt. Die gréRenabhéngige Wanderung der Proteine im elektrischen Feld wird dadurch
ermdglicht, dal das im Puffer und Polyacrylamidgel enthaltene SDS in konstantem Verhéltnis 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. Zusétzlich fiihrt das anionische Detergenz
SDS zur Auflésung von Tertidr- und Quartérstrukturen. Die langlichen, 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 Ubergangsstelle zwischen Sammel- und Trenngel, wodurch gut definierte Banden
entstehen. Zudem wird die Aggregation und Prézipitation der Proben wahrend des Eintritts in die Gelmatrix
verhindert. Zur Bestimmung des Molekulargewichts unbekannter Proteine werden zusatzlich Eich- oder
Markerproteine mit bekanntem Molekulargewicht aufgetragen.

Die PorengrofRe der Gele wird durch das Verhéltnis der Konzentration an Acrylamid zum quervenetzendem N-
N’-Methylenbisacrylamid bestimmt. Um kleine Proteine aufzutrennen, werden Gele mit hohem Acrylamid-
Anteil benutzt. Lésungen und Puffer siehe 1.3.7.

Die Angaben in der Tabelle Uber die Zusammensetzung der Gele beziehen sich auf die unter 1.3.7 aufgefihrten
Losungen, die angegebenen Volumina reichen fir ein Gel.
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Trenngel:

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

4xTrenngelpuffer. 1,2ml 1,2 ml 1,2 ml 1,2 ml 1,2 ml
H,0 dest 3,8 ml 3,3ml 2,8 ml 2,3 mi 1,8 ml
TEMED (10 %) 5 pl 5ul 5ul 5 ul 5ul
APS-Ldsung 30ul 30 ul 30 ul 30l 30 ul
Sammelgel:
Acrylamid (%) 5%
Stamml6ésung 0,66 ml
4x Sammelgelpuffer 0,8 ml
H,0 dest. 2,5ml
TEMED (10 %) 4l
APS-L8sung (10 %) 20 ul

Herstellung von diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen

- Glasplatten, Gummidichtung und Probenkdmme rplit dlest. und Ethanol saubern

- Gelkammer zusammenbauen und senkrecht aufstellen

- Trenngel-Losung der gewiinschten Konzentration (siehe Tabelle) frisch ansetzen

- Gel mittels Spritze bis ca. 1 cm unter den oberen Rand der Gelkammer giel3en

- zur Glattung der Oberflache sofort mit wassergesattigtem n-Buthanol Giberschichten

- mindestens 1 h auspolymerisieren lassen, dann das Buthanol abgiel3en

- Sammelgel-Losung frisch ansetzen, auf das Trenngel giel3en

- Kamm einsetzen, Gel muf3 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

Probenvorbereitung und Gelverlauf

- Proben je nach Proteingehalt verdiinnen 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 Pufferbehélter fillen

- Proben in die Geltaschen fillen

- Elektrophorese erfolgt bei 15-20 mA und ca. 160 V , bis die Bromphenolblau-Bande den unteren
Gelrand erreicht hat (1,5-2 h)

4.1.4 Proteinfirbung im Gel

Im SDS-Gel aufgetrennte Proteine kdnnen durch Coomassie Blue gefarbt 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 anfarbt. Das Detektionslimit dieser Methode liegt bei 0,3-1
pg/Proteinbande. In einem Polyacrylamidgel aufgetrennte Proteine werden durch eine Methanol/Eisessig-
Fixierlosung préazipitiert, bevor sie mit einer Coomassie Blue R 250/G 250-Ldsung angeféarbt werden. Da sich
dabei das komplette Gel farbt, mul® ein Entfarbeschritt durchgefiihrt werden, bevor die Proteinbanden sichtbar
sind und das Gel dokumentiert werden kann.

- Gel vorsichtig von der Gelplatte in eine Schale mit Fixierldsung gleiten lassen, Gel muf3 gut mit der
Losung bedeckt sein
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- 45 min unter Schiitteln fixieren lassen

- Losung vorsichtig abgie3en und Coomassie-Farbeldsung zugeben

- Gel 45 min unter Schutteln farben

- Losung durch Schnell-Entfarber ersetzen

- ca. 1 hentfarben, die Losung dabei mehrfach wechseln

- werden die Proteinbanden sichtbar, kann das Gel in normaler Entfarbe-Losung U/N komplett
entfarbt werden

- Gel dokumentieren (Fotografieren oder einscannen)

- Gelin 15 %igem Glyzerin lagern

4.2 Proteinsequenzierung mit MALDI-PSD

Zur Analyse immobilisierter Proteine wird héaufig die MALDI-MS (Matrix assistierte Laser
Desorptions/lonisations-Massenspektrometrie) verwendet (Lottspeich, 1999). Dabei werden ganze préaparierte
Proteine oder enzymatisch verdaute Proteinfragmente in eine kristalline Matrix kleiner organischer Molekile
eingebettet, in der sie dann durch Laserbeschul® verdampft und ionisiert werden. Dabei hat die Matrix die
Aufgabe, die Proteimmolekiile zu separieren, das Laserlicht zu absorbieren und die Energie durch Relaxation in
kurzer Zeit auf das Festkorpergitter zu Ubertragen. Dadurch wird eine explosionsartige Auflésung eines kleinen
Bereichs der Festkorperoberflache und ein Ubergang von Matrix und Proteinmolekiilen in die Gasphase erreicht.
Die entstandenen Protein-lonen werden dann in einem Flugzeitanalysator beschleunigt und die genaue Flugzeit
der lonen von der lonisierung bis zur Detektion gemessen. Da die Flugzeit bei einer gegebenen
Beschleunigungsspannung und Flugstrecke nur von der Wurzel aus dem Masse/Ladungsverhdltnis abhangig ist,
kann Uber eine Eichung eine genaue Massenbestimmung der Analytmolekile erfolgen.

Identifizierung von Proteinen erfolgt durch MALDI-PSD (post source decay), wobei die Tatsache genutzt wird,
das Proteine und Peptide wahrend des Fluges in der feldfreien Driftstrecke des TOF- (time of flight) Analysators
spontan zerfallen (metastabiler Zerfall). Diese Fragment-lonen lassen sich durch Umlenkfelder trennen und tber
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 mdglichen Peptiden in silico erstellt
wurde. Die Software liefert dann tiber die Ahnlichkeit einen Identifizierungvorschlag.

Probenvorbereitung

- SDS-PAGE und Coomassie-Farbung wie oben beschrieben durchfiihren

- Eppis werden 3 mal mit 50 Trifluor-Essigsaure (TFA)/60 % CJEN gewaschen

- die zu untersuchende Bande wird aus dem Gel ausgeschnitten, in ein Eppi Uberfihrt und in kleine
Stiicke zerschnitten

- parallel wird eine Leerprobe, die kein Protein enthélt, aus dem Gel geschnitten und immer gleich
zur Probe behandelt

- Zugabe von 25@1 50 % H0/ 50 % Acetonitril und Waschen fir 5 min

- die Losung wird durch Zentrifugation entfernt

- die Proben werden in 250 50 % CHCN/ 50 mM NHHCO; fir 30 min bei RT inkubiert

- die Losung wird durch Zentrifugation entfernt

- die Proben werden in 250 50 % CHCN/ 10 mM NHHCO; fir 30 min bei RT inkubiert

- die Losung wird durch Zentrifugation entfernt und die Gelstiicke mit einer Speed-Vac vollstandig
getrocknet

- zu allen Proben werden Oy modifiziertes Trypsin (Promega) pro 15 t@el in 15ul 10 mM
NH4HCO; gegeben

- 5-10 min stehenlassen, damit das Enzym in die Gelstlicke einwandern kann

- Zugabe von zusatzlichen 010 mM NH;HCO; ohne Enzym

- 24 h Inkubation bei 37 °C
Lagerung der Proben bei 4 °C

Die MALDI PSD-Laufe wurden bei der Firma Bruker (Bremen) durchgefirt.
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4.3 Nachweis von Enzym-Aktivitiit

Der Nachweis von Enzymaktivitat wurde fur Cellulase als auch fur Amylase auf Platten- und Flussigkultur
durchgefuhrt. Wahrend der Plattentest eher zum schnellen Screenen groRer Mengen an Bakterien-Stammen
dient, wird mit dem Test in Flussigkultur die Enzymaktivitat quantitativ bestimmt.

4.3.1 Platten-Tests

Cellulase-Aktivititsnachweis mit Kongo-Rot
(nach Kluepfel, 1988)

Der Cellulase-Aktivitatstest beruht auf der direkten Wechselwirkung des Farbstoffs Kongo-Rtl shit
Glukanen. Werden diese im Festmedium durch die Cellulase abgebaut, sind sie nicht mehr dauerhaft anfarbbar,
d. h., nach Waschung mit NaCl entstehen klare Hofe um die Kolonien herum.

- Anzucht der Bakterienstamme auf Cellulose-haltigen Agarplatten

- Uberschichtung der Platten mit 10 ml 0,1 %iger, wassriger Kongo-Rot-Lésung

- 20 min Inkubation, anschlieRend wird die Farbelésung dekantiert

- Uberschichtung mit 5 M NaCl fixiert die angefarbten Bereiche und wéscht den Farbstoff aus den
Zonen, in denen er nicht §al,4-Glukane binden konnte, aus

- angefarbte Platte dokumentieren

Amylase-Aktivititsnachweis mit Lugolscher Losung

Der Amylase-Aktivitatstest beruht auf der Eigenschaft von Jod-Jodkali-Molekulen, sich in den Amylose-Anteil
der Starke einzulagern. Da dazu eine gewisse Lange des Amylose-Molekils erforderlich ist, wird, durch
Amylase degradierte Starke nicht mehr durch die Lugolsche Losung gefarbt. Der Amylopektin-Anteil der Starke,
der durch Amylase nicht abgebaut wird, wird mit dieser Nachweismethode auch nicht erfa3t. Da die Amylose
nicht komplett abgebaut, sondern lediglich mehrfach unterbrochen werden muf3, um nicht mehr anfarbbar zu
sein, ist diese Nachweismethode extrem empfindlich.

Anzucht der Bakterienstamme auf Starke-haltigen Agarplatten

- Uberschichtung der Platten mit ca. 10 ml Lugolscher Lésung

2-5 min Inkubation, anschlieRend wird die Farbelésung dekantiert
- Dokumentation der gefarbten Platten

Nachweis anderer Exoenzyme

Die Aktivitat der Enzyme Metalloprotease, Lysozym und Chitinase wurde durch Zugabe der nicht vollstandig
I6slichen Substrate Milchpulver, lyophilisiertéficrococcus lysodeicticus-Zellen bzw. kolloidalem Chitin zum
Festmedium nachgewiesen. Bei Enzymaktivitat zeigen sich klare Héfe um die Kolonien herum.

4.3.2 Enzym-Aktivitit im Kulturiiberstand
(nach Miller, 1959)

Sowohl die Cellulase- als auch die Amylase-Aktivitat in Kulturiberstdanden wurde colorimetrisch durch
Messung der freigesetzten, reduzierenden Zuckern nach der Dinitrosalicylsdure-Methode quantitativ bestimmt.
Dinitrosalicylsdure 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. Lésungen und Puffer
siehe 1.3.9.
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Testansatz:
- 500 pl 1% Cellulose oder Starke in Probenpuffer
- 500pl Kulturiiberstand in geeigneter Verdinnung mit Probenpuffer
Leerwert:
- 500pl Dinitrosalicylsdure-Reagenz
- 500pl Probenpuffer
Kontrolle:
- 500pl Kulturiiberstand in geeigneter Verdinnung mit Probenpuffer
- 500pl Probenpuffer
Durchfuhrung:

Inkubation des Ansatzes fir einen geeigneten Zeitraum bei 37 °C in einem Wasserbad
Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von 1 ml Dinitrosalicylsdure-Reagenz

5 min Inkubation auf Eis

5 min bei 3000 rpm zentrifugieren, um unldsliche Bestandteile zu entfernen

1 ml des klaren Uberstandes wird in ein neues PE-R6hrchen tiberfiihrt und 5 min gekocht
Verdinnung des Ansatzes mit 5 njoHiest.

photometrische Bestimmung der Extinktion bei 546 nm gegen den Leerwert und den Kontrollwert

Die Volumenaktivitat U definiert sich in diesem System als:

U = umol reduzierende Zucheraquivalente /ml x min

Als Standard diente eine Eichkurve mit 0-2 mg Glukose pro Testansatz.
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D Ergebnisse

1) Analyse der sec-Gene aus Corynebacterium glutamicum

Die Komponenten des Protein-Exportsystems von C. glutamicum sind bis heute noch nicht

alle bekannt und analysiert. Eine vollstandige Analyse dieses ,General Secretory Pathway*
(GSP) wéare dabei fur das Verstandnis der Exportvorgdnge und auch fur die Entwicklung
gentechnisch modifizierter Protein-Produktionsstdamme von gro3em Nutzen. Die essentiellen
Hauptbestandteile des GSle¢4 (Kobayashiet al., 1999),secY (Kobayashier al., 1994) und

seckE (Wehmeier, 1999), wurden bereits von anderen Arbeitsgruppen isoliert. Das nicht-
essentielle GensecG ist seit 1998 bekannt (GenBank D14162). Die ebenfalls nicht
essentiellen GengcD undsecF waren noch unbekannt, obwohl die hohe Konservierung des
GSP innerhalb der Bakterien ihr Vorhandensein nahelegte (Seefeft 1997). Aufgrund

ihrer Funktion innerhalb des GSP uben sie einen sehr starken EinfluR auf die Rate des
Proteinexports aus, was sie zu geeigneten Manipulationsobjekten bei der Untersuchung des

Proteinexports it. glutamicum macht (Duong & Wickner, 1997a).

1.1) Isolierung und Analyse von secD und secF aus Corynebacterium glutamicum

Die Isolierung der neuen GenrecD und secF wurde zunachst mit einer heterologen PCR
versucht, wobei die Primer-Sequenzen von den homologen Genedhausacterium
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 Anordnungselefsene zur Isolierung
genutzt. In M. tuberculosis liegen secD und seck wie in Abbildung D-1 gezeigt,
stromaufwarts vomrlciAE, einem flr einen Dipeptidtransporter kodierenden Gen (&alé,

1998). Die durchuvC, A und B kodierten Proteine sind fur die Ausbildung der Holliday-
Junktions wahrend der homologen Rekombination verantwortlich. PE-PGRS ist eine
gerichtete, repetetive Sequefiz{D9 kodiert fur eine Acyl-CoA-Synthetase ugdhT fur eine
4-Aminobutyrat-Aminotransferase (Caleal., 1998).
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Abbildung D-1: Schematische Darstellung der secDF-Genregion in  Mycobacterium

tuberculosis.

Von dciAE aus C. glutamicum lag ein Fragment vor, das ursprunglich zur Isolierungréles
Gens genutzt wurde (Wehmeigral., 1998). Dieses Fragment wurde nun zur Isolierung von

secD undsecF mittels der Plasmid-Rescue-Technik eingesetzt.

1.1.1) Isolierung von secD und secF durch Plasmid-Rescue

Die Plasmid-Rescue-Technik beruht darauf, dafl} ein nicht replizierendes Plasmid Uber
homologe Rekombination in das Chromosom des Zielorganismus integriert und durch
passende Restriktion zusammen mit Fragmenten chromosomaler DNA wieder ausgeschnitten
wird. Zur Isolierung desecDF-Region (siehe Abbildung D-2) wurde das oben beschriebene
dciAE-Fragment mit den RestriktionsenzymesmHI und Hindlll aus dem Vektor pLW60 in

denk. coli-Vektor pCR2.1 kloniert. Das resultierende Plasmid wurde mittels Elektroporation
nachC. glutamicum transferiert. Da es nicht in der Lage ist(nglutamicum zu replizieren,

kann der Organismus nur auf Kanamycin-haltigem Medium wachsen, wenn das Plasmid
durch homologe Rekombination Ub&i4E in das Chromosom integriert wurde. Die Gesamt-
DNA des resultierenden Stamm@sglutamicum 1AE wurde isoliert und mit einzelnen oder
verschiedenen Kombinationen von Restriktionsenzymen gespalten, wobei der Vektor pCR2.1
intakt und mit einem stromaufwérts deési4E-Gens gelegenen DNA-Fragment verbunden
blieb. Nach Ligation der Fragmente und Elektroporation der Ligationsansatze replizi€ren in

coli je nach verwendeten Restriktionsenzymen unterschiedlich gro3e Plasmide, bestehend aus

pCR2.1 und chromosomalen Fragmenten unterschiedlicher Lange (siehe Tabelle D-1).
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Verwendete Restriktionsenzyme Lange des chromosomalen Fragments
EcoRV/Nrul 0,5 kb
Xhol 2,6 kb
Xbal 5,5 kb
Nsil 7,5 kb
EcoRVISspl 9,8 kb

Tabelle D-1: Je nach verwendeten Restriktionsenzymen variiert die Lange des
chromosomalen Fragments zwischen 0,5 und 9,8 kb.

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

eingesetzt.
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pRRES
pCR2.1-9,8kb genomische

DNA
(EcoRV/Sspl)

EcoRV/Sspl-Spaltung und Ligation

Sspl HindIIT EcoRV BamHI
| dciAE | | | dciAE rel
/= // % %

pInsAE
C. glutamicum IAE-Chromosom

homologe Rekombination

Sspl

/ / ‘ dciAE [> rel %

C. glutamicum-Chromosom

FeoRV, GamHL /delu

dciAE-Fragment

pInsAE

pCR2.1-0,8 kb dcidE
(BamHU/Hindlll)

Abbildung D-2: Schematische Darstellung des Plasmid-Rescues eines 9,8 kb grol3en
chromosomalen Fragments ads glutamicum. Der Vektor pInsAE wird Uber homologe
Rekombination in das’ glutamicum-Chromosom integriert und durch Restriktion mit den

EnzymenEcoRV und Sspl mit samt einem 9,8 kb grof3en chromosomalen Fragment wieder
ausgeschnitten und ligiert.
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1.1.2) Komplett-Sequenzierung und Analyse der 9,8 kb-Region

Das genomische, 9,8 kb grof3e Insert von pRRES wurde mittels ,Primer-Walking“ vollstandig
doppelstrangig sequenziert. Dazu wurden anhand der Sequenzdaten bereits durchgeflhrter
Sequenzierungen jeweils die Primer fur die nachste Sequenzierung abgeleitet. Die
Sequenzierungen sind durch die IIT-Biotech GmbH (Bielefeld) durchgefihrt worden. Die
einzelnen Sequenzen wurden zu einem kontinuierlichen DNA-Strang zusammengefugt 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 eide glutamicum Codon-Praferenzliste (Kalinowski, 1990)

zugrunde lag.

orf-8 : orf-9

orf-6

Abbildung D-3: Kodierbereichsanalyse des 9,8 kb-Rescues (hach 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 ale in gleicher Leserichtung auf dem Plusstrang liegen, zu
identifizieren, wurde mit den Blast-Programmen (Altschul er al, 1990; 1997)
Homologievergleiche mit bereits sequenzierten Genen in der GenBank-Datenbank
durchgefuhrt. Die ORFs sind in Tabelle D-2 genauer charakterisiert. ORF-1 weist Homologie
zu der Acyl-CoA-TransferasesB2 und ORF-2 zwfcd, einem hypothetischen Protein mit
Ahnlichkeit zu bakteriellen Strukturproteinen, auf. Bei den ORFs 3 bis 5 handelt es sich um
dasruv-Cluster, bestehend aus den Gerer(, ruv4A undruvB, die wahrend der homologen
Rekombination fir die Ausbildung der Holliday-Junctions sind (West., 1997). ORF-7

wurde alssecD und ORF-8 alsecF erkannt, ORF-9 aldciAE. 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 vollstandige DNA-Sequenz der
Region und die abgeleiteten Aminosaure-Sequenzen der entsprechenden Proteine ist im
Anhang dargestellt.

Damit warensecD undsecF aus dem Chromosom isoliert und standen fur weitere Analysen

zur Verfugung.

ORF | Lange (AS Homologe Gene austuberculosis (Coleet al., 1998) e-Value
ORF-1 133 tesB2 (part.), Acyl-CoA-Transferase 7
ORF-2 251 |yfed, hypothetisches bakterielles Strukturprotein 1%e
ORF-3 221 | ruvC, Holliday-Junktion“-Resolvase 28
ORF-4 208 |ruvd, ,Holliday-Junktion“-DNA Helicase 7&
ORF-5 364 | ruvB, ,Holliday-Junktion“-DNA Helicase g&”
ORF-6 121 keine Homologie
ORF-7 637 |secD, Proteinexport-Membranprotein 2t
ORF-8 403 | secF, Proteinexport-Membranprotein X
ORF-9 518 |dciAE, Dipeptidtransporter 18

Tabelle D-2: Identifizierung der ORFs des ,Plasmid-Rescues”. Der ,e-Value“ ist das Mal} fur
die Wahrscheinlichkeit, daf3 es sich um ein anderes als das genannte Gen handelt.
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Abbildung D-4: Restriktionskarte der 9,8 kb-Region und der in ihr enthaltenen Gene.

1.1.3) Analyse von secD

Nachdem secD isoliert war, begann die Anadyse des Gens und der abgeleiteten
Proteinsequenz. Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abbildung D-5 dargestellt.

Das secD-Gen aus C. glutamicum wird aus 1911 Basenpaaren gebildet. Homologie-
Vergleiche und eine potentielle Ribosomen-Bindestelle AAGGA lassen vermuten, dafl} das
Gen mit dem seltenen Start-Codon TTG beginnt.

Das Gen spezifiziert ein Protein aus 637 Aminosauren und weist eine kalkulierte molekulare
Masse von 67689 Dalton auf. Der theoretische, isoelektrische Punkt pl liegt bei 4,52. Die
Analyse der Aminosaure-Sequenz des SecD-Proteins mit dem Computerprogramm
HMMTOP (Tusnady & Simon, 1998) ergab, dal3 das Protein sechs Transmembran-Doménen
in ungleichmé&Riger Verteilung aufweist. Folge dieser Aufteilung ist, dal? mehr als Halfte des
Proteins, namlich 371 Aminosaure-Reste, als grol3er, extracytoplasmatischer ,Loop“
vorliegen. Ein Alignment de€. glutamicum SecD-Proteins mit dem homologen Protein aus

M. tuberculosis mit Hilfe des CLUSTAL-W-Programms (Myers & Miller, 1988) zeigte eine
Ahnlichkeit von 61 % und eine Identitat von 41 % zwischen den beiden Proteinen (Abbildung
D-6). Diese Homologie ist jedoch nicht gleichmafig tber das gesamte Protein verteilt, der C-
terminale Anteil des Proteins, der finf der sechs Transmembran-Domanen tragt, ist deutlich
besser konserviert als der extracytoplasmatische ,Loop“, zudem ist das Protein gegeniber
dem mycobakteriellen  SecD-Protein C-terminal  verlangert.  Weiterfuhrende

Computeranalysen der Aminosaure-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.
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Trangrentran-Helix ITT 4 4 Transrentran-Helix IV
D5-Motis
[ErelyfGluargtl el ysAspGlulleArgGIuGl yAroSerthefirgSerhl alal ProArghl alpGluserAl al yshrd {levalThrGlyAsn etval Thrl euleuGlyAlalleval elyrien euhlaval
trotatgrgoycateasgaRtgRgRrongtoRagIREgRtaCt tagatctaragtacctagtaratonmRaagograagocaccat agtcacagycaacatggteact tioctaggaactatagtaat tact tactogagate
1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610 1
< Transrentran-Helix V
E/Cm‘ TallysGlyPheAl a]"m?"l‘nﬂTﬂﬂyTaj‘h’l’hNa] PreAspl aValVal ThrPhel euTleThrAl aProl elVal T]eTﬂiA] aSerArcAsnProPhePheAlal ysSerServal AsnGl Vet Gl yArgval
@@agt&ag}gcttgocttcacoctqggtct@ccaocgta mtm@mm@mmmmmmmm@mmtmmagt@mm@g@mm
620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750
| Transmenbran-Helix VI >

MetTyslewWalGluGIuArgArcAl aAsnGlyGlul etAscGIVProGIuTyrT eldlysLysTleHi sAlalysAsnAlaAlaAl aAsal ysAlaSer ThrAsphsnSer Ser ThrAspAsnSerGlual aProGlyThrAscThr
atgeagetagttgeacaaccoogogacaacagtgaat togatgactetoegtacctgraasacatccatgoraagaatgocgracttgataagoettecactgacaattet tamactgacaat totgpagracctgoracagatacy
1770 1780 179 1800 1810 1820 1830 1840 1820 1860 1870 1880 1890 1900 1910
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SACCEARIURIRIRAgtay
1920 1930

Abbildung D-5: DNA-Sequenz und abgeleitete Aminoséure-Sequenz sam aus

C. glutamicum. RBS und Startcodon sind in Blau gekennzeichnet, Transmembran-Domanen
in Gelb. Die in allen SecD-Proteinen zu findenden, konservierten Regionen D1-6 sind rot
markiert.
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1 D1
CgSecD  MARQKKSAASAWERWPKRAI ALEVLI VWGVYALVLLTGDRSA - VPQGQODPTQDQLNQARTI L 77
MtSecD  ----- MASSSA- PVHPARYLSVFLVMLI G YLLVFFTGDKHTARKLGL DL QGIR LTARTPDGSAPSREALAQAQJI 74

----- kek kkeokkke - kkkkhkkhkhkkhkkk koK ok Kk k-

D2
CgSecD ENRVNGVGVSGASVVADGNILVI TVPGENTAQAQSL GOT SQLLFRPVGQAGVPDMI TLMPEL EENANRWEYGVI TEEQA 157
MtSecD ARVNG. GVSGSEVVVI NLVI TVPGNDGSEARNL GQTARLY! RPVLNS- NPAQDAAEEPQDAPSAEPQDP(IPAAPPP 153

*kkk- kkkk - * % ** ******* . * - **** sk - kkk .o

CgSecD NASLEENMNTAVASTT- AVEGEEATEPEPVTVSATPNVDEPANSI EATQRRQEI TDMLRTD- - - ROSTDPTVQI AASSL- - M 234
MtSecD AQSGAPASPQ’GAQ’RPYPQDPAPSPNP TSPASPPPAPPAEAPATDPRKDLAERI AQEKKLR(BTNQYNQVVALQ:QAT 232

* * * % * *x %k kke k.. ****

CgSecD QCTTDENDPLAGTDDPRLPLVACDPAVGGVYVLDPAPLLNGETDEENGARLTGNEI DTNRPI TGGFNAQSGQVE! SFAFK 314
MtSecD RCESD DI LAGNDDPKLPLVTCSTDHKTAYLLAPS- | | SGDQI Q\IAT SG NDQ RGI GY ——————— VWDLQFK 294

* * *** *** **** * * * * . * . . * %

CgSecD SGDGEEGSATWESLTSQYLQQQ Al TLDSQVI SAPVI QSATPVGSATSI TCGD- - FTOQTEAQDLANNYRYGALPLSFACGEN 392
MtSecD -G - - PAANI WADYTAAHI GTQTAFTLDSQVVSAPQ QEAI PGGRT Q SGCDPPFTAATARQLANVLKYGSLPLSFE- - ER 368

#* coke k. oo kokeRdckdek kR ko Rk ok . dok ok ok koRok SRR ook

D4 II 111
CgSecD PSLGAASLKAGLI AG VG ALVA FVFAYYRVFGFVSLFTLFAAGVLVYG.LVLLGRW GYS| CLAG A 472
MtSecD IS ATLGLSSLRAGM AGAI GLLLVL VYSLLYYRVLGLLTALSLVASGSMVFAI LVLLGRYI NYTLCLAG A 444

* . sokk s kkedkk ek k k- ok Tokkkke ke s e ek ke ok ke s kkkkokk e ok ke ok kR kX kK
IV D5 \Y D6

CcgSecD [G.I' I G GITTADSFWFYERI KDH REGRSFRSAVPRAVESAKHTI VTGNWTLLGAI VI YLLAVGEVKG-FAFTLGLTTVE 552
MtSecD |Gl G GITADSEVVEEERI KDHI REGRSFRSAVPRGAARARKTI VSGNAVTELAAAVL YELAI GOVKGEAFTEGLTTI L 524

khkhkkhkkhhhkhkhhhhhk - khhhhhkhhhhhhkhhhdhkx * kenkkkekk Kkk-k Kk k- k- kke ke kkkkkhkkhkkkkok. -

VI
cgSecD DLWITFLI TAPLVI LASRNPFFAKSSVNGVCRVMKL VEERRANGEL DEPEYLKKI HAKNAAADKASTDNSSTDNSEAPGT 632
MtSecD DLVWFLVTV\PLVYLASKSSL LAKPAYNGL GAVQQ\/ARERRAIVARTGRG- ------------------------------ 573
cgSecD DTNQEEEK 637
MtSecD -------- 573

Abbildung D-6: Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenzen von SecD von

C. glutamicum und M. tuberculosis. ldentische Aminoséauren (*) und konservative Austausche
(:) sind gekennzeichnet. Die konservierten Regionen D1-D6 sind gerahmt. Die
Transmembrandoménen aller Proteine wurden durch das HMMTOP-Programm (Tusnady &
Simon, 1998) bestimmit.

1.1.4) Analyse von secF

Nach der Analyse vosecD wurde in gleicher Weise das GaeF' und das daraus abgeleitete
Protein untersucht. Die Ergebnisse diese Analyse sind in Abbildung D-7 dargestellt.

Das GermecF ausC. glutamicum besteht aus 1209 Basenpaaren, beginnt finf Basen nach dem
Stoppcodon vorecD und seine wahrscheinliche Ribosomen-Bindestelle AGGAG ist Teil des
3’-Endes vonsecD. Die Distanz zwischen demecD-Stoppcodon TAG und demsecF-
Startcodon ATG betragt zwei Nukleotide.

Mit 403 Aminosaure-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-
Domanen und einen extracytoplasmatischen ,Loop®, der mit 95 Aminosaure-Resten aber nur
ein Viertel des Proteins ausmacht. Verglichen mit SecRAugberculosis ist das Protein zu

43 % identisch und zeigt insgesamt eine Ahnlichkeit von 60% (Abbildung D-8). Wie bei
SecD erstreckt sich diese Ahnlichkeit aber nicht tiber das ganze Protein, auch hier ist der
extracytoplasmatische Loop weniger konserviert als der Transmembran-Doménen-tragende
Teil des Proteins. Wie in Abbildung D-8 zu sehen, ist SecFCagysutamicum gegenuber

SecF aud/. ruberculosis N-terminal verkirzt.

MetThrAspSerGlnThrGluSerLeuSerThrGlnSerValLysProAlaLlysLysArgSerTrpPheAsnSerLeuTyrThrGlyAspGlyGlyIleAspPhe
agtagccﬂactgattcccagactgaatcactg‘tcaactcagagcg‘taaaaccagccaaaaaacgcagttgg‘ttcaacagcctctacaccggtgacggcggcattgacttca 120
RBS Start

IleAl4LysThrLysLeuTrpTerrpIleThrGlyIleLeuLeuValIleSerIleLeuPheIleAlaIleArgGlyPheSerLeuSerI1dAspPheGlnGlelyThrLysMetSer
tcgccaaaaccaaactgtggtactggatcaccggcattttgctggttatctcgatcctgttcatcgccatccgtggcttctccctgagcatcgatttccagggcggtaccaagatgagca 240
< Transmembran-Helix I |

MetProAlaSerAspTyrSerThrGluGlnValGluGluThrPheThrGluAlaThrGlyIleThrProGlulleValGlnIleValGlySerGlyAspAlaArgThrleuGlulleTyr
tgccageatcggattactcecaccgaacaggtggaggaaacctttactgaagecaccggeattacteeggaaategtgeagategteggttecggegacgeccgecacectggagatatact 360

SerGluArgLeuSerAspGluAspValGluLysAlaArgleuAlalleTyrGluGluTyrGlnProleuAsnSerGluGlyGlnProSerProAspAlalleGlyAsnSerThrValSer
ccgagcegactcagegatgaggatgtagaaaaageccgcectggegatetacgaggaataccaaccectaaactctgagggeccagecaageccagatgecateggtaattecacgatgtegg 480

GluSerTrpGlySerThﬂIleThrGlnArgMetValLeuAlaLeuIleAlaPheLeuValIleAlaAlaIleTyrI1eAlaPhdArgLeuGluArgGldMetAlaI1eAlaAlaMetAld
aatcatggggttccaccatcacccaacgeatggtgttggetetgattgecttectggttattgecagegatectacattgettteegectegagegtgaaatggecategeegecatggeag 600
Transmembran-Helix II > <

hlaLeuValValAspGlyIleValIleAlaGlyIleTyrAlaValIleGlyLedGluValSerPrdAlaThrValIleGlyLeuLeuThrValLeuThrPheSerIleTyrAspThrVaﬂ
cattggttgttgacggcatcegtcategecggcatctacgeegtcateggectegaagtatcacccagecaacegteateggtetgetcacegtgctgacettetecatctacgacacegteg 720
— Transmenbran-Helix IIT 44— Transmenbran-Helix IV __
[ValvalPheAspLysValArgGluAsnThrGluGlyPheGluGlySerArgArgArgThr TyrAlaGluGlnAlaAsnLeuAlaVal AsnGlnThrPheMet ArdSerTleSerThrThy
tggtctttgacaagagtcagagaaaacaccgaaggcttcgaaggcagecgcagacgaacctacgecgaacaagecaacctggeggtcaaccagaccttcatgegttegatecteccacgacaa 840

[[leTleSeralaleuProllelleAlaleuMetValValAlaval TrpMetMetGlyVallGlyThrLeulysAsHleuAlaleul leGlnLeulleGlyValIleGluGlyThrPheSe
tcatctctgcacttccgatcatcgctttgatggttgtcgccgtctggatgatgggtgttggcaccctcaaagacctcgcactgatccagctgatcggcgtcatcgaaggcaccttctcct 960

Transnenbran—Hel:Lx v > 44— Transmenbran-Helix VI
[ F4-

|ServalPheLeuAlaThrProLeuLeuVaHSerLeuLysAsnArgLeuSerLysThrLysAlaHisThrAlaSerValMetLysLeuArgAspGlyGlnSerThrLeuIleAspAlaThr
ccgtcttectggeaacceecactgetggtcagectgaaaaaccgectgagcaaaaccaaagcgcacaccgettecgt tatgaagttgegegacggecaaagcacgettategacgecacce 1080

[,
L

Motiv

ProHisThrAsnAlaAspAlaSerAlaHisGlyThrGluSerAspThrAspGlyValThrProGluAlaProAlalysArgThrValSerLysProlleValAspAspHisArgSerSer
cacacaccaacgccgacgcctecgegeacggcaccgaaagegacactgacggtgtgacceccgaageacctgcaaaacgtacagtaagcaaacceat tgtggatgatecaccgatcaageg 1200

GlyThrTrpArgProGlyArgSer***
gaacctggcgaccaggcagaagctaa 1208

Abbildung D-7: DNA-Sequenz und abgeleitete Aminosaure-Sequenz wart’ aus

C. glutamicum. RBS und Startcodon sind in Blau gekennzeichnet, Transmembran-Domanen
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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1
CcgSecF ----- MT- - - DSQTESLS- TQSVKPAKKRS- - - - - - - - - - - - - - - WENS- LYTGDGA DFI AKTKLWYW TG LLVI SIL 55
MtSecF IVASKAKTGRDDEATSAVELTEATESAVARTDGDSTTDTASKLGHHSFLSRLYTGT GAFEWGRRRLV\FGVSGAI VAVAI A 80

* ok kkkk Kk .-

Fl I
cgSecF  FElAI RGFSIVSIVPASDYSTEQ\/EEI'FTEATG! TPEI VQI VGSGDARTLEI YSERLSDEDVEKARLAI YEEY 135
MtSecF S| VFRGFTHG.DEKGGT VSFPRGSTQ\/AQ\/ED\/YYRALGSEPQSWI VGAGASATVQ RSEI'LTSDQTAKLRDALFEAF 160

skk ok - KKK kokk -k K KAk - Kook kokke k- L Kok ke -k

11 11
CgSecF  QPLNSEGQPSPDAI GNSTVSESWGSTI TORMVLALI AFLVI AAI YI AFRLEREMAI AAVAALWDG VI AG YAVI GLEV 215
MtSecF GPKGT DGQPSKQAI SDSAVSETWGGECI TKKAVI ALWFLVLVALYI TVRYERYMT| SAl TAM_FDLTVTAGVYSLVGFEV 240

Tokkkk s okk ke okokoke ok ke e ke kk e kkok s ke ks ok ko ks ke ke - ks * Kokke ke ke kK

v F2 F3 \
cgSecF  SPATVI GLLTVLTFSI YDTVVVFDKVRENT] GFEGSRRRTYAEQANLAV’QE FVRSI STTI I SALPI T ALMMAVWWMGY 295
MtSecF  TPALVI GLLTI LGFSLYDTVI VEDKVEENT] Q-FI'TRRTFAEQANLAI TEVRSI NTSLLGVLEVLA MMAVW.LGV 320
VI F4
CcgSecF  GTLKDLALI QLI GVI HGTFSSVFLATPLLVSLKNRLSKTKAHTASVMKLRD- G- - - - - - - QSTLI DATPHTNADASAHGT 367

MtSecF GTLKDLALVQLI G | I|GTYSSI FFATPLLVTLRERTELVRNHTRR\/LKRRNSGSPAGSEDASTDG(IQDAAADEQSLVG 400

KKK Kok kok - kkkok -k KK kK- K KK kKKK ke -k - kK Kok ke ok

CgSecF ESDTDGVTPEAPAKRTVSKPI VDDHRSSGTWRP- - - - - - GRS 403
MtSecF TQASS@APRAAQBSSKPAPGARPVRPVGT RRPTGKRNAGRR 442

* **x k%

Abbildung D-8: Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenzen von SecF von

C. glutamicum und M. tuberculosis. |dentische Aminoséuren (*) und konservative Austausche
(1) sind gekennzeichnet. Die konservierten Regionen F1-F4 sind gerahmt. Zwei potentielle
SecY-Interaktionsstellen von SecF sind mit schwarzen Balken gekennzeichnet. Die
Transmembrandomanen aller Proteine wurden durch das HMMTOP-Programm (Tusnady &
Simon, 1998) bestimmit.

Wie alle bisher untersuchten SecF-Proteine, tragt auch SecKC.ag#utamicum vier
konservierte Regionen F1-4, von denen die Region F4 als essentiell fir die SecF-Funktion
beschrieben ist (Bolhuig al, 1999a). Weitere Analysen der Aminosaure-Sequenz mit dem
Programm FingerPRINTscan (Attwoedal., 1999) zeigten zwei konservierte Regionen, die
hohe Homologie zu typischen Mustern des SecY-Proteins aufweisen. Die zweite Region deckt
dabei die essentielle F4-Region vollstdndig ab. Mdglicherweise handelt es sich bei diesen

beiden Regionen um die Stellen, an denen SecF mit SecY interagiert.
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1.2) Analyse von secA, secY, secE und secG und umliegender DNA-Regionen

Um adle sec-Gene aus C. glutamicum untersuchen zu konnen, muf3ten auch die bereits
bekannten Geneec4, secY, secG undsecE samt umliegender Regionen isoliert werden. Dies
erfolgte nicht nur, um den ,General Secretory Pathway” in allen Hauptkomponenten zu
analysieren, sondern auch, um Aussagen Uber chromosomale Anordnung und
Vergesellschaftung mit anderen Genen treffen zu kénnen. Da alle vier Gene als Sequenz in
Datenbanken vorlagen, lieBen sie sich mittels PCR mit chromosomaler DNA aus

C. glutamicum isolieren.

1.2.1) Isolierung und Analyse von sec4 und secY und benachbarter Regionen

Von den beiden essentiellaac-Genensec4, der eigentlichen Translokase, unetY, der
Hauptkomponente der Membranpore, waren lediglich die kodierenden Bereiche der Sequenz
veroffentlicht (Kobayasher al,, 1999; Kobayasher al., 1994). Um die vollstandigen Gene

und die benachbarten Regionen zu isolieren, muf3ten die entsprechenden Cosmide aus einer
Cosmid-Bank (Batheet al,1996) durch Koloniehybridisierung identifiziert werden. Dazu
wurden von beiden Genen zunachst interne Fragmente mittels PCR hergestellt. Alle
bendtigten Primer liel3en sich aus den bekannten Sequenzen herleiten. Durch die Primerpaare
safl und saf2 sowie syfl und syf2 lies sich ein 1,1 kb groRRes, interesragment,
beziehungsweise ein 0,8 kb grol3es, inteseed-Fragment amplifizieren. Beide Fragmente
wurden jeweils in den Vektor pUC19 kloniert, zur Kontrolle ansequenziert und zur
Verwendung als Hybridisierungsonde mit Digoxygenin markiert.

Sowohl diesec4-Sonde als auch dieecY-Sonde wurden zur Koloniehybridisierung gegen

eine C. glutamicum-Cosmidbank verwendet. Dazu wurden zunéachst je 576 Einzelkolonien,
die jeweils ein anderes Cosmid trugen, auf einer Nylon-Membran lysiert. Die DNA wurde
fixiert und die Hybridisierungsreaktion durchgefuhrt. Dadurch identifizieeie] bzw. secY-

tragende Cosmide wurden anschlieBend isoliert. Anhand der fur beide Gene bekannten
Sequenz wurden Restriktionsenzyme bestimmt, fur die innerhalb der Gene keine
Schnittstellen vorlagen. Restriktionsanalysen yeed- und secY-tragenden Cosmiden mit

EcoRI und Hindlll und anschliel3ende Hybridisierungen ergaben ein ca. 4 kb gro3es DNA-
Fragment, dal3 das vollstandige:4 enthielt und ein ca. 2,5 kb grol3es Fragment mit dem

komplettensecY. Um die Gene zu isolieren, wurden die mioRI und Hindlll verdauten
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Cosmide in einen gleichermalen gespaltenen pUC19-Vektor subkloniert. Die resultierenden
Subklone wurden auf Agarplatten gestochert und zur Identifizierungedér oder secY-
tragenden pUC19-Derivate einer erneuten Koloniehybridisierung unterzogen. Das Insert
signalgebender Kolonien wurde durch die IIT-Biotech GmbH (Bielefeld) vollstandig
sequenziert.

Die Auswertung der Sequenz veecd ergab eine vollige Identitat zur bereits publizierten
Sequenz (Kobayasht al., 1999). Das Gen kodiert mit 2538 Basenpaaren fur ein Protein aus
743 Aminosauren. Wie im Anhang dargestellt, zeigten Computeranalysen und
Homologievergleiche der Aminosaure-Sequenz von SecA eine hochaffine ATP-Bindestelle |
und eine niedrigaffine ATP-Bindestelle Il. Zwischen den Bindestellen liegt die Region, die
vermutlich fur die Bindung an den Precursor des Praproteins verantwortlich ist. Die
carboxyterminale Region des Proteins dient vermutlich der Dimerisierung mit einem anderen
SecA-Protein und der Interaktion mit Secy.

Auch die secY-Sequenz zeigt vollige Identitdt zur publizierten Sequenz. Das 442
Aminosauren umfassende Protein wird durch 1326 Basenpaare kodiert. Wie im Anhang
abgebildet, weist SecY 10 Transmembran-Doméanen auf, die regelmafdig Uber das Protein

verteilt sind.

1.2.2) Isolierung und Analyse von secE, secG und benachbarten Regionen

Da fur die beiden GengcE (Wehmeier, 1999) ungkcG (GenBank D14162) nicht nur die
Kodierbereiche sondern auch die benachbarten DNA-Regionen bekannt waren, konnten sie
direkt durch PCR amplifiziert werden.

Mit den Primern serl und ser2 wurde ein 838 bp-Fragment, welches das vollsk&aflige
enthalt, generiert und in den Vektor pCR2.1 kloniert. Eine Sequenzauswertung zeigte, dald das
333 AS-Protein nur eine einzige Transmembran-Domane am C-Terminus aufweigicDer
Promotor wurde bereits friher als F37-Promotor beschrieben (B1&iek 1996). Direkt auf
densecE-Kodierbereich folgt ein Transkriptionsterminator.

Zur Isolierung vorsecG wurde wie bei der Isolierung voacE vorgegangen. Durch PCR mit

den Primern sgrl und sgr2 wurde ein 443 bp-Fragment, welches das vollstzadiggen
enthielt, isoliert und in den Vektor pCR2.1 kloniert,. Die Sequenzanalyse ergab, da} das

SecG-Protein drei Transmembran-Domanen aufweist, die Uber 75% des 76 Aminosauren
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groRen Proteins ausmachen. Die DNA- und die Aminosaure-Sequenz sind im Anhang
dargestellt.

1.3) Chromosomale Anordnung der sec-Gene in Corynebacterium glutamicum

Da nun die Sequenzen allex-Gene aus’. glutamicum vorlagen, konnte ihre chromosomale
Anordnung untersucht werden. Dazu wurden die einzelnen Sequenzen gegen die Sequenz des
Genoms vorC. glutamicum abgeglichen (B. Bathe, pers. Mitteilung). Abbildung D-9a zeigt

die Verteilung dersec-Gene auf einerSwal-Makrorestriktionskarte de<&”. glutamicum-

Genoms (Bathexr al., 1996). Wie sich zeigt, sind digzc-Gene nicht in einem Cluster

angeordnet, sondern Uber das gesamte Genom verteilt.

a) \ dapA dapB ! secD secF b) g Y dk
 elABCD  duidE relapr/ % hyp. transk.  S€C a
o mepig PP G — e—
2 . oriC ; P Regulator
s30 | secA | |
rgRS
sA
’ g tRNq tRNq secE nusG rplK
Corynebacterium glutamicum I j’;‘i’fj ' ' '
ATCC13032 o R
icd .
3.082 Mbp sec¥ adk % & %
accBC
secE
s secD secF dciAE rel
(N ﬁ ﬁ ﬁ ﬁ
aech 7 S vt v et Swal EET]
7w, 15C

Abbildung D-9: Chromosomale Anordnung de¢c-Gene inCorynebacterium glutamicum.

a) Kartierung dersec-Gene auf einem schematisch dargestelftenl-Restriktionsprofil des

C. glutamicum —Genoms (Bather a/., 1996).

b) Schematische Darstellung dew-Gene und benachbarter Gene @ug/utamicum. Rote
Pfeile entsprechersec-Genen, blaue Pfeile Genen, die in Translations- und Transkriptions-

prozessen involviert sind. Andersfarbige Pfeile entsprechen Genen, die zu keiner der beiden
Funktionsklassen zugehorig sind.

67



D Ergebnisse

Eine Analyse der umliegenden Regionen der sec-Gene (Abbildung D-9b) ergab, dal? alte-

Gene mit Ausnahme vatecG mit Genen vergesellschaftet sind, die an Transkriptions- oder
Translationsprozessen beteiligt sind. Stromaufwarts s¢oii liegt ein fur ein ribosomales
Protein kodierendes GepsQ. Das vorsecA gelegene Gen kodiert fir ein ribosomales Protein
der S 30-Familie, vasecE liegen zwei tRNASs, dahinter das an der Transkriptionstermination
beteiligte GemusG undrplK, das fur ein weiteres ribosomales Protein kodiert. Stromabwarts
von secD und secF liegt rel, das fur eine ppGpp(p)-Synthetase (Wehmeiren/., 1998)
kodiert, die zeitweilig mit dem Ribosom assoziiert ist. Ledigliet; ist nicht mit Genen der
Translation oder Transkription assoziiert, sondern ppit und amt, kodierend fur eine
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase und ein Ammoniumaufnahme-Protein.

Die Vergesellschaftung mit ribosomalen Proteinen ist zumindeseélirundsecY innerhalb

aller bisher untersuchten Bakterienspezies konserviert (Sieferal., 1997). Eine

C. glutamicum spezifische Besonderheit stellt der hypothetische, transkriptionale Regulator
stromaufwaérts vonecY dar. Er ist an dieser Position weder im taxanomisch nahestehenden
M. tuberculosis (Coleet al., 1998) noch in den weniger nahe verwandten Baktéietl/us
subtilis (Kunst et al., 1997), Escherichia coli (Blattner et al., 1997) odeblycoplasma
pneumoniae (Himmelreicher al., 1996) zu finden. Zudem ist es das einzige, sderGenen

direkt benachbarte Gen @ glutamicum, das nicht in der gleichen Orientierung vorliegt.
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2) Mutation und Uberexpression von sec-Genen in Corynebacterium

glutamicum

Die Analyse einer Genfunktion erfolgt zumeist durch Mutation und Uberexpression des Gens.
Durch die dabei auftretenden Phanotypen kann man im Idealfall auf die Funktion eines Gens
schlieBen. Da es sich beim ,General Secretory Pathway" gtamicum um ein komplexes
System mit vielen Komponenten handelt, die sich zudem zum Teil noch gegenseitig fur ihre
Funktion bedingen, ist allerdings zu erwarten, das sich eventuelle Phanotypen nicht unbedingt
auf die Funktion eines einzelnen Gens zurtckfuhren lassen. Zudem sind einige Bestandteile
des ,General Secretory Pathway“ als essentiell fiir das Uberleben der Zelle beschrieben
worden. Ein Ausschalten dieser Gene ist also letal und erbringt dariiber hinaus keine weitere
Information.

Da nach der Isolierung der neuemc-GenesecD und secF und der Klonierung der bereits
bekanntensec-Gene alle zentralen Komponenten des GSP @uglutamicum vorlagen,
begann die Stammkonstruktion zur Uberexpression und Mutation seerGenen.
AnschlieRend wurden die Effekte dieser Manipulationen an Komponenten des GSP auf die

Sekretion endogenét glutamicum-Proteine untersucht.

2.1) Uberexpression von sec-Genen

Zur Analyse des Effekts der Uberexpression s@nGenen wurden diese jeweils einzeln oder
in verschiedenen Kombinationen auf Expressionsplasmide kloniert undin@éivamicum

transferiert.

2.1.1) Uberexpression von einzelnen sec-Genen

Zur Uberexpression von einzelngec-Genen wurden zunachst promotorlose Amplifikate
aller Gene mittels PCR erstellt. Die Primer wurden dabei so gewahlt, dal} das Amplifikat

moglichst mit der Ribosomen-Bindestelle des Gens beginnt. Tabelle D-3 beschreibt die dabei

erzeugten Produkte.
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Gen Primerpaar Lange (bp)
secA sal/sa2 2742
secY syl/sy2 1510
secE sel/se2 348
secG sgl/sg2 355
secD sdl/sd2 1998
secF sfl/sf2 1376

Tabelle D-3: Amplifizierung allersec-Gene. Die verwendeten Primer wurden so gewahlt, dai3
das PCR-Produkt mdglichst nur den Kodierbereich des jeweiligen Gens und nie den dazu
gehdrenden Promotor enthalt.

Alle so gewonnen PCR-Produkte wurden in den linearisierten Vektor pCR2.1 kloniert, der auf
beiden Seiten der Klonierstelle fir PCR-Produkte efizgeRI-Schnittstelle aufweist. Da
keines der PCR-Produkte eine intei®RI-Schnittstelle aufweist, lieRen sich diec-Gen
tragenden Fragmente mit diesem Restriktionsenzym aus den resultierenden Vektoren isolieren
und in den ebenfalls micoRI verdauten Vektor pEC-XT99 (Kirchner, 1999) klonieren. Die
Uberprufung der Orientierung detsec-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, Hetdh

und C. glutamicum replizieren kann. Er vermittelt Resistenz gegen das Antibiotikum
Tetracyclin und tragt vor der multiple cloning site den starkefPromotor (Amanret al.,

1988), der durch IPTG induziert werden kann.

Die neu konstruiertemec-Plasmide wurden nactl. glutamicum elektrotransferiert und ihr
Wachstum im Minimalmedium CGXIl unter Induktion mit IPTG Uberprift. Als Kontrolle
diente ein C. glutamicum-Stamm, der den Leervektor pEC-XT99 trug. Sie-Gene
Uberexprimierenden Stamme unterscheiden sich in Bezug auf das Wachstum nicht signifikant
vom Wildtyp. Die Generationszeit betragt fur alle Stamme ca. £33 min., allerdings ist

die lag-Phase der Stamme, die die Plasmide pSecA, pSecE, pSecG und pSecY tragen, um bis
zu 6 h verlangert. Bei den Stammen, dieD oder secF' Uberexpremieren, tritt keine

Verlangerung der lag-Phase auf.
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Abbildung D-10: Konstruktion von Plasmiden zur Uberexpression einzelaeGene. Die
promotorlosen Gene wurden alle mittelgoRI in den E. coli-C. glutamicum Shuttle
Expressionsvektor pEC-XT99 kloniert. Abkirzungéniyg, Inhibitor des trc-Promotorger,
Kopienzahl-Kontrolle der Vektors;,E trc-Promotor; oriV, vegetativer Replikationsursprung
fur E. coli; rep, Replikationsgen fUC. glutamicum; tet, Tetracyklinresistenz; T1, T2ynB-

ribosomale Terminatoren.
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2.1.2) Uberexpression von Kombinationen von sec-Genen

Um den Effekt der gleichzeitigen Uberexpression mehsereGene zu untersuchen, wurden
exemplarisch die KombinationesecDF, secEDF sowie secYDF jeweils auf ein Plasmid
kloniert. Es wurden diese Kombinationen gewahlt, weil die direkte Interaktion zwischen
diesen Proteinen in der Cytoplasmamembran beschrieben ist (Sagara994).

Zur Klonierung von Kombinationen vorec-Genen wurde zundchst das Plasmid pRRES mit
dem Restriktionsenzyria/l gespalten. Ein daraus resultierendes, ca. 3 kb grol3es Fragment
tragt das promotorlosecD undsecF, welches noch Uber seinen eigenen Promotor verfugt.
Das Fragment wurde aus einem Agarose-Gel isoliert und in den ebenfallSanit
linearisierten Vektor pEC-XK99 kloniert. Das Plasmid pEC-XK99 (Kirchner, 1999) ist wie
PEC-XT99 ein E. colilC. glutamicum Shuttle Expressionsvektor, vermittelt aber eine
Kanamycin-Resistenz. Wie in Abbildung D-11 dargestellt, diente der neu konstruierte Vektor
pSecDF als Ausgangspunkt fir die Klonierung weiterer KombinationeneveBenen. Dazu
wurden die im vorigen Abschnitt beschriebenen, promotorlosen PCR-Amplifikate der Gene
secE undsecY jeweils mit dem RestriktionsenzyAroRI in den Vektor pSecDF kloniert.

Die neu konstruierten Plasmide wurden né&clglutamicum elektroporiert und das Wachstum

der daraus resultierenden Stamme im Minimalmedium CGXII Gberprift. Als Kontrolle diente
wiederum einC. glutamicum-Stamm, der den Leervektor pEC-XK99 trug. Stamme, die
Kombinationen vonsec-Gene Uberexprimieren, unterscheiden sich in Bezug auf das
Wachstum nicht signifikant vom Wildtyp. Die Generationszeit betragt auch hier fur alle
Stamme ca. 135%(11) Minuten, die lag-Phase der Stamifie glutamicum [pSecDF],
[pSecEDF] und [pSecYDF] ist gegentiber dem Wildtyp um 4 h verlangert.
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Abbildung D-11: Konstruktion von Plasmiden zur Uberexpression von Kombinationen von
sec-Genen. Die promotorlosen Gene wurden alle mitietsRIl in den Vektor pSecDF
kloniert. Abkirzungenkan, Kanamycin-Resistenzuclg, Inhibitor des trc-Promotorgjer,
Kopienzahl-Kontrolle der Vektors;,E trc-Promotor; oriV, vegetativer Replikationsursprung
fur E. coli; rep, Replikationsgen fU€. glutamicum; T1, T2,rrnB-ribosomale Terminatoren.

2.2) Mutation von sec-Genen

Zur Erzeugung voRec-Mutationen inC. 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, muf3 die Zelle den Vektor
durch ein ,single crossover* Ereignis in das Genom integrieren. Dies hat zur Folge, dal3 das
Zielgen durch die Vektorsequenz unterbrochen und damit ausgeschaltet wird. Bei der ,gene
replacement“-Methode durch dascB-System (Schéfeer al., 1994b) wird zunachst das
vollstandige 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 wiwetBdragende Vektor unter
Mitnahme einer Kopie des Zielgens wieder aus dem Chromosom entfernt. Durch Selektion
auf die eingebrachte Resistenzkassette lassen sich die Stamme isolieren, die nur noch die

defekte Kopie des Zielgens tragen.

2.2.1) Mutation von secD und secF

Die GenesecD und secF wurden durch eine Integrationsmutagenese ausgeschaltet. Dazu
wurden jeweils interne Fragmente der Gene mittels PCR erzeugt und i detiVektor
pCR2.1 kloniert. Tabelle D-4 und Abbildung D-12 zeigt die verwendeten Primer, die

Produktgrof3e und die Position im Gen an.

Gen (Gesamtlange) Primerpaar  Lange (bp) Position
secD (1911nt) sdfl/sdf2 609 nt 1200-1809
secF (1209nt) sffl/sff2 603 nt 346-949

Tabelle D-4: Generierung interner Fragmente der GewmeD und secF mittels PCR.
Abklrzungen: nt Nukleotid.

74



D Ergebnisse
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Abbildung D-12: Schematische Darstellung der Gene secD und secF sowie der Position und
Lange der jeweiligen PCR-generierten, internen Fragmente

Wie in Abbildung D-13a schematisch dargestellt, wurden die resultierenden Plasmide plnsD
und pInsF naclt. glutamicum elektroporiert, wo sie durch homologe Rekombination in das
Genom integriert wurden. Die Unterbrechung der Gea® beziehungsweiseecF' in den
Stammen C. glutamicum INTD und C. 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
EcoRI entstehen 2,0 kb und ein 4,6 kb groRes Fragmeidt féhusamicum INTD und ein 2,4

kb und ein 4,0 kb grofRes Fragment €lrglutamicum INTF. Der Vektoranteil wird in beiden
Fallen komplett herausgespalten und ist in der Hybridisierung nicht sichtbar. Spaltet man die
Gesamt-DNA vonC. glutamicum INTD mit dem EnzymSall, so entsteht ein Fragment, das

die secDF-Region inklusive des Integrationsvektors enthalt. Mit ca. 8,5 kb GroR3e ist es um
4,5 kb groRBer als das Wildtypfragment, was exakt der Grol3e des Integrationsvektors
entspricht. Wird die Gesamt-DNA vadii glutamicum INTF mit Xbal verdaut, entstehen ein

7,3 kb grol3es Fragment, welches in etwa dem Wildtyp entspricht und ein 4,5 kb groRRes

Fragment, das den Integrationsvektor darstellt.
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Abbildung D-13: Integrations-Mutagenese von secD und secF-.

a) Schematische Darstellung der Integration der V ektoren plnsD und plnsF in das Chromosom

von C. glutamicum durch homologe Rekombination.

b) Nachweis der Integration durch Southern-Hybridisierung mit Gesamt-DNA der Stamme
C. glutamicum INTD, C. glutamicum INTF undC. glutamicum RES167 als Kontrolle.
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Die Untersuchung des Wachstums in Flussigkulturen des Minimalmedium CGXIl zeigte fur
beide Mutanten eine um 6 h verlangerte lag-Phase gegeniber dem Wildtyp, die
Generationszeit weicht mit 13% 8) Minuten aber nicht signifikant vo@. glutamicum
[PECXT99] ab. Lichtmikroskopische Untersuchungen ergaben, dafl} die Zellen von
C. glutamicum INTD und C. glutamicum INTF gegenuber den Zellen vanl glutamicum
RES167 um das ca. Dreifache vergroBert sind, was etwa einer Verzehnfachung des
Gesamtvolumens entspricht. Abbildung D-14 zeigt eine Mischkultur ¥oglutamicum
RES167 und’. glutamicum INTD, bei der der Gré3enunterschied deutlich sichtbar ist.

Abbildung D-14: Lichtmikroskopische Aufnahme einer Mischkultur der Stdmme

C. glutamicum RES167 und C. glutamicum INTD zur Verdeutlichung der
GrolRenunterschiede. Die Vermischung erfolgte dabei auf dem Objekttrager. Der schwarze
Pfeil markiert dabeC. glutamicum INTD-Zellen, der wei3e Pfeil’. glutamicum RES167-
Zellen.
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Diese Ergebnisse zeigen, da&&D und secF zwar nicht essentiell sind, ihr Fehlen aber
maoglicherweise Stérungen im Aufbau der Zellwand verursacht.
Komplementationsexperimente durch Expression der Plasmide pSecD und pSecF in den
secD- und secF-Mutanten C. glutamicum INTD und C. glutamicum INTF stellten den
Phanotyp des Wildtypstamms wieder her.@&/utamicum INTD durch das plasmidkodierte
secD-Gen vollstandig komplementierbar ist, sind polare Effektesdeb-Mutation auf das
secF-Gen ausgeschlossen. Daraus folgt, ga® undsecF vermutlich nicht in einem Operon

organisiert sind.

2.2.2) Mutation von secG

DasecG zu klein ist, um an ihm eine Integrationsmutagenese durchzufiihren, wurde es mittels
.gene replacement” durch eine Resistenzkassetten-tragende Kopie in Chromosom ersetzt.
Dazu wurde mit den Primern sgrl und sgr2, die aus dem GenBank-Eintrag (D14162)
abgeleitet wurden, ein 1,3 kb groRes chromosomales Fragment amplifiziert, beecdem
genau zentral liegt. Das PCR-Produkt wurde in den Vektor pCR2.1 kloniert, mit den
RestriktionsenzymerSal/l und Xbal wieder reisoliert und erneut in den gleichermal3en
gespaltenen Vektor pXK99A kloniert. Der resultierende Vektor wurde innerhalkeyGhin

der singularenBspHI-Schnittstelle gespalten und die Uberhdngenden DNA-Enden mit
Klenow-Polymerase aufgefillt. Parallel dazu wurde das Plasmid pEC31 (Tauch, 1996) mit
den Restriktionsenzyme§u/l und Hindlll gespaltenund ein 2,0 kb groRes Fragment, welches
die Chloramphenicol-Resistenzkasettex enthalt, isoliert. Nachdem auch bei diesem
Fragment eine Klenow-Behandlung durchgefiihrt wurde, konnte es mit dem linearisierten,
secG-tragenden Vektor ligiert werden. Das resultierende Plasmid wurdg. aug reisoliert

und ein 3,3 kb groRes Fragment, das die Genanordvuang.cmx enthielt, wurde mit den
Restriktionsenzymeall und Hindlll in den Vektor pK1&wbsacB (Schaferet al., 1994b)
kloniert. Dieses Plasmid, plnsG, wurde durch homologe Rekombination ins Chromosom von
C. glutamicum integriert, so dafld der resultierende Stamm die modifizierte und die Wildtyp-
Genregion tragt (Abbildung D-15a). Beide Genregionen sind durch die Vektorsequenz
getrennt. Dieser Stamm wurde in LB-Flussigkultur unselektiv Gber Nacht inkubiert und auf
LB-Agarplatten mit 10 % Saccharose ausplattiert. Bei Zellen, die auf diesem Medium

wachsen konnen, 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 secG-Mutante.
Selektion auf Cm-haltigen Agarplatten ergab unter 500 getesteten Kolonien 499 mal den
Wildtyp und 1 mal den secG-defekten Stamm C. glutamicum INTG. Zur Uberprifung des
.gene replacements® wurde die Gesamt-DNA des Stantme&izamicum INTG gegen eine
secG-Sonde hybridisiert (Abbildung D-15b).

Bei der Kultivierung vonC. glutamicum INTG in CGXII-Flussigkulturen verhielt sich die
secG-Mutante wie der WildtypC. glutamicum RES167. Auch eine VergroR3erung der Zellen
wie bei densecD- und secF-Mutanten war nicht zu beobachten. Damit ist der Nachweis
erbracht, dasecG, wie secD undsecF, fur das Uberleben vof. glutamicum nicht essentiell

ist.
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Abbildung D-15: Herstellung einer C. glutamicum-secG-Mutante. a) Schematische
Darstellung des gene replacements von secG durch das pK 18mobsacB-System. b) Southern-
Hybridisierung von Wildtyp und der secG-Mutante C. glutamicum INTG gegen eine secG-
Sonde. Die Sonde wurde mittels DIG-PCR hergestellt, als Primer dienten sg1 und sg2.
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2.2.3) Mutation von secA, secY und secE

Zur Erzeugung von Mutationen in sec4 und secY wurde versucht, die Gene zu disruptieren.

Dazu wurden die in Abschnitt D 1.2.1 beschriebenen, internen PCR-Fragmente der Gene in

den E. coli-Vektor pCR2.1 kloniert. Trotz mehrfacher Elektroporation der Plasmide nach

C. glutamicum RES167 liel3en sich keine rekombinanten Kolonien isolieren.

Da secE wie secG zu Klein ist, um durch Integrationsmutagenese ausgeschaltet zu werden,
wurde ein ,gene replacement” durchgefuhrt. Dazu wurde mit den Primern serl und ser2 ein
1,6 kb groRes Fragment mit zentralesnE amplifiziert. Das Fragment wurde via pCR2.1 mit

den Restriktionsenzymebal und Hindlll in den Vektor pK1&wbsacB kloniert. Der
resultierende Vektor wurde an der singularen SchnittstelleBdidll innerhalb vonsecE
gespalten, mit Klenow-Polymerase behandelt und, wie in Abschnitt D 2.2.2 beschrieben, mit
einer cmx-Genkassette ligiert. Der resultierende Vektor wurde in(dagutamicum—Genom

durch single crossover integriert, der sich durch Hybridisierung nachweisen liel3. Selektion auf
ein zweites crossover-Ereignis durch Wachstum auf Saccharose ergab jedoch bei 1200
gestocherten Klonen, dafl3 ausschliel3lich der Wildtyp wieder hergestellt wurdese&ine
Mutante konnte nicht beobachtet werden.

Diese Ergebnisse weisen nach, def}, secY undsecE in C. glutamicum essentiell sind, wie

in allen anderen bisher untersuchten Organismen auch (Economou, 1999).

2.3) Effekt der Uberexpression und Mutation von sec-Genen auf Zellwand-Proteine

Da die Stammkonstruktion zur Analyse des Effekts @erMutation und Uberexpression
abgeschlossen war, wurden nun diese Effekte im néher untersucht. Wie in der Einleitung
bereits erwahnt, sekretie€t glutamicum zwar keine echten Exoproteine, aber dafir eine
grol3e Anzahl an Zellhillproteinen (Joliff et al., 1992). Im folgenden Abschnitt wurde
untersucht, in wie weit sich die Uberexpression oder Mutation seorGenen auf die

Sekretion der corynebakteriellen Zellwandproteine auswirkt.
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2.3.1) Analyse der Uberexpression und Mutation von sec-Genen im SDS-PAGE

Zur Untersuchung des Effekts der Uberexpression und Mutationsae@Genen auf die
Sekretion von Zellwandproteinen @ glutamicum wurden alle Stamme, die einzelne oder
Kombinationen vonec-Genen Uberexprimieren sowie die-mutierten Stamme C.
glutamicum INTD, C. glutamicum INTF und C. glutamicum INTG in CGXII-Flussigkultur
angezogen. Nach Erreichen der stationdren Phase wurden die Zellen geerntet und die
Zellwandproteine mit SDS extrahiert. Dazu wurden die Zellen jeweils in 1 ml
Extraktionspuffer pro g Nal3gewicht aufgenommen und gleiche Volumina der Extrakte auf ein
12 %iges SDS-PAGE aufgetragen. Wie Abbildung D-16a zeigt, unterscheiden sich die

Stamme, die einzelrnec-Gene Uberexpremieren, nur geringfligig vom Wildtyp.

e ——— e S

Abbildung D-16: a) SDS-PAGE der Zellwand-Proteine verschiedener Uberexpremierer und
—Mutanten vorsec-Genen aus’. glutamicum. Aufgetragen wurden jeweils 38 Zellwand-
Proteinextrakt, Unterschiede zwischen den Stammen sind durch Pfeile markiert. Marker:
Molekulargewichts-Marker XII.

b) SDS-PAGE der Zellwand-Proteine von Uberexpremierern und MutamenecG aus

C. glutamicum sowie des Kontrollstamm§€' glutamicum RES167. Aufgetragen wurden
jeweils 12ul Zellwand-Proteinextrakt.

Wahrend die Kontrolle und. glutamicum [pSecA] in bezug auf die Zellwandproteine vollig

identisch sind, zeigen diecD, secE, secG oderseck expremierenden Stamme eine allenfalls
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geringfugige Verstarkung einer Proteinbande bei 66 kDa. Durch MALDI-PSD-Analysen (K.
Niehaus, pers. Mitteilung) konnte das Protein als PS1, eine der Hauptkomponenten der
Zellwand-Proteine (Jolifér al., 1992) identifiziert werden. Die Uberexpression einzeiaer

Gene scheint also keinen oder lediglich einen marginalen Effekt auf die Proteinsekretion
auszuuben.

Wahrend sich die Integrationsmutant€n glutamicum INTD und C. glutamicum INTF in

bezug auf PS1 nicht vom Wildtyp unterscheiden, sind eine 39 kDa und eine 31 kDa-Bande
deutlich unterreprasentiert. Wie PS1 ist das 39 kDa-Protein homolog zum Antigen 85
Komplex ausMycobacterium (Belisle et al., 1997; Salimet al., 1997; S. Brand, pers.
Mitteilung). Die Verschiebung des Zellwand-Proteinmusters insded- undsecF-Mutanten

zeigt, das Mutationen in den nicht essentielea-Genen zu Stérungen im Aufbau der
Zellwand fuhren. Ein weiterer Hinweis darauf ist die hohe Empfindlichkeitad€i-Mutante
gegenuber Detergenzien. Behandelt man den Stanygtutamicum INTG bei der Extraktion

der Zellwand-Proteine wie alle anderen Stdamme, so lysieren die Mutanten vollstandig
(Abbildung D16-b). Die Stabilitat der Zellwand dieser Mutanten ist also gegenuber dem
Wildtyp verringert.

Abbildung D-16a zeigt ebenfalls die Zellwandproteine von Stammen, die Kombinationen von
sec-Genen Uberexprimieren. Das Proteinmuster des Sta@imglutamicum [pSecDF]
unterscheidet sich im SDS-PAGE kaum von dem des Wildtyps. Wahrend die PS1
reprasentierende Bande auch hier in allen Stammen mehr oder weniger unbeeinflul3t bleibt,
treten beiC. glutamicum [pSecEDF] und_. glutamicum [pSecYDF] eine zusatzliche Bande

bei 49 kDa, und weitere zwischen 38 und 32 kDa auf. Die Uberexpression von
Kombinationen vorsec-Genen scheint die Sekretion endogener Proteiné iglutamicum

also zu steigern.
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3) Konstruktion eines Reportersystems zur Untersuchung der

Proteinsekretion in Corynebacterium glutamicum

Im vorigen Abschnitts wurde der Effekt der Uberexpression und Mutation von Komponenten
des ,General Secretory Pathways“ah glutamicum auf die Sekretion homologer Proteine
untersucht. Obwohl sich mehrere Effekte beobachten lie3en, waren sie mangels enzymatischer
Aktivitat der sekretierten Proteine nicht exakt zu quantifizieren. Aus diesem Grund mulf3te ein
Reportersystem der ProteinsekretiorCing/utamicum auf der Grundlage der Sekretion eines
heterologen Exoenzyms konstruiert werden. Anforderungen an dieses System waren eine
stabile und vollstdndige Sekretion des heterologen Enzyms in das Kulturmedium, die korrekte
Prozessierung des Exoproteins dukch glutamicum und eine zuverldssige und schnelle
Nachweismethode der enzymatischen Aktivitat au3erhalb der Zelle, sowohl auf Festmedium

wie auch in Flussigmedium.

3.1) Verschiedene heterologe Exoenzyme als Reportersysteme

Das erste Reportersystem der Proteinsekretiofi. igdutamicum wurde auf der Basis einer
Endo-Cellulase au€’lavibacter michigenensis SSp.michigenensis (Meletzuset al., 1993)
konstruiert. Cellulasen (1@-Glucan-Glucanohydrolase, E.C. 3.2.1.4) hydrolysigBeh4-
glycosidische Bindungen mehrfach an zufalligen Stellen innerhalb des linearen Cellulose-
Molekils (Béguin & Aubert, 1992). Die dadurch verursachte Kettenverkirzung und die
Zunahme reduzierender Enden lassen sich durch Kongo-Rot-Farbung und Dinitrosalicylsaure-
Reaktion nachweisen. Da native, kristalline Cellulase unléslich ist, wurde nur Carboxymethyl-
Cellulase als Substrat verwendet.

Weiterhin auf ihre Tauglichkeit als Reportersysteme untersucht wurden:

- Metalloprotease A (E.C. 3.4.24.31) afgeptomyces coelicolor ,Miller* (Damann &
Wohleben, 1992); zerlegt Peptide unter Einbeziehung eines metallischen Kofaktors.

- Lysozym (E.C. 3.2.17) au$. coelicolor (Damann, 1992); Hydrolysiert di§§ 1-4-
Vebindungen zwischen N-Acetyl-D-Glukosaminen und N-Acetyl-Muraminsaure im
Peptidoglykan von Bakterienzellen.

- Chitinase C (E.C. 3.2.1.14) aliscoelicolor (Redenbaclaer al., 1996); Hydrolysiert di§ 1-

4-Vebindungen zwischen N-Acetyl-D-Glukosaminen des Chitins.
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- Citinase A (E.C. 3.2.1.14) aus Serratia marcescens (Jones et al., 1986); Hydrolysiert die 3
1-4-V ebindungen zwischen N-Acetyl-D-Glukosaminen des Chitins.

3.1.1) Konstruktion von, auf heterologen Exoproteinen basierenden Reportersystemen

Zur Expression der heterologen Exoenzyme muldteR. coli-C. glutamicum Shuttle-Vektoren
konstruiert werden. Das PCR-Produkt des CellulaseA-G&Asaus dem Plasmid pDM201-
celA (Meletzuset al., 1992) wurde dazu mit den RestriktionsenzynienR| und HindlIl
isoliert und in das gleichermal3en gespaltEneo/i-Plasmid pEC31 kloniert. In dem daraus
resultierenden Plasmid pCel10 (4,5 kb) stet unter der Kontrolle desamx-Promotors aus
Corynebacterium striatum (Taucher al.,1998). Auch die Ribosomen-Bindungsstelle des Cm-
Resistenzgens wird genutzt. Um einen Vektor zu erzeugen, der sow@hglramicum als
auch inE. coli repliziert, wurde pCell0 durch das Restriktionsensyh gespalten und mit
dem ebenfallsSall-linearisiertenC. glutamicum-Vektor pCV22 fusioniert. Das Resultat war
ein 9,1 kb groRer Vektor mit einer Ampicillin- und Kanamycin-Resistenz und Cellulase-
Aktivitat sowohl inC. glutamicum als auch ink. coli. Die resultierenden Plasmide sind im
Anhang abgebildet.

In gleicher Weise wurden die Gempr4 (Metalloprotease; Damann & Wohleben, 1992j,
(Lysozym; Redenbaclar al., 1996), chiC (ChitinaseC; Redenbacsr al., 1996) undchiA
(ChitinaseA; Jonest al., 1986) kloniert.

3.1.2) Auswertung der Enzymaktivitiit in E. coli und C. glutamicum

Die Cellulase-Aktivitat des Stamn@s glutamicum [pCel20] wurde sowohl in Fest- als auch

in Flussigkultur bestimmt. Zur Analyse der Cellulase-Aktivitat auf Festmedien wurde
C. glutamicum [pCel20] auf Minimalmedium mit 1% Carboxymethyl-Cellulose als
Enzymsubstrat angeimpft und drei Tage inkubiert. Die Aktivitat der anderen Enzyme wurde
lediglich auf Festmedien bestimmt. Als Substrate dienten dabei jeweils 1% Milchpulver fur
die Metalloprotease, abgetttete Zellen vlficrococcus Ilysodeicticus fur Lysozym und
kolloidales Chitin fiir beide Chitinasen. Die Uberpriifung der Aktivitaten erfolgte durch

Auswertung der Lysehofe um die Kolonien herum. Nach Elektroporatiompmestragenden
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Plasmids nach C. glutamicum liel3en sich nie transformierte Kolonien beobachten. Die

Ergebnisse der Aktivitdtsbestimmung sind in Tabelle D-5 zusammengefalit.

Protein Ursprungs-Organismus aktiv in aktiv in
E. coli C. glutamicum
Cellulase A Clavibacter michiganensis + * (3,8 mU¥*)
Metallo-Protease A Streptomyces coelicolor ++ keine Transformanten
Lysozym Streptomyces coelicolor + -
Chitinase A Serratia marcescenz + -
Chitinase C Streptomyces coelicolor + -

Tabelle D-5: Aktivitat verschiedener heterologer Exoenzyme.iwoli undC. glutamicum.
- = keine Aktivitat

+ = erkennbare Lysehdofe

++ = grol3e Lysehofe

" = Volumenaktivitat: U sumol reduzierende Zucker pro ml Kulturiiberstand und min.

Obwonhl alle heterologen Exoenzyme M coli aktiv sind, zeigt nur die Cellulase eine
Aktivitat in C. glutamicum. Zwar 1af3t sich die Cellulase-Produktion durch Zugabe geringer
Mengen Chloramphenicol steigern, vermutlich durch eine AktivierungceiesPromotors,

aber selbst mit der maximalen Volumenaktivitat von 3,8 muU ist sie noch zu gering, um ein

geeignetes Reportersystem der Proteinsekretion zu sein.

3.2) a-Amylase als Reportersystem

Da die Sekretion von Cellulase A sich nicht als geeignetes Reportersystem der
Proteinsekretion irC. glutamicum erwiesen hatte, wurde ein weiteres System auf der Basis
einera-Amylase ausStreptomyces griseus IMRU 3570 (Vigalet al., 1991) konstruiert. Von
diesera-Amylase war bekannt, dal3 sie @n glutamicum zu exprimieren ist und richtig
prozessiert wird (Cadenasal., 1992).

Das durch dasmy-Gen kodierte Enzym-Amylase (E.C.3.2.1.19-(1-4)-Glucan-4-Glucano-

Hydrolase) spaltet den spiraligen, unverzweigten Amylose-Anteil der Starke durch Hydrolyse
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der a-(1-4)-Bindungen und produziert so ein Gemisch aus Glucose und freier Maltose
(Lehninger, 1987). Der verzweigtkettige Amylopektin-Anteil der Starke wird nicht
angegriffen. Starkeabbau laf3t sich durch Lugolsche Losung und durch Dinitrosalicylsaure-

Reaktion nachweisen.

3.2.1) Konstruktion von, auf 0-Amylase basierenden Reportersystemen

Zur Expression der heterologen Amylasedn glutamicum wurden verschiedene Systeme
konstruiert, um Aussagen Uber das Sekretionsverhalten der unterschieddicidatanten

und —Uberexprimierer treffen zu konnen. Zur UntersuchungseleMutanten wurde ein
replikatives, plasmidkodiertes System bendtigt. Die Analyse des Effekts der Uberexpression
von sec-Genen auf die Sekretion erforderte zwei verschiedene integrative Systeme, um jeweils

gegen verschiedene Resistenzen selektionieren zu kénnen.

Zur Konstruktion eines replikativen Expressionssystems wurde der Vektor pULMJ95
(Cadenaser al. 1996) mit dem RestriktionsenzymeiroRI und Xbal gespalten. Nach
gelelektrophoretischer Auftrennung erfolgte die Isolierung eines DNA-Fragments von 2100
bp Lange, das ein promotorlosesy-Gen enthalt. Gleichzeitig wurde der Expressionsvektor
pPEC-XT99A mit den gleichen Restriktionsenzymen gespalten. Nach LigatiomgeGen-
tragenden DNA-Fragments mit dem Vektor pEC-XT99A wurde der resultierende Vektor
pAmy, in dem dasimy-Gen unter der Kontrolle des trc-Promotors steht, in verschiedene
C. glutamicum-Stamme elektrotransferiert. Das Plasmid pAmy diente zur Untersuchung der

Proteinsekretion im Wildtyp und deac-Gen-defekten Stammen.

Zur Untersuchung def. glutamicum-Stamme, die einzelnc-Gene Uberexprimieren, wurde
ein  Testsystem entwickelt, bei dem dasmy-Gen in das Chromosom vom
C. glutamicum integriert ist. Dieses System basiert auf dém coli-Expressionsvektor
pXK99A. Dazu wurde dasimy-Gen wie oben beschrieben aus dem Vektor pULMJ95
(Cadenagr al. 1996) isoliert. Der Vektor pXK99A (Kirchner, 1999) wurde ebenfalls mit dem
RestriktionsenzymXbal und EcoRI| gespalten. Nach Ligation des:y-Gen-tragenden DNA-
Fragments in den Vektor wurde das resultierende Plasmideaeii elektroporiert. Das
Plasmid pXK99Aamy tragt dasamy-Gen unter Kontrolle des trc-Promotors. Der Vektor

wurde reisoliert und mit den Restriktionsenzymiéml und Hindlll gespalten. Das Plasmid
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pLW60 (Wehmeier e al., 1998) wurde ebenfalls mit durch Xbal und Hindlll enzymatisch
gespalten und ein resultierendes, ca. 800 Basenpaare grof3es Fragmiki ki€&ens aus

C. glutamicum RES167 (Wehmeie#r al., 1998) isoliert. DasgicidE-Fragment wurde in das
gespaltene Plasmid pXK994wy kloniert. Der resultierende Vektor wurde als plAmyl
bezeichnet und mittels Elektroporation nachglutamicum transferiert. Da das Plasmid in

C. glutamicum nicht zur Replikation im Stande ist, kénnen die Zellen nur wachsen, wenn der
Vektor durch homologe Rekombination in das Chromosom &oglutamicum integriert

wird. Der so erzeugt€. glutamicum-Stamm wurden al€. glutamicum |IAmyl bezeichnet.

Zur Untersuchung derC. glutamicum-Stamme, die Kombinationen vonrec-Genen
Uberexprimieren, wurde ein weiteres Testsystem konstruiert, bei deamd&3en ebenfalls

in das Chromosom vont. glutamicum integriert ist, das allerdings auf dem coli-
Expressionsvektor pXT99A basiert. Dazu wurde @lag-Gen wie oben beschrieben aus dem
Vektor pULMJ95 (Cadenasr al. 1996) isoliert. Der Vektor pXT99A wurde mit dem
Restriktionsenzynkbal vollstandig und mit dem RestriktionsenzyinoRI partiell gespalten.

Nach Ligation mit denumy-Gen-tragenden DNA-Fragment wurde das resultierende Plasmid
nachkE. coli elektroporiert. Der Vektor pXT99Amy tragt dasumy-Gen unter Kontrolle des
trc-Promotors. Das Plasmid wurde reisoliert und wie oben beschrieben gespalten und mit dem
ca. 800 Basenpaar grof3es Fragmentddesi-Gens aus’. glutamicum RES167 (Wehmeier

et al., 1998) ligiert. Der resultierende Vektor wurde als plAmy2 bezeichnet und mittels
Elektroporation nactC. glutamicum transferiert. Da er irC. glutamicum nicht replizieren

kann, kénnen die Zellen nur wachsen, wenn der Vektor durch homologe Rekombination in
das Chromosom voQ. glutamicum integriert wird. Der konstruiert€'. glutamicum-Stamm

wurde alsC. glutamicum |IAmMy2 bezeichnet.

Die Integrationsereignisse wurde durch Southern-Hybridisierung tberprift. Als Sonde diente
das 0,8 kb groRedciAE-Fragment aus dem Vektor pLWG60. Die Auswertung des
Restriktionsverdaus der Gesamt-DNA der Standimglutamicum |Amyl undC. glutamicum

IAmy2 mit EcoRIl ergab die erwarteten Banden bei 3,3 kb und 8,2 kiCflgl/utamicum

IAmyl und 3,5kb und 2,8 kb fir. glutamicum 1Amy2. Da gleich behandelte Gesamt-DNA
des Wildtyps nur eine Bande bei 2,8 kb zeigt, ist damit die Integration der Vektoren in das

ZielgendciAE nachgewiesen.

Die StammeC. glutamicum 1Amyl 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 Verfigung, die dald gesamte Spektruae-Mertation und

Uberexpression abdecken.

3.2.2) Untersuchung der a-Amylase-Aktivitiit in verschiedenen C. glutamicum-Stimmen

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 Stamimglutamicum RES167[pAmy],C. glutamicum

IAmyl und C. glutamicum 1Amy2 sowohl auf Fest- als auch auf Flissigmedium inkubiert,
welches 1 % ldsliche Starke als Enzymsubstrat enthielt. Abbildung D-17 zeigt die Amylase-
Aktivitat beider Reportersysteme. Der Aktivitatsnachweis mit Lugolscher Lésung auf
Festmedien zeigt, da3 Amylase in allen Reportersytemen sekretiert wird. Die Kontrolle
C. glutamicum RES167 weist dagegen keinerlei Aktivitat auf. Zudem ist der Lysehof um
C. glutamicum [pAmy]-Kolonien groBer als der untC. glutamicum 1Amy2-Kolonien
(Abbildung D-17). Durch das replikative System, bei dem viele Kopien adgsGens
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 Volumenaktivitdt im
Kulturiberstand von Flussigkulturen der verschiedenen Stamme bestimmt. Dabei wurden die
Beobachtungen des Plattentests bestatigt (Abbildung D-17b). Wahrend fir den Wildtyp
C. glutamicum RES167 keine Amylase-Aktivitdt zu beobachten ist, zeigt der plasmidtragende
StammC. glutamicum [pAmy] mit 372 mU eine fast 8-fach hthere Aktivitat als die Stamme,
die eine chromosomale Kopie desy-Gens tragen. Die Aktivitat der Stamraeglutamicum

IAmy1 und IAmy2 ist mit 45 mU gleich. In keinem der konstruierten Stamme lies sich eine
intrazellulare Amylase-Aktivitat nachweisen.

Amylase stellt also ein geeignetes Reportersystem der Proteinsekretioglimamicum dar,

da sie einfach und quantitativ nachzuweisen ist und in hinreichend groRen Mengen produziert

und sekretiert wird.
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a) C.glutamicum RES167 [pEC-XT99A]
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Abbildung D-17: Amylase-Aktivitat in verschiedenenn glutamicum-Stammen.
a)VerschiedeneC. glutamicum-Stamme auf TYPS-Agarplatten nach 24h Inkubation und
Anfarbung mit Lugolscher Losung.

b) Quantitative Bestimmung der Amylase-Aktivitat in den Kulturiiberstdnden von TYPS-
Flassigkulturen verschieden€r glutamicum-Stamme bei einer optischen Dichte von 4,5. Die
Aktivitatsbestimmung erfolgte nach der Dinitrosalicylsaure-Methode (Miller, 1956).

mU =pumol reduzierender Zucker/(ml x min).
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3.2.3) Wachstum von C. glutamicum auf Stirke

Das Enzym a-Amylase zerlegt den Amylose-Anteil des komplexen, polymeren Kohlehydrats

in kirzere Bruchstiicke, hauptsachlich Maltose und Glucose (Lehninger, 1987). Wéahrend
Starke durchC. glutamicum nicht metabolisiert werden kann, sind sowohl Maltose als auch
Glucose geeignete Kohlenstoffquellen flr das Bakterium (Vadijeth, 1995). Aus diesem
Grund sollten Amylase-produzierendeglutamicum-Stamme in der Lage sein, mit Starke als
einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen. Dazu wur@eglutamicum [pAmy], C. glutamicum

IAmyl1, C. glutamicum 1Amy2 sowie C. glutamicum RES167 als Kontrolle in Flussig-
Minimalmedium (Katsumatar al., 1984) angeimpft, das als einzige Kohlenstoffquelle 1 %
|6sliche Starke enthielt. Abbildung D-18 zeigt, dal3 der Wildtyg/utamicum RES167 nicht

in der Lage ist, allein mit Starke zu wachsen. Die Amylase-sekretierenden Stamme sind

dagegen befahigt, das komplexe Polymer abzubauen und zum Wachstum zu nutzen.

Abbildung D-18: Wachstum von verschiedenefi glutamicum-Stammen in Fllssig-

—e— RES167

—— |Amy1

—— IAmy?2

—x— RES167 [pAmy]

t(h)

Minimalmedium (Katsumater /., 1984) mit Starke als einziger Kohlenstoffquelle.

Der StamnC. glutamicum [pAmy], der eine deutlich hdhere Amylase-Produktion aufweist als

die StammeC. glutamicum |1Amyl und IAmy2, bei denen jeweils nur eine chromosomale
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Kopie des amy-Gens vorliegt, zeigt bei Anzucht mit Starke als einziger C-Quelle das
schnellste Wachstum. Daraus folgt, daf3 das Wachstum mit Starke proportional zur Sekretion
der heterologen Amylase ist, da die Menge metabolisierbarer Zucker durch die Amylase

erhoht wird.
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4) Analyse von Corynebacterium glutamicum sec-Mutanten und

Uberexprimierern im heterologen Reportersystem

Mit der Expression des heterologen Exoenzyms a-Amylase aus Streptomyces griseus IMRU

3570 war ein geeignetes Reportersystem der Proteinsekretion von C. 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 Uberexpressionsaw@enen auf die Amylase-
Sekretion in Stammen untersucht, bei denen @asGen in das Chromosom integriert
wurde. Die Auswirkungen defec-Mutationen wurde in Stammen analysiert, in denen die

Amylase durch ein Plasmid kodiert wird.

4.1) Amylase-Sekretion der sec-Mutanten

Zur Analyse des Effekts der Mutation veac-Genen auf die Proteinsekretion wurde der
Export der heterologen Amylase in diesen Stdmmen untersucht. Dazu wurde das Plasmid
pAmy in die Stamme. glutamicum INTD, C. glutamicum INTF und C. glutamicum INTG

elektroporiert und die Amylase-Aktivitat der resultierenden Stamme bestimmit.

4.1.1) Amylase-Sekretion der secG-, secD- und secF-Mutanten

Impft man die definierte Menge von jeweils 1,7 ¥ Z&llen der verschiedenen Stamme auf
einer starkehaltigen Agarplatte an und inkubiert sie fir 48 h, so zeigt die Anfarbung mit
Lugolscher Losung einen deutlichen Unterschied in der Amylase-Sekretion. Abbildung D-19a
zeigt, dal3 der als Negativkontrolle aufgetragene Wildtyp erwartungsgemafd keine Amylase-
Aktivitat aufweist. Die Aktivitdt der beiden, als Positivkontrolle aufgetragenen Stamme
C. glutamicum [pAmy] und C. glutamicum 1Amy2 ist gut sichtbar und scheint gleich grof3.
Der Lysehof um digecG-MutanteC. glutamicum INTG [pAmy] ist jedoch erheblich kleiner

als der der Positivkontrollen. Den deutlichsten Effekt zeigen jedoch die Kolonietwrdder

und secF-MutantenC. glutamicum INTD [pAmy] und C. glutamicum INTF [pAmy]. Wie

beim Wildtyp ist bei ihnen keinerlei Amylase-Sekretion zu detektieren.
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Zur quantitativen Analyse dieser Phanomene wurde die Amylase-Aktivitat aller Stamme im
Kulturiberstand von TYPS-Flissigkulturen 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
Dinitrosalicylsdure-Methode lal3t sich fur den Wildtyp keine Aktivitdt nachweisen. Der
StammC. glutamicum [pAmy] zeigt mit 372 mU eine fast 8-fach hohere Aktivitat als der
StammC. glutamicum |1Amy2 mit 45 mU. Das die Kolonien beider Stdamme beim Plattentest
nahezu gleich aussehen, beruht wahrscheinlich auf Diffusionseffekten des sekretierten
Proteins in der Agar-Matrix. Der Stam@ glutamicum INTG [pAmy] weist mit 80 mU
Amylase-Aktivitat in Kulturiberstand nur noch 21,5 % der Aktivitait des Stamms
C. glutamicum [pAmy] auf. Wie bei dem Aktivitdtsnachweis auf Agarplatte ist auch im
Kulturiberstand oder in Zellaufschlissen der Stamimglutamicum INTD [pAmy] und C.
glutamicum INTF [pAmy] keine Aktivitat zu detektieren.

2) b)
RES167 RES167 [Amy2
[pAmy]

450
400 372
350
300
250
200
150

80
100

45

Volugmenakgivitét ( mU) . .

RES167  RESI67 TAmy2 INTD INTF INTG

0

INTG INTD INTF
[pAmy] [pAlﬂy] [pAmy] [pPAmy] [pAmy]  [pAmy]  [pAmy]

Abbildung D-19: Amylase-Aktivitat in verschiedenemc-Mutantenvon C. glutamicum.
a)VerschiedeneC. glutamicum-Stdmme auf TYPS-Agarplatten nach 48 h Inkubation und
Anfarbung mit Lugolscher Losung.

b) Quantitative Bestimmung der Amylase-Aktivitdt in den Kulturiiberstdnden von TYPS-
Flassigkulturen verschieden€r glutamicum-Stamme bei einer optischen Dichte von 4,5. Die
Aktivitatsbestimmung erfolgte nach der Dinitrosalicylsdure-Methode (Miller, 1956).

mU =pumol reduzierender Zucker/(ml x min).
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Zur Klarung der Frage, ob die beobachteten Effekte die Sekretion von Proteinen im
Allgemeinen oder nur die der heterologen Amylase betreffen, wurde der Proteingehalt der

Kulturiiberstande bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle D-6 dargestellt.

Stamm pg Protein/ml Kulturiiberstand
C. glutamicum RES167 6,2 £ 0,5)
C. glutamicum [pAmy] 9,3&0,8)
C. glutamicum |1Amy2 6,2 & 0,4)
C. glutamicum INTG 4,5 0,6)
C. glutamicum INTG [pAmy] 52 &0,6)
C. glutamicum INTD 6,3 & 0,6)
C. glutamicum INTD [pAmy] 6,2 &£ 0,6)
C. glutamicum INTF 6,0 & 0,6)
C. glutamicum INTF [pAmy] 6,0 £ 0,5)

Tabelle D-6: Proteingehalt des Kulturiiberstandes verschied€ngtutamicum-Stamme, die
in TYPS-Medium bis zu einer optischen Dichte von 4,5 inkubiert wurden.

Die secD- undsecF-Mutanten sekretieren zwar weniger Protein als der Staimglutamicum

[pPAmy] aber ebensoviel wie der Wildtyp. DieecG-Mutante dagegen exportiert trotz
Amylase-Sekretion weniger Protein als der Wildtyp. Daraus laf3t sich schlieBen, dal3 der
Effekt dersecG-Mutation den Proteinexport insgesamt betrifft. RieD- undsecF-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
Streptomyces stammende Signalsequenz besitzt, wird das heterologe Praproteinsirden
undsecF-Mutanten vermutlich nicht als zum Export bestimmt erkannt und deshalb auch nicht

sekretiert.
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4.2) Amylase-Sekretion der sec-iiberexprimierenden Stimme

Zur Analyse des Effekts der Uberexpression venGenen auf die Proteinsekretion wurde

der Export der heterologen Amylase in diesen Stammen untersucht. Dazu wurden die
Plasmide, die einzelnesec-Gene tragen, in den Stamnd. glutamicum 1Amyl
elektrotransferiert. Plasmide, die Kombinationen wen-Genen tragen, wurden in dem
StammC. glutamicum IAmMy2 elektroporiert. AnschlieRend wurde die Amylase-Aktivitat der

resultierenden Stamme bestimmit.

4.2.1) Uberexpression von einzelnen sec-Genen

Die Plasmide pSecA, pSecD, pSecE, pSecF, pSecG und pSecY wurden jeweils in den Stamm
C. glutamicum 1Amy1 elektrotransferiert und die Amylaseaktivitat der resultierenden Stamme
gemessen. Dazu wurden die einzelnen Stamme in TYPS-Flissigmedium inkubiert und die
Amylase-Aktivitat im Kulturiberstand bestimmt (Tabelle D-7). Um eine Verzerrung der
Messung durch unterschiedliche Wachstumsgeschwindigkeiten zu vermeiden, wurden alle
Messungen durchgefiuihrt, wenn die Kulturen eine optische Dichte von 2,5 erreicht hatten. Wie
sich zeigt, weicht die Amylase-Aktivitdt der getesteten Stamme nicht signifikant von der

Aktivitat des StammeS§. glutamicum |Amyl ab.

Stamm Amylase-Aktivitat im pg Protein/ml
Kulturberstand (mU*) Kulturtiberstand
C. glutamicum 1Amy1l 45 & 5) 6,2 ¢ 0,5)
C. glutamicum 1Amyl [pSecA] 41 £ 5) 6,4 ¢ 0,5)
C. glutamicum 1Amy1l [pSecD] 45 & 5) 6,2 ¢£0,5)
C. glutamicum 1Amyl [pSecE] 45 (£ 5) 6,1 ¢ 0,5)
C. glutamicum 1Amy1l [pSecF] 46 * 5) 6,3 ¢£0,5)
C. glutamicum |Amyl [pSecG] 45 (£ 5) 6,2 ¢£0,5)
C. glutamicum 1Amy1l [pSecY] 47 & 5) 6,7 ¢ 0,5)
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Tabelle D-7: Amylase-Aktivitat und Proteingehalt des Kulturiberstandes verschiedener
C. glutamicum-Stamme, die in TYPS-Medium bis zu einer optischen Dichte von 2,5 inkubiert
wurden.* = Volumenaktivitat U amol reduzierende Zucker / (ml x min)
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Die Bestimmung des Proteingehalts des Kulturiberstandes der jeweiligen Stamme zeigt, das
der beobachtete Effekt nicht nur die Sekretion der heterologen Amylase betrifft. Auch die
Sekretion der corynebakteriellen Proteine durch Stdmme, die einzeln€&ene
Uberexpremieren, weicht nicht von dem Stamrglutamicum 1Amy1 ab.

Daraus folgt, daR die Uberexpression von einzelnen Bestandteilen des ,General Secretory

Pathway" keinen mefR3baren Effekt auf die Sekretion von Proteinen ausibt.

4.2.2) Uberexpression von Kombinationen von sec-Genen

Um den Effekt der Uberexpression von Kombinationen var-Genen auf die
Proteinsekretion zu messen, wurden die Plasmide pSecDF, pSecEDF und pSecYDF nach
C. glutamicum |1Amy2 elektroporiert. AnschlieRend wurden die einzelnen Stamme wiederum

in TYPS-Flussigmedium inkubiert und die Amylase-Aktivitat im Kulturiiberstand bestimmt.
Alle Messungen wurden durchgefiuihrt, 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 Stammen, die nur einzelne
sec-Gene Uberexpremieren, wird die Amylase-Aktivitat der getesteten Stdmme signifikant
gegenuber der Aktivitat des Stammeés glutamicum 1Amy2 gesteigert. Wahrend die
gemeinsame Uberexpression wenD undsecF die Sekretion der Amylase um den Faktor 1,6
steigert, bewirkt die gleichzeitige Uberexpression verE, secD und secF eine Steigerung

um den Faktor 2,2 und die veerY, secD undsecF sogar eine von 2,6.

Die Bestimmung des Proteingehalts des Kulturiberstandes der getesteten Stamme (Abbildung
D-20) zeigt, dal’ auch der Proteingehalt im Kulturiberstand signifikant zunimmt, und zwar im
gleichen Mal3e wie die Amylaseaktivitat. Der beobachtete Steigerungseffekt ist aber nicht nur
durch die Sekretion der heterologen Amylase bedingt, da der Proteingehalt im
Kulturuberstand vorC. glutamicum 1Amy2 [pSecYDF] mit 15,51g/ml mehr als doppelt so

hoch ist, als der des Stamme€s 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, daR eine gleichzeitige Uberexpression von Kombinationesecv@enen die

Sekretion von homologen und heterologen Exoproteinen steigert.

98



D Ergebnisse

140 -
118
120 - T
99
100 - T
80 - 66
60 1 45 -
40 | [T
155
20 - 6,2 10,1 13,2 ,
0 T T T T T T T 1
EC N T R P
Ne ¥ & S P & & &
K K
& N N N N N
3 3 & & & N
¥ NN ¥ ¥ ¥

Abbildung D-20: Amylase-Aktivitat und Proteingehalt des Kulturiiberstandes verschiedener
C. glutamicum 1Amy2-Stamme. Alle Kulturen wurden in TYPS-Flussigmedium bis zu einer
optischen Dichte von 2,5 angezogen. Die Enzymaktivitat (gelb) ist in mU angegeben
(Volumenaktivitat U sumol reduzierende Zucker pro ml und min), der Proteingehalt (blau) in

ug pro mi.

4.2.3) Wachstum von verschiedenen C. glutamicum-Stimmen auf Stirke

Wie in Abschnitt D 3.2.3 gezeigt, sind Amylase-produzierefidg/utamicum-Stamme in der

Lage, mit Starke 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 Starke fuhrt. Dazu wurden die St&nmgheamicum

IAmy2, C. glutamicum |AmMy2 [pSecDF],C. glutamicum |Amy2 [pSecEDF],C. glutamicum

IAmy2 [pSecYDF] sowieC. glutamicum RES167 als Kontrolle in Flissig-Minimalmedium
(Katsumataer al., 1984) angeimpft, das als einzige Kohlenstoffquelle 1 % l6sliche Starke
enthielt. Abbildung D-21 zeigt, daf® das Wachstum der Amylase-sekretierenden Stamme mit

der Rate der Amylase-Sekretion beschleunigt wird.
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—e— RES167

—8— |AMY 2 [pSecDF]
—— |Amy2 [pSecEDF]
—>— |Amy2 [pSecY DF]
—*— [Amy2

OD580

Abbildung D-21: Wachstum von verschiedenen C. glutamicum-Stammen in FlUssig-
Minimalmedium (Katsumatar al., 1984) mit Starke als einziger Kohlenstoffquelle.

Der beobachtete Wachstumsvorteil ist proportional zur Rate de Amylase-Sekretion, das heil3t,
der Stamm mit der héchsten Sekretionsrate wachst auch am schnellsten. Unter den gewahlten
Bedingungen sind die ibersekretierenden Stamme also in der Lage, diese Ubersekretion in

einen direkten Wachstumsvorteil umzusetzen.
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E Diskussion

1) Die neuen Gene secD und secF aus Corynebacterium glutamicum liegen

stromabwiirts von der dciAE-Region.

Die Gene secD und seck wurden mittels ,Plasmid-Rescue“-Technik aus dem Chromosom
von C. glutamicum isoliert. Das chromosomale 9,8 kb-Fragment trug acht vollstéandige und
einen partiellen ORF in gleicher Leserichtung, denen bis auf ORF-6 durch Blast-
Homologievergleich (Altschur al., 1997) eine Funktion zugeordnet werden konnte. Wie in
allen bisher untersuchten Eubakterien siaeD und secF direkt benachbart (Sievert et al.,
1997, siehe Abbildung E-1).

Pyrococcus abyssi

secD seck gep  pabllg
Syneccocystis sp. strain PCC6803

secD F lpxD 7 pl35

sec sec. _p 7 ,é/%o’é
Escherichia coli

secD secF vajD  tsx

=5
Bacillus subtilis
secDF vCyrvD  spoVB apt rel4
2 ynGunD_pots_ i, __re

Streptomyces coelicolor

secD secF apt reld

—

Mycobacterium tuberculosis

secD secF dciAE apt relA

)

Corynebacterium glutamicum

secD secF dciAE apt rel

: =
FOUO ‘4000 ‘6000
(bps)

Abbildung E-1: Schematische, mal3stabsgerechte DarstellungedBr-Regionen aus ver-
schiedenen Bakterien.
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In Archaebakterien sind secD und secF nur in einigen Spezies wie Pyrococcus abyssi (Hellig,

R.,1999; GenBank AJ 248288) benachbart. Die Ahnlichkeit derDF-Region aus

C. glutamicum zu der aus verschiedenen Bakterien steigt mit zunehmender Verwandschatft.
Die Region aus dem CyanobakteriSimechocystis sp. PCC6803 (Kaneke al., 1995) oder

dem Gram-negativen Bakteriul coli (Blattnerer al., 1997) weist bis auf die Anordnung

von secD undsecF keine Ahnlichkeit zu der aus. glutamicum auf (siehe Abbildung E-1).

Der Vergleich der Region in Gram-positiven Bakterien zeigt eine ahnliche Anordnung in
Bacillus subtilis (Kunstet al., 1997) undStreptomyces coelicolor (Redenbacter al., 1996)

und eine identische in dem nahe verwandten Stambacterium tuberculosis (Coleet al.,

1998).

Weiterfiuhrende Computeranalysen der Aminosaure-Sequenz des SecD-Proteins mit
HMMTOP (Tusnady & Simon, 1998) zeigten, dall mit 371 Aminosaure-Resten mehr als die
Halfte des Proteins als grol3er, extracytoplasmatischer ,Loop“ vorliegen. Der Rest des
Proteins bildet sechs Transmembrandomé&nen in unregelmaliiger Verteilung, ein
Membrandurchgang liegt carboxyterminal vor dem ,Loop“, die anderen finf dahinter. SecD
weist sechs konservierte Bereiche auf, die in allen bisher untersuchten SecD-Proteinen
vorhanden sind und deren Funktion bislang unbekannt ist (Balhawis 1999a).

Die Struktur des SecF-Proteins entspricht in  Anzahl und Verteilung der
Transmembrandomanen voéllig der des SecD-Proteins, der extracytoplasmatische ,Loop*
macht mit 95 AS aber nur knapp ein Viertel des Proteins aus. Diese Struktur ist typisch fur die
SecD- und SecF-Proteine und tritt auch auf, wenn die beiden Proteine zu einem einzigen
verschmolzen sind (Bolhuig a/., 1999a; Abbildung E-2).

SecF tragt vier konservierte Regionen, von denen die Region F4 essentiell fur die Funktion ist
(Bolhuis et al.,, 1999a). Die Analyse der Proteinsequenz mit dem Computerprogramm
FingerPRINTscan (Attwoo@r al., 1999) identifizierte dariber hinaus zwei Regionen, die
hohe Homologie zu den, fir SecY charakteristischen Motiven | und VI aufweisen. Da die
zweite Region die essentielle F4-Region vollstandig einschlie3t, handelt es sich

madglicherweise um Interaktionsstellen mit Secy.
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E. coli
extracytolasmatischer "Loop" extracytolasmatischer "Loop"
I 2 I IV V VI I J IOV V VI
SecD SecF
B. subtilis
Linker
extracytolasmatischer "Loop" extracytolasmatischer "Loop"
I 2 IV V VI Y VI J VIIIX X XI XII
SecDF
C. glutamicum
extracytolasmatischer "Loop" extracytolasmatischer "Loop"
I i« [ 1 v vi [ »L Irurmwv v vl
SecD SecF

Abbildung E-2: Schematische Darstellung der Proteine SecD und SecF aus E. coli (Blattner

et al., 1997) und C. glutamicum sowie des SecDF-Proteins aus B. subtilis (Bolhuis et al.,

1999a). Die extracytoplasmatischen ,Loops” sind als schwarze Kasten dargestellt, die als
graue Kasten dargestellten Transmembrandomanen sind in romischen Ziffern numeriert. Alle
Proteine weisen die gleiche Struktur auf. Das zu einem einzigen Protein verschmolzene
SecDF ausB. subtilis zeigt dartber hinaus einen Linker, der die SecD- und die SecF-
Untereinheit verbindet (Bolhuig al., 1999a).

Beide Proteine, SecD und SecF, sind innerhalb der Bakterien gut konserviert (Sievert
1997), zeigen aber ihre hochste Homologie zu den jeweiligen Pendamtf ausicterium
tuberculosis. Die Homologien erstrecken sich aber nicht in gleichem Mal3e Uber die gesamte
Lange der Proteine. Die extracytoplasmatischen ,Loops* sind weniger konserviert als die
Teile der Proteine, die Transmembran-Domanen tragen. Die grof3te Variabilitat zeigt sich im
Amino-Terminus von SecF und dem Carboxy-Terminus von SecD. Wahrend SeaD aus
glutamicum im Vergleich zu SecD au¥. ruberculosis an dieser Stelle verlangert ist, ist SecF
verkilrzt. Diese Variabilitdt reicht innerhalb der Bakterien soweit, daf} in manchen Spezies

wie Bacillus subtilis oderStaphylococcus carnosus (Bolhuiset 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 starksten ist die
Ahnlichkeit fur die Regionen D1 und F1 ausgepragt. Die Consensus-Sequenz fir D1 ist
G(L/1)DLRGG (Bolhuis et al., 1999a), die entsprechende Sequenz @Gwsnebacterium
GIDLQGG. Fir F1 ist die Consensus-Sequena(L/l)DF(A/T) GG und die
Aminosauresequenz ads glutamicum GIDFKGG.

Die Struktur der Proteine SecD und SecF ist in allen bisher untersuchten Bakterien prinzipiell
gleich (Economou, 1999). Sie weisen alle jeweils sechs Transmembrandurchgénge pro
Protein auf, sowie einen grof3en extracytoplasmatischen ,Loop“ fir SecD und einen kleineren
fur SecF. Wenn die beiden Proteine als ein einzelnes SecDF-Protein vorliegen, wie es
beispielsweise iB. subtilis der Fall ist, zeigt das Protein zwolf Membrandurchgénge, zwei
,Loops" und zehn konservierte Regionen (Bolhuisl, 1999a).

Die durch die neu isolierten GenecD und secF ausC. glutamicum kodierten Proteine
weisen also alle typischen Charakteristika der SecD- und SecF-Proteine auf.

2) Einige sec-Gene sind in ihrer chromosomalen Anordnung konserviert.

Zur Analyse der chromosomalen Anordnung sler-Gene wurden auch die Ubrigen Gene
secA, secE, secG und secY mit samt umliegender Regionen mittels PCR isoliert. Das
innerhalb der Bakterien hoch konservies¢ed (Kobayashier al., 1999) zeigt den typischen
Aufbau aus zwei ATP-Bindestellen unterschiedlicher Affinitat (Mitchell & Oliver,1993),
einer Signalsequenz-bindenden Region (Kimura@., 1991) sowie eine Dimerisierungs- und
SecY-Interaktionsregion (Mantings al., 1997). Das ebenfalls hoch konservierte SecY
(Kobayashier al., 1994) zeigt zehn Membrandurchgange, wie in allen bisher beschriebenen
Fallen (Tschaudeer al., 1992; Bhattacharyya & Das, 1997). Wahrend das kleine Protein
SecE ausE. coli drei Transmembran-Domanen aufweist (Schatzi/., 1989), zeigt die
Computer-gestitzte Auswertung der Aminosauresequenz von Seck. aglramicum
lediglich einen Membrandurchgang. Die Auswertung der Sequenz des kleinsten Sec-Protein
SecG aug’. glutamicum zeigt drei Transmembran-Domé&nen, im Gegensatz zu derf. aus
coli, welches zwei aufweist (Nishiyama 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 C. glutamicum an (Bathe et al.,

1996), so zeigt sich, dal’ sie nicht in einem Cluster angeordnet, sondern tber das Chromosom
verteilt sind. Allerdings liegen allesec-Gene mit Ausnahme vonecG in gleicher
Leserichtung und enger rdumlicher Nahe zu Genen, die im weiteren Sinne in Translations-
und Transkriptions-Prozesse involviert sind. Dabei handelt es sich im wesentlichen um die
Gene ribosomaler Proteine wipsQ oder rplK, aber auch um tRNAs oder um Gene wie
nusG, das in Assoziation mit den Ribosomen an der Transkriptiontermination von rRNA
beteiligt ist (siehe Abbildung E-3). Die Vergesellschaftung st mit nusG, von secY mit

Genen ribosomaler Proteine (Abb. E-3) ist in Bakterien hoch konserviert (Séevert

1997). Die Vergesellschaftung vercD und secF mit rel, einem zeitweilig am Ribosom

assoziierten Protein (Abb. E-1) ist nur in Gram-positiven mit hohem GC-Gehalt konserviert.

Pyrococcus abyssi Pyrococcus abyssi

rpl30p rpll5p secY adk secE nusG mpllip
Syneccocystis sp. strain PCC6803 Syneccocystis sp. strain PCC6803

psS rpll5 secY adk secE nusG rplll
Escherichia coli Escherichia coli

rpsM rpmJ secY rplO seckl nusG rplK
Bacillus subtilis Bacillus subtilis

1pl30 rplls secY adk secE nusG rplK
Streptomyces coelicolor Streptomyces coelicolor

rpmD rplO secY adk secE nusG rplK
Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium tuberculosis

rv0370 rn0731c¢ secY adk secE nusG rplK
Corynebacterium glutamicum Corynebacterium glutamicum

1psQ hyp. secY adk secEl nusG rplK

transkriptionaler
Regulator

Abbildung E-3: Schematische Darstellung der chromosomalen Anordnung der séene
undsecE in verschiedenen Organismeiag-Gene sind in schwarz, Gene der Translation und
Transkription in grau und andere Gene in weil3 dargestellt.
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Das Gen rplK ist aquivalent zup/11, beide Gene kodieren fur das ribosomale Protein L11.
Die konservierte Anordnung der GemerY und secE ist sowohl in Archaebakterien wie
Pyrococcus abyssi (Heilig, R. 1999) und Cyanobakterien WSenechocystis (Kanekoet al.,
1995) als auch in Gram-negativen Bakterien Wieo/i (Blattnerer al., 1997) und Gram-
Positiven wieS. coelicolor (Redenbachr al., 1996) und\. tuberculosis (Coleet al., 1998) zu
beobachten. EineC. glutamicum-spezifische Ausnahme stellt der hypothetische,
transkriptionale Regulator stromaufwarts und in entgegengesetzter Leserichturglivdar,

der sich sonst in keinem Bakterium an dieser Stelle finden laft.

Die GenesecA und secG sind in ihrer chromosomalen Anordnung deutlich weniger

konserviert.

3) Mutationen im ,,General Secretory Pathway*“ bewirken Stérungen im

Aufbau der Zellhiille.

Zur weiteren Funktionsanalyse detc-Gene inC. glutamicum wurden Mutationen in die
Komponenten des GSP eingefiigt. Die Gea®, secY und secE erwiesen sich dabei als
essentiell fur das Uberleben der Zellen, wie in allen anderen bisher untersuchten Bakterien
auch (Economou, 1999). Von den weniger zentralen Bestandteilen der Translokations-
maschinerie liel3en sich dagegen sehr wohl Mutanten herstellersed@mund secF wurden

mittels interner Fragmente Insertionsmutanten erzewugf; wurde im Chromosom gegen
eine disruptierte Kopie ausgetauscht.

Erste lichtmikroskopische Beobachtungen zeigten, dafd die Zellen sowotdcfledefekten
StammesC. glutamicum INTD als auch desecF-Mutante C. glutamicum INTF gegenuber

dem Wildtyp deutlich vergrof3ert sind. Sie sind etwa dreimal so lang, was ca. einer
Verzehnfachung des Volumens entspricht. Wahrend ein solcher Effekt/la und secF-
Mutanten vonE. coli nicht auftritt (Pogliano & Beckwith, 1994a), zeigeecDF-defekte
Stamme vorB. subtilis filamentdéses Wachstum (Bolhuisal., 1999a). Dies spricht fur einen,
durch secD- oder secF-Mutation ausgelosten Teilungsdefekt. DigecG-Mutante

C. glutamicum INTG zeigte keinerlei morphologische Auffalligkeiten. Behandelt man die
Zellen vonC. glutamicum INTG zur Extraktion der Zellwandproteine auf gleiche Weise wie

alle anderen Stamme, so lysieren die Zellen sofort. Diese untblich hohe Empfindlichkeit der

105



E Diskussion

Zellen gegenlber Detergenzien ist ein weiterer Hinweis auf eine Storung im Aufbau der
Zellhtlle, die hier in einer geringeren Stabilitéat resultiert.

Die Analyse der Zellwandproteine der Stammeglutamicum 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, gegentiber dem Wildtyp
deutlich unterreprésentiert 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.

Dafl3 das PS1-Protein durch die Manipulation an Komponenten des GSP unbeeinflul3t bleibt,
liegt moglicherweise wiederum an der guten Anpassung von PS1 an den Proteinexport. Eine
der Hauptfunktionen des SecDF-Komplexes liegt in der Verstarkung des Exports von
Proteinen mit suboptimaler Signalsequenz (Pogliano & Beckwith, 1994a). Die Signalsequenz
von PS1 ist aber fur die Proteinsekretioirg/utamicum gut geeignet (Jolifér al., 1993a,b),
weshalb Mutationen irecD oder secF' allenfalls marginale Effekte auf die PS1-Sekretion
ausuben durften.

Die Mutation insecD odersecF fuhrt also zu Stérungen im Aufbau der Zellwand, da einige
ihrer Proteinkomponenten offenbar nicht mehr in ausreichender Menge sekretiert werden.
Diese Storungen verursachen vermutlich auch den Teilungsdefekt, auf dem wahrscheinlich
die VolumenvergroBerung beruht. Eine andere Erklarungsmdglichkeit fir das
unterschiedliche Verhalten der sekretierten Proteine bei MutatiomeenodersecF liegt in

einer weiteren Funktion des SecDF-Komplexes, namlich der Steigerung des ,proton motive
force* betriebenen Exports (Arkowitz & Wickner, 1994). Da Exoproteine fur ihre
Translokation in unterschiedlichem MaRRe auf den elektrochemischen Gradienten angewiesen
sind (Arkowitz & Wickner, 1994), ist es mdglich, dal3 bestimmte Proteine’vghutamicum

nach Wegfall von SecDF nur noch in geringerem Malie sekretiert werden, wahrend andere
unbeeinfluf3t bleiben.

Die Tatsache, dalecD- und secF-Mutanten unabhangig voneinander den exakt gleichen
Phanotyp aufweisen, ist ein starker Hinweis darauf, daf3 beide Proteine innerhalb des GSP
obligat miteinander interagieren, wie es auchHuro/i vermutet wird (Pogliano & Beckwith,
1994a).

Die Effekte aller Mutationen lieRen sich durch Komplementationen mit Plasmid-kodierten
Kopien der jeweiligen Gene vollstandig wieder aufheben. Da der St@mgdutamicum

INTD nach Komplementation mit einem intaktesrD den Phanotyp des Wildtyps wieder
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herstellt, sind polare Effekte der secD-Mutation auf secF ausgeschlossen (siehe Abbildung E-

4).

Im Gegensatz zu E. coli (Pogliano & Beckwith, 1994b) sind secD und secF in

C. glutamicum also vermutlich nicht als Operon strukturiert.

a) b)
secD secl” als bicistronisches Operon secD secF jeweils monocistronisch
secD secF secD secF
Integrations-Mutagenese
mRNA » mRNA p mMRNA
kein
polarer polarer
Effekt Effekt
secD / / . secl secD / / . secl
trunkierte keine trunkierte
mRNA mRNA Transformation _ mRNA — mRNA
secD
pSecD
Komplementations-
Plasmid
keine |
Komplementation < > Komplementation

Abbildung E-4: Schematische Darstellung der moglichen Organisation&gn undseckF.

In diesem Falle héatte eine

a) Die Gene secD und secF liegen als Operon vor.

Insertionsmutation isecD einen polaren Effekt auf das stromabwaérts gelegenk.
Eine Komplementation durch ein Plasmid-kodieste® allein ware nicht moglich.

b) Die GenesecD undseck liegen nicht als Operon vor. Eine Insertionsmutagenes&:in

hatte in diesem Fall keinen Effekt autF” und die Mutante lieRe sich allein durgieD
komplementieren.
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4) Die Uberexpression von Kombinationen von sec-Genen steigert die

Sekretion von Zellhiillproteinen.

Zur Analyse des Effekts der Uberexpression yertGenen wurden diese einzeln oder in
verschiedenen Kombinationen als promotorlose PCR-Amplifikate in Expressionvektoren
kKloniert und inC. glutamicum exprimiert. Die Effekte dieser Uberexpression wurden in
Bezug auf die Sekretion endogener Zellwandproteine, welche die Hauptmenge der
sekretierten Proteine ausmachen (Pegret., 1993), untersucht. Dabei zeigte sich, dal3 die
Proteinsekretion von Stammen, die einzelreGene uberexprimieren, nicht signifikant von

der des Wildtyps abweicht. Dies beruht vermutlich auf dem Faktum, dal3 bestimmte
Komponenten des GSP bei alleiniger Uberproduktion instabil sind. Stabile Uberproduktion
von SecY erfordert in E. coli zum Beispiel die gleichzeitige Uberexpression von SecE
(Matsuyameet al., 1990). Andere, weniger zentrale Komponenten wie SecD, SecF oder SecG
bendtigen ink. coli obligat die anderen Bestandteile des GSP, um ihre Funktion auszutben
(den Blaauwen & Driessen, 1996). SecA isEircoli schon unter Normalbedingungen in ca.
zehnfacher Menge im Vergleich zu den SecYEG-Komplexen vorhanden (Drigssén
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, daR die Uberproduktion von SecA allein nur wenig
Auswirkungin vivo auf die Proteinsekretion zeigt.

Werden Kombinationen vomnec-Genen Uberexprimiert, so scheint sich die Sekretion
einzelner Proteine zu steigern. In den Stamifieglutamicum [pSecEDF] und [pSecYDF]
werden bestimmte, bisher nicht identifizierte Proteine in grolierem Mal3e sekretiert, ein als
PS1 determiniertes Zellwandprotein scheint dagegen unbeeinfluBt zu bleiben. Der
Steigerungseffekt korreliert mit den inE. coli gemachten Beobachtungen, dald
uberproduziertes SecF stabilisierend auf Gberproduziertes SecD und SecY wirkt é5algara
1994). Zusatzlich steigert die Uberexpression vaif die Expression von chromosomalem
secY (Sagareet al., 1994). Es wurden also parallel Komponenten des GSP Uberexprimiert, die
sich funktionell erganzen und die sich gegenseitig stabilisieren, was sehr wohl zu einer
Erhohung der Anzahl der Translokationskomplexe in der Cytoplasmamembran gefuhrt haben
kann.Die Stabilisierung ist in Abbildung E-5 schematisch dargestellt.
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SecE SecG

N\ /

SecY i — SecF ——— SecD

Abbildung E-5: Schematische Darstellung der Stabilisierung von SecY durch SecE, SecG
und SecF und der Stabilisierung von SecD durch SecF (nach Sagara et al., 1994).

DaR die Sekretion von PS1 unbeeinflult von der Uberexpressiased&ene zu bleiben
scheint, beruht mdglicherweise darauf, dald der Export dieser Hauptkomponente der
Zellwandproteine (Jolifer al., 1992) bereits optimal ist. Das hiel3e, dal} die Syntheserate von
PS1 und Proteinexportrate aufeinander abgestimmt sind. Eine Erh6hung der Exportkapazitat

bliebe in diesem Fall mangels zu exportierendem PS1-Protein folgenlos.

5) a-Amylase ist ein geeignetes Reportersystem der Proteinsekretion in

C. glutamicum.

In den vorangegangenen Analysen der Effekte der Uberexpression und Mutation von
Bestandteilen des GSP liel3en 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
C. glutamicum seine endogenen Exoproteine ausschlief3lich in die Zellwand einbaut und nicht
direkt in das umgebende Medium sekretiert (Peyret/., 1993). Bei den gemessenen
Proteinkonzentrationen handelt es sich also um Proteine, die sich aus der Zellwand
herausgel6st haben, was zwar Rickschlisse auf die Proteinsekretion im Allgemeinen erlaubt,
einer exakten Quantifizierung aber durch Faktoren wie die Stabilitat der Zellwand entgegen
steht.

DaC. glutamicum ATCC 13032 keine eigenen Proteine mit enzymatischer Aktivitat direkt in
das umgebende Medium sekretiert, muf3te ein Reportersystem auf der Basis eines heterologen

Exoenzyms konstruiert werden, das mehreren Anforderungen gerecht wurde: Erstens mul3te
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das heterologe Protein stabil und vollstandig in das umgebende Medium sekretiert werden,
zweitens mufldte das Praprotein du€chglutamicum korrekt prozessiert werden und drittens
sollte ein zuverlassiger Nachweis fur die Aktivitat des heterologen Proteins existieren.

Dazu wurden mehrere heterologe Exoenzyme, namlich Cellulase ACawghacter
michigenensis SSP.michigenensis (Meletzus et al., 1993), MetalloproteaseA und Lysozym,
beide aus Streptomyces coelicolor Miller* (Dammann & Wohlmeben, 1992;
Dammann,1992) sowie Chitinase C a&usoelicolor (Redenbach et al., 1996) und Chitinase

A aus Serratia marcescens (Jones et al., 1986) auf ihre Eignung als Reporter der
Proteinsekretion irC. glutamicum Uberpruft. Obwohl alle Exoenzyme M coli sekretiert
wurden, zeigte nur die Cellulase A eine geringfligige Aktivitat.iglutamicum, alle anderen
Proteine wurden nicht sekretiert oder erwiesen sich als letalCfuglutamicum. Eine
Erklarung fur diese Beobachtung ist, dal’ die heterologen Praproteine kein oder nur ein sehr
schlechtes Substrat fur die corynebakteriellen Signalpeptidasen darstellen und deshalb
inkorrekt oder gar nicht prozessiert wurden.Burillus zumindest ist die Substratspezifitat

der verschiedenen Signalpeptidasen vom Typl eine der Ursachen dafir, dal3 die Sekretion
heterologer Proteine haufig nur in sehr geringen Raten erfolgt @8edn 1998). Eine andere
Madglichkeit ist, dalR die heterologen Gene nichtig/utamicum exprimiert wurden.

Da auch die Cellulase-Aktivitdt mit maximal 3,8 mU zu gering war, um ein sinnvolles
Reportersystem der Proteinsekretion darzustellen, wurden mehrerey-Amfylase aus
Streptomyces griseus (Vigal et al., 1991) basierende Systeme auf ihre Eignung untersucht.
Von diesera-Amylase war bekannt, dal®3 ihre Signalsequenz.inglutamicum Kkorrekt
prozessiert wird (Cadenas al, 1992). Um allesec-Mutanten und Uberproduzierer zu
erfassen, wurden ein replikatives, plasmidkodiertes und zwei integrative, chromosomal
kodierte Systeme konstruiert. In allen Systemen liel3 siclu-dienylase-Aktivitat sehr gut

mit verschiedenen Tests nachweisen, sowohl auf Fest- als auch in Flussigmedium. Bedingt
durch die Kopienzahl war die Aktivitat 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 Prot€inglimamicum dar.

Ein Nebeneffekt der Sekretion der heterologeAmylase inC. glutamicum war die neue
Fahigkeit der Amylase-sekretierenden Stamme, mit Starke als einzige Kohlenstoffquelle zu
wachsen. Die-Amylase zerlegt dabei die fidr. glutamicum nicht nutzbare C-Quelle Starke

in die gut metabolisierbaren Bestandteile Glukose und Maltose (Vahjeh 1995). Das
Wachstum vor. glutamicum mit Starke ist dabei direkt abh&ngig von der Rate der Amylase-
Sekretion, das heil3t, der Stamm mit der hochsten Amylasesekretwdmwamicum [pAMY]
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wachst schneller als die Stamme, die weniger sekretierenCalglvtamicum 1Amyl und
IAmy2. Der Wildtypstamm wachst tberhaupt nicht auf Stéarke als einziger C-Quelle.

6) Mutationen innerhalb des ,,General Secretory Pathway* reduzieren die

Sekretion des heterologen Reporter-Proteins.

Da mit der heterologen-Amylase ein Reportersystem der Proteinsekretion zur Verfigung
stand, wurde damit die Proteinsekretion in destMutanten untersucht. Dazu wurde das
Plasmid pAmy in die Stamme&’. glutamicum INTD, C. glutamicum INTF sowie in

C. glutamicum INTG transferiert und die Amylasesekretion quantifiziert. Ergebnis war, dal3
fur die secD- beziehungsweiseecF-defekten Stammeé. glutamicum INTD und INTF weder

auf Festmedium noch im Kulturiberstand oder im Zellaufschlul? Amylase-Aktivitat zu
detektieren war. Eine Uberpriifung des Proteingehalts des Kulturiiberstares-etanten

ergab jedoch in etwa die gleiche Proteinmenge, die beim Wildtyp zu beobachten ist, und zwar
unabhangig davon, ob die Stamme das Plasmid pAmy trugen oder nicht. Der beobachtete
Effekt betrifft also vermutlich ausschlief3lich die Sekretion des heterologen Proteins, obwohl
die Moglichkeit besteht, dal3 dieecD- und secF-Mutanten generell weniger Protein
sekretieren, dieses aber auf Grund des gestérten Zellwandaufbaus leichter in das
Kulturmedium austritt. Angesichts des voélligen Fehlens von Amylase-Aktivitat ist dies jedoch
wenig wahrscheinlich.

Wie zuvor beschrieben, ist die Verstarkung des Exports von Proteinen mit suboptimaler
Signalsequenz eine der Hauptfunktionen von SecD und SecF (Pogliano & Beckwith, 1994a).
Da daso-Amylase-Praprotein noch seine eigene, &uspromyces stammende Signalsequenz
tragt, die nicht ar. glutamicum angepaldt ist, wird sie bei Fehlen von funktionellen SecDF-
Komplexen moglicherweise nicht mehr als zum Export bestimmt erkannt. Eine weitere
Funktion von SecDF ist die Freisetzung von reifem Protein von der Membran (Matseryama
al., 1993). Ware dies auch i glutamicum der Fall, hatte sich die reife Amylase beim
mechanischen Aufschluld der Zellen von der Membran ablésen missen und die Aktivitat wére
im ZellauschluR nachweisbar gewesen. Da eine Aktivitat aber nicht nachweisbar war, tbt
SecDF diese Funktion i@. glutamicum wie in B. subtilis nicht aus (Bolhuisr al.,, 1999a)

oder die Amylase erreicht aus den oben genannten Griinden gar nicht erst die Aul3enseite der
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Membran. Das auch intrazellular keinerlei Aktivitdt zu detektieren war, liegt vermutlich
daran, dal3 das Amylase-Praprotein im ungefalteteten und unprozessierten Zustand nicht aktiv
ist. Nicht sekretiertes Protein wird dartiber hinaus zum Beispielsmbrilis wieder abgebaut
(Nagarajan 1993).

Die Analyse dersecG-Mutante C. glutamicum INTG [pAmy] in Bezug auf die Amylase-
Sekretion zeigte eine deutliche Verminderung der Amylase-Aktivitat auf ca. 20 % der
Aktivitat des Stammes§’. glutamicum [pAmy]. Die Untersuchung des Gesamtproteingehalts

in Kulturiiberstanden ergab, dal serG-defekten Stammen, verglichen mit allen anderen

C. glutamicum Stdmmen, die niedrigste Proteinmenge vorlag, gleichgiltig, ob Amylase
sekretiert wurde oder nicht. Der Export endogener Proteizec(®-Mutanten kdonnte sogar
noch niedriger sein, da audi glutamicum INTG Stérungen im Zellhdllaufbau zeigt.
Unabhangig davon gilt, dafl3 der Export endogener und heterologer Protein@-iMutanten
vermindert ist. DiesecG-Mutation wirkt sich im Gegensatz zwecD- oder secF-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
wéhrend der Proteintranslokation gekoppelt ist (Nishiyamad., 1996; Suzuker al., 1998).

Auch in E. coli fuhrt einesecG-Mutation zu Exportdefekten (Nishiyamea al., 1996) deren
Starke allerdings abhangig ist von der Art der Mutation und dem Stamm, in dem sie
durchgefiihrt wurde (Flowesr al., 2000). Ublicherweise auRert sich ekeeG-Mutation in

E. coli jedoch nur in sehr milden Effekten auf den Proteinexport (Flawer., 2000),
keinesfalls in einer fast 80-prozentigen Senkung der Exportrate, wie sie fur die Amylase-
Sekretion inC. glutamicum INTG zu beobachten ist. Ob dieser Effekt spezifisch fur
C. glutamicum ist oder auf der heterologen Natur aeAmylase beruht, la3t sich nicht
unterscheiden, da die Proteinbestimmung im Kulturiberstand'v@hitamicum INTG aus

den oben genannten Grunden nicht aussagekréftig genug ist.
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7) Die Uberexpression von Kombinationen von sec-Genen steigert die

Proteinsekretion.

Zur Analyse des Effekts der Uberexpression venGenen auf die Proteinsekretion wurde

der Export den-Amylase in den Gberexprimierenden Stammen untersucht. Dazu wurden die
Plasmide, die einzelnec-Gene tragen, in den Stamth glutamicum 1Amyl und Plasmide,

die Kombinationen vorec-Genen tragen in den Stamth glutamicum |Amy2 transferiert.

Beide Stamme unterscheiden sich lediglich durch ihre Antibiotika-Resistenz.

In den Stdmmen, die einzelnec-Gene ulberexprimieren, weicht weder die gemessene
Amylase-Aktivitat noch der Proteingehalt im Kulturiberstand signifikant von dem, fir

C. glutamicum 1Amy1 bestimmten Wert ab. Die Uberexpression von einzelnen Komponenten
des GSP bt also keinen meRRbaren Einflu auf die Sekretion von Proteinen aus. Diese Daten
korrelieren mit den Beobachtungen, die fir die Sekretion der endogenen Zellhillproteine
gemacht wurden. Auch in den SDS-PAGEs war keine signifikante Veranderung bei
Uberexpression einzelngfc-Gene erkennbar. Das Fehlen eines Effekts beruht vermutlich auf
den bereits zuvor erwahnten Tatsachen, dald einige Komponenten des GSP bei alleiniger
Uberexpression instabil sind und andere obligat auf andere Bestandteile des GSP angewiesen
sind, um ihre Funktion auszuiiben. Die Uberexpression einzelner sec-Gene ist also kein
geeignetes Mittel zur Steigerung der Proteinsekreti@n giutamicum.

Auch fir die Stdmme, welche die KombinationercDF, secEDF und secYDF
Uberexprimieren, wurde die Amylase-Aktivitat und der Proteingehalt im Kulturiiberstand
bestimmt. Wahrend die Uberexpression wenDF die Amylase-Sekretion gegeniiber dem
StammC. glutamicum 1Amy2 um den Faktor 1,6 steigert, bewirkt die vaEDF eine
Steigerung um den Faktor 2,2 und die weaYDF sogar eine von 2,6. Der Proteingehalt in

den Kulturiiberstanden nimmt in etwa im gleichen MaRRe zu wie die Amylase-Sekretion. Diese
Zunahme kann nicht allein auf die gesteigerte Amylase-Sekretion zurlickgefuhrt werden, da
der Proteingehalt im Kulturtiberstand venglutamicum 1Amy2 [pSecYDF] mit 15,51g/ml

fast dreimal so hoch ist, wie der des Stammeg/utamicum [pAmy], der aber die achtfache
Menge an Amylase sekretiert. Zusammen mit den Daten, die fur die Sekretion der
Zellwandproteine gesammelt wurden, ergibt sich daraus, daf? die gleichzeitige Uberexpression
von Komponenten des GSP die Sekretion von Proteinen steigert. Diese Beobachtung wird
durch das Wachtumsverhalten der Ubersekretierenden Stamme auf Starke als einziger

Kohlenstoffquelle bestatigt. Die Wachstumsgeschwindigkeit korreliert mit der Rate der
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Amylase-Sekretion, das heil3t, der Stamm mit der hochsten Sekretioldsrgtetamicum

IAmy2 [pSecYDF] wéachst auch am schnellsten. Unter diesen Bedingungen kdnnen die
Ubersekretierenden Stamme die gesteigerte Sekretion in einen direkten Wachstumsvortell
umsetzen.

Eine Steigerung des Proteinexports durch Verstarkung des GSP kann nur erfolgen, wenn die
Sekretion des entsprechenden Proteins suboptimal ist. Dies ist unter zwei mdglichen
Bedingungen der Fall: Erstens, im Zustand der Hypersekretion, das heil3t, wenn soviel
Exoprotein produziert wird, daRR die Exportkapazitat der Zellen nicht mehr ausreichend ist um
alle Praproteine zu sekretieren. Die zweite Moglichkeit ist, dald das zu sekretierende Protein
selbst nicht optimal an den Sekretionsprozel3 angepaldt ist, beispielsweise durch eine weniger
ideale Signalsequenz. Letzteres ist vermutlich auch bei der Sekretion der heterologen
Amylase der Fall, die noch ihre abgepromyces stammende Signalsequenz besitzt (Cadenas

et al., 1996). Diese wird zwar i@. glutamicum korrekt prozessiert (Cadenarsal., 1992), ist

aber vermutlich nicht ideal fur die Sekretion. Durch gleichzeitige Uberexpressioseson

und secF, deren Funktion unter anderem die Verstarkung des Exports von Proteinen mit
imperfekter Signalsequenz ist (Pogliano & Beckwith, 1994a), wird dieser Mangel
moglicherweise ausgeglichen, was zu einer Steigerung der Sekretion des heterologen Proteins
fuhrt. Die zusatzliche Steigerung der Amylase-Sekretion, die bei gleichzeitiger
Uberexpression vosecEDF und secYDF auftritt, beruht vermutlich auf den gegenseitigen,
stabilisierenden Effekten, welche die Proteine SecE, SecF und SecY wie zuvor beschrieben
untereinander ausiben (Sagaraal., 1994; Matsuyama: al., 1990). Die Sekretion von
Exoproteinen laRt sich also nur durch die Uberexpression von Kombinationgacv@enen

steigern.
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Aus den Ergebnissen dieser Arbeit geht hervor, dal3 der ,General Secretory Pathway“ in
C. glutamicum dem flr Gram-positive Bakterien typischen Aufbau entspricht. Mutagenesen

in den nicht essentiellen Bestandteilen des GSP fuhren zu Stérungen im Aufbau der Zellwand,
betreffen aber nicht alle endogenen Zellhillproteine in gleicher Weise. Untersuchungen mit
dem heterologen Enzym-Amylase als Reportersystem der Proteinsekretion haben gezeigt,
daR die Uberexpression von Kombinationen venGenen ein geeignetes Mittel darstellen,

um die Proteinsekretion 6. glutamicum zu steigern.

Weitere Untersuchungen konnten zeigen, wie sich solche Manipulationen am GSP im
Stadium der Hypersekretion auswirken oder welche Effekte eine Mutation und
Uberexpression von Nebenbestandteilen des GSP wie von Chaperonen oder Signalpeptidasen

auf die Proteinsekretion ifi. glutamicum ausuben.

115



F Literaturverzeichnis

F Literaturverzeichnis

Altenbuchner, J. & Cullum, J. (1984). DNA amplification and an unstable arginine gene in Streptomyces lividans 66. Mol.
Gen. Genet. 195: 134-138.

Altschul, S. F., Gish, W., Miller, W., Myers, E. W. & Lipman, D. J. (1990). Basic local aignment search tool. J. Mol.
Biol. 215: 289-410.

Altschul, S. F., Madden, T. L., Schaffer, A. A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W. & Lipman, D. J. (1997). Gapped
BLAST and PSI-BLAST: anew generation of protein database search programs. Nucleic Acid Res. 25: 3389-3402.

Amann, E., Ochs, B. & Abel, K-J. (1988). Tightly regulated rac promoter vectors useful for the expression of unfused and
fused proteinsin Escherichia coli. Gene 69: 301-315.

Anderson, S., Makrs, C. B., Lazarus, R., Miller, J., Stafford, K., Seymor, S., Light, D., Rastetter, W. & Estell, D.
(1985). Production of 2-keto-L-gluconate, an intermediate in L-ascorbat synthesis by a genetically modified Erwinia
herbicola. Science 230: 144-149.

Ansorge, W., Sproat, B., Stegemann, J., Schwager, C. & Zenke, M. (1987). Automated DNA sequencing: Ultrasensitive
detection of fluorescent bands during electrophoresis. Nucleic Acid Res. 15: 4593-4602

Ansorge, W., Sproat, B. S., Stegemann, J & Schwager, C. (1986). A non-radioactive method for DNA sequence
determination. J. Biochem. Biophys. Methods 13: 315-323

Arkowitz, R.A. & Wickner, W. (1994). SecD and SecF are required for the proton electrochemical gradient stimulation of
preprotein translocation. EMBO J. 13: 954-953.

Asai, Y., Kobayashi, T. & Yukawa, H. (1994). Gene DNA encoding for translocation machinery of protein. Patent-

Nummer: JP6277073.
Attwood, T. K., Flower, D. R., Lewis, A. P., Mabey, J. E., Morgan, S. R., Scordis, P., Selley, J. & Wright, W. (1999).
PRINTS prepares for the new millennium. Nucleic Acid Res. 27: 220-225.

Bardonnet, N. & Blanco, C. (1991). Improves vectors for transcriptional signal screening in corynebacteria FEMS
Mircrobiol. Lett. 68: 97-102.

Barksdale, L. (1970). Corynebacterium diphtheriae and itsrelatives. Bacteriol. Rev. 4: 378-422.

Bathe, B., Kalinowski, J. & Piihler, A. (1996). A physical and genetic map of the Corynebacterium glutamicum ATCC
13032 chromosome. Mol. Gen. Genet. 252: 255-265.

Bayan, N., Schrempp, S., Joliff, G., Leblon, G. & Schechter, E. (1993). Role of the protonmotive force and the state of the
Lipids in the in vivo protein secretion in Corynebacterium glutamicum, a Gram-positive bacterium. Biochim.
Biophys. Acta 1146: 97-105.

Beckmann, R., Bubeck, D., Grassucci, R., Penczec, P., Verschoor, A., Blobel, G. & Frank, J. (1997). Alignment of
conduits for the nascent polypeptide chain the ribosome-Sec61 complex. Science 278: 2123-2126.

Béguin, P. & Aubert, J-P. (1992). Cdlulases. In: Encyclopaedia of Microbiology, S. 467-479. Herausgeber: J. Lederberg,
Academic Press, Inc., San Diego, California.

Belisle, J. T., Vissa, V. D., Sievert, T., Takayama, K., Brennan, P. J. & Besra, G. S. (1997). Role of the mgjor antigen of
Mycobacterium tuberculosis in cell wall biogenesis. Science 276: 1420-1422.

Bhattacharyya, D. & Das, J. (1997). The secY gene of V. cholerae: identification, cloning and characterisation. Gene 196:
261-266.

Billman-Jacobe, H., Wang, L., Kortt, A., Stewart, D. & Radford, A. J. (1995). Expression and secretion of heterologous
proteases by Corynebacterium glutamicum. Appl. Environ. Microbiol. 61: 1610-1613.

Billman-Jacobe, H., Hodgson, A. L. M., Lightowlers, M., Wood, P. R. & Radford, A. J. (1994). Expression of ovine
Gamma Interferon in Escherichia coli and Corynebacterium glutamicum. Appl. Environ. Microbiol. 60: 1641-1645.

116



F Literaturverzeichnis

Blanco, J., Driessen, A. J. M., Coque, J. J. R. & Martin, J. F. (1998). Biochemical characterisation of the SecA protein of
Streptomyces lividans: Interaction with nucleotides, binding to membrane vesicles and in vitro translocation of
proAmy protein. Eur. J. Biochem. 257: 472-478.

Blattner, F. R., Plunkett, G. 3", Bloch, C. A., Perna, N. T., Burland, V., Riley, M., Collado-Vides, J., Glasner, J. D.,
Rode, C. K., Mayhew, G. F., Gregor, J., Davis, N. W., Kirkpatrick, H. A., Goeden, M. A., Rose, D. J., Mau, B.
& Shao, Y. (1997). The complete genome sequence of Escherichia coli K-12. Science 277 (5331): 1453-1474.

Bolhuis, A., Broekhuizen, C. P., Sorokin, A., van Roosmalen, M. L., Venema, G., Bron, S., Quax, W. J. & van Dijl,
J.M. (1999a). SecDF of Bacillus subtilis, a molecular siamese twin required for the efficient secretion of proteins. J.
Biol. Chem.. 273: 21217-21224.

Bolhuis, A., Matzen, A., Hyyrylainen, H. L., Kontinen, V. P., Meima, R., Chapui, J., Venema, G., Bron, S., Freudl, R.
& van Dijl, J. M. (1999b). Signal peptide peptidase- and ClpP-like proteins of Bacillus subtilis required for efficient
trandocation and processing of secretory proteins. J. Biol. Chem. 274: 24585-24592.

Bonnassie, S., Burini, J. F., Oreglia, J., Trautwetter, A., Patte, J. C. & Sicard, A. M. (1990). Transfer of plasmid DNA to
Brevibacterium lactofermentum by electrotransformation. J. Gen. Microbiol. 136: 2107-2112.

Bron, S., Bolhuis, A., Tjalsma, H., Holsappel, S., Venema, G. & van Dijl, J. M. (1998). Protein secretion and possible
roles for multiple signal peptidases for precursor processing in Bacilli. J. Biotech. 64: 3-13.

Burkovski, A. (1997). Rapid detection of bacterial surface proteins using an enzyme-linked immunosorbent assay system. J.
Biochem. Biophys. Meth. 34: 69-71.

Cadenas, R. F., Fernandez-Gonzales, C., Martin, J. F. & Gil, J. A. (1996). Construction of new cloning vectors for
Brevibacterium lactofermentum. FEMS Microbiol. Lett. 137: 63-68.

Cadenas, R. F., Gil, J. A. & Martin, J. F. (1992). Expression of Streptomyces genes encoding extracellular enzymes in
Brevibacterium lactofermentum: secretion proceeds by remova of the same leader peptide as in Streptomyces
lividans. Appl. Microbiol. Biotechnol. 38: 362-369.

Cadenas, R. F., Martin, J. F. & Gil, J. A. (1991). Construction and characterisation of promotor probe vectors for
Corynebacteria using the kanamycin-resistance reporter gene. Gene 98: 117-121.

Cardini, G. & Jurtshuk, P. (1970). The enzymatic hydroxylation of n-octane by Corynebacterium sp. strain 7TEC1C. J. Biol.
Chem. 245: 2789-2796.

Chami, M., Bayan, N., Peyret, J. L., Gulik-Krzywicki, T., Leblon, G. & Schechter, E. (1997). The S-Layer Protein of
Corynebacterium glutamicum is anchored to the cell wall by its C-termina hydrophobic domain. Mol. Microbiol. 23:
483-492.

Cole, S.T., Brosch, R., Parkhill, J., Garnier, T., Churcher, C., Harris, D., Gordon, S.V., Eigelmeier, K, Gas, S, Barry,
C.E.3", Tekaia, F. Badcock, K., Basham, D., Brown, D., et al (1998). Deciphering the biology of Mycobacterium
tuberculosis from the compl ete genome sequence. Nature 6685: 537-544.

Collins, M. D. & Cummings, C. S. (1986). Genus Corynebacterium Lehmann and Neumann 1896. In Bergey’s manual of
systematic bacteriology, Vol. 2, S. 1266-1276. Herausgeber: P. H. A. Sneath, N. S. Mair, M. E. Sharpe & J. G. Holt.
Williams and Wilkins. Baltimore.

Collins, M. D. & Jones, D. (1983). Reclassification of Corynebacterium flaccumfaciens, Corynebacterium betae,
Corynebacterium oortii and Corynebacterium poinsettiae in the genus Curtobacterium, as Curtobacterium

flaccumfaciens comb. nov..J. Gen. Microbiol. 129: 3545-3548.

Collins, M. D., Jones, D. & Kroppenstedt, R. M. (1982). In Validation of the publication of hew names and combinations
previously effectively published outside the IJSB. List No. 9. Int. J. Syst. Bacteriol. 32: 284-385.

Crueger, W. & Crueger, A. (1984). Biotechnologie — Lehrbuch der angewandten Mikrobiologie. R. Oldenbourg Verlag,
Munchen.

Damann, T. (1992). Analyse einer Metalloprotease und ihres RegulatorS@agsomyces coelicolor “Miiller”. Doktorarbeit
am Lehrstuhl fir Genetik, Universitat Bielefeld.

117



F Literaturverzeichnis

Damann, T. & Wohleben, W. (1992). A metalloprotease gene from Streptomyces coelicolor “Muller” and its transcriptional
activator, a member of the LysR familMol. Microbiol. 6: 2267-2278.

Davies, M. J., Gillespie, A. G. J., Vidaver, A K. &Harris, R. W. (1984). Clavibacter: a new genus containing some
phytopathogenic coryneforme bacteria, includ®gvibacter xyli subspxyli sp. nov. andClavibacter xyli subsp.
cynodotis subsp. nov., pathogens that cause ratoon stunting disease of sugar cane and Bermudagrass stunting disease.
Int. J. Syst. Bacteriol. 34: 107-117.

den Blaauwen, T. & Driessen, A. M. J. (1996). Sec-dependent preprotein translocation in bactérigh. Microbiol. 165: 1-

8.

Driessen, A. M. J., de Wit, J. G., Kuiper, W., van der Wolk, J. P. W., Fekkes, P., van der Does, C., van Wely, K.,
Manting, E. & den Blaauwen, T. (1995). SecA, a novel ATPase that converts chemical energy into a mechanical
force to drive precursor protein translocatiBiuchem. Soc. Trans. 23: 981-985.

Duong, F. & Wickner, W. (1997a). Distinct catalytic roles of the SecYE, SecG and SecDFyajC subunits of preprotein
translocase holoenzymEMBO J. 10: 2756-2768.

Duong, F. & Wickner, W. (1997b). The SecDFyajC domain of preprotein translocase controls preprotein movement by
regulating SecA membrane cycling/BO J. 16: 4871-4879.

Duong, F. & Wickner, W. (1998). Sec-dependent membrane protein biogenesis: SecYEG, preprotein hydrophobicity and
translocation kinetics control the stop-transfer functioBO J. 17: 696-705.

Eckhardt, T. (1978). A rapid method for the identification of plasmid desoxyribonucleic acid in bacitianid 1: 584-

588.

Economou, A. (1998). Bacterial preprotein translocase: mechanism and conformational dynamics of a processive enzyme.
Mol. Microbiol. 27: 511-518.

Economou, A. (1999). Following the leader: bacterial protein export through the Sec pattiwayls in Microbiol. 7: 315-

3109.

Economou, A, Pogliano, J.A., Beckwith, J., Oliver, D.B. & Wickner, W., (1995). SecA membrane cycling at SecYEG is
driven by distinct ATP binding and hydrolysis events and is regulated by SecD and"&é88: 1171-1181.

Economou, A. & Wickner, W. (1994). SecA promotes preprotein translocation by undergoing ATP-driven cycles of
membrane insertion and deinserticlal/ 78: 835-843.

Eichler, J. & Wickner, W. (1997). Both an N-terminal 65 kDa domain and a C-terminal 30 kDa domain of SecA cycle into
the membrane at SecYEG during translocativac. Natl. Acad. Sci. 94: 5574-5581.

Eikmanns, B., Kleinertz, E., Liebl, W. & Sahm, H. (1991). A family of Corynebacterium glutamicum | Escherichia coli
shuttle vectors for cloning, controlled gene expression and promotor probingl02: 93-98.

Esnault, Y., Feldheim, D., Blondel, M. O., Schekman, R. & Kepes, F. (1994). SSS1 encodes a stabilizing component of
the Sec61 subcomplex of the yeast protein translocation apparaisg. Chem. 269: 27478-27485.

Fath, M. J. & Kolter, R. (1993). ABC transporters: bacterial exporteb&icrobiol. Rev. 57: 995-1017.

Fekkes, P., de Witt, J. G., van der Wolk, J. P. W,, Kimsey, H. H., Kumamoto, C. A. & Driessen, A. J. M. (1998).
Preprotein transfer to thEscherichia coli translocase requires the co-operative binding of SecB and the signal
sequence to SecAdol. Microbiol. 29: 1179-1190.

Fekkes, P. & Driessen, A. J. M. (1999). Protein targeting to the bacterial cytoplasmic membrafie-obiol. Mol. Biol. Rev.
63:161-173.

Flower, A. M., Hines, L. L. & Pfennig, P. L. (2000). SecG is an auxiliary component of the protein export apparatus of
Escherichia coli. Mol. Gen. Genet. 263: 131-136.

Forsberg, A., Rosqvist, R. & Wolf-Watz, H. (1994). Regulation and polarized transfer of the Yersinia outer proteins (Yops)
involved in antiphagocytosi§rends Microbiol. 2: 14-19.

Freudl., R. (1992). Protein secretion in gram-positive bactesiaBiotechnol. 23: 231-240.

Galan, J. E. (1996). Molecular genetic bases 8élmonella entry into host cells\Mol. Microbiol. 20: 263-271.

118



F Literaturverzeichnis

Gardel, C., Johnson, K., Jacq, A. & Beckwith, J., (1990). The secD locus of E. coli codes for two membrane proteins
required for protein export. EMBO J. 16: 3209-3216.

Gish, W. & States, D. J. (1993). Identification of protein coding regions by database similarity search. Nat. Genet. 3: 266-
272.

Géorlich, D., Prehn, S., Hartmann, E., Kalies, K. U. & Rapaport, T. A. (1992) A mammalian homolog of Sec61p and
SecY p is associated with ribosoms and nascent polypeptides during translocation. Cel/ 71: 489-503.

Gardel, C., Johnson, K., Jacq, A. & Beckwith, J., (1990). The secD locus of E. coli codes for two membrane proteins
required for protein export. EMBO J. 16: 3209-3216.

Grant, S. G., Jessee, J., Bloom, F. R. & Hanahan, D. (1990). Differential plasmid rescue from transgenic mouse DNAs
into Escherichia coli methylation restriction mutants. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 4645-4649.

Hanada, M., Nishiyama, K. & Tokuda, H. (1996). SecG plays a critical role in protein translocation in the absence of the
proton motive force as well as at low temperature. FEBS Lett. 381: 25-28.

Harris, C. R. & Silhavy, T. J. (1999). Mapping an interface of SecY (PrlA) and SecE (PrIG) by using synthetic phenotypes
and in vivo cross-linking. J. Bact. 181: 3438-3444.

Hartmann, E., Sommer, T., Prehn, S., Gorlich, D., Jentsch, S. & Rapaport, T. A. (1994). Evolutionary conservation of
components of the protein translocation complex. Nature 367: 654-657.

Heilig, R. (1999). Pyrococcus abyssi genome sequence: insights into archeal chromosome structure and evolution. GenBank
AJ 243288.

Herbort, M., Klein, M., Manting, E. H., Driessen, A. J. M. & Freudl, R. (1999). Temporal expression of the Bacillus
subtilis secA gene, encoding a central component of the preprotein translokase. J. Bact. 181: 493-500.

Hermann, T., Wersch, G., Uhlemann, E. M., Schmid, R. & Burkovski, A. (1998). Mapping and identification of
Corynebacterium glutamicum proteins by two-dimensional gel electrophoresis and microsequencing. Electrophoresis
19: 3217-3221.

Himmelreich, R., Hilbert, H., Plagens, H., Pirkel, E., Li, B. C. & Herrmann, R. (1996). Complete sequence analysis of
the genome of the bacterium Mycoplasma pneumoniae. Nucleic Acid Res. 24: 4420-4449.

Homma, T., Yoshihisa, T. & Ito, K. (1997). Subunit interactions in the Escherichia coli protein transocase: SeckE and SecG
associate independently with SecY. FEBS Lett. 408: 11-15.

Ish-Horowicz, D. & Burke, J. F. (1981). Rapid and efficient cosmid cloning. Nucleic Acid Res. 9: 2989-2998.

Jiger, W., Schiifer, A., Piihler, A., Labes, G. & Wohleben, W. (1992). Expression of the Bacillus subtilis sacB-gene leads
to sucrose sensitivity in the gram-positive bacterium Corynebacterium glutamicum but not in Streptomyces lividans.
J. Bacteriol. 174:5462-5465.

Joliff, G., Guyonvarch, A., Reyano, P., Leblon, G., Duchiron, F. & Renaud, M. (1993a). System for protein expression
and secretion especially in corynebacteria. Patent-Nummer: WO 9303158.

Joliff, G., Hahn, V., Duchiron, F., Renaud, M. & Leblon, G. (1993b). Expression and secretion system in a
Corynebacterium. Patent-Nummer: FR 2679922

Joliff, G., Mathieu, L., Hahn, V., Bayan, N., Duchiron., F., Renaud, M., Shechter, E. & Leblon, G. (1992). Cloning and
nucleotide sequence of the cspl gene encoding PS1, one of the two major secreted proteins of Corynebacterium
glutamicum: the deduced N-terminal region of PSL is similar to the Mycobacterium antigen 85 complex. Mol.
Microbiol. 6: 2349-2362.

Jones, J. D. G., Grady, K. L., Suslow, T. V. & Bedbrook, J. R. (1986). Isolation and characterisation of genes encoding
two chitinase enzymes of Serratia marcescens. EMBO J. 5: 467-473.

Kalinowski, J. (1990). Die Genregion fir Aspartokinase und Aspafigdemialdehyd-Dehydrogenase a&tsynebacterium
glutamicum. Dissertation. Universitat Bielefeld.

Kaneko, T., Tanaka, A., sato, S., Kotani, H., Sazuka, T., Miyajima, N., Sugiura, M. & Tabata, S. (1995). Sequence
analysis of the genome of the unicellularcyanobactefuwachocystis sp. strain PCC6803. Sequence features in the
1 Mb region from map positions 64% to 92% of the gendmé{ Res. 2: 153-166.

119



F Literaturverzeichnis

Kappes, R. M. & Freudl, R. (2000). The protein secretion machinery in Gram-positive bacteriac The SecDF protein as a
limiting factor for protein secretion in Staphylococcus carnosus. In. Biospektrum, Sonderausgabe zum I.
gemeinsamen Kongress der GGHM, OGHMP und VAAM: “Microbiology 2000, S. 187.

Karamanou, S., Vrontou, E., Sianidis, G., Baud, C., Roos, T., Kuhn, A., Politou, A. S. & Economou, A. (1999). A
molecular switch in SecA protein couples ATP hydrolysisto protein translocation. Mol. Microbiol. 34: 1133-1145.

Katsumata, R., Ozaki, A., Oka, T. & Furuya, A. (1984). Protoplast transformation of glutamate-producing bacteria with
plasmid DNA. J. Bacteriol. 159: 306-311.

Kaufmann, A., Manting, E. H., Veenendaal, A. K., Driessen, A. J. M. & van der Does, C. (1999). Cysteine-directed
cross-linking demonstrates that helix 3 of SecE is close to helix 2 of SecY and helix 3 of a neighbouring SecE.
Biochemistry 38: 9115-9125.

Keilhauer, C., Eggeling, L. & Sahm, H. (1993). Isoleucin synthesis in Corynebacterium glutamicum: molecular analysis of
the ilvB-ilvN-ilvC operon. J. Bacteriol. 175: 5595-5603.

Kimura, E., Akita, M., Matsuyama, S. & Mizushima, S. (1991). Determination of a region in SecA that interacts with
presecretory proteinsin Escherichia coli. J. Biol. Chem. 10: 6600-6606.

Kinoshita, S., Udaka, S. & Shimono, M. (1957). Amino Acid Fermentation. |. Production of L-glutamic acid by various
microorganisms. Appl. Microbiol. 3: 193-205.

Kirchner, O. (1999). Hocheffizienter Elektrotransfer von Plasmiden nach Corynebacterium glutamicum und Entwicklung
von Vektorsystemen zur funktionellen Genomanalyse. Diplomarbeit am Lehrstuhl fir Genetik, Universitat Bielefeld.

Kobayashi, M., Fugono, N., Asai, Y., Inui, M., Vertés, A.A., Kurusu, Y. & Yukawa, H. (1994). Cloning and sequencing
of thesecY homolog from coryneform bacteri@ene 139: 99-103.

Kobayashi, M., Fugono, N., Asai, Y. & Yukawa, H. (1999). Cloning and nucleotide sequencing of tleed gene from
coryneform bacteriaGen. Anal. Biomol. Eng. 15: 9-13.

Kontinen, V. P., Yamanaka, M., Nishiyama, K. & Tokuda, H. (1996). Roles of the conserved cytoplasmic region and
non-conserved carboxy-terminal region of SecEEstherichia coli protein translocasel Biochem. (Tokyo) 119:
1124-1130.

Kliipfel, D. (1988). Screening of prokaryotes for cellulose- and hemicellulose-degrading enzyfaiksds Enzymol. 160:
184-192.

Kunioka, E., Matsuyama, S. & Tokuda, H. (1998). Cloning and expression of thec4 gene of a marine bacteriumiprio
alginolyticus, and analysis of its function Escherichia coli. Gene 216: 303-309.

Kunst, F., Ogasawara, N., Moszer, L., Albertini, A. M., Alloni, G., Azevdo, V., Bertero, M. G., Bessieres, P., Bolotin,
A., Borchert, S., Borriss, R., Boursier, L., Brans, A. et al. (1997). The complete genome sequence of the gram-
positive bacteriunBacillus subtilis. Nature 390 (6657):249-256.

Laemmli, U. K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriopha@geuf4227:
680-658.

Lee, C. W., Lucas, S. & Desomaceaud, M. J. (1985). Phenylalanine and tyrosine catabolism in some cheese coryneform
bacteria FEMS Microbiol. Lett. 26: 201-205.

Lehninger, A. L. (1987). Biochemie. S. 214-216. Verlag Chemie; Weinheim, Basel.

Leloup, L., Driessen, A. J. M., Freudl, R., Chambert, R. & Petit-Glatron, M., F. (1999). Differential dependence of
levansucrase and alpha-amylase secretion on SecA (Div) during the exponential phase of Qowithuofubtilis.

J. Bact. 181: 1820-1826.

Leuchtenberger, W. (1984). Enzymatische und mikrobielle Herstellung von L-Aminosau€&remie fiir Labor und Betrieb
6: 285-287.

Lichtinger, T., Burkowski, A., Niederweis, M., Kramer, R. & Benz, R., (1998). Biochemical and Biophysical
characterization of the cell wall porin 6brynebacterium glutamicum: the channel is formed by a low molecular
mass polypeptideBiochemistry 37: 15024-15032.

120



F Literaturverzeichnis

Liebl, W., Bayerl, A., Schein, B., Stillner, U. & Schleifer, K. H. (1991). High efficiency electroporation of intact
Corynebacterium glutamicum cells. FEMS Microbiol. Lett. 53: 299-303.

Liebl, W., Ehrmann, M., Ludwig, W. & Schleifer, K. H. (1991). Transfer of Brevibacterium divaricatum DSM 20297T,
“Brevibacterium flavum” DSM20411, ‘Brevibacterium lactofermentum” DSM 20412 and DSM 1412, and
Corynebacterium glutamicum and their distinction by rRNA gene restriction pattefns.J. Syst. Bacteriol. 41: 255-
260.

Liebl, W., Schleifer, K. H. & Sinskey, A. J. (1989). Secretion of heterologous proteins®yrynebacterium glutamicum. In:
Genetic transformation and expression. S. 323-327. Herausgeber: L. O. Butler, C. Harwood & B. E. B. Moseley,
Intercept Ltd., Andover, U. K..

Liebl, W. & Sinskey, A. J. (1990). Coryneform expression and secretion system. Patent-Nurisig65797.

Liebl, W. & Sinskey, A. J. (1988). Molecular cloning and nucleotide sequence of a gene involved in the production of
extracellular DNase bYCorynebacterium glutamicum. n: Genetics and Biotechnology of Bacilli. S. 383-388.
Herausgeber: A. T. Ganesan & J. A. Hoch, Academic Press; New York.

Liebl, W., Sinskey, A. J. & Schleifer, K. H. (1992). Expression, Secretion, and processing of staphylococcal nuclease by
Corynebacterium glutamicum. J. Bact. 174: 1854-1861.

Lill, R., Dowhan, W. & Wickner, W., (1990). The ATPase activity of SecA is regulated by acidic phospholipids, SecY, and
the leader and mature domains of precursor prateii 60: 259-269.

Lottspeich, F. (1999). Proteomanalyse- ein Weg zur Funktionsanalyse von Proteingew. Chem. 111: 2603-2647.

Manting, E. H., van der Does, C. & Driessen, A. J. M. (1997). In vivo cross-linking of the SecA and SecY subunits of the
Escherichia coli preprotein translocasé. Bact. 179: 5699-5704.

Manting, E. H., van der Does, C., Remigy, H., Engel, A. & Driessen, A. J. M. (2000). SecYEG assembles into a tetramer
to form the active protein translocation chanfdBO J. 19: 852-861.

Marienfeld, A., Uhlemann, E.-M., Schmid, R., Krimer, R. & Burkowski, A. (1997) Ultrastructure of the
Corynebacterium glutamicum cell wall. Antonie van Leeuwenhoek 72: 291-297.

Martin, J. F. (1989). Molecular genetics of amino acid-producing bacteriagoevery of general Microbiology Symposium.

S. 25-59. Herausgeber: S. Baumberg, I. Hunter & M. Rhodes. Cambridge University Press, Cambridge.

Matsuyama, S., Akimaru, J. & Mitzushima, S. (1990) SecE dependent overproduction of secYEkwherichia coli.
Evidence for an interaction between two componerfi&s Lett. 269: 69-100.

Matsuyama, S., Fujita, Y. & Mitzushima, S. (1993). SecD is involved in the release of translocated secretory proteins from
the cytoplasmic membrane Bfcherichia coli. EMBO J. 12: 265-270.

Matsuyama, S., Fujita, Y., Sagara, K. & Mitzushima, S. (1992). Overproduction, purification and characterization of
SecD and SecF, integral membrane components of the protein translocation machihetyrafhia coli. Biochim.
Biophys. Acta 1122: 77-84.

McPherson, R. A. (1995). Evolution of polymerase chain-reaction to a quantitative laboratory @&@lical chemistry 41:
1065-1067.

Meletzus, D., Bermpohl, A., Dreier, J. & Eichenlaub, R. (1993). Evidence for plasmid-encoded virulence factors in the
phytopathogenic bacteriuf@i/avibacter michiganensis subsp.michiganensis NCPPB382.J. Bacteriol. 175: 2131-
2136.

Meyer, T. H., Menetret, J. F., Breitling, R., Miller, K. R., Akey, C. W. & Rapaport, T. A. (1999). The bacterial SecY/E
translocation complex forms channel-like structures similar to those of the eucaryotic Sec61p compiexBiol.

285: 1789-1800.

Miller, G. L. (1959). Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing sugat. Chem. 31: 426-428.

Mitchell, C. & Oliver, D. (1993). Two distinct ATP-binding domains are needed to promote protein exp@iichyrichia
coli SecA ATPaseMol. Microbiol. 10: 483-497.

121



F Literaturverzeichnis

Miwa, K., Matsui, K., Terabe, M., Ito, K., Ishida, M., Takagi, H., Nakamori, S & Sano, K. (1985). Construction of novel
shuttle vectors and a cosmid vector for the glutamic acid-producing bacteria Brevibacterium lactofermentum and
Corynebacterium glutamicum. Gene 39: 281-286.

Morinaga, Y., Tsuchiya, M., Miwa, K. &Sano, K. ( 1987). Expression of Escherichia coli promotors in Brevibacterium
lactofermentum using shuttle vector pEB77003. j. Biotechnol. 5: 305-312.

Morosoli, R., Ostiguy, S. & Dupont, C. (1999). Effect of carbon source, growth and temperature on the expression of the
sec genes of Streptomyces lividans 1326. Can. J. Microbiol. 45: 1043-1049.

Myers, G. & Miller, W. (1988). Optimal alignmentsin linear space. CABIOS 4: 11-17.

Nagarjan, V. (1993). Protein secretion. In: Bacillus subtilis and other Gram-Positive bacteria. S. 713-726. Herausgeber: A.
L. Sonenshein, J. A. Hoch & R. Losik, American Society for Microbiology, Washington, D. C.

Nishiyama, K-I., Suzuki, T. & Tokuda, H. (1996). Inversion of the membrane topology of SecG coupled with SecA-
dependent preprotein transocation. Cell 85: 71-81.

Nishiyama, K-I., Hanada, M. & Tokuda, H. (1994). Disruption of the gene encoding p12 (SecG) reveals the direct
involvement and important function of SecG in the protein translocation of Escherichia coli a low temperature.
EMBO J. 13: 3272-3277.

Odgen, R. C. & Adams, D. A. (1987). Electrophoresis in agarose and acrylamid gels. Methods Enzymol. 152: 61-87.

Ogata, K., Kinoshita, S., Tsunoda, T. & Aida, K (1976). “Microbial production of nucleic acid related substances”, New
York, Weinheim.

Palva, 1. (1989). Engineering for secretion of proteins by bacteria.Swciety for General Microbiology. Symposium 44.
Microbial Products: New Approches. S. 255-270. Herausgeber: S. Baumberg, |. Hunter & M. Rhodes, Cambridge
Universty Press, Cambridge.

Paradis, F. W., Warren, R. A. J., Kilburn, D. G. & Miller jr., R. C. (1987). The expression afellulomonas fimi cellulase
genes imBrevibacterium lactofermentum. Gene 61: 199-206.

Patek, M., Eikmanns, B. J., Patek, J & Sahm, H. (1996). Promoters fromCorynebacterium glutamicum : cloning,
molecular analysis and search for a consensus mfitifobiology 142 (Pt 5): 1297-1309.

Pearson, W. R. & Lipman, D. J. (1988). Improved tools for biological sequence compariser.c. Natl Acad. Sci. USA
85: 2444-2448.

Peyret, J. L., Bayan, N., Joliff, G., Gulik-Krzywicki, T., Mathieu, L., Shechter, E & Leblon, G. (1993). Characterization
of thecspB gene encoding PS2, an ordered surface-layer prot€iorimebacterium glutamicum. Mol. Microbiol. 9:
97-109.

Pogliano, J. A. & Beckwith, J. (1994a). SecD and SecF facilitate protein exporEeherichia coli. EMBO J. 13: 554-561.

Pogliano, K. J. & Beckwith, J. (1994b). Genetic and molecular characterization of Eaeéherichia coli secD operon and its
productsJ. Bact. 176: 804-814.

Priest, F. G. (1977). Extracellular enzyme synthesis in the geBusillus. Bacteriol. Rev. 41: 711-753.

Pugsley, A. P. (1993): The complete general protein secretory pathway in gram negative bakfieri@biol. Rev. 57: 50-
108.

Redenbach, M., Kiesner, H. M., Denapaite, D., Eichner, A., Cullum, J., Kinashi, H. & Hopwood, D. A. (1996). A set of
ordered cosmids and a detailed genetic and physical map for theS8-ddlonyces coelicolor A3(2) chromosome.
Mol. Microbiol. 21: 77-96.

Sagara, K., Matsuyama, S. & Mizushima, S. (1994). SecF stabilizes SecD and SecY, components of the protein
translocation machinery of th&cherichia coli cytoplasmic membrand. Bact. 176: 4111-4116.

Salim , K., Haedens, V., Content, J., Leblon, G & Huygen, K. (1997). Heterologous expression of tiécobacterium
tuberculosis gene encoding Antigen 85A @orynebacterium glutamicum. Appl. Environ. Microbiol. 63: 4392-4400.

Salmond, G. P. C. & Reeves, P. J. (1993). Membrane traffic wardens and protein secretion in gram negative bacteria.
Trends Biochem. Sci. 18: 7-12.

122



F Literaturverzeichnis

Sambrook, J., Fritsch, E. F. & Maniatis, T. (1989). Molecular cloning. A laboratory manual. 2™ ed. Cold Spring Harbour
Laboratory, Cold Spring Harbour.

Sandmann, G. (1994). Carotinoid biosynthesis in microorganisms and plants. Eur. J. Biochem. 223: 7-24.

Sanger, F., Nicklen, S. & Coulson, A. R. (1977). DNA-Seguencing with chain-terminating inhibitors. Proc. Natl. Sci. USA
74: 5463-5467.

Santamaria, R., Gil, J. A., Mesas, J. M. & Martin, J. F. (1984). Characterization of an endogenous plasmid and
development of cloning vectors and a transformation system in Brevibacterium lactofermentum. J. Gen. Microbiol.
130: 2237-2246.

Schiebel, E., Driessen, A. J. M., Hartl, F.-U. & Wickner, W. (1991). Apy+ and ATP function at different steps off the
cataytic cycle off preprotein trandocase. Cell 64: 927-939.

Schiifer, A., Kalinowski, J., Simon, R., Seep-Feldhaus, A. H. & Piihler, A. (1990). High-frequency conjugal plasmid
transfer from gram-negative Escherichia coli to various gram-positive coryneform bacteria. J. Bacteriol. 172: 1663-
1666.

Schiifer, A., Kalinowski, J. &Piihler, A. (1994a). Increased fertility of Corynebacterium glutamicum recipients in
intergenic matings with Escherichia coli ater stress exposure. Appl. Environ. Microbiol. 60: 756-759.

Schiifer, A., Tauch, A., Jiger, W., Kalinowski, J., Thierbach, G. & Piihler, A. (1994b). Small mobilizable multi-purpose
cloning vectors derived from the Escherichia coli plasmids pK18 and pK19: selections of defined deletion in the
chromosome of Corynebacterium glutamicum. Gene 145: 69-73.

Schatz, P. J., Riggs, P. D., Annick, J., Fath, M. J. & Beckwith, J. (1989). The SecE gene encodes an integra membrane
protein required for protein export in Escherichia coli. Genes Dev. 3: 1035-1044.

Schwarzer, A. & Piihler, A. (1991). Manipulation of Corynebacterium glutamicum by gene disruption and replacement.
Biotechnology (N Y) 9: 84-87.

Shiozuka, K., Mitzushima, S. & Tokuda, H. (1990). The proton motive force lowers the level of ATP required for the in
vitro trandocation of a secretory protein in Escherichia coli. J. Biol. Chem.264: 18843-18847.

Siefert, J. L., Martin, K. A., Abdi, F., Widger, W. R. & Fox, G. E. (1997). Conserved gene clusters in bacterial genomes
provide further support for the primacy of RNA. J. Mol. Evol. 45: 467-472.

Simon, R., Priefer, U. & Piihler, A. (1983). A broad host range mobilization system for in vivo genetic engineering:
transposon mutagenesis in gram negative bacteria. Bio/Technology 1: 748-794.

Sleytr, U. B. (1997). Application of S-Layers. FEMS Microb. Rev. 20: 151-175.

Sleytr, U. B. & Beveridge, T. J. (1999). Bacteria S-layers. Trends in Microbiology 7: 253-260.

Sleytr, U. B. & Sara, M. (1997). Bacteria and archaeal S-layer proteins. structure-function relationships and their
biotechnological application. Trends Biotechnol. 15: 20-26.

Smith, M. D., Flickinger, J. L., Lineberger, D. W. & Schmidt, B. (1986). Protoplast transformation and introduction of an
a-amylase gene from Bacillus amyloliquifaciens into Brevibacterium lactofermentum. Appl. Environ. Microbiol. 51:
634-639.

Southern, E. M. (1995). Detection of specific sequences among DNA fragments separated by gel electrophoresis. J. Mol.
Biol. 98: 503-517.

Stackebrand, E. & Woese, C. R. (1981). The evolution of prokaryotes. In Molecular and cellular aspects of microbial
evolution, S. 1-31. Herausgeber: M. J. Carlile, J. F. Collins & B. E. B. Moseley. Cambridge University Press,
Cambridge.

Staden, R. (1986). The current status and portability of our sequence handling software. Nucleic Acid Res. 14: 217-231.

Suzuki, H., Nishiyama, K-I. & Tokuda, H. (1998). Coupled structure change of SecA and secG revealed by the synthetic
lethality of the secAcsR11 and AsecG::kan double mutant. Mol. Microbiol. 29: 331-341.

Suzuki, T., Honda, H. & Katsumata, R. (1972). Production of antimicrobial compounds analogous to chloramphenicol by
n-paraffin-grown bacteria. Agric. Biol, Chem. 36: 2223-2228.

123



F Literaturverzeichnis

Tauch, A. (1996). Entwicklung von Transposonmutagenesesystemen fiir Aminoséure-produzierende Corynebakterien.
Doktorarbeit am Lehrstuhl fir Genetik, Universitat Bielefeld.

Tauch, A., Kirchner, O., Wehmeier, L., Kalinowski, J. & Piihler, A. (1994). Corynebacterium glutamicum DNA is
subjected to methylation-restriction icherichia coli. FEMS Microbiol. Lett. 123: 343-347.

Tauch, A., Zheng, Z., Piihler, A. & Kalinowski, J. (1998). Corynebacterium striatum chloramphenicol resistance
transposon TN5564: Genetic organisation and transpositiGorimebacterium glutamicum. Plasmid 40: 126-139.

Tschauder, S., Driessen, A. J. & Freudl, R. (1992). Cloning and molecular characterization of tkeY genes fronBacillus
licheniformis and Staphylococcus carnosus: comparative analysis of nine members of the SecY famiby. Gen.
Genet. 235: 147-152.

Tusniady, G. E. & Simon, 1. (1998). Principles governing amino acid composition of integral membrane proteins:
Applications to topology predictiodournal of Molecular Biology 283: 489-506.

Ugorcakova, J., Jucovic, M., Bukovska, G. & Timko, J. (1996). Construction and characterization of new corynebacterial
plasmids carrying the alpha-amylase géngia Microbiol. (Praha) 41: 10-14.

Vahjen, W., Munch, J.-C. & Tebbe, C. C. (1995). Carbon source uzilization of soil extracted microorganisms as a tool to
detect the effects of soil supplement with genetically engineered and non-engiiesretacterium glutamicum
and a recombinant peptide at the community |eNEMS Microb. Ecol. 18: 317-328.

Vigal, T. Gil, J. A., Daza, A., Garcia-Gonzales, M. D. & Martin, J. F. (1991). Cloning, characterisation and expression of
ana-amylase gene frofvreptomyces griseus IMRU 3570.Mol. Gen. Genet. 225: 278-288.

von Heijne, G. (1994). Membrane proteins: From Sequence to structiwewu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 23: 167-192.

von Heijne, G. (1997). Getting greasy: how transmembrane polypeptide segments integrate into lipid hilayer.
Microbiol. 24: 249-253.

Wallace, D. M. (1987). Precipitation of nucleic acid8/ethods in Enzymology 152: 41-48.

West, S. C., Baumann, P. & Benson, F. (1997). Protein-directed molecular interactions in recombination and repair.
Mutation research 379: S55.

Wehmeier, L. (1999). Molekulargenetische Analyse der “stringenten Kontrolle” Gorynebacterium glutamicum.
Dissertation. Universitat Bielefeld.

Wehmeier, L., Schiifer, A., Burkowski, A., Krimer, R., Mechold, U., Malke, H., Piihler, A. & Kalinowski, J. (1998).
The role ofCorynebacterium glutamicum rel gene in (p)ppGpp metabolisicrobiology 144: 1853-1862.

Wild, J., Rossmeissl, P., Walter, W. A. & Gross, C. A. (1996). Involvement of the DnaK-DnaJ-GrpE chaperone team in
protein secretion iftscherichia coli. J. Bact. 178: 3608-3613.

Wild, J., Walter, W. A., Gross, C. A. & Altman, E. (1993). Accumulation of secretory protein precursorsaherichia
coliinduces the heat shock respons@act. 175: 3992-3997.

Wohleben, ., Muth, G. & Kalinowski, J. (1993). Genetic engineering of Gram positive bacteriaBiovechnology, S. 457-
505. Herausgeber: H. J. Rehm, G. Reed, A. Pihler & P. Stadler.

Worley, K. C., Wiese, B. A. & Smith, R. F. (1995). BEAUTY: an enhanced BLAST-based search tool that integrates
multiple biological information resources into sequence similarity search r&sedisne Research 5: 173-184.

Yamada, K., Kinoshita, S., Tsunoda, T. & Aida, K. (1972). The microbial production of amino acids. New York,
Weinheim.

Yamada, Y., Won Seo, C. & Okada, H. (1985). Oxidation of acyclic terpenoids borynebacterium sp..Appl. Environ.
Microbiol. 49: 960-963.

Yanisch-Perron, C., Vieira, J. & Messing, J. (1985). Improved M13 phage cloning vectors and host strains: nucleotide
sequences of the M13mp18 and pUC19 vect@ese 33: 103-119.

Zimmermann, J., Voss, H., Schwager, C., Erfle, H., Stucky, K., Kirstensen, T & Ansorge, W. (1990). A simplified
protocol for fast plasmid DNA sequencingucleic Acid Res. 18: 1067.

124



G Anhang

G Anhang

1) Haufig verwendete Abkiirzungen

K Mikro Km Kanamycin

uF Mikrofarad I Liter

Ap Ampicillin LB Luria-Bertani-Medium
As Aminosaure 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  Desoxyribonukleinsaure PCR  Polymerase-Kettenreaktion
DTT Dithiotreitol r Resistenz

EDTA Ethylendiamintetraacetat RBS Ribosomen-Bindestelle
Eppi Eppendorf-Reaktionsgefal’ RNA Ribonucleinsaure

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, Volumenaktivitat

IPTG  Isopropyl-D-Thiogalactopyranisid U/N uber Nacht
kb Kilobasenpaare Xgal 5-Brom-4-Chlor-3-indolyIB-D-
Galaktosid
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2) Sequenzdaten

DNA- und abgeleitete Aminosiuresequenz potentieller ORFs des ”Plasmid-Rescues”

- - PRY SADO QL EL SDZFTATE

>f . 1.18tccgcgttattccgcagat caattagaact cagcgatttcaccgct act gagce 60
Q AV WI RCTADLUPDNPTIFHAQSTC tesB2
aagct gt gt ggat t cggt gcaccgct gat ctt ccggat aat cccacctt ccaccagt get 120 ( )
part.
s L TYL SDMTULULMHSALVPHPG
cactgacttatctgtccgatatgactttgctgcatagtgccct ggt gccacacccaggtg 180
E K MQMASLIDHAVWFLIRZPFRYV
agaaaat gcagat ggcct cact t gat cacgct gt gt ggtt cct gcgt cccttccgegt cg 240
DEWLULYD QRSP SASSGRALT
atgaatggttgctttatgatcagcgct ctccat cggcect caagt gggcgagecttgactc 300
H GRLFNQQQGDLVAI VNOQEGWM
acgggcggcttttcaaccagcagggagattt ggt cgct att gt caat caagagggaat ga 360
T RTLHEGAQSI P MRKD*
cccgcacact ccacgagggt gcgcaat caat t ccgat gcgcaaagact aaaat gcagcga 420
act t gaagat ct gaat ccggt aacgcgacagaaattggt gccctttaagtttcatcattt 480
gaccttggcgtatactgtttcatcagttccaactaccaactccgtttccat ggaagctac 540
ccggcetttcgeccaccgcaacat gagt ct aaaat at t aacacggcgcaccacacattt ggt 600
ggt gt at t gagct at ct ct gggct gcgt gagaaaccat ttt ccggt ggat gat ggaagct 660
MS GHS K WATT K H K K
agacgacgaaagggagcat atgt ct ggccact caaaat gggcgact accaagcacaagaa 720
A°ANDAIKIRGIKEFAKLI KNI EV
ggct gct aacgacgccaagcgaggcaaggaat t t gccaagct gat caagaacat cgaagt 780
AAARTGGGDUZPSANZPTLDUDMI K
t gcggcacgt acaggcggt ggagat ccgt ct gcgaacccaacgct t gat gacat gat caa 840
K AK K ASV PNUDNI ERARIKIRGS
gaaagccaagaaggctt ct gt gccgaacgat aacat cgaacgt gcacgcaagcgt ggctc 900
G EEAGGADWMNI MY EGY GP N
cggcgaagaagct ggt ggcgcet gact ggat gaacat cat gt acgagggat acggccccaa 960 mf‘4
yJcC.
GV A AMLI ECLTIDNIRNRAATEV
cggcgttgccat gctt at cgagt gt ct gaccgacaaccgt aaccgcgcagct accgaagt 1020
R TAMTKNG GG GNULGESGS SV SYM
t cgcaccgcaat gaccaaaaacggt ggcaact t gggcgagt ccggt t ccgt gt cct acat 1080
FTRTGVVTVQKGDULSEDTDVL
gttcacccgcaccggt gt cgt caccgt acaaaagggcgat ct t agt gaagat gacgt gct 1140
M AV L EAGAETEVNDNGDILF E V
catggctgttcttgaagct ggt gct gaagaagt caacgacaacggcgat ct gt t cgaggt 1200
T CAPTODI VAV RDAI VEAGI E

tacct gcgcaccaact gacatt gt agct gtt cgcgacgcaat cgt ggaagct ggcatt ga 1260

V EDSESDZFRASVYVY QVZPL DA ADG
agt agaagat t ct gaat cagact t ccgggcat ct gt t caggt ccccct ggacgcet gacgg 1320

A RKI FKLVDALETUDSUDU DVAOQNYV
t gcacgcaagat ctt caagct t gt ggacgcgt t ggaagat t ccgacgat gt gcaaaacgt 1380
Y T NI DL S DEVLTETLEND*
ctacaccaacat cgact t gagcgat gaggt t t t gacagagct ggaaaacgact agt t cgt 1440
attttccgcactccgttcaccccgcet at ccct gcagcet aaaacgcagaggat agcggggt 1500

gat cgcaat t gt gt gct aaaaat gagt at ggaat agcaact gcacagcgacgaat cagcg 1560
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M NHEGLR RV MGI DP
acgaat cagt gaggacacgaat atgaaccacgaagggct t cgggt aat gggcat t gaccc

G L TRCGL SVVQAGRGRTVYFP
aggt cttacccgttgtggcttatct gt ggt t caagcaggt cgt ggt cgt accgt gt at cc

VvV SV GV VRTWPWPDAELAEWRTLTLR
agt gt cggt gggegt ggt gcgecaccccaccagat gcggagt t ggcggageggt t gett cg

L S K AV GEWMDEYTWPDUVI A1l E
gct cagcaaagcagt gggt gagt ggat ggat gagt acaccccagat gt catt gct att ga

RV FERU GNVSTVMNTAUHAYVGYV
gcgt gt ct t t gagcgecggaaat gt t t ccaccgt gat gaacact gecgeat gcggt gggt gt

L1 L AAAAERGLUPVHMYTWPSEV
gttgatcttggct gct gct gaacgcggat t gccagt t cacat gt acacccccagt gaggt

K K A1 S GNGRADIKIKQMTVMI T
gaaaaaggct at ct ccggt aat ggt cgcgct gat aagaaacagat gacggt cat gat cac

R 1 L G L GEPWPIKWPADAADA AL S L
t cgaatt ct gggcct t ggt gagccacccaaacct gct gacgcecget gat getttatcgtt

AV CHC CWRAPMLMRAQS QY S E
ggcggt gt gt cact gct ggcgggegecaat get t at gcgggegeaat cgeagt act ccga

Q E L EKRIRRYVY QQGKULGKAIKST
gcaagagt t ggaaaagcgacggcgt gt gcagcaaggaaaat t gggt aaagcgaaat caac

Y NA E QA QSHASUDUWPAKAAMHTP S
tt acaat gcggaacaagct caat cccat gcat ccgat cct gct aaagcggct cat cccag

QF QR TDT N *
tcagtttcaacgaactgacaccaattagtttttaaaaagttctagtacatttttcaggag

MI A SLRGTUWVI NI GL S S AV
tgtcttcatgattgcctcacttcgtggcact gttatcaacatt ggt ct gagcet ct gct gt

Il ECNGV GY EV V TTWPNTIL S QL
cat t gaat gcaat ggcgt gggct at gaggt t gt caccacaccgaacacct t gt cacagt t

VR GEEAL VL TTMVVREDAWMK
ggt ccgcggt gaggaagcact ggt gt t gaccaccat ggt ggt ccgcgaagacgcgat gaa

LY G F 1 DNESWREMFSVLQTV S
act ct at gggt t t at t gacaat gaat cacgt gagat gt t t t ccgt gt t gcaaacagt at ¢

G L GPRLALACES SVLSPLETI S
t ggat t gggt ccacgcecet ggect t ggcat gt gaat cggt gt t gagcccact ggagatttc

Q Al T NADAKTUL QRVYVYUPGV G KR
t caggcgat caccaat gccgat gccaaaact t t gcagcgggt t ccgggt gt gggaaageg

M A DRULI VEL KGKVAAFAAGV
cat ggcagat cgt ct cat cgt ggagct t aaaggcaaggt cgcagctttt gct gccggt gt

V DEGGEI QI S L PNANI ASEVYV
cgt ggat gagggaggggagcaaat t t cct t gcct aacgcgaacat t get t ct gaggt ggt

V EQV S QAL V GL GF S EKQSDD
t gt ggagcaggt t t ct caagcgct ggt ggggt t gggcet t t agcgagaagcaat cagat ga

AV S FVLAADUWPSILUDTSGALRA
t gcagt gagct t t gt gct ggcggeggat ccat cct t ggacaccagt ggcgegcet t cgt ge

A L A KL S G K * M S DV ERTE F
cgcat t ggcaaaact cagcggaaagt agaccct catgt ccgat gt ggaaagaacagagt t

E 1l P G GFHLV ETVV KAVAADT
t gaaat t ccgggaggat t ccacct cgt cgaaacggt ggt caaggccgt gcagct gat acc

NV DANWLIKWPUDEYDAEVTLRPK
aacgt agat gcgaacct gaagcct gat gaat acgat gcggaagt aacact t cgt ccgaag

S L TEZFI GQPIKVRDOQQL SL VLT
tctttgactgagtttatcggccagccgaaggt gcgcgat cagettagtttggtgcettacce

GAKNRGVVPDHVLL S GPZPGL
got gcgaaaaaccgt ggt gt ggt t cccgat cacgt gt t gt t gt ct ggccct cct ggect g

GKTTMAMI I A QEULGTSLIRMT
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ggt aagaccaccat ggcgat gat t at cgcccaggagt t gggcaccagt t t gcgt at gacc

S GP AL ERAGDLAAML S NULME
t caggcccagcect t ggaacgcgcaggegat ct gget geccat get gt ccaacct cat ggaa

G DbVvLlilFI1 DEI HRI ARPAETEWML
ggggacgtgct gttt at t gat gagat t caccgcat cgcacgt cct gccgaggaaat gct g

Y MAMEDU FRI DVI VGKGPGAT
t acat ggcgat ggaagat t t ccggat cgat gt cat cgt cggt aagggt cct ggcgcet ace

sl PL EI PPFTULVGATTIRSU GM
t caat cccgct ggagat cccaccctttaccct cgtt ggt gcaaccaccaggt cgggeat g

L T GPL RDRFGFTAOQMETFY DV
ct caccggcccact gcgt gaccgtttcggttttaccgcgcagat ggaatt ctacgat gt g

P DLTKVYV KRTAIKI L DV GI1l DN
cct gat ct gaccaaagt ggt gaaacgaacagct aagat cct cgat gt cggaat cgacaac

DA AV EI ASRSRGTWPRI A NRIL
gat gccgccegt ggaaat t gcct cgeggt ct cgt ggt act cct cgt at t gct aaccgact g

L RRVRUDVFAEVHADGHI T MGA
cttcgt cgagt ccgt gact t cgct gaagt t cat gcggat ggt cacat cacgat gggt get

A NA AL DV FDVDEVGLD RLDR
gccaat gct gcget ggat gt at t cgat gt cgat gaagt cggact cgat cgect ggat agg

AV L DALI RGHU GGG GPVGVNTL
gcagt gct t gat gcct t gat ccgcggacat ggcggaggcecct gt t ggcgt gaacacact ¢

AV AV GEEWPGTVEEVCEWZPY LV
gcggt t gcagt t ggt gaagaacccggceact gt ggaagaagt at gcgagccctat tt ggt g

R AGMI ARTGRGRVYVATAAAWR
cgt gccggcat gat t gcacgaaccggacggggacgcgt ggcaaccgcagct gcat ggaga

HL GL EPPEGTI GD Y *
cacct ggggct ggaaccaccagaaggcaccat cggcgat t at t agccacct t aggt ggec

M D1 V F L I 1 L
aggat gt t ccat ggt ct ggcaaact aact aaccatggacat cgttttcctcataattctt

L A1l FI VPTUFLMSIRROQRARMT
ctagccatttttatcgttcccactttcctcat gagccgccgeccagecgecgecacggat gact

El QKL QD SV VPGDRI VTTASG
gaaat ccaaaagct gcaggact ct gt cgt cccaggcgaccgcat cgt caccaccgcggga

QHATVI STTAETVDULETI A PG
cagcacgcaacggt cattt ccaccact gcagaaaccgt t gat ct agagat cgcgccgggt

M1 S TUFEIKULAI VRV L SKANTEP
at gat cagcact t t t gaaaagct t gct at cgt gcgt gt gct gt ccaaggccaat gaacct

Q ML DEWPTULUFDQUPETUDUDIOQWPND G
cagat gt t ggat gagccgacgct gt t t gat cagccagaagacgat cagccgaacgat ggt

F D GRTDGMHUPENR *
t t cgat ggacgcact gacggacat cct gagaat cgt t agaaat t aat aat aat t cagcac

ccttttgctcattactttctgtgggcaagggt gctgtttatatatctactcatattggta
gccagact cacaggggt at gggaaggcaaaact acgcagat ggcgt agcat gt t t t gggt
t aaacact at cccgaaggcaccgttactttgectttctcget cgt gt cgcact cacccac
gccacct ggcgt gggt gagt ggcgeat ggagt gggt gggegt cgacaagegt ggt t gt ct

M A R QKK S A A S A
ggot t gat t ggaat t gaaggagact t t cttggct cggcaaaaaaagagt gccget agecgec

WEWRWPIKWRAI AL FVLI VVGVY
t gggaacgat ggccaaaacgcgcaat agcgtt gttt gt gct catcgt cgtt ggt gt t t at

ALV LLTGDIRSATU®PIKULGI DL Q
gcgt t ggt gect gt t gacaggcgat cgt t ct gccacaccaaaat t gggt at t gat ct gcaa

GGTRVTLVPQGOQQDPTO QDO QLN
ggcggaacccgagt gaccct cgt gccgcaggggcaggat ccaact caggaccagct gaat

QA RTI L ENRVNGMGVY S GASYV
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caggcacgcaccat t ct ggaaaaccgt gt gaacggcat gggcgt t t caggt gcaagegt g

V ADGNTULVI TVPGENTAZ QANOQ
gt cgct gacggt aacacgct ggt gat cact gt t cccggggaaaat accgcacaggcgeaa

S LGQRT SQELLFRPV GQAGMPD
t ccct aggacagacct cccagcet get gt t ccgt ccegt t ggt caggcaggaat geccgat

M TTLMPELEEMANIRWYE Y GV
at gaccacgt t gat gccagagct ggaagagat ggccaacaggt gggt t gaat acggcgt ¢

I T EE QA NASLEEMNTAYVAST
at caccgaagagcaggcaaat gcct cct t ggaggaaat gaacaccgct gt t gcat cgacc

T AV EGETEATIEWPEWPVTVSATP
act gcggt ggaaggcgaagaagcaact gagccagaacccgt caccgt gt cggcgacccect

M DEPANZSI EATQRIROQEI T DM
at ggat gagccagccaact ccat t gaggcaacacagcgacgccaggaaat cacggacat g

L RTDRQSTIDZPTUVQI A ASSL M
ct gcgcaccgaccgccagt ccaccgat cccact gt ccagat cget gcaagttctttgatg

QcTTDIEMDUPLAGTDUDUPRTLPL
cagt gcaccact gat gagat ggat cct t t ggccggcaccgat gat ccacgcct gccattg

V ACDWPAVGGVY VL DWPAPLTLN
gt ggcat gt gat ccagct gt aggt ggcgt gt at gt act t gat cct gcacct tt gct caac

G ETDEIENGARLTGNETI DTNR
ggcgaaaccgat gaggaaaat ggt gcgcgect aaccggt aat gagat cgat accaaccgt

P 1 T GGFNAQSGQMETI S F A F K
cccat caccggt ggat t caacgcccagt ccggccagat ggaaat caget t t gcct t caaa

S GDGEEGSATWS SLTS QYL Q
t ccggcgat ggggaagaaggct ct gcaact t ggt cct ct ct gaccagccagt acct gcag

Q QI A1l TLDSOQVI SAPVI QSA
cagcagat cgccat caccct ggact ct caggt gatt t ct gcacccgt gat t cagt cagca

T PV GS AT SI1I T GDUFTQTEAGQD
acccct gt gggt t ct gcaacat ccat caccggt gact t cact caaact gaagcccaagat

L ANNLWRYGALUPL SFAGENGE
ct ggcgaacaacct gcgcet acggt gcat t gcccct gaget t cgcaggt gaaaacggcgag

R GG TTTTVUPUPSL GAASILKASG
cgcggcggaact accaccaccgt t ccgeccat cact aggcgcagceat cct t gaaggccgga

L1 A GI VGGI AL VAI FVFAYYR
ct gat cgcaggcat cgt cggcat cgcgct ggt cgecat ct t cgt gt t cgect act accge

V F GF V SL FTULUFAAGVLVYGL
gtcttcggattcgtttccctgttcaccetgtttgeccgecaggegt gttggt ctacggectt

L viLL GRWI GY SLDLAGI AGL
ct ggt act gct gggacgct ggat cggat at t ccct agacct t gct ggt at cgeecggtttg

Il 1 661 66T TADSUZF VYV FYERI KD
at cat cggt at cggt accaccgccgact cctt cgt ggt gt t ct at gagcgcat caaggat

El REGRSVFRSAVPRAWE S AK
gagat ccgt gaaggaagat cct t t agat ct gcagt acct cgt gcat gggaaagcgccaag

R TI1I VT GNMYVTULULGAI VI Y L L
cgcaccat cgt cacaggcaacat ggt cact t t gct cggcgct at cgt gatttacttgetc

AV GEVKGFAFTULGL TTVFDL
gcggt cggcgaagt caagggcet t t gecct t caccct gggt ct gaccaccgt attcgat ctc

v v T F L I T APLVI L ASRNUPFF
gttgtcaccttcctgat cacggcaccact ggt t at cct ggcat cacgcaacccattcttt

A KSSVNGMGRVMKIULVEERRA
gccaagt cat cggt caacggcat gggacgagt gat gaagct cgt t gaagaacgccgcgcec

N GE L DEWPEYULI KIKI HAKNAAA
aacggt gaat t ggat gagcct gagt acct gaaaaagat ccat gccaagaat gcggcagcet

DK ASTWDNSSTIDNSEAPGTTDT
gat aaggct t ccact gacaatt ctt ccact gacaat t ct gaagcacct ggcaccgat acg

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

secD
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N Q E E E K * M TDS QTTESTLSTO
aaccaagaggaggagaagt agccatgact gat t cccagact gaat cact gt caact caga

S VKPAKIKRSWFNSULYTGDGG
gcgt aaaaccagccaaaaaacgcagt t ggt t caacagcect ct acaccggt gacggeggea

I DF I AKT KLWYWI T GI L L V
ttgacttcat cgccaaaaccaaact gt ggt act ggat caccggcattttgct ggttatct

sl L FI Al RGFSUL SI DFOQGGT
cgat cct gt t cat cgccat ccgt gget t ct ccct gageat cgat t t ccagggeggt acca

K MmS MPASDY STEIOQVETETFTE
agat gagcat gccagcat cggat t act ccaccgaacaggt ggaggaaacct tt act gaag

AT GI T PEI V QI VGS GDARTL
ccaccggcat t act ccggaaat cgt gcagat cgt cggt t ccggcgacgeccgceaccct gg

E 1 Y S ERULSDEDVEIKARLAIY
agat ct act ccgagcgact cagcgat gaggat gt agaaaaagcccgcct ggcgat ct acg

E EY QPL NS EGOQWPSUPDA AI GNS
aggaat accaacccct aaact ct gagggccagccaagcccagat gccat cggt aat t cca

TV SESWGSTI TQRMVLALTI A
cggt gt cggaat cat ggggt t ccaccat cacccaacgcat ggt gt t ggct ct gat t gcct

FL VI AAI YI A FRLEIREMMAI A
tcctggttattgcagegat ct acattgettt ccgect cgagegt gaaat ggeccat cgecg

AMAAL V VDG GI VI AGI Y AVI G
ccat ggcagcat t ggt t gt t gacggcat cgt cat cgccggceat ct acgccgt cat cggec

L EVSPATVI GLLTUVLTUFSI Y
t cgaagt at ccccagcaaccgt cat cggt ct gct caccgt get gacctt ct ccat ct acg

D TVVVFDIKVRENTEGTFEGSR
acaccgt cgt ggt ct t t gacaaggt cagagaaaacaccgaaggct t cgaaggcagccgcea

R RTY AE QANLAVNQTFMR S I
gacgaacct acgccgaacaagccaacct ggcggt caaccagacct t cat gcgt t cgat ct

s T T1T1 1 SAL PI I AL MVYV AV WM
ccacgacaat cat ct ct gcact t ccgat cat cgct t t gat ggt t gt cgcegt ct ggat ga

M GV GTLKDULALI QL I GV I E G
t gggt gt t ggcaccct caaagacct cgcact gat ccagct gat cggcgt cat cgaaggca

T F S SV FLATWPLULVSL KNI RTL S
ccttctectecgtcttcct ggcaaccccact get ggt cagecct gaaaaaccgcct gagca

K T KAHTASV MKULIRDGOQSTL I
aaaccaaagcgcacaccgct t ccgt t at gaagt t gcgcgacggccaaagcacgctt at cg

DATWPHTNADASA AMHGTESDT D
acgccaccccacacaccaacgccgacgcct ccgcgcacggcaccgaaagcgacact gacg

GV TPEAPAKRTVS KWPI V DDH
gt gt gacccccgaagcacct gcaaaacgt acagt aagcaaacccat t gt ggat gat cacc

R S S GT WRWP GR S *
gat caagcggaacct ggcgaccaggcagaagct aaaccaat t ggagaacgaagaaaaat ¢

ccgcagact cgegttctgcgggatttttttt gt gcgt ct at gact cacgat gtt cccaaa
cgacgacttcacgt ggt cgactt cagtcggatttgccgtttttatccagt gaagt cgget
cat gagaagt t gagcacgcgaagt cgt aggt t gaggt ct cgt aat ct gcggt gt cgt agg
ttgagat gt cgccgecttaagttcgatttctcaccttcgatacct cacgctcaatttctt
at gt t cgagaccgct aggaaaagcaccaaaaaccgact gaaat t gagt t t gggaaat t ga

vV I S NL SN GG
gcgcaaggt at t gagcccgagaaat t gaacat gtgat ct cgaact t aagt aacgggggga

R HS AT GRWRYI GI A RFGZCRRGEG
gacat t cggct acgggacgt cgt t at at aggt at t gccagat t t ggt t gt cgccggggea

K NR 1 I T VvV L L RFGEWIRLGTSHWM
aaaaccgt at aat t acagt cct at t acgat t cggggaaaggct gggt act t cacacat gt

L FRKSRSAVI ML VAALVMTS

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860
7920
7980
8040
8100
8160

8220

8280

8340
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t gttt cggaagt cacgcagcgcggt aat cat gt t ggt t gcagcegt t agt gat gacaagct 8400

C GDGEWZPEUZPTSHO QTS SLFGY AV
gt ggt gat ggggaaccggaaccaaccagccaccaaacaagccttttcggctacgcagtta 8460

NS SL ATTNAASTLLGVANUDAG
actcttcgct ggct acaaccaacgcggcegt cget gt t gggagt ggct aat gat gct ggt ¢ 8520

L L AAARVYPGVYVQGPSGOQMI
ttttggct gccagagt gt at ccgggt gt gt at gt t cagggt cctt ct gggcagat gattc 8580

P NTDULASTQVULUPOGI NRQVI Y
ccaacactgatcttgcttccacgcaggt att gccgggt at t aaccgccaggt gatttaca 8640

T I NEDATY SDG GO QWPVV CDTUDFL
ct at caat gaagat gccacct act cagat ggt cagcct gt ggt gt gt gatgattttctgc 8700

L S ATAGAQMPELZFQSMHVYVPL TS
t ct ct gcgacagct gggcagat gccggaact gt t ccagt cccat gt gccat t gacct cge 8760

Ql ERV DT CVSGSKVATVVF KE
agat t gagcgagt ggact gt gt at ct ggt t ct aaagt agccaccgt ggt gt t caaggaag 8820

DL GERWRYULUFEOQGDTULULUPAHA
acctcggt gagcgttggcgttatctttttgagcagggcgatttgttgccagcccat gccg 8880

V A°S K AGMTULETETLNAO QALKDKD
ttgcttccaaagcaggt at gacct t ggaggagct t aat caggcgt t gaaggat aaggat c 8940

P EALTEWPARVWSEGF QL S QF
ct gaagcgt t gact gaacct gct cgt gt gt ggagcgaaggt tt ccagct gt cccagtttg 9000

DPEL QTAFGPYKV DSV GEF G
at ccagagct gcagacggcttttggcccgt acaaggt ggatt ct gt gggt gaat t cggcg 9060

E VKLVRNEFYSGDIOQAVEAEI
aagt caagct ggt acgcaat gagt t t t acagt ggcgaccaggcggt t gaagcagaaat ca 9120

dciAE
T MWPKGSDULSAI ADNGNL QI
cgat gt ggcct aaaggct cggat ct cagcgccat t gcggat aat ggaaacctt cagat cg 9180

A DV V A WESEWPWVNRUDUDUPTULNP
cagat gt t gt ggcgt gggagagcgagccegt gggt aaat cgcgat gacccat t gaat cctt 9240

Yy Dl K EEV GV L TEA QLTLASASG
at gacat t aaggaagaggt cggt gttt t gact gagcagct cacct t ggccagt gccggt g 9300

V F YAAEAROQAFAACVDIUGQEAYV
tgttttacgct gcggaggcccggcaggegttt gecggect gegtt gaccaggaageggt gg 9360

AAAASSSI S GI DVZPAVGVHSYV
ct gcggcegt cgt caagcat ct ct ggaat cgat gt gcct gccgt aggt gt gcact cggt gc 9420

R HQNWPVV HQI GDLPAQHMAYV
gt caccaaaat ccggt cgt gcaccaaat cggt gat ct gccagcacagcacat ggcggt gg 9480

DI NAASALAGQSI RI GYDGFP
at at t aat gccgcat cagcgt t ggcgggt caat ccat ccgcatt ggct acgacggacccg 9540

DERKAAMVEAI RQSCEPAGI
at gagcgcaaggct gcaat ggt ggaggcgat t cgccaaagt t gt gagcct gccggt at ca 9600

T VvI DASQEAVSLNDIULSRTEV
ccgttat cgat gcgt cgcaggaggct gt t agt ct t aat gat ct cagt cgaaccgaagt ca 9660

S EWGY EQYF EGTULIDAVLRTV
gt gaat ggggct at gagcagt act t cgaagggacact t gacgct gt t ct gcgt acagt gg 9720

DPSSVPSL A *
at ccgagct cggt accaagct t ggcgt aat cat ggt ca 9758

Abbildung G-1: DNA- und abgeleitete Aminosauresequenz 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.
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Die ”codon usage” in C. glutamicum

F TTT 11. S TCT 24. Y TAT 6. C TGT 2.
F TTC 52. S TCC 5. 'Y TAC 35. C TGC 8.
L TTA 4. S TCA 9. * TAA 3 *  TGA 0.
L TG 25. S TCG 7. * TAG 2. W TGG 10
L CTT 25. P CCT 19 H CAT 2. R CGT 27.
L CTC 31. P CCC 16 H CAC 46. R CGC 62.
L CTA 9. P CCA 42. Q CAA 20. R CGA 1.
L CTG 59. P CCG 8 Q CAG 33. R CGG 3.
I ATT 27. T ACT 17. N AAT 12. S AGT 1.
I ATC 62. T ACC 75. N AAC 49. S AGC 19.
I ATA 1. T ACA 6. K AAA 13. R AGA 0.
M ATG 29. T ACG 5. K AAG 39. R AGG 2.
Vv GTT 58. A GCT 59. D GAT 37. G GGT 33.
Vv GTC 49. A GCC 77. D GAC 84. G GGC 84.
\% GTA 17. A GCA 82. E GAA 87. G GGA 31.
Vv GTG 4. A GCG 28. E GAG 40. G GGG S.

Abbildung G-2: C. glutamicum Codon-Praferenztabelle., mit der die Kodierbereichsanalyse
des "Plasmid-Rescues” durchgeflihrt wurde. Sie wurde durch die Auswertung der "codon
usage” verschiedenét glutamicum Gene erstellt (Kalinowski, 1990).

Multiples Alignment, DNA- und Aminosiiuresequenz von SecA

CgSecA - - VFGL SKVLRVGEGRAVKRLHKI ADQVI AL EDKFANL TDEELKAKTAEFKERI AGG- - -
M SecA - - - - MLSKLLRLGEGRWKRLKKVADYVGT LSDD\/EKLTDAELRAKTDEFKRRLADQ(NP
Sl SecA - MBVL SKLMRAGEGKI LRKLHRI ADQVNSI EEDFADL SDAEL RAL TDEYKQRYADG- -
EcSecA M_I KL LTKVFGSRNDRTL RRIVRKWNI I NAIVEPEIVEKL SDEEL KGKTAEF RARL EKG- -
. ~k * % ~k * ~k .
CgSecA EGLDEI FLEAFATAREAAVRVL GOKHYHVQ MGGAAL HFGNVAEMRT GEGKTLTCVLPAY
M SecA ETL DDL L PEAFAVAREAAVIRVL DQRPFDVQVMGAAAL HL GNVAEMKTGEGKTL TCVL PAY
Sl SecA ESL DDL L PEAFATVREAAKRVL GQRHYDVQ MGGAAL HVIGYVAEMKT GEGKTLVGTLPAY
EcSecA EVL ENLI PEAFAWREASKR’\/FGNRHFDVQ_ L GGM/ L NERC| AEMRTGEGKTLTATLPAY
s * k k% _‘k‘k‘k ** . : :_ :‘k_ : :*** ******* _‘k‘k‘k‘k

CgSecA LNAL EGKGVHVVTVNDYLAKRDAEMVGRVHRYL GLEVGVI L SDVRPDERREAYAADI TYG
M SecA LNALAGNGVHI VTVNDYLAKRDSEWVGRVHRFLGLQVGVI LATMITPDERRVAYNADI TYG
Sl SecA LNALSGEGVHI VTVNDYLAERDSEL MGRVHKFL GLNVGCI LANQTPAQRREMYACDI TYG
EcSecA LNALTGKGVHVVTVNDYLAQRDAENNRPLFEFLGLTVG NL PGlVPAPAKREAYAAD| TYG

* k k% ~k *** ******** ** * :__:‘k‘k‘k * % ‘k_ ) : * _‘k‘k‘k‘k‘k
CgSecA TNNEL GFDYL RDNVARSL SDLVORGHNYAI VDEVDSI LI DEARTPLI | SGPVDGTSQFYN
M SecA TNNEFGFDYL RDNVAHSL DDLVORGHHYAI VDEVDSI LI DEARTPLI | SGPADGASNWYT
Sl SecA TNNEFGFDYL RDNVAWSKDEL VORGHNFAI VDEVDSI LVDEARTPLI | SGPADQATKWG
EcSecA TNNEYGFDYL RDNVAFSPEERVORKLHYALVDEVDSI LI DEARTPLI | SGPAEDSSEM{K

*kk*k *hkkkkkkkkk X L * % % ::* *kkkkk kK- ‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k‘k_: e
CgSecA VFAQ VPRMITKDVH- - - - - - - - - - - - YEVDERKKTVGVKEEGVEYVEDQLG - - - | D\- -
M SecA EFARLAPLVEKDVH- - - - - - - - - - - - YEVDLRKRTVGVHEKGVEFVEDQLG- - - - | DN- -
Sl SecA DFAKLVTRLKKGEAGNTLKG EETGDYEVDEKKRTVAI HESGVAKVEDW.G- - - - | DN- -
EcSecA R\/NKI | PHLI RQEKEDS EI'FQIGHFSVDEKSRQ\/NLTERG_VLI EELLVKEGl IVDEGE

. * ~k - k.
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CgSecA - LYAPEHSQLVSYLNNAI KAQELFTRDKDY! VRNGEVM VDGFTGRVLAGRRYNEGVHQA
M SecA - LYEAANSPLVSYLNNAL KAKEL FSRDKDY! VRDGEVL| VDEFTGRVL| GRRYNEGVHQA
S| SecA - LYESVNTPLVGYLNNAI KAKEL FKKDKDYVVLDGEVM VDEHTGRI LAGRRYNEGVHQA
EcSecA SLYSPANI M.MHHVTAAL RAHAL FTRDVDY! VKDGEVI | VDEHT GRTMQGRRWSDGL HQA
. : -:*: * % :~k ** * :*** * % % _‘k‘k‘k : * % % -_:‘k * % %
CgSecA | EAKERVE! KNENQTLATVTLQNYFRLYTK- - - < - - < - - - LAGMIGTAETEAAELNQ! YK
M SecA | EAKEHVE! KAENQTLATI TLQNYFRLYDK- - - = - - - - - - LAGMIGTAQTEAAELHEI YK
S| SecA | EAKEGVDI KDENQTLATI TLONFFRL YKRHDHDGKEQPGL SGMI GTAMIEAAEFHQ YK
EcSecA VEAKEGVQ QNENQTLASI TFQNYFRLYEK- - = - - - - - - - LAGMIGTADTEAFEFSSI YK
:**** *:*: ******::*:**:**** : *:****** * % % *: _‘k‘k‘k
CgSecA LDVI Al PTNRPNQREDL TDL VYKTQEAKFAAVWDDI AERTEKGQPVLVGTVSVERSEYLS
M secA LGVVSI PTNVPM REDQSDLI YKTEEAKY! AVWDDVAERYAKGQPVLI GTTSVERSEYLS
S| SecA LGVWPI PTNRPMVRKDQSDLI YRTEVAKFEAWDDI EEKHRKGQP! LVGTTSVEKSEYLS
EcSecA LDTVWWPTNRPM RKDLPDLVYMIEAEK] QAl | EDI KERTAKGQDVLVGTI SI EKSELVS
:*** * * * _‘k‘k * ~k * *: **** ~k * % ~k ~k * % :*
CySecA QLLTKRG KHNVLNAKTTSREAQ VAQAGLPGAVTVATNMAGRGTDI VLGGNPE! LLDI K
M SecA RQFTKRRI PHNVLNAKYHEQEAT! | AVAGRRGGVTVATNMAGRGTDI VL GGNVDFLTDQR
S| SecA QQL SKRGVQHEVL NAKQHDREATI VAQAGRKGSVTVATNVAGRGTDI KLGGNPEDLAEAE
EcSecA NELTKAGH KHNVLNAKFHANEAAI VAQAGYPAAVTI ATNMAGRGTDI VLGG: - SV‘QAEVA
_‘k : * * Kk ok ok k _‘k‘k ~k EE __‘k‘k khkkkkhkkhkkhkkk Kk
CgSecA L RERGL DPFEDEESYQEAWDAEL PAVKQRCEERGDKVREAGGL YVL GTERHESRRI DNQL
M SecA LRERGL DPVETPEEYEAAWHSEL PI VKEEASKEAKEVI EAGGL YVLGTERHESRRI DNQL
S| SecA LRQRGLDPEEHI EEWAAAL PAAL ERAEQAVKAEFEEVKEL GGL YVL GTERHESRRI DNQL
EcSecA ALEN- - PTAEQ EKI KADW - = - - <= - - - - Q\/RHDAVL EAGGLH | GTERHESRRI DNQL
: . * ‘k_ ) * k kkk - ::**************
CySecA RGRSARQGDPGSTRFYL SVRDDL M/RFVGPTVENMVNRL NVPDDVPI ESKTVTNSI KGAQ
M SecA RGRSGRQGDPGESRFYL SLGDEL MRRFNGAAL ETLL TRLNL PDDVPI EAKMVTRAI KSAQ
S| SecA RGRSGRQGDPGESRFYL SL GDDLMRL FKAQWERVVEMANVPDDVP! ENKMVTRAI ASAQ
EcSecA RGRSGRQEDAGSSRFYL SVEDALVR! FASDRVSGVVRKL GVKPGEAI EHPYWTKAI ANAQ
**** **** * :***** EE * ) : _‘k‘k * % :* _‘k‘k
CySecA AQVENQNFENRKNVL KYDEVIVNEQRKVI YSERREI LESADI SRYI QNM EETVSAYVDGA
M SecA TQVEQQNFEVRKNVL KYDEVIVNQQRKVI YAERRRI L EGENLKDQAL DMVRDVI TAYVDGA
Sl SecA SQVETQNFETRKNVLKYDEVLNRQREVI YGERRRVLEGEDL QEQ QHFTNDTI DAYVQAE

EcSecA RKVESRNFDI RKQL L EYDDVANDQRRAI YSQ:{NEL L D\/SD\/SEFI NSI RED\/FKATI DAY

-k k -** ** -* ** * % ** ** - %

CgSecA T- ANGYVEDWDL DKLWNAL EAL YDPSI NWIDLVEGSEYGKPGEL SAEDL RTAL VNDAHAE
M SecA T- GEGYAEDWDLDALWIALKTLYPVG TADSL TRKDHEFERDDL TREEL LEAL LKDAERA
Sl SecA T- AEGFPEDVWDL DRLWGAFKQL YPVKVTVEEL EEAA- - CDRAGLTADYI AESI KDDVREQ
EcSecA | PPQSLEEM/\D PGLQERLKNDFDLDLPI AEW.DKE- - - - - PELHEETLRERI LAQSI EV
* ~k~k * . . . .
CgSecA YAKLEEAVSAI GGEAQ RNI ERWLMPVI DTKWREHL YEMDYLKEG GLRAMAQRDPLVE
M SecA YAAREAEL EEl AGEGAMRQLERNVLLNVI DRKVWREHL YEMDYLKEG GLRAMAQRDPLVE
Sl SecA YEAREKQL- - - - GSEl MRELERRVVL SVL DRKWREHL YEMDYLQEG GLRAMAQKDPLVE
EcSecA YQ?KEEW— --- GAEMVRHFEKGVIVLQT L DSLVWKEHL AAMDYL RQE HL RGYAQKDPKQE
: ~k :: _:~k ~k * % % * Kk ok k- :~k~k ~k~k ~k~k * % *
CgSecA YQKEGGDMFNGWKDA KEETVRQLFLLRKQFI - - - - - - - - KQDAEVAD- - - - - - - - - - - -
M SecA YQREGYDMFMAML DGVKEESVGFL FNVTVEAVPAPPVAPAAEPAEL AEFAAAAAAAAQOR
Sl SecA YQREGFDMFQAMVDA KEESVGYLFNLEVQVEQQ- - - - - - VEEVPVEDAAPSL DKGAQDA
EcSecA YKRESFSMFAAMLESLKYEVI STLSKVQ/RIVP ----------- EEVEEL EQQRRVEAERL
Kook %k k- e x % - A

CgSECA s oo
M SecA SAVDGGARERAPSAL RAKGV- ASESPAL TYSGPAEDGSAQVQRNGGGAHKTPAGVPAGAS
Sl SecA VPAQAGARP- - - - El RAKGL DAPQRRDLHFSAPTVDGEGGVVEGEFTDGEPAQAQSDGELT
EcSecA AQVIQL SHQDDDSAAAAAL AAQT GERKVGRNDPCPCGSGKKYKQCHGRLQ - - - - - - - - -
CgSeCA s e e

M SecA RRERREAARRQGRGAKPPKSVKKR

Sl SecA RAERRKQAKGGRRRKK- - - - - - - -

EcSeCA e

Abbildung G-3: Multiples Alignment von SecA-Proteinen aus verschiedenen Organismen.
Cg: Corynebacterium glutamicum ; Mt. Mycobacterium tuberculosis; Sl. Streptomyces
lividans; EC: Escherichia coli.
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ValPheGlyLeuSerLysValLeuArgValGlyGluGlyArgAlavVallysArgLeuHisLysIleAlaAspGlnValIleAlaLeuGluAspLys 120
cgctatttatcgactgctcgtgtttggattgtccaaggtgctccgcgtcggcgaaggccgtgccgtgaagcgacttcacaagatcgctgaccaggttatcgcgcttgaagataag
RBS
PheAlaAsnLeuThrAspGluGluLeuLysAlaLysThrAlaGluPheLysGluArgIleAlaGlyGlyGluGlyLeuAspGlullePheLeuGluAlaPheAlaThrAlaArgGluAla 240
ttcgccaacctaaccgatgaggagetcaaggcaaaaacagecgagttcaaagaacgecategetggecggtgaaggactecgacgaaatcttectegaagegttegecaacageecgtgaagea

AlaTrpArgValLeuGlyGlnLysHisTyrHisValGlnIleMetGlyGlyAlaAlaLeuHisPheGlyAsnValAlaGlullEas Sauu bl Rieh RileaRuATELY i dl.cuThrCysValLeu 360
gecttggegtgtgeteggecagaagecactaccatgtacaaatcatgggtggegeagegetgecactttggecaacgtegecgaaatgegecaceggegaaggcaaaaccctcacetgegtgett

4 A-Motiv
ProAlaTyrLeuAsnAlaLeuGluGlyLysGlyValHisValValThrValAsnAspTyrLeuAlaLysArgAspAlaGluMetMetGlyArgValHisArgTyrLeuGlyLeuGluvVal 480
ccagcatatttgaacgcacttgaaggaaaaggcgtccacgttgtcaccgtcaatgattacctagcaaaacgtgacgcagaaatgatgggcegtgtgecacegctacttaggectecgaagtg

GlyValIleLeuSerAspMetArgProAspGluArgArgGluAlaTyrAlaAlaAspIlleThrTyrGlyThrAsnAsnGluLeuGlyPheAspTyrLeuArgAspAsnMetAlaArgSer 600
ggagtaatcctctctgacatgcgecccagacgagecgeccgegaagectacgetgecgacattacctacggcaccaacaacgaacteggecttecgactacctgegegacaacatggecacgetee

ATP-Bindestelle I

LeuSerAspliityFuled By ST (BT e R E1 ks SN BRI FRb Ei-TeikilValAspSerIleLeulleAspGluAlaArgThrProLleulleIleSerGlyProValAspGlyThrSerGln 720
ctaagcgacctegtgecagegtggacacaactacgecattgtegacgaagtagactecatectecategacgaagecegeaceccactgattatetecggaccagtagacggeacategeag

B-Motiv >
PheTyrAsnValPheAlaGlnIleValProArgMetThrLysAspValHispaFeaRiNERFNCT-TeaREV-$2CaATES RV 9 B aT2% el KAl 0E B2=Teh Ritel RileARTAVEN Neh REY S7ETER Reh REV.N-TeaRsy 840

ttctacaacgtcttcgcacagatcgtcccacgecatgaccaaggacgttcactacgaagtcgacgaacgtaaaaagaccgtcggtgtgaaagaagaaggegtcgaatacgtcgaagaccaa

LeuGlyIleAspAsnLeuTyrAlaProGluHisSerGlnLeuValSerTyrLeuAsnAsnAlalleLysAlaGlnGluLeuPheThrArgAspLysAspTyrIleValArgAsnGlyGlujely

ctcggcatcgacaacctectacgecacctgagcactcacagetggtcagetacctgaacaacgecatcaaggcacaggaactgttcacecgegacaaggactacategteegcaacggegaa
Precursor-Bindung

ValMetIleValAspGlyPheThrGlyArgValleuAlaGlyArgArgTyrAsnGluGlyMetHisGlnAlaIleGluAlaLysGluArgValGlulleLysAsnGluAsnGlnThrLeulid:1y

gttatgatcgtcgacggcttcacecggecgtgtcettgecggecgecgatacaacgaaggecatgecaccaggecgatcgaageccaaagagegegtagagatcaaaaacgagaaccagacceetg

LSV QLR PSRl B L 29 9 V.S T.euTyrThrLysLeuAlaGlyMe t ThrGlyThrAlaGluThrGluAlaAlaGluLeuAsnGlnIleTyrLysLeuAspValIleAlaIle 1200
gegaccgttacecteccagaactactteegectetacaccaaactegecggecatgaccggtacegeagagacecgaagecagecagagetcaaccagatetacaagetegacgtcategegate

ProThrAsnArgProAsnGlnArgGluAspLeuThrAspLeuValTyrLysThrGlnGluAlaLysPheAlaAlaValValAspAsplleAlaGluArgThrGluLysGlyGlnProval 1320
ccaaccaaccgaccaaaccagcgcgaagacttgaccgacttggtgtacaaaacccaagaggetaagttegecageagtegtegacgacategecagaacgecaccgaaaagggecaaceagte

LeuValGlyThrValSerValGluArgSerGluTyrLeuSerGlnLeuLeuThrLysArgGlyIleLysHisAsnValLeuAsnAlaLysThrThrSerArgGluAlaGlnIleValAla 1440
ctegteggtacegteteegtegagegetecgaatacetetececagetgttgaccaaacgaggeatcaagecacaacgtectcaatgegaagaccacgagecagggaageacagategttget

GlnAlaGlyLeuProGlyAlaValThrValSEud-Es Fe I8 TR S (B NgtiAspTIleValleuGlyGlyAsnProGluIlleLeuLleuAspIleLysLeuArgGluArgGlyLeu 1560
caggcaggtcttccaggcgccgtcacegttgecaccaacatggecgggeccgtggaaccgacatecgtgetecggeggaaacccagaaatcctectecgacatcaaacteccgegaacgtggactt
A-Motiv
AspProPheGluAspGluGluSerTyrGlnGluAlaTrpAspAlaGluLeuProAlaMetLysGlnArgCysGluGluArgGlyAspLysValArgGluAlaGlyGlyLeuTyrValleu 1680
gatcctttegaagacgaagaaagctaccaggaagecctgggacgetgaacttccagecaatgaagcagecgatgecgaagaacgtggegacaaagtcegegaagecggaggactcectacgtectt

GlyThrGluArgHisGluSerArgArgIleAspAsnGlnLeuArgGlyArgSerAlaArgGlnGlyAspProGlySerThrArgPheTyrLeuSerMetArgAspAspLeuMetValArg 1800
ggcaccgaacgccacgaatcccgacgcatcgacaaccagetgegeggtegttetgecacgtcagggegacccaggatecacecegettectatectectetatgegegacgacctgatggttege

ATP-Bindestelle II
PheValGlyProThrMetGluAsnMetMetAsnArgLleuAsnValProAspAspValProIleGluSerLysThrValThrAsnSerIleLysGlyAlaGlnAlaGlnValGluAsnGln 1920
ttegteggeccaaccatggaaaacatgatgaacaggectcaacgteccagacgatgtgeccategaatccaaaaceg actccatcaagggceg agctcaggtggagaaccag

AsnPheGluMe tl83 i AVEVELAT LR A STER ST Ei-TealilValMe tAsnGluGlnArgLysValIleTyrSerGluArgSL-[eAR iR S RS MNEleaRTEIN 9 SEV.EI SR ER R V0 u d7 S aktea k) 2060

aacttcgaaatgegtaagaacgttctgaagtacgacgaagtecatgaacgaacagegcaaggttatctacagegagegacgegaaatectegaatecgecagacatecteecegetacatecaa
B-Motiv
[AsnMetIleGluGluThrValSerAlaTyrValAspGlyAlaThrAlaAsnGlyTyrValGluAspTrpAsplLeuAspLysLeuTrpAsnAlaLeuGluAlaLeuTyrAspProSerIle Ak}

aacatgatcgaagaaacagtcagegecatacg gcgeea a ctacgtcgaag gggacc caaactctggaacgccctegaagecctetacgacccategate

AsnTrpThrAspLeuValGluGlySerGluTyrGlyLysProGlyGlulLeuSerAlaGluAspLeuArgThrAlaLeuValAsnAspAlaHisAlaGluTyrAlaLysLeuGluGluAlaF¥d:l]

aactggaccgacctcgtegaaggcagegaatacggcaaaccaggggagetgtecgecgaagatectacgecaccgecactegtcaacgacgeccacgecgaatacgcaaaactegaagaagee
SecY-Interaktion & SecA-Dimerisation

ValSerAlaIleGlyGlyGluAlaGlnIleArgAsnIleGluArgMetValLeuMetProValIlleAspThrLysTrpArgGluHisLeuTyrGluMetAspTyrLeuLysGluGlyIle PX{i]

gtatccgecaatcggeggegaagecacagatccgecaacatcgaacgaatggtgetcatgecagtcategacaccaaatggegegaacacctectacgaaatggactacectgaaagaaggeate

[GlyLeuArgAlaMetAlaGlnArgAspProLeuValGluTyrGlnLysGluGlyGlyAspMetPheAsnGlyMetLysAspGlyIleLysGluGluThrValArgGlnLeuPheLeuLeu il

ggectg atggcaca cccactggtcgaataccaaaaggaaggcggecgacatgttcaacggcatgaaagacggcatcaaggaagaaaccgtceccgecagetettectecte

[ArgLysGlnPheIleLysGlnAspAlaGluValAlaAspidid

cgcaagcagttcatcaagcaagacgcggaagtcgctgactaa 2562

>

Abbildung G-4: DNA- und Aminosduresequenz von SecA &uglutamicum. Funktionelle
Domanen des Proteins sind grau unterlegt.
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CgSecY
MySecY
St cSecY
EcSecY

CgSecY
MySecY
St cSecY
EcSecY

CgSecY
MySecY
St cSecY
EcSecY

CgSecY
MySecY
St cSecY
EcSecY

CgSecY
MySecY
St cSecY
EcSecY

CgSecY
MySecY
St cSecY
EcSecY

CgSecY
MySecY
St cSecY
EcSecY

CgSecY
MySecY
St cSecY
EcSecY

- VSAI | QAFKDAD- - - - - LRKKI FFTI AM VLYRI GAQ PSPGVDYATI SGRLRDLTQDQ
M_SAFI SSLRTVD- - - - - LRRKI LFTLG VI LYRVGAAL PSPGVNFPNVQQCI KEASAGE
M_TAFARAFKTPD- - - - - LRKKLLFTLG | VWWYRLGTHI PI PGVDYKNVQECVDQASGNQ
I\/AKQ:’GLDFQSAKGGLGELKRRLLFVI GALI VFRI CBFI Pl PA DAAVLAKLLEQ} --R

..... -k **

S- SVYSLI NLFSGGALLQLSI FAI G MPYI TASI | VQLLTWVI PHFEELKKEGQSGQAKM
AGQ YSLI NLFSGGALLKLTVFAVGYMPYI TASI | VQLLTWI PRFEEL RKEGQAGQSKM
G - LFGLVNMFSGGALLQ TFFALG MPYI TASI | LQLLTVVI PRLEALKKEGQAGT PKI
G TI | EMFNMFSGGALSRASI FALG MPYI SASI | | QLLTVVHPTLAEI KKEGESGRRKI

. * kkkkkk - . ** * **** **** kkkkkk Kk --*** -k

MUYTRYLTVALALLQSSG VALADREQLL- GAG RVLS- ADRNFFDLI VLVI TMITAGAVL

TQYTRYLAI ALAI LQATSI VALAANGGLLQGCSLDI | - - ADQSI FTLWWI VLVMIGGAAL

TQYTRYLTVALAI LQGTGLVATARSGALFSGCTVAGQ VPDQAI FTTVWMWI CMTAGTCV

SQYTRYGT LVLAI F@I GI ATGLPNI\/PGIV[X—ILVI NPG - - - - - FAFYFTAVWSLVTGIMF
. . . * . . * .

*kkk*k

VMAWGEL I TEKGVGNGVSLLI FAG ATRLPTDGVWNI LG\- - - - SGGVWFAWLASVLI LV
VMAWWGELI TERG GNGVBLLI FVG AARI PAEGQSI LES- - - - RGGVWWFTAVCAAALL | |
VMALGELI TDRG GNGVSI LMFI SI AATFPSALWAI KKQGELADGW EFGTVI LVGLVIW
LMALGEQ TERG GNG SI || FAGI VAGLPPAI AHTI EQAR— - QSDLHFLVLLLVAVLVF

-** * * ** -* *** *

I G - - WFVEQGORRI PVQYAKRMVGRRQYGGSSTYLPLKVNQAGVI PVI FASSLI YMPV
VG - - WFVEQGQRRI PVQYAKRWGRRMYGGT STYLPLKVNQAGVI PVI FASSLI YI PH
G- - - WFVEQAQRRI PVQYAKRM GRRSYGGTSTYI PLKVNQAGVI PVI FASSLLYI PA
AVTFFWFVERGQRRI VWNYAKRQQCRRVYAAQSTHL PLKVNMAGVI PAI FASSI | LFPA

***** * k k% * * %k k% * %k * ** ckkkk ok ***** *****

LI TQ VNSGSLEVSDNWAQRNI | AHLQTPSSWQYI VLYFALTI FFSYFYVSVQYDPAEQA
LI TQLI RSGSGVVGNSWADKFVGTYLSDPSNLVYI G YFGLI | FFTYFYVSI TENPDERA

LI VOFSNS- - - - - - TAGMTW TKNLADTAATPHI | LYFFLI VFFAFFYVAI SFNPEEVA
TI ASWGEG - - - TG/\NV\LTTI SLYLQ PGQDLYVLLYASAI | FFCFFYTALVFNPRETA

-**-**-- ek k%

ENVKKYGGFI PG RPGRPTAEYLGFVMNRLLFVGSLYLAVI AVLPNI M_DLGVDAGSAGA
DEMKKFGGFI PG RPGRPTADYLRYVLSRI TLPGSI YLGVI AVLPNLFLQ GAG- GTVON
DNWKKYGGFI PG RAGRPTAEYLSYVLNRI TWPGSLYLGLI ALVP- - - TMVALAGFGANON

DNLKKSGAFVPGA RPGEQTAKY! DKVMTRLTLVGALYI TFI CLI P- - - - EFVRD- AMKVP

sk ok * * **** * ** *

TPFGGTAI LI LVSVALTTVKQ ESQLLQSNYEQLLK- - -------

FPFGGTSI LI | VGVGLETVKQ ESQLQORNYEGFLR- - - - - - - - -
FYFGGTSLLI V\NVI I\/DFMAQ\/QTLM\/SSQYESALKKANLKGYGR

**** -**

Abbildung G-5: Multiples Alignment von SecY -Proteinen aus verschiedenen Organismen.

Cqg: Corynebacterium glutamicum ; Mt Mycobacterium tuberculosis, StC. Staphylococcus

carnosus, EC. Escherichia colli.
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Val Ser Al al | el | e nAl aPheLysAspAl aAspLeuAr gLysLys| | ePhePheThr || eAl aMet || eVal LeuTyrArgl |l ed yAl ad n
t gct gaggaggc cERRERgat aagt gt ccgccat t at t caggcat t caaggacgccgat ct gcgt aagaagat t tt ctt cact at cgcaat gat cgt t ct at accgcat cggt gcgcaga 120

Transmembran-Helix I

Il eProSer Prod yVal AspTyr Al aThr I | eSer @ yAr gLeuAr gAspLeuThr G nAspd nSer Ser Val Tyr Ser Leul | eAsnLeuPheSer G yd yAl aLeuLeu@ nLeu
tcccttccccgggagt t gact acgcaacgat t agt ggt cgt ct gcgt gact t gact caggat cagt caagegtttattcget gattaacct gttttccggt ggagecget gtt gcaget gt 240

Serl | ePheAlall edylleMet ProTyrl | eThr Al aSerllelleVal A nLeuLeuThr Val Val | | eProHi sPhed@ uQd uLeulLysLysd ud yd nSer d yd nAl aLys
ccatttttgctattggtatcatgccgtacatcacggegtctattatcgtgcaget gct gact gt ggttattccacactttgaggagttgaagaaggaaggccagt ct ggccaggccaaga 360

Transmembran-Helix II

Met Met G nTyr Thr Ar gTyr LeuThr Val Al aLeuAl aLeulLeud nSer Ser d yI | eVal Al aLeuAl aAspAr gd ud nLeuLeud yAl ad yl | eAr gVal LeuSer Al aAsp
t gat gcagt acaccaggt act t aacggt t gct t t ggcgt t gct gcagt ct t caggcat t gt cgcgt t ggcggaccgt gagcagcet get t ggcgeaggt at t cgt gt get gt cggct gatc 480
Transmembran-Helix III

Ar gAsnPhePheAspLeul | eVal LeuVal | | eThr Met Thr Al ad yAl aVal LeuVal Met Tr pMet G yQ uLeul | eThr G uLysd yVal @ yAsnd yMet Ser LeuLeul | e
gcaacttcttcgatctcattgttttggtcatcaccatgactgcaggt gcggt gctt gt gat gt ggat gggt gagcet cat cacggaaaagggcegt gggcaat ggt at gt cgttgctgattt 600

Transmembran-Helix IV Transmembran-

PheAl ad ylI | eAl aThr Ar gLeuPr oThr Aspd yMet Asnl | eLeud yAsnSer d yd yVal Val PheAl aVal Val LeuAl aSer Val Leul | eLeuVal | | ed yVal Val Phe
t cgct ggt at cgcaact cgect cccaact gat ggcat gaacat t ct gggt aact ccggeggegt ggttttcgetgttgttctggettccgttctgatcctggtcattggtgttgtatteg 720

Helix V Transmembran-Helix VI

Val @ ud nd yd nArgArgl | eProVal d nTyr Al aLysAr gMet Val A yAr gArgd nTyr G yQd ySer Ser Thr Tyr LeuPr oLeuLysVal Asnd nAl ad yVal | | ePro
tt gagcagggccagegt cgt at t ccagt gcagt acgcaaagcgcat ggt gggacgt cgccagt acggt ggt t ct t ccact t acct gccat t gaaggt caaccaaget ggt gt t at cccag 840

Val || ePheAl aSer Ser Leul | eTyr Met ProVal Leul | eThr G nl | eVal AsnSer @ ySer Leud uVal Ser AspAsnTr pTr pd nArgAsnl | el | eAl aHi sLeud nThr
tgatcttcgegtcttcgetgatttacat gccagt gct gattact cagat cgt gaact ct ggtt cgct ggaagt gt ct gat aact ggt ggcagcgcaacat cat t gcgcacct gcagacge 960

Transmembran-Helix VII

ProSer Ser Tr pd nTyr | | eVal LeuTyr PheAl aLeuThr | | ePhePheSer Tyr PheTyr Val Ser Val @ nTyr AspPr oAl ad ud nAl a@ uAsnMet LysLysTyrd ydy
cttcttcctggecagtacattgttttgtactttgcactgaccatcttcttctcttacttctatgtttccgttcagtatgatccaget gagcaggct gaaaacat gaagaagt acggt ggat 1080

Transmembran-Helix VIII
Phel | eProd yl | eArgProQd yAr gProThr Al ad uTyr Leud yPheVal Met AsnAr gLeuLeuPheVal G ySer LeuTyr LeuAl aVal | | eAl aVal LeuPr oAsnl | eMet
ttatccctggtattcgtccgggecgeccgact get gagt act t gggat t cgt cat gaaccgectgetgtttgttggttccct gt acct gget gt catt get gt gct gccaaacattat gc 1200
Transmembran-Helix IX
LeuAspLeud yVal AspAl ad ySer Al ad yAl aThr ProPhed yd yThr Al al | eLeul | eLeuVal Ser Val Al aLeuThr Thr Val Lysd nl | ed uSer d nLeuLeud n

t ggat ct aggt gt t gacgccggt t cggccggageaact ccat t cggcggaaccgeaat ctt gattctt gt at ct gt t gcact gaccacagt gaagcagat t gagagccagcet cct gcaaa 1320
Transmembran-Helix X

Met
Ser AsnTyr G ud yLeuLeuLys***
gcaact acgaaggact t ct aaaat aat g 1350

Abbildung G-6: DNA- und Aminosauresequenz von SecY als glutamicum. Die
Transmembran-Domanen des Proteins und die RBS sind grau unterlegt.

136



G Anhang

Multiples Alignment, DNA- und Aminosiiuresequenz von SecE

CgSecE
M SecE
SgSecE

CgSecE
M SecE
SgSecE

CgSecE
M SecE
SgSecE

------ VSDE- - - - - - QNS- - - GVGG- = - - = - - - - - - TSRPTGKRQLS- - - GAST- - - - -
MBDEGDVADEAVADGAENADSRGSGGRTAL VTKPVVRPQRPT GKRSRSRAAGADADVDVE
------------------------------------- MTDAVGS| DVP- - - - - DA- - - - -
* .
- TSTSSYEA- - - - KQUSTQKKSSGSD- - - - - SKPGGG: - - - - - - VI SFLPEWGEVRKVI
EPSTAASEATGVAKDDST TKAVSKAARAKKASKPKARSVNPI AFVYNYLKQVVAENRKVI
- EDEAP- ES- - - - KKKSRKGGKRGKK- - - - - GPLGR ------ LALFYRQ VAELRKW
. * - * * * . .

ek ks kk ko

WPTARQWTYTLWLGFLI VLTALVSGVDFLAGLGVEKI LTP-

WPNRKOVL TYTSWLAFLAFMWALVAGADL - - GLTKLVMLVFG

WPTRSQLTTYTSWI VFVWVM GLVTVLDI - - GFARVWKYVFG
* -

* % * - *kkk Kk * . * % - *

Abbildung G-7: Multiples Alignment von SecE-Proteinen aus verschiedenen Organismen.
Cqg. Corynebacterium glutamicum ; Mt. Mycobacterium tuberculosis; Sg. Streptomyces

griseus.

t gt agcaggt at gt cct aat aaat at t gcgagggt t cgcgggat t aat gt act ct cgaag
F37-Promotorregion

gt t gaacacagggct gcgat t gt gct ggat caaat gt ct gcacgaaaaat t gt t at cgcce

Val Ser Aspd ud nAsnSerd yval Ay
cct ggat gagt agt gat t t ERER[agt gct gt gagcgacgagcagaat t ct ggcgt aggce
RBS

d yThr Ser ArgPr oThr A yLysAr gd nLeuSer @ yAl aSer Thr Thr Ser Thr Ser
ggaacgt ct cgcccaacgggt aaacgccagct gt cgggt gectt ccact acct ct acct ct

Ser Tyr d uAl aLysd nVal Ser Thr @ nLysLysSer Ser G ySer AspSer LysPro
tcttat gaggct aagcaggt at ct acacagaagaagt cat ccggttcggattctaagcct

d yd ydyVal I | eSer PheLeuPr od uVval Val A yd uVal ArgLysVal I | eTrp
ggcggeggtgttatttcttttctgect gaggtt gt gggagaagt ccgt aaggttatttgg

Pr oThr Al aAr gd nMet Val Thr Tyr Thr LeuVal Val Leud yPheLeul | eVal Leu
cctact gcgcgccagat ggt cacgt acacccttgtcgttttgggattcttgattgttttg

Trans-

Thr Al aLeuVal Ser G yVal AspPhelLeuAl ad yLeud yVal G uLysl | eLeuThr
accgctttggtgtctggtgtggatttcctagctggtcttggagttgagaagattctgact

membran-Helix

Pro***
ccgt aggt aggat gt gt aacatcttttttt gaaaagt cccgct ggttccct ggaggagcec

Terminator-Region

60

120

180

240

360

420

480

520

600

Abbildung G-8: DNA- und Aminosduresequenz von SecE aus glutamicum. Die
funktionellen Domanen des Proteins und die RBS sind grau unterlegt.

137



G Anhang

Multiples Alignment, DNA- und Aminosiiuresequenz von SecG

(60 1ST=T o] C R i il MALTLQ | LVWASLLMIVFV

M SecG MAGVTAAVSARL KADEARRPGFYAAGSGPLPQVRGSTLPVMELALQ TLI VTSVLWLLV

StcSecG 0 ----------- MVACCHRAPVVHRRSSESE- - - - - EVGPAWLGFSI ALl VFSLLLM_LV
. * * * * * .

CgSecG L L HKGKGGGEL SSLFGGGVQENL SGSTVVEKNLDRVTI LVAVI W VCI VALNLI QTYS-

M SecG LLHRAKGGGL STLFGGGVQSSLSGSTVWEKNLDRLTLFVTAE W.VSI | GVALLI KYR-

St cSecG L MHKGKGGGEL SDMFGGGMQSSVGGESSVAERNL DRI TV\NGLAV\FACI M/LGL L MKANN

* * *kkkkk*k -**** ** . ** * * **** * *

Abbildung G-9: Multiples Alignment von SecD-Proteinen aus verschiedenen Organismen.
Cqg: Corynebacterium glutamicum ; Mt. Mycobacterium tuberculosis, StC. Staphylucoccus
carnosus.

Met Al aLeuThr Leud nl | el | eLeuVal Val Al aSer
cggcaafEEcat t t t ccacat ggcat t gacgct t caaat cat cct cgt cgt cgccage 60

RBS Transmembran-

LeuLeuMet Thr Val PheVal LeuLeuH sLysd yLysd yd yd yLeuSer Ser Leu
ctgctcatgacggttttcgtcttgctgcacaagggcaaaggcggcggact ct ccagectc 120
Helix I

Phed yG@ yd yVal @ nSer AsnLeuSer G ySer Thr Val Val G uLysAsnLeuAsp
ttcggcggcggt gt gcagt ccaat cttt cgggcet ccact gt t gt t gaaaagaacct ggat 180
Transmembran-Helix II

ArgVal Thri | eLeuVal Al aVal | | eTr pl | eVal Cysl | eVal Al aLeuAsnLeul | e
cgcgtcaccattttggttgeccgttatctggattgtgtgcattgtcgcactcaacctcatc 240

Transmembran-Helix III

d nThr Tyr Ser * * *
cagacttattcataagacac 260

Abbildung G-8: DNA- und Aminosauresequenz von SecG aus glutamicum. Die
Transmembran-Domanen des Proteins und die RBS sind grau unterlegt.
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Kpnl
Smal
Ndel Xmal
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Kpnl
———————————————— Smal
Xmal
BamHI
Xbal
Sall

psecDF
Kan 10293 bps

Ncol

secF

Ball
Bglll  Ball
£ sall
) » Pstl
Hindlll~ . i Sphl
.EcoRI Sacll’ Hindlll

EcoRV,
BstEIl, :

pSecEDF
10739 bps

“Xhol .Ncol
:EcoRlI
; Kpnl
EcoRV, i Smal
BstEIl ‘ .

/ *
laclq Plrc

I secY

Sacl
/Ecl136

Hindlll®
EcoRlI
Sacl
Ecl136
Kpnl

< Nhel™ "7 Smal
BamHI
Xbal
Sall

‘BstEll
Xhol

Ncol ..

pSecYDF
11803 bps

Kan

Bglll”~

Nhel .
Hindlll

Drall P 'Sphl

Nhel t
BstEll Hindlll

142



G Anhang

pCel20
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Pvull, EcoRl
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