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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Seit den neunziger Jahren werden die Lebensformen auf unserem Planeten in drei phylogene-
tische Doménen Bacteria, Archaea und Eucarya unterteilt (WOESE et al., 1990; KANDLER,
1998). Zu den Prokaryoten zdhlen die Bakterien (frither: Eubakterien) und die Archaea (frii-
her: Archaebakterien), die die kleinsten einzelligen Lebensformen darstellen. Die meisten
Bakteria und Archaea besitzen Zellwandstrukturen die auf der Cytoplasmamembran verankert
vorliegen. Die prokaryotische Zellhiille, bestehend aus Cytoplasmamembran und assozierten
Oberflachenproteinen, reguliert den molekularen Stoff-Austausch zwischen der Zelle und
Umgebung. Aullerdem muss die Zellhiille stabil genug sein, um dem Innendruck des Proto-
plasten standzuhalten und gleichzeitig an der Formgebung des Organismus beteiligt zu sein.
Die meisten archaebakteriellen und bakteriellen Organismen leben in spezialisierten biologi-
schen Nischen, die eine spezifische Anpassung der dueren Grenzschicht an die Umgebung
erfordern. Dies spiegelt sich in der molekularen Architektur der Zellwédnde, die eine Vielfalt

an spezifischen Zellwandstrukturen zeigt (BEVERIDGE & GRAHAM, 1991).

Von den vielen Oberflachenproteinen zédhlt das S-Layer-Protein bei Archaea und Bakteria zu
den hiufigsten. Nach morphologischen, chemischen, genetischen und morphogenetischen
Untersuchungen stellt das S-Layer-Oberflachenprotein, die urspriinglichste und élteste Form
einer Biomembran dar (MURRAY, 1993; SLEYTR ef al, 1993; SLEYTR 1997). Die S-
Layerschicht wird aus ein oder zwei (Glyko-)Proteinmolekiilen aufgebaut. Die kristalline Pro-
teinoberfldche bildet sich, wahrend der Zellteilung und des Zellwachstums, durch Selbstorga-

nisation aus.

1.1 Historie der S-Layer Forschung

Die erstmalige Beschreibung von parakristallinen Zellwandschichten erfolgte durch HOUWINK
(1953) nach elektronenmikroskopischen Untersuchungen an Aquaspirillum sp. In den folgen-
den drei Jahren wurden elektronenmikroskopisch nach Negativ-Kontrastierung weitere vier
Gattungen mit hochgeordneten Gitterstrukturen in den Zellwénden nachgewiesen: gramposi-
tiven Bakterium Bacillus megaterium (SALTON & WIALLIAMS, 1954), anaeroben phototrophen
Purpurbakterium Rhodospirillum rubrum (SALTON & WIALLIAMS, 1954), gramnegativen an-
aeroben Bakterium Selenomonas palpitans (VAN ITERSON, 1956) und Archaeabakterium Ha-

lobacterium salinarum (HOUWINK, 1956).
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Im Verlauf der nédchsten zehn Jahre wurde offensichtlich, dass S-Layerschichten bei vielen
prokaryotischen Spezies vorkommen. Diese sind: Azomonas insigne (GLAUERT, 1962),
Lampropedia hyalina (CHAPMAN et al., 1963), Halobakterium salinarium (MOHR & LARSON,
1963), Treponema microdentium (LISTGARTEN & SOCRANSKY, 1964), Bacillus subtilis (HO-
WATSON & RUSSEL, 1964), Caulobacter sp. (DE BOER & SPIT, 1964), Halobacterium cuti-
rubrum (KUSHNER et al., 1964), Clostridium botulinum (TAKAGI et al., 1965), Clostridium

tetani (TAKAGI et al., 1965) und Bacillus alvei (YOSHIL, 1966).

Die erste bedeutende Veroffentlichung iiber S-Layer-Eigenschaften erfolgte iiber die Spezies
Geobacillus stearothermophilus (SLEYTR et al., 1967). Spiter folgten weitere Verdffentli-
chungen tiber Clostridium thermohydrosulphuricum, CI. thermosaccharolyticum und Desulfo-

tomaculum nigrificans (SLEYTR et al., 1968, 1969).

Mit der Entwicklung der Gefrierdtztechnik (Gefrierbruchtechnik) wurde im Zeitraum von
1966-1972 eine zunehmende Zahl an bakteriellen und archaebakteriellen S-Layerschichten

elektronenmikroskopisch entdeckt und beschrieben.

Im Zeitraum von 1984 bis 1996 wurden vier internationale Tagungen iiber bakterielle S-Layer
organisiert. Die letzte internationale S-Layer-Tagung wurde durch H. Konig und P. Messner
1996, in Rothenburg o. d. Tauber (Deutschland), organisiert. Alle Beitrdge zu den Tagungen

wurden in speziellen Tagungsbanden verdffentlicht.

Die meisten heutigen S-Layer-Forschungen widmen sich der Erforschung des biochemischen
Autfbaus der Proteinuntereinheiten, ihrer Biosynthese, dem Zusammenspiel und der Bindung
mit anderen Zellwandkomponenten, der Regulation und Kontrolle der Expression und ihrer
funktionellen Aufgabe bei den verschiedenen prokaryontischen Spezies. Diese Untersuchun-
gen sollen unter anderem zu einer Anwendung dieser einzigartigen biologischen Molekiile in

der Nanotechnologie fiihren (siehe Tab. 1).
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Tab. 1 Anwendungsgebiete von S-Layerschichten in Nano-, Biotechnologie und Biomimetik
* Anwendung in der Biotechnologie und Biomimetik
Ultrafiltrationsmembran mit einheitlicher PorengroBe (SUM)
Matrix zur Immobilisierung von funktionellen Makromolekiilen
Vakzinentwicklung
Tréagerschicht fiir funktionelle Lipidmembranen
Biomineralisation

* Anwendung in der Nanotechnogie (Matrizenvorlage zur Herstellung regelmiBig angeordneter

Nanopartikel)
Rekristallisation auf festen Tragern

1. Edelmetalle zur Entwicklung ultradiinner Arbeitselektroden fiir amperometrische Bio-

sensoren

2. S-Layer belegten Glas zur Entwicklung von optischen und elektrooptischen Sensor-

systemen fithren

3. Wafer fiir die Mikroelektronik und bei miniaturisierten integrierten Biosensoren

1.2 Zellwandstrukturen bei S-Layer-tragenden Prokaryoten

Die Zellwandprofile der meisten S-Layer tragenden Prokaryoten lassen sich in drei Haupt-
gruppen einteilen, die die phylogenetische Herkunft der einzelnen Organismen widerspiegelt
(sieche Abb. 1). Fiir Gram-negative Archaeen sind zwei Zellwandstrukturen beschrieben (sieche

Abb. la-b).
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Gram-negative Archaea

Gram-positive Bacteria und Archaea

@ S-Layer v v v S-Layer
Cytoplasma ————-—————  Peptidoglycan oder
membran ————————— andere Polymere
i}
Al 'h LU I Cytoplasmamembran
@ Scheide S-Layer
S-Layer
AuBenmembran
Cytoplasma .
membran — Peptidoglycan
Cytoplasmamembran
Peptidoglycan
v S-Layer =  oder andere Poly- TJ Membranlipide
mere
Scheidenprotein | .
. P ’: Lipoprotein " Porenproteine
. Membranprotein l+f
Lipopolysaccharide

Abb. 1 Schematische Darstellung der Zellwandstrukturen der Hauptgruppen von Ar-

chaea und Bacteria mit S-Layerschichten (SLEYTR et al., 1999)

In vielen Prokaryoten wurden S-Layerschichten nachgewiesen, die direkt der Cytoplas-
mamembran, Aullenmembran oder dem Peptidoglykan aufliegen konnen (SLEYTR et al.,
1993). Ein typisches Merkmal fast aller archaebakteriellen Zellhiillen ist der Besitz von S-
Layer. Die Zelloberfldchenstrukturen von Prokaryoten konnen durch Gefrierbruchtechnik und
Negativ-Kontrastierung elektronenmikroskopisch dargestellt werden. Insbesondere die Ge-

frierdtztechnik eignet sich fiir den eindeutigen Nachweis einer Oberflachenstruktur mit S-

Layerschichten (siehe Abb. 2).
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Abb. 2 Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Gefrieritz-Priparation von Coryne-

bacterium glaucum mit hexagonalem (p6) S-Layerschicht-Gitter.

Pfeil weist auf die Bruchstelle mit S-Layerschicht auf der Zelloberfliche hin. (Die
Lange des Balkens entspricht 10 nm.) (Aufnahme R. Rachel, Universitit Regensburg)

Der S-Layer setzt sich aus identischen Monomeren zusammen, die theoretisch verschiedene
Symmetrien annehmen konnen. Die Gitter weisen eine trikline (p1), monokline (p2), trigonale
(p3), tetragonale (p4) und hexagonale (p6) Anordnung auf, die eine Grundeinheit bilden
(SLEYTR, 1997; SLEYTR et al, 1999; SARA & SLEYTR, 2000; siche Abb. 3). Die S-
Layerschichten besitzen héufig eine tetragonale oder hexagonale, selten eine monokline Git-
tersymmetrie. Die trikline und trigonale Gittersymmetrie wurde bislang noch nicht eindeutig

nachgewiesen (BAUMEISTER et al., 1989; Messner & Sleytr, 1992). Bei Archaeen liegen die
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S-Layer vorwiegend in hexagonaler Gittersymetrie vor (KONIG, 1988; MESSNER & SLEYTR,
1992; SLEYTR et al., 1996). Die Grundeinheiten der S-Layerschichten weisen einen Zentrum-
zu-Zentrum-Abstand von etwa 2,5- 35 nm auf. Unter geeigneten Bedingungen neigen die in
vivo vorliegenden S-Layer-Proteine zur spontanen Ausbildung einer zwei-dimensionalen Git-

terstruktur (PUM et al., 1993; PUM & SLEYTR, 1994).

Schrig Quadratisch

Abb. 3 Schematische Darstellung der verschiedenen vorkommenden S-Layer-Gitter-

symmetrien.

Die Gitter weisen eine schrige (pl, p2), quadratische (p4) und hexagonale Symmetrie
(p3, p6) auf. Die morphologischen Grundeinheiten setzen sich aus ein, zwei, drei, vier

oder sechs identischen Untereinheiten zusammen (SLEYTR ef al., 1999).



1 Einleitung 7

1.3 Molekularar Aufbau der S-Layer

Die biochemische Charakterisierung der S-Layer-Proteine ergab in der Aminosdure-
Zusammensetzung von Archaea und Bakteria typische Gemeinsamkeiten. Die S-Layer-
Proteine zeichnen sich durch einen hohen Anteil an hydrophoben Aminosduren (ca. 40-60 %)
aus (SLEYTR, 1997; SLEYTR et al., 1999; SARA & SLEYTR, 2000). Schwefelhaltige Aminoséu-
ren wie z.B. Cystein sind iiberhaupt nicht oder in einem geringen Anteil nur bei den hy-
perthermophilen S-Layern der Archaeen vorhanden. Die meisten S-Layer-Proteine sind iiber-
wiegend schwach sauer (pl etwa 4-6), wobei Methanothermus fervidus, Methanothermus so-
ciabilis, Methanosarcina mazei, Methanobacterium thermoautotrophicum, Nanoarchaeum
equitans und Lactobacilli die Ausnahmen mit einem pl von 8 bis 10 darstellen (siehe Tab. 2).
Die S-Layer-Proteine besitzen eine relative Molekularmasse von etwa 26 bis 210 kDa (siehe

Tab. 3).

Tab. 2 Eigenschaften der S-Layerschichten (Modifiziert nach SLEYTR et al., 1999)

* S-Layer-Gitter weisen eine schrige (pl, p2), quadratische (p4) oder hexagonale Symmetrie (p3,
po6) auf

* Zentrum-zu-Zentrum Absténde der morphologischen Einheiten betragen zwischen 2,5 und 35 nm

*  Schichtdicke zwischen 5 bis 25 nm (4rchaea bis ca. 70 nm)

»  AuBere Oberfliche ist vielfach rauer als die innere Oberfliche

¢ S-Layerschicht-Gitter weisen Poren von identischer Gréf3e und Aufbau auf

e Viele S-Layerschichten zeigen zwei oder mehrere Typen von Poren

*  Porengrofe variiert zwischen 2 bis 8§ nm

e Poren kénnen 30 bis 70% der Oberflache ausmachen

¢ Relative Molmasse der Untereinheiten liegt etwa zwischen 26000 bis 210000 Dalton

¢ Schwach saure Proteine (pl= 4-6) auller bei Methanothermus fervidus, Methanothermus sociabilis,
Methanosarcina mazei, Methanobacterium thermoautotrophicum, Nanoarchaeum equitans und
Lactobacilli (pl= 8-10)

*  Hoher Gehalt an Glutamin- und Asparaginséduren (ca. 15 Mol-%)

* Hoher Gehalt an Lysin (ca. 10 Mol-%)

*  Geringer Anteil an schwefelhaltigen Aminoséduren, wobei Cystein nur bei hyperthermophilen 4r-
chaea vorliegt
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* Hoher Anteil an hydrophoben Aminoséuren (ca. 40-60 %)
*  Hydrophile und hydrophobe Aminoséuren bilden keine ausgedehnten Cluster

* Die meisten S-Layer-Proteine sind in der Sekundérstruktur etwa zu 20 % als a-Helix und zu 40 %
in B-Faltblattstruktur geordnet

*  UngleichméBige Faltungen und der Gehalt an $-Turns variieren zwischen 5 bis 45 %

* Posttranslationale Modifikationen von S-Layer-Proteinen bestehen in Abspaltungen von N- und
C-terminalen Fragmenten, Glykosilierung, Phosphorylierung und Sulphurylierung von Amino-
sduren

Fiir die Ausschleusung von Proteinen sind bei den Prokaryoten mehrere Mechanismen be-
kannt. Die erstmalige Beschreibung eines spezifischen Ausschleusungsmechanismus fiir S-
Layer-Proteine erfolgte fiir die Spezies Aeromonas salmonicida (NOONAN & TRUST, 1995).
Bei der Sekretion wird das Protein durch Abspaltung des N-terminalen Signalpeptids modifi-
ziert. Ebenfalls konnen posttranslationale Modifikationen der S-Layer-Proteine durch Abspal-
tung von C-terminalen Fragmenten, Phosporylierung und Glykosilierung von Aminoséuren
verursacht werden (siehe Tab. 2). Bei Aeromonas hydrophila wurde eine Modifikation des S-
Layer-Proteins durch Vergleich, der mittels SDS-PAGE und anhand der Gensequenz ermittel-
ten Molekiilmasse, festgestellt. Das modifizierte S-Layer Monomer wies eine um 7000 Da
hohere Masse auf. Die chemische Modifikation wurde nach Western-Blot Analyse mit einem

monoklonalen Antikorper als Phosphotyrosinrest nachgewiesen (THOMAS & TRUST, 1995).

Eine weit verbreitete Modifikation der Proteine ist die Glykosilierung. Bei Eukaryoten sind
zurzeit finf verschiedene Bindungstypen von Glucanen an Proteine bekannt: N-glykosidisch,
O-glykosidisch, S-glykosidisch, C-glykosidisch und Phosphat-gekoppelte glykosidische Bin-
dung. Bei den prokaryotischen Proteinen liegen soweit bekannt nur N- und O-glykosidische
Kohlenhydratbindungen vor. Das erste detailliert beschriebene glykosilierte prokaryotische
Protein war das S-Layerhiillprotein von Halobacterium salinarum (MESCHER & STROMINGER
1976; LECHNER & SUMPER, 1987). Insgesamt sind zurzeit ungefdhr 70 kohlenhydrathaltige
Proteine bei Prokaryoten beschrieben (MESSNER & SLEYTR, 1991; MESSNER, 1997; MOENS &
VANDERLEYDEN, 1997; SCHAFFER et al., 2001). Der GroBteil der bekannten zuckerhaltigen

Proteine liegt in der Doméne der Archaebacteria vor.

Von den bakteriellen S-Layer-Hiillproteinen wurden nur bei den Gram-positiven Bacilli ein-
deutig Glykosilierungen nachgewiesen (MESSNER, 1996; MESSNER, 1997; MOENS & VAN-
DERLEYDEN, 1997; UPRETI et al., 2003). Diese bilden entweder O- oder N-glykosidische Bin-

dungen aus, wobei hauptsichlich O-glykosidische Bindungen {iberwiegen. Der Kohlenhydrat-
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anteil wurde zwischen 2 und 20 % (w/w) geschétzt (UPRETI et al., 2003). Anhand der bekann-
ten Glykanstrukturen der bakteriellen S-Layer-Glykoproteine konnen auf das Bauprinzip
Riickschliisse gezogen werden. Die S-Layer-Glykanketten von Bakterien sind aus 20 bis 50
identischen Wiederholungseinheiten aufgebaut, bestehend aus neutralen Hexosen, seltener
Pentosen, 6-Desoxyhexosen und Aminozuckern (SLEYTR et al, 1999). Pro S-Layer-
Glykoprotein liegen zwischen 2 und 6 Glykosilierungsstellen vor (BOCK et al., 1994; MESS-
NER et al., 1992), wobei die O-glykosidischen iiber Bindungen wie -D-Galactose — Tyrosin

(SLEYTR et al., 1999) und B-D-Glucose — Tyrosin (MESSNER et al., 1992) erfolgen.

Die archaebakteriellen S-Layer-Glykoproteine bilden N- und O-glykosidische Bindungen
einzeln oder gleichzeitig aus, wobei hauptsidchlich die O-glykosidischen Bindungen vorlie-
gen. Die S-Layer-Glykanketten bauen sich aus kurzen Heterosacchariden mit bis zu 10 Zu-
ckerresten mit Wiederholungseinheiten auf (KARCHER et al., 1993; SUMPER & WIELAND,
1995; MESSNER, 1996). Pro S-Layermonomer liegen zwischen 3 und 25 Glykosilierungsstel-
len vor (UPRETI et al., 2003). Zurzeit sind die am besten untersuchten glykosilierten archae-
bakteriellen S-Layer, die Hiillproteine aus der Ordnung Halobacteriales mit den Spezies Ha-
lobacterium salinarium (Lechner & Sumper, 1987), Haloferax volcanii (SUMPER et al., 1990)
und Haloarcula japonica (WAKAI et al., 1997). Bei Halobakterien kénnen bis zu 25 Glykosi-
lierungsstellen pro S-Layermonomer vorhanden sein (SUMPER & WIELAND, 1995), die N- und
O-glykosidisch gebunden vorliegen konnen. Die N-glykosischen Bindungstypen wie Glucose
— Asparagin (SUMPER & WIELAND, 1995) oder N-Acetyl-Galactosamin — Asparagin (SUM-
PER & WIELAND, 1995; KARCHER ef al., 1993) treten iiber die Gesamtldnge des Proteins auf.

Die O-glykosidischen Bindungen treten in Clustern threoninreicher Bereiche des Proteins auf.

Die S-Layer-Proteine von einigen Spezies weisen homologe Doménen auf, die gemeinsame
Funktionen fiir das Protein vermitteln. Einer dieser Funktionen ist die Verankerung in die
darunter liegende Zellgrenzfliche. Bei den meisten halobakteriellen S-Layermonomeren er-
folgt die Verankerung in die Cytoplasmamembran iiber eine Transmembran-Doméne am C-
Terminus. Die Gram-positiven Bakterien verankern ihre S-Layer-Proteine iiber die N-
terminale Proteindoméne an das darunter liegende Peptidoglykan oder ein sekundéres Zell-
wandpolymer. Die N-terminale Bindung wird durch die sogenannten SLH (Surface Layer
Homology)-Doménen unterstiitzt. Diese strukturelle Bindungsdoméne wurde in einigen Ba-
cillacaea, Deinococcus radiodurans, Thermotoga maritima und zwei Gram-negativen Bakte-
rien Synechocystis PCC6803 und Thermus thermophilus gefunden (ARCHIBALD et al., 1993).

Die S-Layerschichten aus der Gattung Geobacillus und Lactobacillus verankern nicht iiber
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die SLH-Doméne, sondern iiber ein anderes konserviertes N-terminales Strukturelement (E-

GELSEER et al., 1998; JAROSCH et al., 2000).

1.4 Funktion der S-Layerschicht

Nach dem momentanen Forschungsstand konnen fiir die S-Layerschichten verschiedene

hypothetische Funktionen angenommen werden:

Unterstiitzung der Formgebung und Schutzschicht

Die S-Layerschichten aus der Ordnung Methanococcales bilden den einfachsten Zell-
wandtyp. Die S-Layerschicht bildet den einzigen Bestandteil der Zellhiille, die direkt auf der
Cytoplasmamembran aufliegt. Sie dienen einerseits zur Formgebung und schiitzen anderseits

den Organismus vor extremen dufleren Umwelteinfliissen.

Molekularsieb (Molekiil- und Ionenfalle)

Die S-Layer Poren mit identischer Morphologie und Gréf3e im Bereich von 2 bis 8 nm dienen
als Molekularsieb fiir den Stoffaus- und -eintritt. Die kleinste bekannte Porengréfle von 2 nm
wurde fiir die scheidenartige S-Layerschicht von Methanospirillum hungatei (FIRTEL et al.,
1994, 1995) und die groBten im Bereich von 5 bis 8 nm fiir die S-Layerschichten anderer Ar-
chaeen beschrieben. Fiir die S-Layerschichten der Gram-positiven Bakterien aus der Familie
der Bacillaceae mit einem Porendurchmesser von 4 bis 5 nm wird vermutet, dass sie die Ab-
gabe von Exoenzymen in den extrazelluliren Raum beeinflussen. Aufgrund ihrer spezi-
fischen molekularen Trenngrenze von 30000 und 40000 Dalton werden Exoenzyme wie Pro-
teasen oder Amylasen in ithrem Durchtritt kontrolliert (BREITWIESER ef al., 1992; SARA et al.,
1992). Bei den Gram-negativen Archaea bilden die S-Layer-Monomer-Untereinheiten mit der
Cytoplasmamembran eine Art periplasmatischen Raum, in dem Makromolekiile zurtickgehal-
ten werden konnen (LECHNER & SUMPER, 1987; PHIPPS et al., 1991; PHIPPS et al., 1992;
MAYR et al., 1996).

Beeinflussung der Zelladhdsion und Oberflidchenerkennung

Die S-Layerschichten der Gram-negativen Bakterien Aeromonas salmonicida, Campylobacter
fetus, Aeromonas serpens und Caulobacter crescentus wirken als Schutzhiille gegen den bak-
teriellen Befall durch Bdellovibrio bacteriovorus (KAVAL & HYNES, 1991; KOVAL, 1993). Bei

den S-Layer tragenden Stimmen von Lactobacillus acidophilus und L. crispatus wurde eine
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S-Layer-assoziierte Anheftung an die Epithelzellen des Darms festgestellt (SCHNEITZ ef al.,
1993; TOBA et al., 1995). Auller als Schutzschichtfunktion kénnen S-Layerschichten auch als
Virulenzfaktor bei pathogenen Organismen wirken. Detaillierte Untersuchungen wurden fiir
die Organismen 4. salmonicida, Bacillus cereus, B. anthracis, C. fetus, Rickettsia prowazekii,
R. typhii und Clostridium difficile durchgefiihrt. Die Pathogenitét der verschiedenen Spezies

beruht auf unterschiedlichen Faktoren.

Bei A. salmonicida und C. fetus vermitteln die S-Layerschichten Resistenz gegeniiber der
bakteriziden Aktivitit des Komplementsystems. Eine dhnliche Resistenzeigenschaft hat die S-
Layerschicht von B. cereus, die an verschiedene Matrixproteine bindet und somit die humora-
le und zelluldre Immunantwort durch Maskierung verhindern kann (KOTIRANTA et al., 1997).
Bei R. prowazekii und R. typii ist das S-Layer-Protein an der humoralen und zelluldren Im-
munreaktion beteiligt (CARL & DASCH, 1989). Fiir B. anthracis wurden zwei S-Layer-
Proteine Sap und EA1 als Virulenzfaktoren erkannt, wobei EA1 das Hauptantigen ist (ETIE-
NE-TOUMELIN ef al., 1995; MESNAGE ef al., 1997). Bei dem Diarrhde auslosenden CL. difficile
werden die S-Layerschicht-Proteine zur Differenzierung und Typisierung der Stammspezifitat

verwendet (MC COUBREY et al., 2003).

1.5 Gensequenzen der S-Layer-Proteine

Zurzeit sind weit liber 400 Arten aus allen bedeutenden Phyla der Bacteria und Archaea be-
kannt, die S-Layer-Proteine bilden (SMIT et al., 2002). Vollstindige Gen- bzw. Protein- oder

Teilsequenzdaten sind derzeit von 138 S-Layern von 105 Spezies verfiigbar (sieche Tab. 3).

Die S-Layer-Proteine weisen bei manchen Spezies homologe Dominen auf, die ein konser-
viertes Strukturelement darstellen. Diese Strukturelemente vermitteln fiir die Hiillproteine
gemeinsamen Funktionen, wie z.B. die Verankerung {iber SLH-Doménen in die darunter lie-

gende Zellgrenzfliche.
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Tab. 3 Prokaryoten mit bekannten S-Layer-Proteinsequenzen und S-Layer homologen Proteinen

Stamm Abstammung Primédrsequenz (AS) | Molmasse (Dalton) Gen Accesssion Nummer
Aeromonas hydrophila v-Proteobakterien 409 47288 ahsA PIR S53810"
Aeromonas hydrophila TF7 y-Proteobakterien 472 47646 AEOSLP 137348”
Aeromonas hydrophila A450 y-Proteobakterien 502 52869 vapA M64655”
Serratia marcescens Sr41 Isolat 176 v-Proteobakterien 1002 101184 slaA AB007124"
Serratia marcescens Sr41 Isolat 8000 y-Proteobakterien 1004 102406 slaA AB007125”
Bacillus anthracis Ames Bazillen 862 91362 eag X99724"
Bacillus anthracis Ames Bazillen 814 86620 sap 736946”
Bacillus licheniformis NM 105 Bazillen 874 92735 olpA U38842"
Bacillus pseudofirmus OF4 Bazillen 931 96855 slpA AF242295"
Bacillus sphaericus P-1 Bazillen 1252 129935 Sequenz 8 A45814”
Bacillus sphaericus WHO 2362 Bazillen 1176 125226 125 M28361”
Bacillus sphaericus WHO 2362 Bazillen 745 80113 80 B33856"
Bacillus sphaericus CCM 2177 Bazillen 1268 132047 sbpA AF211170”
Bacillus sphaericus JG-A12 Bazillen 184* 19687 S-Layer AJ292965"
Bacillus sphaericus DSM 396 Bazillen 810 85509 Diese Arbeit
Bacillus cereus DSM 31 Bazillen 577 64599 BC0991 AAP07978°
Bacillus cereus DSM 31 Bazillen 530 58834 BC0902 AAP07889°
Bacillus cereus DSM 31 Bazillen 410 45571 BC3524 AAP10458°
Bacillus thuringiensies subsp. galleriae NRRL 4045 Bazillen 821 87123 slpA AI249446"
Bacillus thuringiensies subsp. israelensis 4Q2 Bazillen 393 45437 slp X62090”
Bacillus thuringiensies subsp. Finitimus CTC Bazillen 816 87293 cte AJ012290
Bacillus fusiformis DSM 2898T Bazillen 576 62007 Diese Arbeit
Bacillus fusiformis B3 Bazillen 575 61874 Diese Arbeit
Brevibacillus brevis HDP31 Bazillen 1116 123397 HWP D90050”
Brevibacillus brevis 47 Bazillen 1084 120768 mwp M19115”
Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980 Bazillen 1099 115395 sbsC AF055578"
Geobacillus stearothermophilus ATCC 12980/G" Bazillen 903 96200 sbsD AF228338"
Geobacillus stearothermophilus NRS 2004/3a Bazillen 903 96640 sgsE AAL46630°
Geobacillus stearothermophilus DSM 2358 Bazillen 439%* 47082 Diese Arbeit
Geobacillus stearothermophilus PV 72/p6 Bazillen 1228 131075 sbsA X71092”
Geobacillus stearothermophilus PV 72/p2 Bazillen 920 97916 sbsB X98095”
Clostridium difficile C253 Clostridien 719 76133 slpA AJ291709”
Clostridium difficile R§8366 Clostridien 756 79923 slpA AJ300676"
Clostridium difficile R7404 Clostridien 714 75560 slpA AJ300677”
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Spezies Abstammung Primérsequenz (AS) | Molmasse (Dalton) Gen Accession Nummer
Clostridium difficile EX560 Clostridien 353 38193 slpA AAM75943°)
Clostridium difficile ATCC 43598 Clostridien 354 37738 slpA AAM75925°)
Clostridium difficile 9354 Clostridien 351 37966 slpA AAM75920°
Clostridium difficile ATCC 43597 Clostridien 389 41788 slpA AAM75944°)
Clostridium difficile 56026 Clostridien 339 36205 slpA AAM75939¢)
Clostridium difficile ATCC 43594 Clostridien 394 42489 slpA AAM75941°
Clostridium difficile 167 Clostridien 610 64729 slpA AAM46789°
Clostridium difficile Y Clostridien 767 81461 slpA AAM46790°
Clostridium thermocellum NCIB 10682 Clostridien 1664 178194 cipA X67506”
Clostridium thermocellum NCIB 10682 Clostridien 1036 113330 slpA ACC334049
Clostridium thermocellum NCIB 10682 Clostridien 688 74970 - X67506”
Clostridium acetobutylicum DSM 792 Clostridien 439 48116 CAC3558 AAK814827
Clostridium acetobutylicum DSM 792 Clostridien 1939 210335 CAC3389 AAK81319?
Clostridium tetani E88 Clostridien 354 37516 - AA0351459
Clostridium tetani E88 Clostridien 642 72100 - AA035101°
Clostridium tetani E88 Clostridien 708 77200 - AA036592°
Clostridium tetani E88 Clostridien 1334 145565 - AA035096°
Thermoanaerobacter tengcongensis JCM 11007 Clostridien 381 41380 TTE1862 AAM25051°
Thermoanaerobacter tengcongensis JCM 11007 Clostridien 474 53073 TTE2087 AEO131569
Camplobacter fetus subsp. Fetus g-Proteobakterien 939 95508 sapA J05577"
Camplobacter fetus subsp. Fetus 23B e-Proteobakterien 922 95109 sapAl L15800”
Camplobacter fetus subsp. Fetus 82-40LP3 g-Proteobakterien 1109 111805 sapA2 S76860”
Camplobacter fetus subsp. Fetus 23D e-Proteobakterien 811 88153 sapAp8 AA0642147
Camplobacter fetus subsp. Fetus 23D e-Proteobakterien 1167 117324 sapA3 AA0642319
Camplobacter fetus subsp. Fetus 23D e-Proteobakterien 1106 111525 sapAS AAO0642119
Camplobacter fetus subsp. Fetus 23D e-Proteobakterien 1257 129306 sapA6 AA0642139
Camplobacter fetus subsp. Fetus 23D e-Proteobakterien 1292 130736 sapA7 AA0642159
Camplobacter fetus subsp. Fetus e-Proteobakterien 893 92427 - A37284”
Camplobacter fetus subsp. Fetus 84-91 e-Proteobakterien 1112 112504 sapB U25133”
Camplobacter fetus subsp. Fetus CIP 5396T e-Proteobakterien 1112 112504 sapB2 AF048699”
Camplobacter rectus 314 e-Proteobakterien 1361 144386 Crs AF010143”
Camplobacter rectus ATCC 33238 g-Proteobakterien 1361 144904 - AB001876”
Camplobacter rectus ATCC 33238 e-Proteobakterien 1123 118954 csxA AF035193”
Camplobacter rectus ATCC 33238 e-Proteobakterien 1238 130821 csxB AF035192”
Caulobacter crescentus CB 15 a- Proteobakterien 1026 98132 rsaA AE005779"
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Spezies Abstammung Primérsequenz (AS) | Molmasse (Dalton) Gen Accession Nummer
Caulobacter crescentus CB 15 a- Proteobakterien 1073 103613 rsaA AAK229919
Caulobacter crescentus JS3001 (vibriodes) | o- Proteobakterien 1026 98132 rsaA AF193063”
Caulobacter crescentus JS4000 a- Proteobakterien 658 76133 rsaA AF193064”
Caulobacter vibriodes a- Proteobakterien 658 68471 sapA AAL471909
Rickettsia japonica YH o- Proteobakterien 1656 168098 rOmp B AB003681°
Rickettsia prowazekii Breinl a- Proteobakterien 1643 169854 spaP M37647"
Rickettsia rickettsii R o- Proteobakterien 1300 132802 pI20 X16353”
Rickettsia typhii Wiimington a- Proteobakterien 1645 169698 slpT L04661”
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 Lactobazillen 444 46570 slpA X89375”
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 Lactobazillen 456 47773 slpB X89376"
Lactobacillus brevis ATCC 8287 Lactobazillen 465 48159 slpA 714250”
Lactobacillus brevis ATCC 14869 Lactobazillen 483 50924 slpB AAK849489
Lactobacillus brevis ATCC 14869 Lactobazillen 461 48856 slpC AAK849499
Lactobacillus brevis ATCC 14869 Lactobazillen 413 44572 slpD AAK849509
Lactobacillus crispatus JCM 5810 Lactobazillen 440 46771 cbsA AF001313”
Lactobacillus crispatus JCM 5810 Lactobazillen 452 47602 cbsB AF079365”
Lactobacillus crispatus M247 Lactobazillen 451 47012 S-Layer AJ007839"
Lactobacillus crispatus LMG 12003 Lactobazillen 458 48750 sIpNA AF253043"
Lactobacillus crispatus LMG 12003 Lactobazillen 439 46796 slpNB AF253044”
Lactobacillus fermentum BR11 Lactobazillen 264 28627 bspA U97348"
Lactobacillus helveticus JCM 1007 Lactobazillen 388 40899 S-Layer BAB72067°
Lactobacillus helveticus JCM 1008 Lactobazillen 391 41199 S-Layer BAB72068°
Lactobacillus helveticus ATCC 12046 Lactobazillen 439 46702 S-Layer AJ388558"
Lactobacillus helveticus ATCC 15009 Lactobazillen 439 46716 S-Layer AJ388559"
Lactobacillus helveticus CNRZ 303 Lactobazillen 439 46688 S-Layer AJ388560”
Lactobacillus helveticus CNRZ 35 Lactobazillen 437 46485 S-Layer AJ388561"
Lactobacillus helveticus IMPC 160 Lactobazillen 439 46704 S-Layer AJ388562"
Lactobacillus helveticus IMPC M696 Lactobazillen 439 46602 S-Layer AJ388563"
Lactobacillus helveticus IMPC HLMI Lactobazillen 438 46622 S-Layer AJ388564"
Lactobacillus helveticus CNRZ 892 Lactobazillen 439 46688 slpH1 X91199”
Lactobacillus helveticus CNRZ 1269 Lactobazillen 439 46657 slpH2 X92752"
Deinococcus radiodurans SARK Deinococci 1036 108028 hpi2 M17895"
Deinococcus radiodurans Deinococci 1167 123729 DR2508 AE002080”
Deinococcus radiodurans R1 Deinococci 948 99356 HPI P56867"
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 | Actinobakterien 492 52381 - NP 6007707
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Spezies Abstammung Primérsequenz (AS) | Molmasse (Dalton) Gen Accession Nummer
Corynebacterium glutamicum ATCC 17965 Actinobakterien 526 57412 csp2 X69103”
Cytophaga sp.Jeang 1995 Cytophaga 1047 108718 - AF068060”
Pirellula sp. 1 Planktomyceten 524 55241 - CAD72961°
Pirellula sp. 1 Planktomyceten 818 90680 butB CAD76355°
Synechococcus lividus PCC7942 Cyanobakterien 521 57139 SOomA D64077”
Synechococcus sp. PCC 6301 Cyanobakterien 525 56213 somB AAC33402°
Synechococcus sp. PCC 6301 Cyanobakterien 532 57386 somA AAC33403°
Synechocystis sp. PCC 6803 Cyanobakterien 630 67600 slr1841 D90906”
Synechocystis sp. PCC 6803 Cyanobakterien 321 34543 sIr2000 D90910"
Gleobacter violaceus PCC 7421 Cyanobakterien 697 72111 Gl1 4200 AP006582”
Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 Fusobakterien 643 71502 FN0694 AAL948907
Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii ATCC 49256 Fusobakterien 643 71874 FNV1357 EAA243749
Halobacterium halobium Halobakterien 852 89814 csg J02767"
Halobacterium sp. NRC-1 Halobakterien 836 88071 csg AE005139”
Haloarcula japonica TR-1 Halobakterien 862 89814 csg D87290"
Haloferax volcanii Halobakterien 827 85189 csg M62816"
Methanothermobacter thermautotrophicus Delta H Methanogene/Archaca 1797 196807 MTH F69195”
Methanothermobacter thermautotrophicus Delta H Methanogene/Archaca 1755 191961 MTH716 AAB85221°
Methanothermobacter thermautotrophicus Delta H Methanogene/Archaca 1408 152736 MTHI1513 H69068”
Methanothermobacter thermautotrophicus Delta H Methanogene/Archaca 574 61922 MTH719 A69196”
Methanocaldococcus jannaschii DSM 2661 Methanogene/Archaca 558 60547 slmj1 AJ311636”
Methanocaldococcus jannaschii DSM 2661 Methanogene/Archaca 440 50745 MJ0954 U67539”
Methanothermococcus thermolithotrophicus DSM 2095 Methanogene/Archaca 559 59225 slmtl AJ308554""
Methanococcus vannielii DSM 1224 Methanogene/Archaea 566 59064 slmv1 AJ308553""
Methanococcus voltae DSM 1537 Methanogene/Archaea 565 59707 sla M59200”
Methanotorris igneus DSM 5666 Methanogene/Archaea 519 55669 slmil AJ564995”"
Methanosarcinan mazei S-6 Methanogene/Archaea 652 68878 slgB X77929”
Methanosarcina acetivorans C2A Methanogene/Archaca 557 62086 slg AAMO04705°
Methanothermus fervidus DSM 2088 Methanogene/Archaea 593 65481 slgA X58297”
Methanothermus sociabilis DSM 3496 Methanogene/Archaea 593 65503 slgA X58296”
Pyrococcus abyssi Orsay Thermokokken/Archaea 604 65985 - CAB49670°
Pyrococcus horikoshii OT3 Thermokokken/Archaea 236 26128 PH1395 BAA30501°
Nanoarchaeum equitans Kin4-M Nanoarchacum/Archaea 401 46681 NEK233 NP_941609"
Euryarchaeta 37F11 unkultivierte marine Gruppe 11 564 61747 - AAF97179°

# diese Arbeit; * unvollstindige Proteinsequenz; 9 PIR NREF- ” Embl- © GenBank- ¢ NCBI-Datenbank
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das primdre Ziel dieser Arbeit war durch Vergleiche von mesophilen und (hy-
per)thermophilen S-Layer-Proteinen nach Unterschieden zu suchen und ob sich hieraus An-
haltspunkte fiir thermostabilisierenden Faktoren ableiten lassen. Die Arbeit umfasst drei ver-
schiedene Teilaspekte. Als erstes sollte aus der Ordnung Methanococcales eine Isolierungs-
methode fiir die S-Layer-Proteine etabliert werden. Auflerdem sollte parallel die Gensequenz
der mesophilen, thermophilen und hyperthermophilen S-Layer-Gene, mit den transkriptionel-
len und translationellen Erkennungsregionen, ermittelt werden. Mit den Primirsequenzen
sollten {liber Datenbankrecherche und -analyse Vergleiche innerhalb der Ordnung Methano-
coccales und mit anderen bekannten archaebakteriellen S-Layer-Proteinen durchgefiihrt wer-
den. Mittels dieser Vergleiche sollte untersucht werden, welche Unterschiede in den mesophi-
len und hyperthermophilen S-Layer-Proteinen vorliegen und ob sich hieraus Hinweise fiir

thermostabilisierende Faktoren ableiten lassen.

Zweitens sollte das hyperthermophile S-Layer-Gen (slmjl) von Methanocaldococcus jan-
naschii durch Klonierung und Uberproduktion in Escherichia coli expremiert werden. Mittels
der heterologen Proteinexpression sollte eine ausreichende Menge vom Protein fiir Kristal-
lisationsexperimente gewonnen werden. Mit dem nativem und heterolog expremiertem S-
Layer-Protein sollten Vergleiche im Hinblick auf posttranslationelle Modifikationen und auf

thermostabilisierende Eigenschaften durchgefiihrt werden.

Drittens sollten die Nukleotidsequenzen der S-Layer-Gene aus der Familie der Bacillaceae
durch molekulargenetischen Arbeitstechniken aufgekldrt und anhand dessen die Protein-
sequenz ermittelt werden. Die Identifizierung des S-Layer-Proteins sollte iliber seine N-
terminale Sequenz erfolgen. Zudem sollten die mutmaBlichen Promotorregionen fiir die Pro-
teinexpression nachgewiesen und Vergleiche mit der bekannten Expressionsapparatur aus der
Familie der Bacillaceae durchgefiihrt werden. Ebenfalls sollten mesophile und thermophile S-
Layer-Proteinen auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede hin analysiert werden. Mittels dieser
Vergleiche sollte gezeigt werden, ob sich Hinweise auf thermostabilisierende Faktoren oder

konservierte Stukturelemente ableiten lassen.
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2 Material und Methoden

2.1 Organismen

Methanocaldococcus jannaschii (DSM 2661), Methanotorris igneus (DSM 5666), Metha-
nothermococcus thermolithotrophicus (DSM 2095), Methanococcus vannielii (DSM 1224),
Geobacillus stearothermophilus (DSM 2358), Bacillus sphaericus (DSM 396) und Bacillus
Sfusiformis (DSM 2898T) wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig (DSMZ) bezogen, Bacillus fusiformis B3 aus der Stammhaltung
des Instituts fiir Mikrobiologie und Weinforschung (AG Konig). Fiir die Konstruktion des
heterolog expremierten S-Layer-Proteins wurden von Escherichia coli die Stimme JM 105
und BL 21 (DE3) aus der Stammhaltung des Instituts fiir Mikrobiologie und Weinforschung
(AG Unden) verwendet.

2.2 Kultivierung der Organismen

2.2.1 Kultivierung der methanogenen Archaebakterien

Fiir die Kultivierung der Organismen der Ordnung Methanococcales wurde die von BALCH ef
al. (1979) beschriebene Technik angewandt. Die Organismen Mcc. jannaschii, Mt. igneus
wurden bei 85 °C, Mth. thermolithotrophicus bei 65 °C und M. vannielii bei 37 °C in “Metha-
nogenium-Medium* (Gasphase mit H, : CO; [80:20%], 1 bar) kultiviert.

Tab. 4 DSM Medium 282 (modifiziert):

Methanogene Medium fiir Mcc. jannaschii und Mt. igneus

Bestandteil Menge
KCl 033 g
MgCl, x 6H,0 42 g
MgS0O, x 7H,0 34 g
NH4CI 0,25¢g
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CaCl, x 2H,0 0,14 ¢
K;HPO,4 0,14 ¢
NiCl, x 6H,O 0,50 mg
Na,SeO x 5H,O 0,50 mg
NaCl 300 g

Spurenelementldsung (Tab. 3) [ 20,0 ml

Vitaminl6sung (Tab. 4) 20,0 ml
Fe(NH4)2SO4 x 7H,0 10,0 mg
Natriumacetat 1,0g
NaHCO; 1.0g
Resazurin 1,0 mg
Cysteinhydrochlorid* 0,5¢g
Na,S x 9 H,O* 0,5¢g
Deionisiertes Wasser ad 1000 ml

*separat zugegeben

Das Medium wurde nach Fertigstellung fiir 20 min in einem Ultraschallbad entgast und anae-
robisiert. Dabei konnte ein Farbumschlag von rot nach hellgriin beobachtet werden. Anschlie-
Bend wurde es fiir flinf min mit Stickstoff begast. Die Verteilung des Mediums auf die Kul-
turgefdfle wurde in einer Anaerobenkammer (Toepffer lab Systems) unter 95% N, und 5% H»
vorgenommen. Der pH-Wert des Mediums wurde mit konzentrierter H,SO4 zunichst auf pH
5,5 fiir Mcc. jannaschii und pH 6,0 fiir Mt. igneus eingestellt. Dieser stieg nach dem Autokla-
vieren auf pH 6,0 bzw. 6,5. Vor dem Autoklavieren wurden die Kulturflaschen mit H, und

CO; (80:20%) mit 1 bar Uberdruck begast.
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Tab. 5 DSM Medium 141 (modifiziert):
Methanogene Medium fiir Mth. thermolithotrophicus und M. vannielii

Bestandteil Menge
KCl 0,335 ¢
MgCl, x 6H,0 4,0 g
MgS0O4 x 7TH,0 345¢
NH4Cl 0,25 ¢g
CaCl, x 2H,0 0,14 ¢
K>;HPO4 0,14 ¢
NaCl 18,0 g

Spurenelementlosung (Tab. 3) | 10,0 ml

Vitaminl6sung (Tab. 4) 10,0 ml
Fe(NH4),SO4 x 7TH,0 2,0 mg
NaHCO; 50g
Resazurin 1,0 mg
Cysteinhydrochlorid* 0,5¢g
Na,S x 9 H,O* 0,5¢
Reinstwasser ad 1000 ml

*separat zugegeben

Das DSM Medium 141 (siehe Tab. 5) wurde nach Fertigstellung entsprechend den Angaben
des Mediums 282 (sieche Tab. 4) entgast und anaerobisiert. Die Verteilung des Mediums auf
die Kulturgefdle wurde in einer Anaerobenkammer unter 95% N, und 5% H, als Gasphase
vorgenommen. Der pH-Wert des Mediums wurde mit konz. H,SO4 zunichst auf pH 6,3 fiir
Mth. thermolithotrophicus und pH 6,5 fiir M. vannielii eingestellt. Dieser stieg nach dem Au-
toklavieren auf pH 6,8 bzw. 7,0. Vor dem Autoklavieren wurde mit H,:CO, = 80:20 bei 1 bar
Uberdruck begast.
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Tab. 6 Spurenelement Stammlosung

Bestandteil Menge
Nitrilotriessigsdure 1,5 g
MgSO04 x 7 H,O 30 ¢
MnSO4 x 2 H,O 0,5 g
NaCl 1,0 g
FeSO4 x 7 H,O 0,1 g
CoSO4 x 7 H,O 0,18 g
CaCl, x 2 H,O 0,10 g
ZnS04 x 7 H,0 0,18 g
CuSO4 x 5 H,O 10 mg

KAI(SOs), x 12H,0 |20 mg

H;BOs 10 mg

Na,MoOg4 x 2 H,O 10 mg

NiCl; x 6 H,O 25 mg

NaQS€O3 X5 H2O 0,3 mg

Deionisiertes Wasser |ad 1000 ml

*Alle Bestandteile wurden separat gelost und hinzugefiigt

Zunichst wurde die Nitrilotriessigsdure gelost und der pH mit Kaliumhydroxid auf pH 6,5
eingestellt, dann wurden die restlichen Bestandteile hinzugegeben. Mit Kaliumhydroxid wur-

de spiter der pH-Wert auf 7,0 eingestellt.
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Tab. 7 Stammlosung Vitamine

Bestandteil * Menge

Biotin (Sigma) 2,0 mg
Folsdure (Sigma) 2,0 mg
Pyridoxin-HCI (Merck) 10,0 mg
Thiamin-HCI (Sigma) 5,0 mg
Riboflavin (Merck) 5,0 mg
Nicotinsdure (Merck) 5,0 mg

DL-Calcium-Pantothenat (Fluka) | 5,0 mg

Vitamin B12 (Merck) 0,1 mg
p-Aminobenzoesiure (Merck) 5,0 mg
Liponséure (Merck) 5,0 mg
Deionisiertes Wasser Ad 1000 ml

*Alle Bestandteile wurden separat geldst und hinzugefiigt

2.2.2 Basalsalz

Mit Basalsalz wurde das “Methanogene Medium* ohne Resazurin, Natriumsulfit und Cystein-
HCI bezeichnet. Der pH-Wert entsprach dem DSM-Medium 282 bzw. 141 (siehe Tab. 4 und
5).

2.2.3 Kultivierung der Bacillaceaen

Fiir die Kultivierung der Bacillus-Stimme wurde LB-Medium (5g/1 Hefeextrakt, 5g/1 Trypton,
5g/1 NaCl; pH 7,5) und Standard-I-Medium (Merck) verwendet. Die Anzucht der Stimme B.
sphaericus DSM 396, B. fusiformis DSM 2898T und B. fusiformis B3 erfolgte unter aecroben
Bedingungen bei 30 °C (180 rpm). Gb. stearothermophilus DSM 2358 wurde unter aeroben
Bedingungen bei 55 °C im Schiittelinkubator (Innova 4340; 180 rpm) kultiviert.
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2.3 Mikroskopie

Die Vitalitdt von Zellen der Ordnung Methanococcales wurden mit Hilfe der Fluoreszensmik-
roskopie (Zeiss, Axiophot2) unter blauem Fluoreszenzlicht (Filtersatz 5: Anregung 395-440
nm; Farbfilter 460 nm und Emission 470 nm) nachgewiesen (griine Fluoreszenz). Die oxidier-

te Form des Cofaktors Fyy ist fiir die griine Fluoreszenz bei Methanbakterien verantwortlich

und fungiert als 2-Elektronen-Ubertriger.

2.4 Elektrophorese

2.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Herstellung der SDS-Polyacrylamid-Gele erfolgte nach der Vorschrift von LAEMMLI

(1970).

Losungen zur Herstellung der Gele

Trenngelpuffer (1 M Tris/HCI pH 8,8)

Sammelgelpuffer (1 M Tris/HCI pH 6,8)

40% Acrylamidlosung (37,5:1 entspricht 39,96 g Acrylamid, 1,04 g Bisacrylamid ad.

100 ml deionisiertes Wasser, filtriert)
10% SDS

10% Ammoniumpersulfat (APS)

TEMED (Serva)
Trenngel (10% PAA) Trenngel (15% PAA) Sammelgel (5% PAA)
Wasser: 1,95 ml 1,20 ml 3,70 ml
Trenngelpufter: 2,26 ml 2,26 ml 625 ul
Acrylamid: 1,50 ml 2,25 ml 625 ul
SDS (10%): 60 pl 60 pul 50 ul
TEMED: S5ul S5ul S5ul
APS: 48 ul 48 ul 50 pl
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Kammerpuffer

3 g Tris; 14,4 g Glycin; 10 ml SDS (10%); deionisiertes Wasser ad 1000ml

Auftragspuffer (4x):

a) Roti-Load 1 (reduzierend, Roth)

b) Roti-Load 2 (nicht reduzierend, Roth)

2.4.2 Durchfuhrung der Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE wurde entweder in Trennkammern von BioRad (Mini PII, Nr.: 165-2950)
oder in Trennkammern von Sigma (Modell Z 37, 302-8) durchgefiihrt (10 min, 50 V, dann
150 V, RT). Zur Bestimmung der apparenten ProteingroBBen wurden die folgenden Protein-

Standardmischungen verwendet:

Proteinmischung Merck VIII (Merck, Nr.: 11536)

Ovalbumin MW 42700 Da, Glutamatdehydrogenase MW 56000 Da, Ovotransferrin MW
78000 Da, Phosphorylase b MW 97400 Da, B-Galaktosidase MW 116300 Da, Myosin MW
200000 Da.

Protein-Marker Roti-Mark 10-150 (Roth, T850.1)

Der Proteinmarker setzte sich aus einem Gemisch gentechnisch expremierter Proteine mit
einem Molekulargewichts-Bereich von 150-10 kDa zusammen. Folgende apparente Moleku-

largewichte lagen vor: 150; 100; 80; 60; 40; 30; 20; 10 kDa.
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Prestained SDS-PAGE Standards (Bio-Rad: Nr.: 161-0318)

Myosin MW 203000 Da, B-Galaktosidase MW 118000 Da, Rinderserum-Albumin MW
82000 Da, Ovalbumin MW 50400 Da, Kohlenhydrat-Anhydrase MW 33400 Da, Trypsin-
Inhibitor (Sojabohne) MW 26700 Da, Lysozym MW 19600 Da, Aprotinin MW 7400 Da

2.4.3 Proteinfarbung

Coomassie-Fiarbung

- Fiarbel6sung (500 mg Coomassieblau R250; 500 ml Ethanol; 100 ml Eisessig; 400

ml deionisiertes Wasser)
- Entfarbelosung (100 ml Ethanol; 70 ml Eisessig; 830 ml deionisiertes Wasser)
- Fixierlosung (70 ml Eisessig; 930 ml deionisiertes Wasser)

Die Gele wurden fiir 20 min gefédrbt. AnschlieBend wurden sie 60 min mit der Entfarbelosung

behandelt und dann tiber Nacht fixiert. Durch die Fixierldsung wurden sie zusédtzlich entfarbt.

CuCl,-Farbung

Die CuCl,-Farbung mit dem Copper Stain and Destain Kit (BioRad, Nr.: 161-0470) wurde
nach der SDS-PAGE und vor dem Blotten der aufgetrennten Proteine auf eine PVDEF-
Membran durchgefiihrt. Sie diente der Visualisierung der Proteinbanden und zur Steigerung

der Transfereffiziens.

2.5 Proteinbestimmung

Losungen:

1. 0.1 % CuSO4x 10 H,O
0.2% K" Na'Tartrat x 4 H,O

10% N8.2C03
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Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Vorschrift von PETERSON (1977). Zuerst wurde
Na,COs geldst, dann wurde K™ Na™ Tartrat und anschlieBend gelstes CuSOy4 unter Riihren

zugegeben.
2. 10% SDS
3. 0.8 N NaOH

4. Folin-Ciocalteu’s Losung (Phenolreagenz, Sigma, Nr.: F-9252)

Reagenz A:

Losungen 1,2,3 und deionisiertes Wasser wurden zu gleichen Volumina zusammengemischt.

Reagenz A wurde stets erst kurz vor dem Gebrauch angesetzt.

Reagenz B:
1 Teil Losung 4 + 5 Teile Wasser

Fiir die Proteinbestimmung wurden 20 pl Probe (Blind-Probe: Wasser) + 480 ul Wasser +
500 pl Reagenz A fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, dann wurde 250 pl Reagenz B
dazugeben und gemischt. Die Extinktion wurde nach 30 min (RT) bei 750 nm gegen die
Blind-Probe gemessen. Die Kalibririerungsgerade wurde mit Rinderserumalbumin (Serva,

Nr.: 11920.02) in den Konzentrationen 50 - 2000 pg/ml erstellt.

2.6 Isolierung der S-Layer-Proteine der Methanococcales
2.6.1 Anzucht und Ernte der Zellen

Die Anzucht fiir die Isolierung der S-Layer-Hiillproteine von Mth. thermolithotrophicus und
M. vannielii erfolgte mit 20 ml Medium in 100 ml Serum Flaschen (Bormioli-Glas) und 200
ml Medium in 1 Liter (Miiller-Krempl, Schweiz) Flaschen. Die Zellkultur wurde in der spéten
exponentiellen Wachstumsphase durch Zentrifugation (Beckmann J2-MC Kiihlzentrifuge,

Rotor JA-10, 8000 Upm, 20 min, 4 °C) geerntet. Die Anzucht bei den hyperthermophilen
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Stimmen Mcc. jannaschii und Mt. igneus erfolgte in einem 75 Liter-Laborfermenter (Ar-
beitsvolumen 50 Liter, Bioengineering Laborfermenter LP351). Zur Vorkulturanzucht fiir den
Fermenter wurden die beiden Stimme in 100 ml Serum Flaschen und 1 | Flaschen kultiviert. 1
I aus dieser Vorkultur wurde in den Laborfermenter, der maximal zu zweidrittel mit Kultur-
medium gefiillt vorlag, angeimpft. Die Zellen wurden in der spéten logarithmischen Phase mit
der DurchfluB-Zentrifuge (Heraeus Sepatech Contifuge 17 RS, Rotor 8575, 15000 Upm, 3
Stunden, 4 °C) bei einem Durchflul von 300 ml/min geerntet. Das Zellpellet wurde zweimal

mit Basalsalz gewaschen und bei -20°C autbewahrt.

Loslichkeit des S-Layer-Proteins

Die gewaschenen Zellen wurden in deionisiertem Wasser resuspendiert und dabei aufgebro-
chen. Das resultierende Zellhomogenat wurde durch Zentrifugation (Eppendorf, Centrifuge
5415 D, 13000 Upm, 3 min, RT) in I6sliche und unl6sliche Zellbestandteile getrennt. Das
Zellprizipitat wurde mit Triton X-100 behandelt (Endkonzentration 0,5%, 30 min, 58 °C), um
Membranproteine zu extrahieren und anschlieBend durch Zentrifugation abgetrennt (Eppen-
dorf, Centrifuge 5415 D, 13000 Upm, 3 min, RT). Das Pellet wurde jeweils mit 6 M LiCl, 5
M Guanidiumchlorid (in 50 mM Tris/HCI; pH 7,2), 6 M Harnstoff und 1 M Tris/HCI bei
Raumtemperatur (Eppendorf, Thermomixer comfort, 1400 Upm, 30 min) inkubiert. Die Sus-
pension wurde durch Zentrifugation (Eppendorf, Centrifuge 5415 D, 13000 Upm, 5 min, RT)
von festen Bestandteilen befreit und anschlieBend gegen deionisiertes Wassser dialysiert (Dia-
lysierschlauch, Roth). Das Dialysat der einzelnen Agenzien wurde durch SDS-PAGE iiber-
priift.

2.6.2 Herstellung von S-Layer-Proteinextrakt

Alternativ zur vorherigen Methode wurden die Zellen direkt in 100 mM Tris/HCI (pH 8,0) im
Verhiltnis 1:3 (w/v) resuspendiert. Das Zellhomogenat wurde bei 42 °C (Eppendorf, Ther-
momixer comfort, 850 Upm, 30 min) inkubiert und durch zweimalige Zentrifugation (Eppen-
dorf, Centrifuge 5415 D, 13000 Upm, 5 min, RT) von unloslichen Zellbestandteilen befreit.
Die losliche Fraktion wurde in der Speed-Vac (Eppendorf, Concentrator 5301, 45 °C) einge-

engt. In der 16slichen Fraktion war das S-Layer-Protein einer der dominierenden Proteine.
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Deshalb wurde das Proteinextrakt-Konzentrat fiir die weitere Isolierung des S-Layer-

Hiillproteins verwendet.

2.6.3 Isolierung der S-Layer Proteine aus dem Kulturmedium

Die Kulturen wurden wihrend ihres logarithmischen Wachstums durch Zentrifugation geern-
tet (Sorvall, Rotor GS3, 8000 Upm, 20 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde aufgereinigt wie o-
ben beschrieben. Der Kulturiiberstand wurde zunichst gegen Wasser oder Tris-HCI (25 mM,
pH 8,0) dialysiert (Dialysierschlauch, Roth). Das Dialysat wurde gefriergetrocknet (Leybold
Heraeus), oder direkt mit dem doppelten Volumen Aceton gefillt (iiber Nacht, -20 °C). Der

Uberstand wurde verworfen, das Pellet enthielt die aufkonzentrierten S-Layer Proteine.

2.7 Reinigung der S-Layer-Proteine

2.7.1 Reinigung der S-Layer-Proteine durch praparative isoelektrische Fokussierung
Losungen

Anodenpuffer 0,5 M Essigsédure (pH 2,5)

Kathodenpuffer 0,25 M HEPES (pH 5,0)

Laufpuffer A 24 ml 200 mM MES

Laufpuffer B 6 ml 200 mM Glycyl-Glycin

Die angereicherten S-Layer-Proteine aus dem Kulturmedium und den Zellen wurden durch
praparative isoelektrische Fokussierung weiter aufgereinigt. Dazu wurden die lyophilisierten
S-Layer Proteine in Laufpuffer A+B aufgenommen. Nach der Zugabe von deionisiertem
Wasser bis zum Endvolumen von 50 ml erfolgte die Auftrennung der Proteine nach ihrem
1soelektrischen Punkt (Rotofor, BioRad, 3,5-4 Stunden, 15 W, Anfangsspannung 320 V). Es
wurden zwanzig Fraktionen aufgetrennt und nach pH-Messung durch SDS-PAGE {iberpriift.
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2.7.2 Isolierung der S-Layer

Aus den zwanzig aufgefangenen Fraktionen, wurden diejenigen zusammengefasst, die im pH-
Bereich zwischen 3,0-4,0 vorlagen und ein reines S-Layer-Protein aufwiesen. Das Gemisch
wurde mit 5 M NaCl (1 M Endkonzentration) versetzt und geschiittelt (Edmund Biihler, KS-
12 Control, 250 Upm, 2-3 h, RT), um Puffersubstanzen und anderen niedermolekularen Fak-
toren vom Hiillprotein zu 16sen. Die behandelte Hochsalz-Protein-Mischung wurde {iber
Nacht bei 4 °C gegen deionisiertes Wasser dialysiert (Dialysierschlauch, Roth). Aus dem Dia-
lysat wurde durch Zentrifugation (Heraeus Sepatech Contifuge 17 RS, Rotor PTI F21 B,
15000 Upm, 20 min, 4 °C) Schwebstoffe entfernt und der Uberstand durch Gefriertrocknung
eingeengt (Leybold Heraeus). Nach der Gefriertrocknung wurde das Dialysat-Konzentrat
nochmals zentrifugiert (13000 Upm, 5 min, RT), um mogliche neu entstandene Schwebstoffe
zu entfernen. Die Reinheit der Aufreinigung wurde durch SDS-PAGE iiberpriift. Fiir alle fol-

genden Experimente wurde das so isolierte S-Layer-Protein verwendet.

2.8 Isolierung der S-Layer-Proteine der Bacillaceaen

Die Isolierung der S-Layer-Proteine aus der Familie der Bacillaceae erfolgte auf zwei ver-
schiedene Methoden. Beim Stamm Gb. stearothermophilus DSM 2358 wurde das Hiillprotein
nach der Vorschrift von RIES et al. (1997) aufgereinigt. Bei den Stdmmen B. sphaericus DSM
396, B. fusiformis DSM 2898T und B3 wurden die S-Layer-Proteine nach der Aufreinigungs-

vorschrift von LEWIS et al. (1987) isoliert.

2.9 Proteolytischer Verdau der S-Layer-Proteine

Elutionspufter (pH 8.25)

NH/HCO; 3,95 g (50 mM)
SDS lg (0,1%)
Reinstwasser ad 1000 ml

Die gereinigten S-Layer-Proteine wurden in Elutionspuffer proteolytisch verdaut. Jeweils 40

ul Probe wurden fiir den Verdau eingesetzt und mit jeweils 2 ul Enzym (Endoproteinase Glu-



2 Material und Methoden 29

C, Endoproteinase Lys-C, Trypsin; Peptide Mapping Set, Roche, Nr.: 1520423) inkubiert
(Endkonzentration fiir jedes Enzym 50 pg/ml). Die Verdaus mit Trypsin und Lys-C wurden
fiir 17 Stunden bei 37 °C, der Ansatz mit Glu-C fiir 17 Stunden bei 25 °C inkubiert. Als Kon-
trolle wurden je 40 pl Probe ohne Enzymzugabe sowie je 40 pl Elutionspuffer mit Enzym,

aber ohne Probe, mitgefiihrt.

2.10 Isoelektrischer Punkt der S-Layer-Proteine

2.10.1 Analytische Isoelektrische Fokussierung

Losungen

Elektrodenlosungen Anodenfliissigkeit 3 (Serva, Kat. Nr. 42984)
Kathodenfliissigkeit 10 (Serva, Kat. Nr. 42986)

Die analytische isoelektrische Fokussierung wurde mit einer Horizontalkammer (LKB
Bromma, 2117 Multiphor II, Elektrophoresis Unit) durchgefiihrt. Die Auftrennung der S-
Layer-Proteine erfolgte mit einem gebrauchsfertigen diinnen Polyacrylamid-Gel (Serva, Ser-
valyt PreNets). Das Polyacrylamid-Gel wurde auf die 5 °C vorgekiihlte horizontale Platte
luftblasenfrei aufgerollt und die zugeschnittenen gleichméBig getrankten Elektrodendochte
(Serva, Kat. Nr. 42987) mit Anoden- bzw. Kathodenfliissigkeit auf das Gel aufgelegt. Der
Applikatorstreifen wurde parallel zu den Elektrodendochten und quer iliber die gesamte
Gelflache mit leichtem Druck aufgerollt. Die gereinigten S-Layer-Proteine wurden dann in
die Schlitze des Applikationsstreifens pipettiert. Die Elektroden der Horizontalkammer wur-
den mit leichtem Druck aufgesetzt und die Elektrophorese gestartet. Die horizontale Elek-
trophorese erfolgte mit einer Anfangsspannung von 200 V bei konstanter Leistung (10W) und

einer Endspannung von 2000 V. Die Elektrophorese war nach 2,5-3,5 Stunden beendet.

IEF Marker 3-10, Serva Liquid Mix (Serva, Kat. Nr. 42967)

Cytochrome C pl (isoelektrischer Punkt) 10.7; Ribonuclease A pl 9.5; Lectin pl 8.3, 8.0, 7.8;
Myoglobin pl 7.4, 6.9; Carbonic anhydrase pl 6.0; -Lactoglobulin pl 5.3, 5.2; Trypsin inhibi-
tor pl 4.5; Glucose oxidase pl 4.2; Amyloglucosidase pl 3.5
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2.10.2 Proteinfarbung

Fixierlosung: 20% Trichloressigsdure (w/v)

Stammlosung I: 1 g SERVA Violet 17 (Kat. Nr. 35072) ad 500 ml deionisiertem Wasser
Stammlosung I1: 233 ml Phosphorsdure (86%) ad 1000 ml Wasser

Entfarbelosung: 35 ml Phosphorsédure (86%) ad 1000 ml Wasser

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das IEF-Gel unter leichtem Schiitteln in 20%iger
Trichloressigsdure (1h) fixiert. Alle weiteren Farbungen und Entfarbungen wurden ebenfalls
bei maliger Schiittelfrequenz durchgefiihrt. Nach Beendigung der Fixierung wurde das Gel in
200 ml deionisiertem Wasser (1 min) iiberfiihrt. Das Acrylamidgel wurde fiir 10 min in der
SERVA Violet- Féarbelosung gefarbt. Die Farbelosung wurde direkt vor dem Gebrauch aus
den Stammldsungen I und II im Verhéltnis 1:1 (v/v) gemischt. AnschlieBend wurde es drei-
mal 10 min mit der Entfarberlosung behandelt und dann jeweils zweimal 2 min mit deioni-
siertem Wasser neutralisiert. Nach der Neutralisierung wurde das IEF-Gel {iber Nacht bei

Raumtemperatur getrocknet.

2.11 Nachweismethoden zur Glykosilierung bei Proteinen
2.11.1 Glykoprotein-Farbung (PAS-Test)

Die Glykoprotein-Farbung erfolgte mit dem Fuchsia Glycoprotein Gel Stain Kit (MoBiTec,
P-21850). Die Glykoproteine erscheinen nach der Farbung mit Pro-Q Fuchsia bei einer Anre-
gung mit UV-Licht (A=302 nm) durch Fluoreszenz (A=590) als dunkle Proteinbanden. Die

nicht glykolisierten Proteine erscheinen als helle Banden.

Glykoprotein-Standard Candy Cane (MoBiTec, C-21852)

ax-Makroglobulin MW (Molecular Weight, Da) 180000, Phosphorylase b MW 97000, Gluko-
se Oxidase MW 82000, Rinderserum Albumin MW 66000, Saure a;-Glykoprotein MW
42000, Kohlenhydrat-Anhydrase MW 29000, Avidin MW 18000, Lysozym MW 14000
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2.11.2 Enzym-Immunassay Nachweismethodik zur Glykolisierung (Roche)

Der Nachweis von Glykoproteinen erfolgte mit dem DIG Glycan Detection Kit (Roche, Best.
Nr. 1142372).

2.11.3 Chemische Deglykolisierung

Losungen: 100% Methanol
70 % Fluorsdure (w/v) in Pyridin (Aldrich) geldst
0,1 M NaCl

Die Durchfithrung erfolgte nach der Vorschrift von VAN HOLST & VARNER (1984). Die che-

mische Deglykosilierung wurde durch SDS-PAGE {iberpriift.

2.12 Untersuchung zur Stabilitat der S-Layer-Proteine

Die S-Layer-Proteine wurden bei verschiedenen Temperaturen, pH-Werten und mit zweiwer-
tigen Kationen inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Einfluss dieser Faktoren auf die Pro-

teine durch SDS-PAGE iiberpriift.

2.12.1 Einfluss des pH-Wertes auf die Protein-Konformation

Losungen: Universalpuffer pH 2-10 (Stammldsung)

Tris/HCI 11,00 g/l
Maleinsdure 11,60 g/l

Citrat 14,00 g/1
Borsédure 6,28 g/l
2 N NaOH

20 ml der Stammldsung wurden mit 2 N NaOH auf die gewiinschten pH-Bereiche zwischen 2

und 10 eingestellt und mit deionisiertem Wasser auf 100 ml aufgefiillt.

Die S-Layer-Proteine wurden 30 min bei RT bei den jeweiligen pH-Werten inkubiert.
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2.12.2 Einfluss der Temperatur auf die Protein-Konformation

Die S-Layer-Hiillproteine wurden bei 55, 65, 75, 85, 99 °C (Eppendorf, Thermomixer com-
fort, 850 Upm, 2 min) und RT inkubiert.

2.12.3 Wechselwirkung der S-Layer-Proteine mit zweiwertigen Kationen

Die S-Layer-Proteine wurden 20 min bei RT mit folgenden zweiwertigen Kationen inkubiert:
Mn2+, Zn2+, C02+, Cu2+, Ca’" und Mg2+. Fiir alle verwendeten Kationenlosungen wurde eine

Konzentration von 10 mM verwendet.

2.13 Immunologischer Nachweis des S-Layer-Proteins simj1 von Methanocal-

dococcus jannaschii

Antikorper gegen das S-Layer-Protein slmjl aus Mcc. jannaschii wurden im Kaninchen gene-
riert. Die immunologische Analyse der Primérantikdrper-Bindung an das S-Layer-
Hiillprotein-Antigen slmjl erfolgte im Dot- und Western-Blot mit dem BM Chromogenic
Western Blotting Kit (Roche, Best. Nr. 1647644).
Losungen: Tris buffered saline (TBS), pH 7,5 Tris (50 mM) 6,05 g/l

NaCl (150 mM) 8,76 g/l

10% HCl

Mit 10%iger HCI-Losung wurde der TBS-Puffer auf pH 7,5 eingestellt.

TBS-Tween 20 (TBST) 0,1% Tween 20 (v/v) in TBS
Maleinsaure-Puffer, pH 7,5 Maleinsdure (100 mM) 5,8 g
NaCl (150 mM) 44 ¢
10% NaOH
ad 500 ml

Mit 10%iger NaOH wurde der Maleinsdure-Puffer auf pH 7,5 eingestellt.

Transfermembran: Nitrocellulose Transfer Membran (Schleicher & Schiill)
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2.13.1 Dot-Blot

Die Arbeitslosungen wurden aus den Kit-Komponenten entsprechend der Vorschrift vorberei-

tet. Die Detektion der Immunreaktion erfolgte bei RT ohne Schiitteln.

1. Auf die Oberflache der Transfermembran wurde punktférmig 1 pl Probe aufgetragen

und luftgetrocknet.

2. Nitrocellulose Membran wurde mit 30 ml 1%igem Blocking Reagenz (w/v) mindes-

tens 30 min bei RT oder 4 °C iiber Nacht inkubiert.

3. Zugabe von Primédrantikorper (Konzentration 1-4 pg pro ml) in 14 ml 1%igem Blo-
ckierungs-Reagenz (w/v) und Inkubation der Membran mindestens 30 min bei RT o-

der 4 °C iiber Nacht
4. Waschen mit TBST: 4x 30 ml a 10min

5. Zugabe von 50 pl Sekunddrantikérper (anti-Rabbit (IgG); Konzentration 880 mU/ml)
zu 12,5 ml 1%igem Blockierungs-Reagenz (w/v); die Transfermembran wurde min-

destens 30 min bei RT oder 4 °C iiber Nacht mit Sekundér-Antikorper inkubiert
6. Waschen mit TBST: 4x 30 ml a 10min

7. Detektion der Immunreaktion mit 12,5 ml RT AP Substrat Losung (NBT/X-Phosphat

Losung) im Dunkeln fiir hochstens 30 min

8. Abbruch der Farbung durch mehrmaliges Waschen der Nitrocellulose-Membran mit

deionisiertem Wasser

2.13.2 Western-Blot

Die Proteine wurden in SDS-Polyacrylamidgelen (10%) elektrophoretisch aufgetrennt und auf
eine Nitrocellulose-Membran (Schleicher & Schiill) geblottet. Der Proteintransfer erfolgte
durch Elektro-Blotten nach der Vorschrift 1.14.1 ohne CuCl, Féarbung. Die Detektion der
Immunreaktion erfolgte entsprechend wie beim Dot-Blot (siche oben) ab dem Arbeitsschritt

2. Die Transfermembran wurde im Arbeitsschritt 4 und 6 jeweils 4x 30 min gewaschen.
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Protein Standard Precision Plus Protein (Bio-Rad:; Kat. Nr.: 161-0374)

Der Proteinmarker setzt sich aus einem Gemisch gentechnisch expremierter Proteine mit ei-
nem Molmassen-Bereich von 250-10 kDa zusammen. Folgende apparente molekulare Massen

lagen vor: 250; 150; 100; 75; 50; 37; 25; 20; 15; 10 kDa.

2.13.3 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Losung: PBS-Puffer: NaCl 8,00 g/l
KCl 0,20 g/1
Na,HPO4 1,44 g/l
KH,PO4 0,24 g/l

Fir die Immunfluoreszenz-Analyse wurde 1 ml der Ubernacht-Kultur (ca. 10° Zellen/ml)
verwendet und zweimal mit 1 ml PBS-Puffer gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden in
200 pl PBS-Puffer aufgenommen und davon je 10 pl Zellsuspension pro Ansatz verwendet.

Folgende Ansétze wurden verwendet:

a) 100 pl Primér-Antikorper (Konzentration ca. 30 pug pro ml in PBS-Puffer)
b) 100 pl Praimmunserum (Kaninchenserum, gleiche Konzentration wie a)

c) 100 ul PBS (Kontrolle)

Die Ansétze wurden fiir eine Stunde bei 4 °C inkubiert und zweimal mit 200 pl PBS-Puffer
gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden in 50 pl Fluorescein markierten Sekundér-
Antikorper (Fluorescein, FITC, -conjugated affinity pure F(ab")2 fragment goat anti-rabbit
IgG (Heavy+Low) Absorption gegen Humanserum protein; Dianova, No. 111-096-045; 1:50
in PBS) aufgenommen und bei 4 °C fiir eine Stunde inkubiert. Die Zellen wurden nach der
Behandlung mit dem Sekundir-Ak zweimal mit 100 pul PBS-Puffer gewaschen. Die Antikor-
per markierten Zellen wurden in 100 pl PBS-Puffer mit Formaldehyd (1% Endkonzentration)
suspendiert und dunkel bei 4 °C gelagert. Von der Suspensionslosung wurden 5 pl auf einen
Objekttrager (Teflon-Beschichtung; Fenster @ 6mm) 10 min bei 85 °C hitzefixiert. Die Ansit-
ze wurden durch Zugabe von 5 ul DABCO (1,1-Diazobicyclo-[2.2.2]Oktan, 208 mM) je
Fenster beschickt. Die Antikorperbindung wurde mit Hilfe der Fluoreszensmikroskopie
(Zeiss, Axiophot2) unter blauem Fluoreszenzlicht (Filtersatz 5-Anregung 395-440 nm; Farb-
filter 460 nm und Emission 470 nm) nachgewiesen (griine Fluoreszenz). Mit DAPI wurde

eine Gegenfarbung mit den fixierten Zellen durchgefiihrt.
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Gegenfarbung mit DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindol)

Den fixierten Zellen wurden mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (Stammldsung 1 mg/ml;
1:100) angeférbt. Die fixierten Zellen wurden mit 5 pul DAPI beschickt und 10 min im Dun-
keln inkubiert. Durch vorsichtiges Abspiilen mit deionisiertem Wasser wurde iiberschiissige
Férbelosung entfernt. Die Praparate wurden im Dunkeln luftgetrocknet. Durch Zugabe von
DABCO wurden die geférbten, fixierten Zellen fiir die Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet
oder zunéchst bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Die Farbung wurde mit Hilfe der Fluoreszenz-
mikroskopie (Zeiss, Axiophot2) unter blauen Fluoreszenzlicht (Filtersatz 1-Anregung 365

nm; Farbfilter 460 nm und Emission 397 nm) nachgewiesen (blaue Fluoreszenz).

2.14 Sequenzierung der N-Termini
2.14.1 Proteintransfer auf PVDF-Membranen

Blot-Puffer (pH 9.2)

Tris 48 mM (5,82 g)
Glycin 39 mM (2,93 g)
SDS 1,7 mM (0,50 g)

Deionisiertes Wasser ad 1000 ml

Die Proteine wurden in SDS-Polyacrylamidgelen (10%) elektrophoretisch aufgetrennt und
anschliefend mit CuCl, geféirbt und entfarbt (Copper Stain and Destain Kit, BioRad). Nach
Entfarbung wurde das Gel auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P, Millipore) geblottet. Da-
zu wurde das Gel zunichst 15 min in Blot-Puffer equilibriert. Die PVDF-Membran wurde erst
30 min in Methanol gegeben, dann 30 min in Blot-Puffer equilibriert. Der Transfer erfolgte
bei 4 °C, 30 mV {iber Nacht (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, BioRad). Die
geblottete Membran konnte dann mit Coomassie-Proteinfarbeldosung gefarbt (2 min) und an-

schlieBend mit Entfarbelosung behandelt werden.
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2.14.2 Sequenzierung der N-Termini der S-Layer-Proteine

S-Layer-Proteine wurden in SDS-Polyacrylamidgelen (10%) elektrophoretisch aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P, Millipore) geblottet (siche oben). Die Amino-
sduresequenzen der N-Termini wurden im Labor von Dr. Schlott (Institut fiir Molekulare Bio-

technologie, IMB, Jena) nach Edman bestimmt (EDMAN, 1967).

2.15 PCR-Strategien und PCR-Produkte

Die Isolierung des S-Layer-Gens erfolgte nach einer Zwei-Schritt-PCR Strategie (SORENSEN
et al., 1999) und abgewandelten Formen dieser Methode. Das Prinzip beruht auf der Verwen-
dung von einem biotinylierten spezifischen Primer, sowie unspezifischen Zufallsprimern in
einer ersten PCR. Nach Aufreinigung der biotinylierten PCR-Fragmente mittels Streptavidin
gekoppelten Magnetkiigelchen (Dynabead M-280 Streptavidin), schloss sich eine zweite spe-
zifische PCR an. Es wurden zwei Abwandlungen dieser Zwei-Schritt-PCR Strategie entwi-

ckelt:

Die erste Abwandlung der Zwei-Schritt-PCR basierte auf der Nichtverwendung der biotiny-
lierten und degenerierten Oligonukleotide im ersten Schritt. Zundchst wurde im ersten PCR-
Schritt nur mit einem spezifischen Primer eine PCR durchgefiihrt. Dieses Amplifikat wurde
bei der ndchsten PCR als DNA-Template verwendet. Beim zweiten PCR-Schritt wurde der
gleiche Oligonukleotid aus der ersten PCR, sowie die unspezifischen Zufallsprimer verwen-

det.

Die zweite Abwandlung der Zwei-Schritt-PCR beruhte darauf, dass ein weiterer PCR-Schritt
vor dem biotinylierten spezifischen PCR mit einem spezifischen Primer und den unspezifi-
schen Zufallsprimern vorgeschaltet wurde. Nach der Aufreinigung der PCR-Fragmente
schloss sich die Standard Zwei-Schritt-PCR Strategie an (siehe Abb. 4). Diese Abwandlung
der Methodik wurde als Drei-Schritt-PCR bezeichnet.
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Abb. 4 Schema der abgewandelten Zwei-Schritt-PCR

P

Der Zwei-Schritt-PCR (SORENSEN et al., 1999) wurde eine PCR vor geschaltet. In ei-

ner ersten PCR mit genomischer DNA, wurden mit einem spezifischen Primer (Oligo-

nukleotid 1) und einem unspezifischen Zufallsprimer (Oligonukleotid 2) sowohl spezi-

fische, als auch unspezifische PCR-Fragmente erhalten. In der zweiten PCR wurden
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die PCR-Fragmente mit einem spezifischen, biotinylierten Primer (Oligonukleotid 3)
und einem unspezifischen Zufallsprimer (Oligonukleotid 2) behandelt. Es entstanden
ebenfalls spezifische und unspezifische PCR-Fragmente. Die spezifischen Fragmente
wurden aufgrund ihrer Biotinmarkierung durch Streptavidin gekoppelte Dynabeads
aufgereinigt. In einem dritten PCR-Schritt wurden die aufgereinigten Fragmente durch
einen spezifischen Nested-Primer (Oligonukleotid 4) und einem Zufallsprimer (Oligo-

nukleotid 2) spezifische Amplifikate ergeben.

2.15.1 DNA-Praparation

DNA-Préiparation mit InstaGene-Matrix (BioRad, Nr. 732-6030)

1 ml Bakterienkultur (ca. 10® Zellen/ml) wurde abzentrifugiert (Eppendorf, 3 min, 13000 rpm,
RT) und der Uberstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde in 1 ml sterilem Wasser sus-
pendiert und erneut zentrifugiert (Eppendorf, 3 min, 13000 rpm, RT). Der Uberstand wurde
wiederum verworfen und das Bakterienpellet in 200 pl InstaGene-Matrix aufgenommen. Da-
bei musste darauf geachtet werden, dass die InstaGene-Matrix mit einer blauen Eppendorf-
Spitze pipettiert wurde, nachdem das Pellet gut aufgeschiittelt wurde, damit kein Material in
der Pipettenspitze hdngen blieb. Das in InstaGene-Matrix suspendierte Bakterienpellet wurde
dann in einem Thermomixer inkubiert (Eppendorf, 20 min, 56 °C), wobei der Ansatz zwi-
schendurch alle 2-3 min aufgeschiittelt wurde. Dieser Schritt dient dazu, in Gram-positiven
Bakterien Kationen aus der Zellwand zu 16sen, wodurch diese labiler wird. Hier wurde dieser
Schritt prophylaktisch beibehalten. Nachdem die Suspension dann 10 s geschiittelt wurde,
kochte das Homogenat fiir 8 min bei 98 °C (Heizblock), was zum Aufbrechen der Organis-
men fiihrte. Erneut wurde die Suspension 10 s geschiittelt, und anschlieBend wurde sie ab-
zentrifugiert (Eppendorf, 3 min, 13000 rpm, RT). Uberstand und Pellet verblieben im glei-
chen GefiB und wurden auf Eis gestellt. Die aufgereinigte DNA befand sich im Uberstand.
Zur Lagerung wurde der Ansatz bei —20 °C eingefroren und fiir eine erneute Probennahme

aufgetaut und abzentrifugiert.

DNA-Priparation mit Dynabeads DNA-Direct (Dynal, Nr. 630.02)

Alternativ wurde die DNA mit dem Kit Dynabeads DNA-Direct von Dynal aufgereinigt. Da-
zu wurde 1 ml Bakterienkultur (10 Zellen/ml) abzentrifugiert (13200 Upm, 3 min, RT) und
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der Kulturiiberstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde zweimal in 1 ml sterilem Phos-
phatpuffer (KH,PO,4 12,25g/1; Na,HPO,4 1,58 g/l; pH 5,9) suspendiert und erneut zentrifugiert
(13200 Upm, 3 min, RT). Die gewaschenen Zellen wurden in 200 pl Phosphatpuffer aufge-
nommen und mit einem kréftigen Pipettierdruck 200 ul Dynabeads DNA Direkt™™ (10 mg/ml
M-280 Streptavidin) hinzugefiigt. Der Ansatz wurde 5 min bei RT inkubiert und danach 1-2
min in Dynal MPC (Magnetstdnder) platziert. Die frei vorliegende DNA aus der Zelllyse
wurde von Magnetbeads gebunden die an der GefiBwand am Magnetstdnder einen dunkel-
braunen DNA Direkt'-Komplex bildeten. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und
verworfen. Der Komplex wurde mit 200 ul Waschpuffer (RT) mit einem kriftigen Pipettier-
zug von der GefidBwand gespiilt und nochmals in den Magnetstinder gestellt, um den klaren
Uberstand zu entfernen. Dieser Schritt wurde wiederholt. Der DNA-Komplex wurde mit 30 pl
Resuspensionspuffer (raumtemperiert) resuspendiert. Dieser DNA-Komplex wurde direkt als

Templat fiir die PCR eingesetzt.

2.15.2 Amplifikation vom S-Layer-Gen durch Zwei-Schritt-PCR

1. PCR-Ansatz der Zwei-Schritt-PCR

PCR-Ansatz

Spezifische Primer (Tab. 8), (100 pmol/ul) 1,0 pl
Zufallsprimer (Tab. 8), (100 pmol/pul) 1,0 pl
10 x PCR-Puffer 10,0 pul
MgCl,-Losung (50 mmol/l) 5,0 ul
dNTP-Mix (je 2,5 mmol/l) 6,0 ul
Taq DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,4 ul
Genomische DNA 2,0 ul
Reinstwasser 74,6 ul

Der PCR-Ansatz wurde fiir jeden der vier Zufallsprimer separat angesetzt.
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Tab. 8 Verwendete Oligonukleotide

Primer Spezifitit  Sequenz (5‘—>3) Tm (°C) Orientierung
FP1-MB? Zufallsprimer 1 CAGTTCAAGCTTGTCCAGGAATTCNNNNNNNGGCCT 67,1 P
FP2-MB? Zufallsprimer 2 ~ CAGTTCAAGCTTGTCCAGGAATTCNNNNNNNGCGCT 67,1 >
FP3-MB? Zufallsprimer 3 CAGTTCAAGCTTGTCCAGGAATTCNNNNNNNCCGGT 67,1 PR
FP4-MB? Zufallsprimer 4 CAGTTCAAGCTTGTCCAGGAATTCNNNNNNNCGCGT 67,1 D
MIJ3SL Methanokokken GACGTTGTTTCAGCTGC 52,8 —>
MJ4SL Methanokokken ~CTCTGTCKCCACCAG 55,6 «—
MC-Leader Methanokokken TGGCAATGAGCTTAAANAAAATCG 58,9 —
MCT1-VIS Mth. thermo. TAAAAATCGGCGTCGTTCACATCTT 59,7 -«
MCT2-HIShio® Mih. thermo. TGCATTAAAATACGTTGGAGACAAG 581 -
MCT1-HIS Mth. thermo. GGAGACAAGAAGAAGAAGTTAGGA 61,3 —
MCT-N2bio®  Mith. thermo. GCCATTACACCACTTGCTAATGCG 64,6 -«—
MCT-N1 Mith. thermo. ACCACTTGCTAATGCGGAAGCTACC 64.6 «
MCV1-VIS M.vannielii GATAACTAAGTCATCATCGGTATCA 58,1 -«
MCV2-VIS M.vannielii GTCACTTACTGCAGCTAATGTTTGT 59,7 «
MCV-N3? M.vannielii CGTCTTTTGCAGCAGCGTTTGAACC 64,6 -«
MCV-N4 M.vannielii GCAGCAGCGTTTGAACCTACTACAA 63,0 «—
MCV-N1 M.vannielii CACCAGTTGCTAAAGCGGATGCAAC 64,6 —
MCV-TT1 M.vannielii ACCAAAGCAGGAATCGGCGATAAGG 64,6 —
MCV3-HIS M.vannielii CAACGCTTCCCCTGCAACCTTAGCT 66,3 —
MCV4-HISbio” M.vannielii GCAATTGACAACGCTTCCCCTGCAA 64,6 —
MCIG1CR Mt. igneus GAACTGCTTGCTGCGCATC 58,8 -«
MIG-Seq Mt. igneus GTATCCATAGTATTCTTCTGGC 56.5 -
MIGC1 bio? Mt. igneus GCAGATGCGCAGCAAGCAGTTC 64,0 —
MIGC]I nes Mt. igneus GCAGCAAGCAGTTCCAGTAACAGC 64,4 —
MIGN3 Mt. igneus GTGGTTGCTGCCATTACACCGCTTG 66,3 -
MIGN2 bio? Mt. igneus GCTGATGCAACCATTGCCCCTCC 66,0 «—
MIGN2 nes Mt. igneus CCATTGCCCCTCCAACTGCAATAG 64,4 «—
MTIGF Mt. igneus CCCAGAACTTAGAATAGGCGCAG 62,4 —»
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MIGCS1

B3 Leader
B3N-Leader
B3 Cseq

B3 LH
BSLVI1B
BSLV2

B3 CN1

B3 CCl1

B3 CN2

B3 CC3

B3 CCIT
B3-fCClbio”
B3-fCClnes
BfHISI

Bf HIS1bio
Bf HIS1nes
2358 CN1
2358 Leader
2358 LH
BSSLV1
BSSLV2
2358 N1bio?
2358 N2nes
2358 sl1bio”
2358 s12
2358 CN2bio?
2358 CN2nes
2358 CN3nes

2358 CN4

Mt. igneus
B. fusiformis
B. fusiformis
B. fusiformis
B. fusiformis
B. fusiformis
B. fusiformis
B. fusiformis
B. fusiformis
B. fusiformis
B. fusiformis
Stamm B3
Stamm B3
Stamm B3
DSM 2898T
DSM 2898T
DSM 2898T
Gb. stearoth.
Gb. stearoth.
Gb. stearoth.
Gb. stearoth.
Gb. stearoth.
DSM 2358
DSM 2358
DSM 2358
DSM 2358
DSM 2358
DSM 2358
DSM 2358

DSM 2358

GGAGGTCCAGTTGCAAAC

ATGGCAAAGCAAAACAAAGGCCGTA

CTTACTAGAATGGTATTCTACTACT

CTACTAAAGATTGAACTGCTTCTTT

TTTCTACAGTTGCTGCGATAGCATC

CGCAAAGCAAAACAAAGGCCGTAA

TTTACGWGCTTCAGAACGAGTTAAW

TGTAAGTGCTACTGAATTCGCACCA

TCACATTGATTTCTTTATCGCCAGC

CGACGGTAAAGTTGATCCAGCTACA

TCTTACTTCTGGACGAGTTTGGTCG

CTGAGCCAGTTGAACAAGTATTTGC

GGATGCAAGGTGGATCTAAAAAGCAAG

GGTGGATCTAAAAAGCAAGCTGCATC

CATTCGTAGGTGACAATAAACTGGTT

CGTAAAAGACTTCTCTGGCAACGTA

GACTTCTCTGGCAACGTAATTGATAA

CAAAGCCGGCAACTTGGACAAAGCG

ATGGACAAAAAGAAAGCAGTCAAAC

GCTTTGAATACATACGTTTCGTATG

GGCGCGAAAAAAGACGCKTAYTTRG

CGCGCTTTCATKGCAACGGTRATRT

CGCCAGATCTTGACGCAGACCGTCA

GACGCAGACCGTCAAGCTTGACTGC

CGCGCACGGTCATTCTCGACCGCGT

GTCATTCTCGACCGCGTCTACGGCC

GCAGCACAAGACGCCAAGGCG

GACGCCAAGGCGGCGTATGAAG

CAGCACTTGCAACGTTGGATGGCTC

GATACAGTGGCGCCGACATTGAAAG

56,0
61,3
56,4
56,4
61,3
61,0
58,1
61.3
59,7
63,0
63,0
61,3
63,4
63,2
60,1
61,3
60,1
66,3
58,1
58,1
63,8
63,8
67,9
67.9
71,2
69,5
65,7
65,8
66,3

64,6
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2358 HISI
2358 HIS1bio?
2358 HISInes
396 CN2nes
396 ISF1

396 ISF2

396 ISR1

396 ISR2

396 CClnes
396 CC2nes
396 HIS1
396HIS1B-bio?
396 HIS1B-nes
396 HIS2

396 HIS2 bio?
396 HIS2 nes
396 C-Ed
Narch1100R"
Narch5A”
NEubak5®
NEubak3®
Eub338F
Eub781F
Eub1070F

KP-MJF-Ndel

KP-MJR-SALI

DSM 2358
DSM 2358
DSM 2358
DSM 396
DSM 396
DSM 396
DSM 396
DSM 396
DSM 396
DSM 396
DSM 396
DSM 396
DSM 396
DSM 396
DSM 396
DSM 396
DSM 396
Archaebakterien
Archaebakterien
Eubakterien
Eubakterien
Eubakterien
Eubakterien
Eubakterien

Klonprimer mjsl

Klonprimer mjsl

GAAAGATACAGTGGCGCCGACAT

GCTACTGCGAAATCTACAACGAC

TCTACAACGACAAGAGTGACGCTTG

CCACTTGACCGCGGTTAATTGTTTG

CATCTGCTATCGTACCAGTGGCT

CTGCTAATGGTGTGAAATCTCCAG

GCAACACCGTTTTCATCTGTTACAG

GTGGAGCGATTTCAACATCGCC

GACTTAGTAGCTGAGTACAAAAAAGCG

CTGCTAATGGTGTGAAATCTCCAGT

CGTACACTGTTTACAACACTGGTGC

AGTTGGCGATGTTGAAATCGCTCC

CCGCGTGCATACATTAGTTGCCG

CGAAGGACGGAAACAAAGAATTCGC

CGATAGGGATCGTGTCTCCCATCA

GTGTCTCCCATCAGTTTATCGGCAG

TAYTTDATNGCNCCNGTRTANGG

GGGTCTCGCTCGTTRCC

TCCGGTTGATCCCGCCGG

AGAGTTTGATCMTGGCTC

AGAAAGGAGGTGATCC

ACTCCTACGGGAGGCAG

AACAGGATTAGATACCC

ATGGCTGTCGTCAGCT

GGTGATAACATATGGCAATGAGCTTAAAG

CATAATGTCGACAATTAATTTAAATTTATGAATT

62,4
60,6
63,0
63,0
62,4
61,0
61,3
62,1
61,9
61,3
63.0
62,7
64,2
63,0
64,4
64,6
59,5
57+1
62
53+1
48
56
48
50
62,4

57,4

(T A 2 L e A A A A A N A AN RO

Abkiirzungen (IUPAC Code): N=(A,T,G,C); D=(G,A,T); K=(G,T) R=(A,G); W=(A,T); Y=(C,T)

“nach SORENSEN ef al. (1999), ® nach FROHLICH (1999), “nach BROSIUS et al. (1981),

Ypiotinylierte Oligonukleotide; Mth. therm.= Mth. thermolithotrophicus; Gb. stearoth= Gb.

stearothermophilus
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PCR-Programm (Thermocycler, Mastercycler gradient, Eppendorf)

Als Standard-PCR-Programm wurden folgende Schritte durchgefiihrt:

1.) 5Smin95 °C 1 Zyklus
2.) 2 min 94 °C Denaturierung - 2 min 67°C Annealing - 2 min 72 °C Synthese 35 Zyklen
3.) 10 min 72 °C 1 Zyklus

4) 08°C

2.15.3 Aufreinigung der Biotin-markierten PCR-Fragmente mit Dynabeads M-280
Streptavidin (Dynal)

Losung: 2 x Binding & Wash-Puffer (2 x B&W-Puffer)

20 mM Tris-HCI pH 7,5; 2 mM EDTA; 2 M NaCl

Waschen der Dynabeads M-280 Streptavidin

Pro aufzureinigendes PCR-Fragment wurden 20 pl Dynabeads M-280 Streptavidin (10
mg/ml) in 1 ml 2 x B&W Puffer in einem Eppendorf-Gefdll aufgenommen. Das Eppendorf-
Gefdll wurde dann in einen Magnetstinder (Dynal, MPC) gestellt. Dabei wurden die Dyna-
beads durch den Magneten an den Rand des Eppendorf-Gefilles gezogen, so dass man den
Uberstand leicht abziehen konnte. Die verbliebenen Dynabeads wurden dann auf gleiche
Weise in 1 ml 2 x B&W-Puffer gewaschen. Die gewaschenen Dynabeads wurden in 40 pl 2 x
B&W-Pufter suspendiert (= 200 pg gewaschene Dynabeads /40 pl).

Aufreinigung der PCR-Fragmente

40 pl des biotinylierten PCR-Produktes wurden zu 40 ul gewaschenen Dynabeads M-280
Streptavidin gegeben und mindestens 35 min bei Raumtemperatur inkubiert, wobei die bio-
tinylierten (d.h. die spezifischen) PCR-Produkte von den Dynabeads M-280 Streptavidin ge-
bunden und somit herausgezogen wurden. Dabei wurde alle 2-3 min geschiittelt, um ein Se-

dimentieren der Dynabeads zu verhindern. Der Ansatz wurde dann in einen Magnetic Particle
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Concentrator (MPC) gestellt und der Uberstand abgezogen. Dadurch wurden alle nicht-
biotinylierten PCR-Produkte abgetrennt. Die gebundenen PCR-Fragmente wurden dann mit 1
ml 1 x B&W-Puffer gewaschen. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die gebundenen
PCR-Fragmente in 8 ul 0,1 M NaOH denaturiert (15 min, RT). Dabei brechen die dop-
pelstringigen, an Dynabeads M-280 Streptavidin gebundenen PCR-Fragmente zu Einzel-
stringen auf. Der Ansatz wurde erneut in einen MPC gegeben, der Uberstand abgezogen und
weiterverwendet. Dadurch erhielt man spezifische, einzelstrangige, unmarkierte PCR-
Amplifikate. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefiB iiberfiihrt und mit
4 nl 0,2 M HCI neutralisiert. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 1 pul 1 M Tris-HCI pH 8,0
gepuffert und mit Reinstwasser auf 30 pl aufgefiillt. Dadurch erhielt man spezifische, ein-

zelstrangige, unmarkierte, aufgereinigte DNA.

2. Zwei-Schritt-PCR

Die 2. PCR wurde als Semi-Nested-PCR durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass einer der beiden
PCR-Primer gegeniiber der ersten PCR nach innen versetzt konstruiert wurde. Der zweite
PCR-Primer war nun im Gegensatz zur ersten PCR spezifisch gegen eine konstante Region

des ersten Zufallsprimers. Somit lieferte die zweite PCR ein spezifisches PCR-Produkt.

PCR-Ansatz

PCR-Primer Vorwirtsprimer (Tab. 8), (100 pmol/ul) 1,0 ul
PCR-Primer Riickwértsprimer(Tab. §), (100 pmol/ul) 1,0 pl
10 x PCR-Puffer 10,0 pul
MgCl,-Losung (50 mmol/l) 5,0 ul
dNTP-Mix (je 2,5 mmol/l) 6,0 ul
Taq DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,4 nl
DNA (aus Aufreinigung der ersten PCR) 2,0 ul
Reinstwasser 74,6 ul

PCR-Programm (Thermocycler: Mastercycler gradient, Eppendorf)

Es wurde das Standard-PCR-Programm durchgefiihrt (2.14) mit einer Annealingtemperatur
von 67 °C.
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2.15.4 Amplifikation vom S-Layer-Gen durch die Drei-Schritt-PCR

Die Drei-Schritt-PCR beruht darauf, dass vor der Zwei-Schritt-PCR ein weiterer PCR-Schritt
mit einem spezifischen Oligonukleotid und den unspezifischen Zufallsprimern, vorgeschaltet
wurde. Nach der Aufreinigung der PCR-Fragmente schloss sich die Standard Zwei-Schritt-
PCR Strategie an (siehe 2.14.2). Die Isolierung des S-Layer-Gens erfolgte in den ersten bei-
den PCR-Schritten mit einer Touch-Down-PCR. In der Touch-Down-PCR wurde die optima-
le Annealingtemperatur vom Oligonukleotid um 15 °C erniedrigt und in den folgenden ersten
zehn Zyklen pro Zyklus um jeweils 0,5 °C erniedrigt. Bei der Touch-Down-PCR mit dem
Primer Bf HIS1 (siche Tab. 8) lag die Annealingtemperatur bei 60 °C vor. Im dritten PCR-
Schritt wurde eine Standard PCR mit 30 Zyklen durchgefiihrt.

Touch-Down-PCR Programm (Thermocvcler: Mastercycles gradient, Eppendorf)

Beispiel fiir Primer Bf HIS1:

Erster Zyklus

5 min 95°C

10 Zyklen

2 min 94 °C

2 min 45 °C (Abnahme der Annealingtemperatur um 0,5 °C pro Zyklus)
2 min 72 °C

25 Zyklen

2 min 94 °C

2 min 60 °C

2 min 72 °C

Letzter Zyklus
10 min 72 °C

unendlich & °C
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2.16 Amplifikation vom S-Layer-Gen mit aus Datenbankvergleich resultieren-

den Oligonukleotiden

Aus Datenbankvergleichen wurden fiir die S-Layer-Gene aus der Familie der Bacillaceae
konservierte Nukleotidfolgen gefunden, die als Vorlage zur Konstruktion von Primern dien-

ten.

Bei der Gattung Geobacillus wurden die S-Layer-Gene von Gb. stearothermophilus Stamm
DSM 22 (=ATCC 12980, MESSNER et al., 1984; JAROSCH et al., 2000) und PV 72 (MESSNER
et al., 1984; KUEN et al., 1994) miteinander verglichen (Programm CLUSTAL W 1.7). Dabei
wurden konservierte Genbereiche als Vorlage flir Primer verwendet, mit denen eine PCR mit

genomischer DNA von Gb. stearothermophilus Stamm DSM 2358 erfolgte.

Bei der Gattung Bacillus wurden die S-Layer-Gene von B. sphaericus Stamm P-1 (LEWIS et
al., 1987) und WHO 2362 (LEWIS et al., 1987; BOWDITCH et al., 1989) verglichen (Programm
CLUSTAL W 1.7). Dabei wurden konservierte Nukleotidfolgen gefunden, die als Vorlage zur
Konstruktion von PCR-Primern dienten, mit denen eine PCR mit genomischer DNA von B.

fusiformis Stamm B3 und DSM 2898T erfolgte.

2.16.1 Elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte

DNA-Standard Marker 3 (MBI Fermentas, Nr.: SM0191)

Lambda DNA // EcoRI+HindIIl (Basenpaare (bp): 21226, 5148, 4973, 4268, 3530, 2027,
1904, 1584, 1375, 947, 831, 564)

DNA-Standard, 100 bp DNA-Leiter Plus (Peglab, Nr.: 25-2010)

Basenpaare (bp): 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100

50 x TAE-Puffer

242 g Tris, 57 ml konz. Essigsdure, 100 ml 0,5 M EDTA, ad 1000 ml bidest. Wasser
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Agarosegele (1,5-2%)

GTG-Agarose Rotaphor-Grade (Biometra, Gottingen) 1,5-2g/100ml 0,5 x TAE-Puffer

Die PCR-Amplifikate wurden in Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt (SEALY & SOU-
THERN, 1982). Nach Firbung der Gele mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml, 30 min), konnte die
DNA der PCR-Fragmente bei Anregung mit UV-Licht (A = 302 nm) durch Fluoreszenz (A =

590 nm) nachgewiesen werden (SAMBROOK ef al., 1989).

2.16.2 Aufreinigung von PCR-Produkte

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit dem QIAquick PCR Purification Kit (QUI-
AGEN) oder Gel Extraction Kit (QUIAGEN).

2.16.3 TA Klonierung der PCR-Amplifikate

Die PCR-Produkte wurden mittels TA Klonierung (TA Cloning Kit, Invitrogen Cat. No.
K2000-01) ins Vektor pCR 2.1 integriert. Das frisch eluierte PCR-Amplifikat (Insert) wurde
mit dem Vektor pCR 2.1 (siehe Tab. 9; Abb. 5) ligiert. Der Ligationsansatz (10 pl) setzte sich

wie folgt zusammen:

Steriles Wasser 4 ul
10 x Ligationspuffer 1 ul
pCR Vektor (25 ng/ul) 2 ul

Frisches PCR Amplifikat (~10 ng) 2 pl

T4 DNA Ligase 1 ul
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Abb. 5 Die Abbildung und Eigenschaft vom Vektor pCR 2.1 (www.invitro.com).

Zeigt einen Teilausschnitt der Sequenz mit den Restriktionsschnittstellen und ein in-
tegriertes PCR-Amplifikat durch TA Klonierung. Das Insert wird von zwei Restrikti-
onsschnittstellen EcoRI flankiert. Uber die iiberhiingenden Adenin-Reste am 3 Ende
vom Amplifikat wird es in den Vektor pCR 2.1 ligiert. Pfeil markiert Transkripti-

onsstartpunkt vom T7 Promotor.

Die Inkubation der Ligation erfolgte bei 14 °C iiber Nacht. 2 ul vom inkubierten Ligationsan-
satz wurden zu den aufgetauten kompetenten Zellen von E. coli (INFaF", 10° Zellen/ml, siche
Tab. 9) zugegeben und vorsichtig mit der Pipettenspitze gemischt. Die Transformanten wur-
den 30 min auf Eis inkubiert. Danach folgte eine Hitzeschock-Behandlung fiir exakt 30 s bei
42 °C im Wasserbad (GFL, Wasserbad 1003 mit Temperatur-Regelung) und auf Eis zuriick
platziert. Nach der Zugabe von 250 pl SOC-Medium (RT) wurde bei 37 °C (Eppendorf,
Thermomixer comfort, 300 Upm, 60 min) inkubiert.

Fiir die Analyse der inkubierten Transformaten wurden 75 pl auf LB-Kanamycin-Agarplatten
(Jeweils 5 g/l Hefeextrakt, Trypton, NaCl, 12 g/l Agar-Agar-pH 7,5, 50 pg/ml Kanamycin)

ausplattiert und bei 37 °C tiber Nacht kultiviert. Von jeweils 12 Transformanten wurde in LB-
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Kanamycin-Fliissigmedium (50 pug/ml) bei 30 °C eine Ubernachtkultur angelegt. Das Fusi-
onsplasmid wurde mit QIAprep Miniprep Kit (siche 2.16.4) isoliert.

2.16.4 Aufreinigung der Plasmide

Die Aufreinigung der Plasmide erfolgte mit dem QIAprep Miniprep Kit (QUIAGEN).

2.16.5 Sequenzierung von PCR-Produkten und Plasmidkonstrukten

Die Sequenzierung der PCR-Produkte wurde mit dem Sequenzer ABI PRISM 377 von der
Firma GENterprise GmbH, Mainz mit den spezifischen Oligonukleotiden (Tab. 8) durchge-
fithrt. Die Plasmidkonstrukte mit dem Vektor pCR 2.1 wurden mit den Primern M13 forward

und reverse Primer sequenziert.

2.17 Heterologe Expression des S-Layer-Proteins simj1 im E. coli-System
2.17.1 Amplifikation des S-Layer-Gens sIim;j1

Das komplette Gen von slmjl wurde mit den Primern KP-MJF-Ndel und -Sall (Tab. 8) ampli-

fiziert, welche die Restriktionsschnittstellen Ndel und Sall aufwiesen.

PCR-Ansatz

Klon-Primer KP-MJF-Ndel (Tab. 8, 100 pmol/ul) 1 ul
Klon-Primer KP-MJF-Sall (Tab. 8, 100 pmol/ul) I ul
10 x PCR-Puffer (Dyna Zyme EXT, Finnzymes, F505B) 10 pl
MgCl,-Losung (Dyna Zyme EXT, Finnzymes, F-510MG, 50 mmol/l) 5ul
dNTP-Mix (je 2,5 mmol/l) 6 ul
Proof Reading Taq DNA-Polymerase (Dyna Zyme EXT, Finnzym, F505, 1 U/ul) 1 ul
Genomische DNA Mcc. jannaschii 2 ul

Reinstwasser 74 ul
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PCR-Programm (Thermocycler: Mastercycler gradient, Eppendorf)

Als PCR-Programm wurden folgende Schritte durchgefiihrt:

1.) 5Smin95 °C 1 Zyklus
2.) 2min 94 °C - 2 min 57,4 °C (Annealing Temperatur - 2 min 72 °C) 30 Zyklen
3.) 10 min 72 °C 1 Zyklus

4) 08°C

Das spezifische S-Layer-Gen Amplifikat slmjl Ndel/Sall wurde mit dem QIAquick PCR Pu-
rification Kit (QUIAGEN) aufgereinigt. Die frische DNA wurde in 30 pl deionisierten Was-
ser eluiert. Mit dem frisch eluierten PCR-Produkt wurde eine TA Klonierung (siche 2.16.3)
durchgefiihrt. Die Aufreinigung des Klonvektors erfolgte mit QIAprep Miniprep Kit (sieche
2.16.4).

Verwendete Stimme von Escherichia coli

Tab. 9 Verwendete Stimme von E. coli und Plasmide

Stamme & Plasmide  Genotyp Referenz / Quelle
JIM 105 #370 thi, rpsL, endA,sbcB15,hsdR4, Y ANISCH-PERRON ef al., 1985
A(lacproAB)/F 'traD36, proAB, #Stammbhaltung (AG Unden, IMW)
LaclqgAM15
BL 21 (DE3) F’hsdS, gall, ompT, dem STUDIER & MOFFAT, 1986
INFaF" F'endAl, recAl, hsdR17 (vk’, mk"), Invitrogen, Carlsbad, USA

SupE44, thi-1, gyrA96, reldl,
D80lacZAM15 A(lacZYA-argF)

U169/

pET28a Expressionsplasmid, kan® Novagen, Madison, USA

pCR 2.1 Klonierungsvektor, kan®, amp®  Invitrogen, Carlsbad, USA
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Isolierung des Vektor pET28a

Der E. coli Stamm JM 109#676 wurde in LB-Fliissigmedium (50 pg/ml Kanamycin) bei 30
°C iiber Nacht kultiviert und das Expressionsplasmid pET28a kan® (Novagen) wurde aus die-
sen Zellen mit QIAprep Miniprep Kit (siehe 2.16.4) isoliert.
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Abb. 6 Schematische Darstellung und Eigenschaften vom Vektor pET28a(+).

Schwarz hervorgehoben die Klonierungs- und Expressionsbox des Expressionsvek-
tors. 5'-terminal schlieft sich eine His-tag, Thrombinschnittstelle und Transkripti-
onsstartpunkt vom T7 Promotor und 3'-terminal optional eine His-tag an. AuBBerdem

sind die Restriktionsschnittstellen in der Box und im Vektor gekennzeichnet.

2.17.2 Restriktion des Fusionsplasmids pCR 2.1-sImj1 und pET28a

Der Vektor pET28a (siche Abb. 6) und das Fusionsplasmid pCR2.1-slmjl mit den eingefiig-
ten Restriktionsschnittstellen Ndel und Sall wurden mit den Restriktionsenzymen Ndel und

Sall verdaut. Der Restriktionsansatz (30 pl) setzte sich wie folgt zusammen:
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Plasmid 15 ul
10x Restriktionspuffer O" (MBI Fermantas) 3ul
Restriktionsenzym Ndel (MBI Fermentas, 20 Units) 2ul
Restriktionsenzym Sall (MBI Fermentas, 20 Units) 2l
Steriles deionisiertes Wasser 8 ul

Die Restriktion wurde bei 37 °C fiir 22 Stunden inkubiert und mit dem QIAquick PCR Purifi-
cation Kit (sieche 2.16.2) aufgereinigt. Die Restriktion vom Plasmidkonstrukt pCR2.1-slmj1
wurde elektrophoretisch aufgetrennt (SEALY & SOUTHERN, 1982), um das S-Layer-Gen mit
den tiiberlappenden Enden durch Gelelution (siehe 2.16.2) zu isolieren. Durch eine Dephos-
phorylierung des linearisierten Vektors pET28a sollte eine Religation verhindert werden.

Hierfiir wurde eine alkalische Phosphatase (CIP) verwendet.

Dephosphorylierungs-Ansatz (50 pl):

Gereinigter Restriktionsansatz Vektor pET28a 30 ul
10x CIP-Puffer (MBI Fermentas) Sul
CIP (MBI Fermentas, 1 Unit) 1 pl
Steriles deionisiertes Wasser 14 pul

Der Ansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und mit dem OIAquick PCR Purification Kit
(siehe 2.16.2) aufgereinigt.

2.17.3 Ligation des S-Layer-Gens sImj1 mit Expressionsvektor pET28a

Das S-Layer-Gen (slmj1) mit den tiberlappenden Enden wurde mit dem linearisierten Vektor
pET28a fiir 24 Stunden bei 14 °C ligiert. Die Ligation des 1,7 kbp S-Layer-Gens erfolgte iiber
die liberlappenden Enden in pET28a (Novagen). Das Konstrukt umfasst die gesamte kodie-
rende Sequenz vom S-Layer-Gen slmjl. Der Ligationsansatz (20 pl) setzte sich wie folgt zu-

Ssammen:



2 Material und Methoden 53

Dephosphorylierter Vektor pET28a 3ul
Eluat S-Layer-Gen slmj1 9ul
10x Ligationspuffer R+ (MBI Fermentas) 2 ul
T4 DNA Ligase (MBI Fermentas, 1 Unit) 1 pl
Steriles deionisiertes Wasser 5ul

Die Ligase wurde durch Butanolfillung entfernt. Die DNA wurde in 10 pl sterilen deionisier-

tem Wasser aufgenommen und fiir die Elektroporation verwendet.

2.17.4 Transformation des Expressionsplasmids pET28a-slmj1 in E. coli JM 105

g/l
SOC-Medium: Trypton 20
Hefe-Extrakt 5
NaCl 0,584
KCl1 0,19
MgCl, x 6 H,O 2,03
MgSO4 x 7 H,O 2,46
Glukose x H,O 3,96

Das Expressionsplasmid pET28a-slmjl wurde durch Elektroporation (peQLab, EQUIBIO-
Elektroporator Easyjet Prima) in elektrokompetente E. coli JM 105 #370 Zellen (siche Tab. 9)

bei 2500 Volt transformiert. Der Elektroporations-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

Expressionsplasmid pET28a-sImj1 6,25 ul

Kompetente E. coli Stamm JM 105 #370 50 pl

Die E. coli IM 105 #370 Zellen wurden nach Elektroporation in 1 ml SOC-Medium (37 °C)
tiberfiihrt und bei 37 °C (Eppendorf, Thermomixer comfort, 750 Upm, 60 min) inkubiert.
Nach der Erholungsphase im SOC-Medium wurden die Transformanten durch kurzfristiges
Zentrifugieren sedimentiert und ein Teil des Uberstandes verworfen. Mit dem restlichen Kul-

turmedium wurden die transformierten Zellen resuspendiert, auf LB-Kanamycin-Agarplatten
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(50 pg/ml Kanamycin) ausplattiert und bei 37 °C iiber Nacht kultiviert. Die Identifizierung
der Transformanten erfolgte durch Entnahme ausgewihlter Kolonien. Von den entnommenen
Transformanten wurde in LB-Kanamycin-Fliissigmedium (50 pg/ml Kanamycin) jeweils eine
Ubernachtkultur (30 °C, 200 Upm) angelegt. Das Expressionsplasmid wurde mit QIAprep
Miniprep Kit (siehe 2.16.4) isoliert. Die Identifizierung positiver Transformanten erfolgte
durch eine Restriktionsanalyse mit den Endonukleasen Ndel und Sall. Die Restriktionsanaly-

se (30 pl) setzte sich folgt zusammen:

Plasmid DNA 15 ul
10x Restriktionspuffer R” (MBI Fermentas) 3ul
Restriktionsenzym Ndel (MBI Fermentas 10 Units) 1 pul
Restriktionsenzym Sall (MBI Fermentas 10 Units) 1 pl

Steriles deionisiertes Wasser 10 pl

Der Restriktionsverdau wurde elektrophoretisch in einem 1,5%igen Agarosegel (0,5 x TAE)

aufgetrennt.

2.17.5 Transformation des Expressionsplasmids pET28a-simj1 in E. coli BL21 (DE3)

Das konstruierte Expressionsplasmid pET28a-slmjl wurde in E. coli BL21 (DE3) (siehe Tab.
9) transformiert. Dieser Wirtsstamm verfligt iiber eine chromosomale Kopie der T7 RNA Po-
lymerase unter der Kontrolle des lac-Promotors. Aufgrund dieser genotypischen Eigenschaft
von E. coli BL21 (DE3) wurde die heterologe Proteinexpression mit Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Die Transformation vom Expressionsplasmid pET28a-
slmjl wurde durch Elektroporation (peQLab, EQUIBIO-Elektroporator Easyjet Prima) in
elektrokompetente E. coli BL21 (DE3) Zellen bei 2500 Volt durchgefiihrt. Der Elektroporati-

ons-Ansatz mit E. coli BL21 (DE3) setzte sich wie folgt zusammen:

Isoliertes Expressionsplasmid pET28a-mjsl1 6,25 ul

Kompetente E. coli BL21 (DE3) Zellen 50 pul
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Die folgende Transformation erfolgte wie unter 2.17.4 beschrieben. Der klonierte Bereich
vom S-Layer-Protein wurde durch Sequenzierung iiberpriift. Die Sequenzierung wurde mit

den Primern T7 forward und reverse durchgefiihrt.

2.17.6 Expression und Reinigung des heterologen S-Layer-Proteins slmj1

Die heterologe Uberproduktion vom S-Layer-Protein slmj1 wurde durch Zugabe von Isopro-
pyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) im Wirtsstamm BL21 (DE3) mit dem aufgenommenen
Expressionplasmid pET28a-slmjl induziert. Das S-Layer-Protein slmjl,.sss umfasst die kom-
plette Proteinsequenz und zusitzlich einen N-terminalen His-tag und eine Thrombinspaltstel-

le.

Die Zellen wurden in LB-Medium (50 pg/ml Kanamycin) geziichtet. Es wurden 1 1 Schika-
nenkolben verwendet und maximal mit 300 ml Medium befiillt. Die Expressionskultur wurde
zu 1% (v/v) aus einer Ubernachtkultur angeimpft. Die Kulturen wurden aerob bei 30 °C (200
Upm) kultiviert. Bei einer ODs;3 zwischen 0.8-1.0 wurde die Expression durch Zugabe von
ImM IPTG induziert. Die Zellen wurden zwischen 4-5 Stunden inkubiert (30 °C) und durch
Zentrifugation (Sorvall, Rotor GS3, 6500 Upm, 20 min, 4 °C) geerntet. Das Zellpellet wurde
zweimal mit Phosphatpuffer (pH 5,9) gewaschen und zentrifugiert (Beckman, Rotor J2-21,
15000 Upm, 20 min, 4 °C).

Zellaufschluss und Affinitdtschromatographie

Reinigungspuffer (Puffer I): KH,PO4 (pH 7,0) 50 mM

Imidazol 20 mM

KCl 300 mM
Waschpuffer: Puffer I + 40 mM Imidazol
Elutionspufter: Puffer I + 500 mM Imidazol

Die gewaschenen Zellen wurden mit 15 ml Puffer I resuspendiert und anschlieBend in drei
Durchgiingen in der French Press (Press, SLM Amico) aufgeschlossen. Der Zellaufschluf3
wurde durch Zentrifugation (Beckman, Rotor J2-21, 15000 Upm, 20 min, 4 °C) in 16sliche
und unldsliche Komponenten aufgetrennt. In der 16slichen Fraktion befand sich ein Grofteil

vom S-Layer-Protein slmjl. Das Zellrohextrakt wurde 85 min bei 85 °C inkubiert, auf Eis
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abgekiihlt und durch Zentrifugation (Beckman, Rotor J2-21, 15000 Upm, 20 min, 4 °C) dena-

turierte Proteine von 16slichen Proteinen getrennt.

Das Hisg-markierte Protein wurde bei 4 °C durch Affinititschromatographie an einer Ni*'-
NTA-Agarose Sédule (Novagen) mit einem Sdulenvolumen von 2 ml gereinigt. Die Saule
wurde mit 16 ml Puffer I equilibiert und anschliefend 8 ml Zellrohextrakt aufgetragen. Die
Sdule wurde mit 16 ml Waschpuffer gewaschen. Das gebundene Protein wurde mit 8 ml Elu-
tionspuffer eluiert und in 8 Fraktionen zu je 1 ml fraktioniert. Nach der Elution wurde die
Reinheit der einzelnen Fraktionen durch SDS-PAGE iiberpriift. Die Fraktionen 3-7 vom Eluat
wurden zusammengefasst, anschlieBend gegen deionisiertem Wasser dialysiert (Dialy-
sierschlauch, Roth) und in einer Speed vac (Eppendorf, Concentrator 5301, 45 °C) autkon-
zentriert. Die Reinheit der hochkonzentrierten Proteinlosung wurde durch SDS-PAGE f{iber-

priift. Fiir weitere Analysen wurde die Proteinlosung bei —20 °C gelagert.

2.18 Datenbanken zur Sequenzauswertung

Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)

e HUSAR (http://genome.dkfz.heidlberg.de)

* ExPASy (http://www.expasy.ch)

* SRS (http://srs.ebi.ac.uk)

e Zuker (http://www.bioinfo.rpi.edu/~zukerm/nph-home.cgi)

¢ 1ProClass (http://pir.georgetown.edu/iproclass/)

¢ CBS (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)
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3 Ergebnisse

Proteinchemische Eigenschaften

3.1 Loslichkeitsverhalten der S-Layer-Proteine in verschiedenen Agenzien

In fritheren Untersuchungen (AKCA, 2000) wurden fiir die Solubilisierung des S-Layer-
Proteins mehrere Agenzien getestet: LiCl, Guanidiumchlorid, Harnstoff und Tris/HCI. Das
Zellprazipitat wurde mit den genannten Agenzien bei RT inkubiert und der Suspensionsiiber-
stand durch SDS-PAGE iiberpriift (siche Abb. 7). Die effektivste Ausbeute bei den Methano-
coccales wurde mit 1 M Tris/HCI (siehe Abb. 7 Spur 5) erhalten. Die chaotropen Agenzien

erwiesen sich tliberraschenderweise als wenig geeignet (siche Abb. 7 Spur 2; 4)

1 2 3 4 5

mul
Bl

Abb. 7 Auftrennung der solubilisierten Zellen mit verschiedenen Agenzien (Beispiel: Mz.
igneus).
Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (10%) getrennt und Cromassie gefdrbt. Die
Spuren 2-5 zeigen das Loslichkeitsverhalten in 5 M Guanidiumchlorid, 6 M LiCl, 6 M
Harnstoff und 1 M Tris/HCl an. S-Layer-Protein mit rotem Pfeil markiert. A-F kenn-
zeichnen bekannte Standard Proteinmassen.

Spur 1: Proteinstandard Merck VIII
[A. Myosin 200,0 kDa; B. B-Galactosidase 116,3 kDa; Phosphorylase b 97,4
kDa; D. Ovotransferrin 78,0 kDa; E. Glutamatdehydrogenase 56,0 kDa; F. O-
valbumin 42,7 kDa]

Spur 2: Dialysat Zellwandextrakt mit 5 M Guanidiumchlorid

Spur 3: Dialysat Zellwandextrakt mit 6 M LiCl

Spur 4: Dialysat Zellwandextrakt mit 6 M Harnstoff

Spur 5: Dialysat Zellwandextrakt mit 1 M Tris/HCI
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3.2 Reinigungen der S-Layer-Proteine der Ordnung Methanococcales

Die Zellen aus der Ordnung Methanococcales wurden mit Tris/HCl behandelt. Die Zellextrak-
te von Mcc. jannaschii, Mt. igneus, Mtc. thermolithotrophicus und M. vannielii wurden durch
isolektrische Fokussierung nach ihrer Nettoladung aufgetrennt. Dazu wurden die lyophilisier-
ten S-Layer-Proteine aus dem Kulturmedium und der zellfreie Rohextrakt in einem geeigne-
ten Laufpuffer aufgenommen. Dabei wurde durch die Verwendung vom Laufpuffergemisch
MES/ Glycyl-Glycin im Verhéltnis 4:1 (v/v) wihrend der Trennung ein pH-Gradient von 3-6
geschaffen. Die S-Layer-Proteine der Ordnung Methanococcales haben ihren isoelektrischen
Punkt in diesem Bereich (NUBER & KONIG, 1986; AKCA et al., 2002). Nach dem isoelektri-
schen Punkt aufgetrennten Proteine wurde die Proteinaktivitdt ermittelt und durch SDS-PAGE

iiberpriift (siche Abb. 8 Spur 2-10).
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Abb. 8 Autrennung der Proteine nach der priparativen isoelektrischen Fokussierung

des Zellextrakts aus Mcc. jannaschii.

Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (10%) getrennt und Cromassie gefarbt. Die
pH-Werte der einzelnen Fraktionen sind Rot beschriftet. S-Layer-Proteine mit rotem
Pfeil markiert.

Spur 1: Proteinstandard Merck VIII (sieche Abb. 7)

Spur 2-10: Fraktionen 1-9 (pH 1,15-3,56)

Das S-Layer-Protein mit einem apparenten Molekulargewicht von 80, 60 und 50 kDa trat in
allen Fraktionen im pH-Bereich von 1,15-3,56 auf (siehe Abb. 8). Im pH-Bereich von 1-3
(siche Abb. 8 Spur 7-10) war eine weitere Proteinbande mit einer apparenten Molekularmasse

von etwa 30 kDa vorhanden. Das 30 kDa Protein wurde schon als Methyl-CoM-Reduktase
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Untereinheit o bestimmt (AKCA, 2000). Ab einem Gradienten iiber pH 4 wurden keine Protei-
ne fokussiert (nicht gezeigt). Die Fraktionen im pH-Bereich von 3-4 wurden fiir die weitere
Aufarbeitung des S-Layer-Proteins verwendet. Die priparative IEF ist fiir die Seperation des
Proteins geeignet und fiir die Ermittlung des isoelektrischen Punkts ungeeignet. Dieses Er-
gebnis bestdtigte die Erwartung, dass der isoelektrische Punkt des S-Layer-Proteins im
schwach saueren Bereich liegt (NUBER & KONIG, 1987; AKCA et al., 2002). Nach Dialyse und
Gefriertrocknung der Proteinlosung war das S-Layer-Protein separiert (siche Abb. 9 Spur 3).
Die Reinigung der anderen S-Layer-Proteine der Ordnung Methanococcales erfolgte entspre-

chend wie bei Mcc. jannaschii.

200,0 kDa —pe
116,3kDa

97,4kDa —P s T
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56,0kDa % ....f/
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Abb. 9 Auftrennung des gereinigten S-Layer-Proteins von Mcc. jannaschii.
Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (10%) getrennt und Cromassie geférbt. S-

Layer-Proteine sind mit roten Pfeilen markiert.

Spur 1: Proteinstandard Merck VIII (siehe Abb. 7)
Spur 2: unbehandeltes S-Layer-Protein (15 pg)

Spur 3: 2 min bei 99 °C inkubiertes S-Layer-Protein (15 pg)

Nach der Inkubation des S-Layer-Proteins von Mcc. jannaschii bei 99 °C wurde eine apparen-
te Molekularmassse von 80 kDa festgestellt (siche Abb. 9 Spur 3), dagegen traten bei RT drei
Proteinbanden von 50, 100 und 120 kDa auf (siche Abb. 9 Spur 2). Das Protein weist offen-
sichtlich verschiedene temperaturabhingige Konformationen auf. Die verschiedenen apparen-
ten Massen des S-Layer-Proteins wurden ebenfalls im Kulturmedium von Mcc. jannaschii
gefunden (AKCA, 2000). Extrazelluldre S-Layer-Proteine wurden auch im Kulturiiberstand

von Mt. igneus gefunden (nicht gezeigt).
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Isolierung des S-Lavyer-Proteins aus Mt. igneus

Die Isolierung des zelluldren und extrazelluldren S-Layer-Proteins von Mt. igneus wurde ent-
sprechend wie bei den anderen Stimmen der Ordnung Methanococcales durchgefiihrt (siehe
2.7). Das Hiillprotein aus Mt. igneus wies eine apparente Molekularmasse von etwa 70 kDa

auf (siche Abb. 10 Spur 2).

200,0 kDa ~4
97,4 kDa gA/ 116,3 kDa

—
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Abb. 10 Aufreinigung des gereinigten S-Layer-Proteins von M. igneus.

Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (15%) getrennt und Cromassie geférbt. S-

Layer-Protein mit rotem Pfeil markiert.

Spur 1: Proteinstandard Merck VIII (siehe Abb. 7)

Spur 2: gereinigtes S-Layer-Protein

3.3 Glykosilierung der S-Layer-Proteine

Fiir den Nachweis der Glykolisierung der S-Layer-Proteine wurden drei unterschiedliche Me-

thoden verwendet:
1. Glykoprotein-Kit (Fuchsia Glycoprotein Gel Stain Kit, MoBiTec)

Fiir diesen Nachweis wurden zwei 10%ige Gele gegossen und auf beide Gele identische Pro-
ben aufgetragen. Das eine Gel wurde nach der Gelelektrophorese mit dem Pro-Q Reagenz und
das andere mit SYPRO Ruby Proteinfarbeldsung behandelt. Mit dem fuchsischen Reagenz

konnen selektiv glykolisierte Proteine detektiert werden. Der Gesamtprotein-Nachweis erfolg-
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te mit der SYPRO Ruby Firbelosung. Ein positiver Befund der kohlenhydrathaltigen Proteine
war durch die Bildung einer roten Proteinbande nachweisbar. Nach der Gegenfiarbung des
Gels mit SYPRO Ruby Férbelosung konnten die nicht glykolisierten Proteine bei Anregung
mit UV-Licht (A = 302 nm) durch Fluoreszenz (A = 590 nm) als leuchtende Proteinbanden
nachgewiesen werden, die glykosilierten Proteine zeigten keine Fluoreszenz (sieche Abb. 11

Spur 4).

Nach dem Vergleich mit den Positiv- und Negativreferenzen zeigen die S-Layer-Proteine aus
der Familie der Bacillaceae und Mcc. jannaschii keine Glykosilisierung auf (siche Abb. 11).
Mit dieser Methode konnen Proteine mit einem Kohlenhydratanteil unterhalb von einem Pro-

zent allerdings nicht erfasst werden.
2. Chemische Deglykolisierung

Mit dem Hiillprotein von Mcc. jannaschii wurde eine chemische Deglykolisierung (VAN
HOLST & VARNER, 1984) durchgefiihrt. Hierbei werden gebundene Kohlenhydratketten vom
Protein abgespalten, was zu einer Reduktion der molekularen Masse fiihrt. Eine Abspaltung
der Zuckerreste wurde durch einen Vergleich sowohl der unbehandelten als auch der behan-
delten S-Layer-Proteine durch SDS-PAGE {iberpriift. Es war kein verdndertes Laufverhalten

beim S-Layer-Hiillprotein von Mcc. jannaschii feststellbar (nicht gezeigt).
3. Enzym-Immunoassay

Eine weitere Methode zum Nachweis kohlenhydrathaltiger Proteine war die Verwendung
eines Enzym-Immunoassays (DIG Glycan Detection Kit, Roche). Mit diesem Enzym-
Immunoassay konnen Glykoproteine mit einem Kohlenhydratgehalt unterhalb von einem

Prozent detektiert werden.

Die Proteine wurden vor der Auftrennung durch SDS-PAGE in Losung oxidiert und mit Di-
oxigenin markiert. Fiir den Nachweis wurden zwei 10%ige Gele gegossen und die derivati-
sierten Proben in identischer Reihenfolge aufgetragen. Zum Nachweis vom Gesamtprotein
wurde das eine Gel mittels Coomassieblau R250 gefarbt (siche Abb. 12a). Beim zweiten Gel
wurde das elektrophoretisch aufgetrennte Protein durch Elektro-Blotten auf eine Nitrocellulo-
se-Menbran transferiert. Der Nachweis der eingebauten Dioxigenins erfolgte auf der Nitrocel-
lulose in einem Enzym-Immunoassay. Die kohlenhydrathaltigen Proteine erscheinen nach der
Farbentwicklung als grau-schwarz gefarbte Proteinbande. Beim S-Layer-Protein von Mcc.

Jjannaschii wurde nach Inkubation des Filters in der Farbelosung tiber Nacht eine Farbreaktion
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detektiert (siche Abb. 12b). Frithere Datenbankrecherchen zu Folge (Expasy, EMBL) besitzt
das Protein insgesamt sieben Glykolisierungsstellen (AKGCA, 2000). Diese beiden Resultate
deuten daraufhin, dass das Hiillprotein von Mcc. jannaschii voraussichtlich geringfiigig gyko-

lisiert vorliegt.

Abb. 11 Nachweis der Glykosilierung bei S-Layer-Proteinen.
Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (10%) getrennt und Cromassie gefirbt. Die
Glykoproteine erscheinen auf dem SDS-Gel (10%) nach der Farbung mit SYPRO Ru-
by Farbelosung bei einer Anregung mit UV-Licht (A=302 nm) oder durch Fluoreszenz
(A=590) als dunkle Proteinbanden. Die nicht glykolisierten Proteine erscheinen als hel-
le Banden.
Spur 1: Prestained SDS-PAGE Standards (Bio-Rad):

[A. Myosin MW 203000, B. B-Galaktosidase MW 118000, C. Rinderserum
Albumin MW 82000, D. Ovalbumin MW 50400, E. Kohlenhydrat-Anhydrase
MW 33400, F. Trypsin-Inhibitor (Sojabohne) MW 26700]

Spur 2, 5, 11: CandyCane Glycoprotein-Standard Molecular Weight Standard (MoBiTec)

[a. ap;-Makroglobulin MW 180000 (glykolisiert), b. Phosphorylase b MW 97000, c.
Glukose Oxidase MW 82000 (glykolisiert), d. Rinderserum Albumin MW 66000, e.
a;-Glykoproteinsdure 42000 (glykolisiert), f. Kohlenstoff-Anhydrase MW 29000]

Spur 3: S-Layer-Protein von M. jannaschii

Spur 4: S-Layer-Protein von M. fervidus (Positiv-Kontrolle)
Spur 6:S-Layer-Protein von B. fusiformis B3

Spur 7: S-Layer-Protein von B. sphaericus DSM 396

Spur 8: S-Layer-Protein von Gb. stearothermophilus DSM 22
Spur 9: S-Layer-Protein von Gb. stearothermophilus DSM 458
Spur 10: S-Layer-Protein von Gb. stearothermophilus DSM 2358



3 Ergebnisse 63

1
A . ey g .
Cg; P
bl ,Ei ” ¥
-l
[

Abb. 12 Glykoprotein-Detektion mittels Enzym-Immunoassay (DIG Glycan Detection
Kit, Roche).
Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (10%) getrennt und Cromassie gefarbt. Hiill-

protein von Mcc. jannaschii mit rotem Pfeil markiert.

A) SDS-PAGE (10%) Gesamtprotein mit Coomassie R250 geférbt.
B) Auf Nitrocellulose transferierte Proteine. Die kohlenhydrathaltigen Proteinbanden er-
scheinen nach der Glykoprotein-Detektion als grau-schwarz gefarbte Proteinbanden.

Spur 1: Proteinstandard Merck VIII

[A. Myosin 200,0 kDa; B. B-Galactosidase 116,3 kDa; Phosphorylase b 97,4
kDa; D. Ovotransferrin 78,0 kDa; E. Glutamatdehydrogenase 56,0 kDa; F. O-
valbumin 42,7 kDa]

Spur 2: Creatinase, 10 pg (nicht-glykolisiertes Kontrollprotein)

Spur 3: Transferrin, 10 pg (glykolisiertes Kontrollprotein)

Spur 4: heterolog expremiertes S-Layer-Protein von Mcc. jannaschii hslmjl, 10 pg
Spur 5: S-Layer-Protein Mcc. jannaschii (slmjl), 20 pg

Spur 6: CandyCane Glycoprotein-Standard Molecular Weight Standard (MoBiTec)

[a. ap-Makroglobulin MW 180000, b. Phosphorylase b MW 97000, c. Glukose Oxida-
se MW 82000, d. Rinderserum Albumin MW 66000, e. a;-Glykoproteinsdure 42000,
f. Kohlenhydrat-Anhydrase MW 29000, g. Avidin MW 18000]

Spur 7: -

Spur 8: S-Layer-Protein von B. fusiformis B3, 20 pg (nicht-glykolisiertes Kontrollprotein)

3.4 Konformationsdnderung des S-Layer-Proteins simj1

Die hyperthermophile Spezies Mcc. jannaschii wurde urspriinglich von dem Sockel einer

2600 m tiefen marinen Hydrothermalquelle im ostpazifischen Riicken einer plattentektoni-
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schen Subduktionszone entnommen. In dieser lebensfeindlichen Umgebung wird die Zelle
nur durch eine S-Layerschicht abgegrenzt. Diese S-Layer-Proteinschicht sollte Anpassungen
an die extreme Umweltbedingung aufzeigen. Deshalb wurde das Hiillprotein (slmjl) ver-
schiedenen Standortbedingungen ausgesetzt und auf Konformationsdnderungen hin unter-
sucht. Basierend auf bekannte Hydrothermalwasserdaten wurde das Hiillprotein auf Wech-
selwirkung mit verschiedenen chemischen zweiwertigen Kationen, unterschiedlichen Tempe-

raturen und pH-Werten untersucht. Die Auswertung erfolgte mit SDS-PAGE (10%).

Das S-Layer-Protein slmjl von Mcc. jannaschii wurde im Temperaturbereich von 25-99 °C
inkubiert. Im Verlauf der Temperaturerhohung konnte eine Verschiebung der apparenten
Masse des Proteins von 50 zu 80 kDA nachgewiesen werden (siche Abb. 13). Bei Temperatu-
ren unterhalb von 65 °C lag nur die 50 kDa Proteinbande vor (sieche Abb. 13 Spur 2,3). Ab
einer Inkubationstemperatur von 65 °C waren beide apparenten Molekularmassen des S-
Layer-Proteins vorhanden (sieche Abb. 13 Spur 4). Im weiteren Verlauf der Temperaturerho-
hung nahm die 50 kDa Proteinbande ab, bei gleichzeitiger Zunahme der 80 kDa Bande (siehe
Abb. 13 Spur 4-8). Bei der physiologischen Wachstumstemperatur von 85 °C wies das Hiill-
protein eine apparente Molekularmasse von 80 kDa auf (sieche Abb. 13 Spur 7).

25 55 65 75 85 99 °C

PR Y 3o ey 5 6 7 Abb. 13 Auftrennung des S-Layer-Proteins

slmj1 von Mcc. jannaschii im Tempera-

A

turbereich von 25-99 °C.
B
€ Die Proteine wurden durch SDS-PAGE
D —>

(10%) getrennt und Cromassie gefarbt. S-
17 . .
F P Layer-Hiillprotein mit rotem Pfeil markiert.

Spur 1: Proteinstandard Merck VIII (siche Abb. 12)
Spur 2-7: S-Layer-Protein (20 pg) im Tempera-

turbereich 25-99 °C

AuBer der Temperatur wurde auch der Einfluss des pH-Wertes auf die Protein-Konformation
untersucht. Das S-Layer-Protein slmjl wurde bei Raumtemperatur im pH-Bereich von 2-10

inkubiert. Das Protein wies nach der Inkubation bei den verschiedenen pH-Werten Konforma-
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tionsdnderungen auf (siche Abb. 14). Im leicht sauren Milieu (pH 4-5) zeigte das Hiillprotein
eine apparente Molekularmasse von 50 kDa (siche Abb. 14 Spur 4-5). In diesem pH-Bereich
liegt auch der theoretische isoelektrische Punkt des S-Layer-Proteins von Mcc. jannaschii
(4,27). AuBBer der 50 kDa-Bande traten auch Proteine mit groBerer Masse auf (siche Abb. 14).
Im sauren pH-Bereich (pH 3-2) war eine zweite Proteinbande mit einer apparenten Moleku-
larmasse von 80 kDa nachweisbar (sieche Abb. 14 Spur 2-3). Diese beiden Massenzustinde
des Proteins 50 und 80 kDa deuten auf eine Konformationsédnderung hin. Die groflen Protein-
banden im pH-Bereich von 6-10 (siche Abb. 14 Spur 6-10) wurden bereits frither als Dimer
des S-Layer-Proteins gedeutet (NUBER, 1985).
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Abb. 14 Auftrennung des S-Layer-Proteins aus Mcc. jannaschii unter dem Einfluss ver-

schiedener pH-Werte.

Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (10%) getrennt und Cromassie gefdrbt. PH-
Werte rot beschriftet. S-Layer-Hiillprotein mit rotem Pfeil markiert.

Spur 1: Proteinstandard Merck VIII (siehe Abb. 12)

Spur 2-10: S-Layer-Protein slmj1 (10 pg) pH-Bereich 2-10

Da die Proteinsequenz des S-Layer-Proteins eine Calciumbindungsdoméne aufwies (AKCA,
2000) wurde das Hillprotein von Mcc. jannaschii mit verschiedenen Kationen auf Wechsel-
wirkungen hin untersucht (siehe 2.12.3). Nur mit dem zweiwertigen Mangan konnte eine
Wechselwirkung mit dem Protein mittels SDS-PAGE festgestellt werden (nicht gezeigt).
Vergleichend zu diesem Resultat wurden Daten der chemischen Zusammensetzung des Was-
sers der marinen Hydrothermalquelle des ostpazifischen Riickens (21° ndrdlicher Breiten-
grad) zu Rate gezogen. Aus den Daten ging hervor, dass Mangan als zweithdufigste chemi-

sche Komponente in einer Konzentration 1 mM vorkommt. Basierend auf diesem Ergebnis
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wurde die Wirkung unterschiedlicher Mn**-Konzentrationen von 0,5-9 mM auf das S-Layer-
Hiillprotein untersucht. Im Verlauf der Konzentrationserhhung von Mn®* konnte eine Ver-
schiebung apparenten molekularer Masse des Proteins nachgewiesen werden (siche Abb. 15).
Ab einer Konzentration von 5 mM wirkte Mangan fordernd auf die Konformationsdnderung
von der 80 zur 50 kDa Bande (siche Abb. 15 Spur 5-7). Bei Hitzebehandlung stabilisierte

Mangan das Hiillprotein mit der apparente Molmasse von 50 kDa.
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Abb. 15 Auftrennung der Wechselwirkung des S-Layer-Proteins slmj1 aus Mcc. janna-
schii mit verschiedenen Mn**-Konzentrationen.
Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (10%) getrennt und Cromassie gefarbt. Mn*'-

Konzentrationen rot beschriftet. S-Layer-Hiillprotein mit rotem Pfeil markiert.
Spur 1: Proteinstandard Merck VIII (siehe Abb. 12)
Spur 2: S-Layer-Protein (10 pg) unbehandelt, nicht erhitzt

Spur 3-7: 2 min 99 °C S-Layer-Protein (10 pg) mit direkter Zugabe der verschiedenen

Mn?**-Konzentrationen 0,5-9 mM

3.5 Isoelektrische Punkt der hyperthermophilen S-Layer-Proteine

Die S-Layer-Proteine der hyperthermophilen Stimme Mcc. jannaschii und Mt. igneus wurden
zur experimentellen Bestimmung der isoelektrischen Punkte (pI) verwendet. Diese erfolgte
tiber eine horizontale analytische isoelektrische Fokussierung. Das S-Layer-Protein slmjl von
Mecec. jannaschii wies einen isolektrischen Punkt von 3,5 bzw. 3,7 auf (siche Abb. 16A). Fiir

das S-Layer-Hiillprotein von Mcc. jannaschii wurde theoretisch ein schwach saurer pl von
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4,27 berechnet (TIGR, Expasy). Das S-Layer-Protein slmil von Mt. igneus wies einen isoe-

lektrischen Punkt von 4,5 auf (siche Abb. 16B), der mit der berechneten pl vom 4,68 besser

ubereinstimmte.
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Abb. 16 Analytische isoelektrischen Fokussierung der S-Layer-Proteine von Mcc. janna-

schii und Mt. igneus

S-Layer-Proteine mit diinnen Polyacrylamid-Gel (pH 3-10) aufgetrennt. S-Layer-

Proteine mit rotem Pfeil markiert.

A) Isoelektrische Fokussierung vom S-Layer-Hiillprotein slmj1 von Mcc.jannaschii

B) Isolektrische Fokussierung vom S-Layer-Hiillprotein slmil von Mzt. igneus

Spur 1: S-Layer-Protein (50 pg) von Mcc. jannaschii

Spur 2,3,5: IEF Standard pH-Bereich 3-10

Spur 4: S-Layer-Protein (10 pg) von Mt. igneus

3.6 Aminosauresequenz der S-Layer-Proteine der Bacillaceaen

Die S-Layer-Proteine von Gb. stearothermophilus DSM 2358, B. sphaericus DSM 396, B.
Sfusiformis DSM 2898T und Stamm B3 wurden iiber SDS-PAGE getrennt und auf eine PVDEF-
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Membran geblottet. Mit den ausgeschnittenen Membranstiickchen wurden einerseits N-
terminale und andererseits nach proteolytischen Verdau interne Proteinsequenzen nach Ed-
man bestimmt (EDMAN, 1967). Die Proteinsequenzen wurden im Labor von B. Schlott (IMB,

Jena) nachgewiesen. Die erzielten Resultate sind in der Tabelle 10a und b zusammengefasst.

Tabelle 10a N-terminale S-Layer-Proteinsequenzen der Bazillen

Stamm Masse | N-terminale Proteinse- Identifizierung (HUSAR)
(kDa) | quenz

Gb. stearother- 98* ATDVATVVSQ Gb. stearothermophilus
mophilus DSM 2358 PV72 Mutante Gen sbsB
B.sphaericus DSM | 126™% |  AGFSDVAGNDHEV B. sphaericus JG-A12

396 85,35° | APEAGAAAVKAVNNT |  B: sphaericus DSM 396
B. fusiformis DSM 120* GQLNDYFNKI B. sphaericus WHO 2362
2898T
B. fusiformis B3 118maldi AQLNDFNKISGYA B. sphaericus WHO 2362

* ermittelt nach SDS-PAGE; ™ bestimmt durch MALDI

Tabelle 10b Interne Aminosiuresequenzen nach proteolytischem Verdau

Stamm Interne Proteinsequenz Identifizierung
B. sphaericus DSM 396 EISNPYTGAIKYY -
B. fusiformis B3 TIENVDATPKVDK B. sphaericus WHO 2362

Die neu ermittelten N-terminalen Proteinsequenzen zeigten Sequenz-Ubereinstimmungen mit
anderen bekannten S-Layer-Proteinen (siehe Tab. 10a). Dies deutet auf konservierte Teilbe-
reiche in der Proteinsequenz der jeweiligen Spezies hin. Bei dem N-Terminus der S-Layer-
Hiillproteine von Bazillen handelt es sich um die zellwandbindende Region. Verantwortlich

fiir diese Bindung sind konservierten Bereichen, die sogenannten SLH-Doménen der S-Layer-
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Proteine. Basierend auf konservierten Sequenzen wurden die bekannten S-Layer-Gene einer

Spezies zur Primerkonstruktion miteinander verglichen.

Molekulargenetische Eigenschaften

3.7 Identifizierung der S-Layer-Gene bei Prokaryoten
3.7.1 Nachweis der S-Layer-Gene der Ordnung Methanococcales

Zur Untersuchung der molekularen Mechanismen der Thermostabilitit bei Proteinen wurde
das S-Layer-Protein der methanogenen Archaeen gewdhlt. Hierfiir wurden S-Layer-
Hiillproteine mesophiler, thermophiler und hyperthermophiler Vertreter aus der Ordnung Me-
thanococcales miteinander verglichen: M. vannielii (Top. 37 °C), Mtc. thermolithotrophicus

(Topt. 65 °C), Mcc. jannaschii (Top. 85 °C) und Mt. igneus (Top:. 88 °C).

Teilsequenzen der S-Layer-Gene wurden durch Verwendung des Primerpaars MJ3SL/MJ4SL
(siche Tab. 8) nach Touchdown-PCR erhalten. Die verwendeten Oligonukleotide wurden
nach einem Datenbankvergleich zweier Methanococcales S-Layer-Gene anhand von konser-
vierten Nukleotidfolgen konstruiert. Mit diesem Primerpaar wurde fiir alle untersuchten Me-
thanococcales eine Teilsequenz von etwa 1400 bp des S-Layer-Gens ermittelt (siche Abb. 17).
Diese bereits in friiheren Arbeiten der AG Konig ermittelten Gensequenzen von Mtc. thermo-
lithotrophicus 1440 bp (KARBACH, 2000) und M. vannielii 1476 bp (SCHULTZ, 2000) wurden
mit der Zwei-Schritt-PCR N- und C-terminal vervollstindigt (siche Abb. 18). Nach DNA-
Analyse wurde eine Gesamtsequenz von 2269 bp fiir Mtc. thermolithotrophicus und von 1889
bp fiir M. vannielii ermittelt. Die Gensequenz von M¢. igneus wurde durch die Verwendung
des Primerpaars MJ3SL/MJ4SL und durch die Drei-Schritt-PCR erhalten. Fiir Mt igneus
wurde eine Gesamtsequenz von 1987 bp ermittelt. Basierend auf der Gesamtsequenz, umfas-
sen die S-Layer-Gene von Mt. igneus 1557 Basen, von Mtc. thermolithotrophicus 1677 Basen

und von M. vannielii 1698 Basen.



3 Ergebnisse 70

Abb. 17 Elektrophoretische Auftrennung der Amplifikate aus der Ordnung Methano-

coccales.

Elektrophoretische Auftrennung von PCR-Amplifikaten nach Touchdown-PCR von
genomischer DNA von Mt. igneus, Mcc. jannaschii, Mtc.thermolithotrophicus und M.
vannielii. Bei den verwendeten Oligonukleotiden handelt es sich um MJ3SL/ MJ4SL
(siche Tab. 8). Mit rotem Pfeil sind die S-Layer-Gene markiert.

Spur 1: DNA-Standard Marker 3: Lambda DNA/ EcoRI + HindIII (MBI Fermentas)

[Basenpaare (bp): a=21226, b=5148, c¢=4973, d=4273, e=3530, f=2027,
g=1904, h=1584, i=1375, j=947, k=831]

Spur 2: Amplifikat Mcc. jannaschii
Spur 3: Amplifikat M. vannielii
Spur 4: Amplifikat Mt. igneus

Spur 5: Amplifikat Mtc. thermolithotrophicus
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1 23 45

Abb. 18 Elektrophoretische Auftrennung der Amplifikate nach der
Zwei-Schritt-PCR.

Dabei wurde die genomische DNA von Mtc. thermolithotrophicus
mit einem spezifischen vom N-Terminus abgeleiteten Oligonukleo-
tid MCT-N2bio (siehe Tab. 8) des S-Layer-Proteins und den dege-
nerierten Primern FP-MB1-4 (siehe Tab. 8) amplifiziert. Es ent-
standen spezifische und unspezifische Amplifikate. Die spezifi-
schen PCR-Amplifikate wurden in einer zweiten PCR mit einem

nested Primer MCT-N1 und degenerierten Primern amplifiziert.

Spur 1: DNA-Standard, 100 bp DNA-Leiter Plus (Peqlab)
[Basenpaare (bp): a=3000; b=2000; c=1500; d=1200; e=1031, f=900; g=800;
h=700; i=600; j=500; k=400; 1=300; m=200]
Spur 2: Amplifikat mit degenerierten Oligonukleotid FP-MB4
Spur 3: Amplifikat mit degenerierten Oligonukleotid FP-MB3
Spur 4: Amplifikat mit degenerierten Oligonukleotid FP-MB2
Spur 5: Amplifikat mit degenerierten Oligonukleotid FP-MBI1

Analysen der N-terminalen Gensequenzen

Als essentielle Bereiche der Expression des S-Layer-Gens wurden die Promotor-, die Shine-
Dalgarno-Region und der Translationsstart bestimmt. Die Promotorregion umfasst die BRE-,
TATA-Box und den Transkriptionsstartpunkt. Die transkriptionelle und translationellen Er-
kennungsregionen der S-Layer-Gene der Ordnung Methanococcales wurden in der Tabelle 11

zusammengefasst (siche Anhang 4).
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Tab. 11 Vorschlag fiir transkriptionelle und translationelle Erkennungsregionen der S-

Layer-Gene der Ordnung Methanococcales

Erkennungsregion Sequenz Position  Konsensus-Sequenz"
Promotor
a. BRE-Box
Mece. jannaschii (MJ0822) -CGTAA- -33 bis -29 - CGAAA-
Mt. igneus (AJ564995) -GGTAA- -35 bis -31
Mitc. thermolithotrophicus (AJ308554) -GGAAA- -35 bis -31
M. vannielii (AJ308553) -GGAAA-  -40 bis -36
b. TATA-Box
Mecc. jannaschii -TTTATATA- -26bis-19 -AA/TT TATATA-
Mt. igneus -TTTATATA- -28 bis -21
Mtc. thermolithotrophicus -TATATATA- -28 bis -21
M. vannielii -TATAATAA- -32 bis -25
b. Transkriptionsstart
Mecec. jannaschii -ATAC- 1 -A/T TGC-
Mzt. igneus -ATCG- 1
Mtc. thermolithotrophicus -ATCC- 1
M. vannielii -ATAC- 1
Shine-Dalgarno-Sequenz
Mecc. jannaschii -AGGTGAT- 33-39
Mzt. igneus -AGGTGAT- 37-43
Mtc. thermolithotrophicus -AGGGTGA- 64-70
M. vannielii -AGGTGAA- 60—-66
Translationsstart
Mecc. jannaschii -ATG- 45
Mt. igneus -ATG- 49
Mtc. thermolithotrophicus -ATG- 77
M. vannielii -ATG- 72
Y THOMM (1996)

Die transkriptionellen und translationellen Erkennungsregionen des S-Layer-Gens von Mcc.
jannaschii und Mt. igneus sind im Genom kompakter lokalisiert als bei Mtc. thermo-
lithotrophicus und M. vannielii (siehe Tab. 11). Diese kompakte Anordnung der Gensequen-
zen im Genom konnte eine Anpassung an die hyperthermophilen Temperaturen darstellen.
Nach dem Vergleich der Promotorregionen der Ordnung Methanococcales wurden folgende
mutmallichen Konsensus-Sequenzen ermittelt: die BRE-Box -C/G G T/A AA- und den
Transkriptionsstartpunkt -AT C/A C/G-.
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3.7.2 Die S-Layer Aminosauresequenzen der Methanococcales

Fiir das S-Layer-Protein von Mt. igneus wurde nach DNA-Analysen die codierende Region
auf dem Minus Strang lokalisiert. Entsprechend einer Nukleotidsequenz von 1557 Basen be-
steht das Protein von Mt. igneus aus 519 Aminosduren mit einer Masse von 55,67 kDa (siehe
Tab. 12). Das S-Layer-Protein von Mtc. thermolithotrophicus besteht aus 559 Aminosduren
mit einer molekularen Masse von 59,22 kDa und M. vannielii aus 566 Aminosduren mit einer

Masse von 59,06 kDa (siehe Tab. 12).

Primérsequenz-Analysen

Anhand der abgeleitenden Aminoséduresequenzen der S-Layer-Proteine von M¢t. igneus, Mcc.
Jjannaschii, Mtc. thermolithotrophicus, M. voltae und M. vannielii wurden nach Datenbankre-
cherchen (Expasy) charakteristische Proteineigenschaften festgestellt (sieche Tab. 12). Die
Leadersequenz der S-Layer-Proteine hat eine Grof3e von 28 Aminosduren mit sehr konservier-

ter Aminosdure-Zusammensetzung (siche Abb. 19).

MAMS LKK] Mcc. jannaschii 85°C
MAMS LKKI Mt. igneus 88 °C
MAMS LKK] Mth. thermolithotrophicus 65 °C
MAMSMKK]I M. vannielii 37°C
MAMS LKK] M. voltae 37°C

O Nonhydrophobic (n)-Region B Charched (c)-Region

O Hydrophobic (h)-Region

Abb. 19 Leadersequenzvergleich der S-Layer-Proteine der Methanococcales.

Die Leadersequenz setzt sich aus 28 Aminosduren zusammen (siche Anhang 3). Die
Leadersequenz setzt sich bei Prokaryonten aus n-, h- und c-Region zusammen. Rot be-

schriftet sind Aminosdure-Austausche in der Leadersequenz.

Das Leaderpeptid setzt sich aus einer sieben Aminosduren langen hydrophilen und einer 21
Aminosduren langen hydrophoben Domine zusammen. In der hydrophilen Doméne wurde
nur bei M. vannielii ein Aminosdure-Austausch von Leucin zu Methionin festgestellt (siche
Abb. 19). Ein verstarkter Aminosdure-Austausch wurde in der hydrophoben Domiéne nach-

gewiesen.
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Tab. 12 S-Layer-Gene und -Proteine von mesophilen and (hyper)thermophilen Methanococcales

74

Accession Molekulare  Isoelektri- N- Cys”  Ala"
Organismus Wachstumstemperatur No.? Protein- Masse” scher glykosidische
Sequenz ) (mol%) (mol%)
o
O (Gen) (AS) (Dalton) ~ Punk” ~ Bindungsstel
Methanotorris igneus 88 AJ564995 519 55669 4.68 7 0.4 9.4
(slmil)
Methanocaldococcus
85 AJ311636 558 60547 4.27 7 0.4 9.9
jannaschii (simjl)
Methanothermococcus
65 AJ308554 559 59225 4.30 5 - 12.2
thermolithotrophicus (simtl)
Methanococcus van- 37 AJ308553 566 59064 4.29 - - 16.3
nielii (simvl)
Methanococcus vol- 37 M59200 565 59707 4.15 2 - 14.0
tae” (sla)

D ermittelt mit ProtParam tool * ermittelt nach PROSITE *’Datenbank EMBL nucleotide sequence data base”’KONISKY et al. (1994)
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Nur bei S-Layer-Proteinen der hyperthermophilen Spezies Mt. igneus und Mcc. jannaschii
wurde die Aminosdure Cystein zu 0,4 mol% nachgewiesen (siche Tab. 12). AuBBerdem konnte
eine Abnahme im Aminosduregehalt von Alanin von mesophilen hin zu (hyper)thermophilen
S-Layer-Hiillproteinen festgestellt werden (siehe Tab. 12). Nach Datenbankrecherchen (Expa-
sy-Prosite) wurde fiir die S-Layer-Proteine eine Zunahme von N-glykosidischen Bindungs-

stellen von mesophil hin zu (hyper)thermophilen Spezies nachgewiesen (siehe Tab. 12).

3.7.3 Nachweis der S-Layer-Gene aus der Familie der Bacillaceae

Entsprechend dem Vergleich der S-Layer von methanogenen Archaebakterien der Ordnung
Methanococcales wurden die S-Layer-Proteine mesophiler und thermophiler Vertreter aus der
Familie der Bacillaceae verglichen: B. sphaericus DSM 396 (Top. 30 °C), B. fusiformis DSM
2898T (Topt. 30 °C), B3 (Top. 30 °C) und Gb. stearothermophilus DSM 2358 (Top. 55 °C).

Die verwendeten Oligonukleotide fiir die PCR wurden nach Datenbankvergleichen bekannter
S-Layer-Gene aus der Familie der Bacillaceae anhand von konservierten Nukleotidfolgen
oder aus erhaltenen Teilsequenzen konstruiert. Fiir jeden der einzelnen Stimme B. sphaericus,
B. fusiformis und Gb. stearothermophilus wurden stammspezifische Oligonukleotide fiir die

S-Layer-Analyse konstruiert.

3.7.3.1 S-Layer-Gensequenz von Bacillus sphaericus DSM 396

Fiir die Konstruktion der PCR-Primer fiir den Stamm B. sphaericus DSM 396 wurde die be-
reits bekannte Teilsequenz und die interne Aminosduresequenz eines S-Layer-Fragments (sie-
he Tab. 10b) verwendet. Anhand der internen Proteinsequenz wurde ein Reverseprimer kon-
struiert (siche Abb. 20), der als degenerierter Primer bei der Amplifikation der stromabwirts-
liegenden Gensequenz verwendet wurde. Basierend auf der bekannten Teilsequenz wurde die
Gensequenz durch die modifizierte Zwei-Schritt-PCR bis zu einer Gesamtsequenz von 2675

bp vervollstindigt. Die S-Layer-Gensequenz umfasst 2430 Nukleotide.
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Aminosduren E 1 S N P Y T G A 1 K Y Y

Codon GAR ATH AGY AAY CCN TAY ACN GGN GCN AAH AAR TAY TAY
Anticodon CTY TAD TCR TTR GGN ATR TGN CCN CGN TTD TTY ATR ATR

Reverseprimer TAY TTD ATN GCN CCN GTR TAN GG

Abb. 20 Primerdesign auf der Basis proteolytischen Fragments des S-Layer-Proteins
von B. sphaericus DSM 396.

Basierend auf ein proteolytisches S-Layer-Fragment wurde ein unspezifischer Primer
konstruiert. Blau markiert: unspezifischer Reverseprimer 396 C-Ed (siehe Tab. 4).
Abkiirzungen [IUPAC Code]: D=(A,T,G); H=(A,T,C); N=(A,T,C,G); R=(A,G);
Y=(T,C)

Analyse terminaler Gensequenzen

Zur Bestimmung der regulatorischen Bereiche in der Gensequenz des S-Layers wurden der

Promotor, die Shine-Dalgarno-Region und der Translationsstart bestimmt.

Der Promotor umfasst die -35- und -10-Region (Pribnow-Box). Die -35-Box befindet sich
stromaufwérts vom wahrscheinlichen Transkriptionsstart an der Position -27 und die Prib-
now-Box an der Position -6. Die Shine-Dalgarno-Sequenz liegt stromabwirts bei Nukleotid

97 und Translationsstart bei Nukleotid 112 (siehe Abb. 21).

. -27 6 +1
> TTGTT AGTGGAAAAATGCCA GAACTCTTTTCACTATGTCGTTGTTGTCCGC

TACGGCGGTGCTTTCCGCTCTAGCACAAGTAAGTCGCACCTCCGCTTGCCCGCGGAATGCC

+97 +112
CATCTTACGTGAGGAAATTTTTCTATGGCTAACC’

B _35-Region
] Pribnow-Box
B Transkriptionsstart

[ Shine-Dalgarno-Sequenz

B Translationsstart

Abb. 21 Transkriptions- und translationsrelevante Regionen am 5'-Ende des S-Layer-

Gens von B. sphaericus DSM 396 (siche Anhang 2).
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Am Transkriptionsende befindet sich wahrscheinlich eine Haarnadelstruktur (siche Abb. 23).

Die Genexpression endet mit einem Stopcodon (sieche Abb. 22).

|

S CCCCACCGUAAAACUCAAAGUAACGUGCUGCUGCAUUCAACAUCGGCACGC
GACCAUUGGAAUUCCUGGACAAGCUUGAACUG®

Abb. 22 Terminationsstelle der Genexpression des S-Layer-Gens von B. sphaericus DSM
396 (siehe Anhang 2).
Blau beschriftet ist das Stopcodon; senkrechter Pfeil markiert Endpunkt der Ge-
nexpression.
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Abb.23 Wahrscheinliche Haarnadelstruktur am Transkriptions-Ende des S-Layer-Gens
von B. sphaericus DSM 396. Senkrechter Pfeil markiert Endpunkt der Genexpression.
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Aminosiuresequenz-Analysen

Entsprechend einer Nukleotidsequenz von 2430 Basen besteht das Protein von B. sphaericus
DSM 396 aus 810 Aminosduren. Anhand der abgeleitenden Aminosduresequenz wurden nach
Datenbankrecherchen (Expasy-ProtPram) eine molekulare Masse von 85,5 kDa und ein isoe-
lektrischer Punkt von 5,56 kalkuliert. Fiir das reife S-Layer-Protein wurde ein theoretischer pl
von 5,27 ermittelt der mit der in der Literatur beschriebenen pl von 5,35 iibereinstimmen

wiirde (siche HASTIE & BRINTON, 1979).

Das gereinigte Hiillprotein wies nach SDS-PAGE eine apparente Molekularmasse von 120
kDa (siehe Abb. 26a Spur 4). Dies korrelierte mit Maldi-Messungen, nach denen das Protein
eine Molmasse von 127 bzw. 106 kDa aufwies (siche Abb. 25). Da die Kristallisation des S-
Layer-Proteins erfolgreich war, wurden die Daten aus der Kristallisation mit den vorliegenden
Proteindaten verglichen. Die Kristallisationsanalysen deuteten ebenfalls auf eine Proteinmasse
von 85 kDa hin. Aufgrund dessen wurde die Masse des dreidimensionelle Kristalls (sieche
Abb. 24) durch SDS-PAGE tiberpriift. Nach der elektrophoretischen Auftrennung wies der S-
Layer-Kristall zwei Proteinbanden mit einer apparenten Molekularmasse von 85 und 35 kDa
auf (siche Abb. 26b). Aullerdem wurde die Proteinmasse des S-Layer-Kristalls, mit und ohne
Mutterlauge, durch SDS-PAGE iiberpriift (siche Abb. 26a). Der S-Layer-Kristall zerfdllt in
zwel Proteine mit einer apparenten Molekularmasse von 85 und 35 kDa (siehe Abb. 26a, Spur
2). Die Kristallisation des S-Layer-Proteins erfolgte im Labor von T. Debaerdemaeker (Uni-

versitdt Ulm) und J.- P. Declercq (Université Catholique de Louvain, Belgien).

Abb. 24 Dreidimensioneller Kristall vom S-Layer-Protein aus B. sphaericus DSM 396.
(Aufnahme: T. Debaerdemaeker, Universitit Ulm)
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Nach Datenbankrecherchen (Expasy-ScanProsite) besitzt das Protein insgesamt 11 N-
glykosidische Bindungsstellen. Fiir das S-Layer-Hiillprotein wurde ein 0,4%iger Kohlenhyd-
ratgehalt am Gesamtprotein beschrieben (siche HASTIE & BRINTON, 1979). Die Leaderse-

quenz hat eine GroBe von 31 Aminosduren.

2 gﬂ.
s19-866G21 — 3
e : 50
- =
-9
¢ N
: o
g 2
L GERERE = ¢ T
23

o
ag
— 3
8
3
3

(=]
S s
g 3
a7
- 99¢vg /L i Ni
b
%
2 6509 —— ag
© ©
8°L88L6 — §§‘
B'0ELES o,
]
L=
8
€ PE0THF . —— o U
& TaEeAy — S &
i°6999¢ e %
L BELSE —— 5 @
BrSEBYLE | - -g’
¢ 96968 —— S
0-88£9¢7. —— §
PR S VT L o T |- %7 = g
- a = =) S o o o o ]
o = - N =] - 2 = & ke

Abb. 25 Massenspektroskopie des S-Layer-Proteins aus B. sphaericus DSM 396.

Die Proteinanalytik wurde mit MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation)
durchgefiihrt. Das S-Layer-Hiillprotein wies eine molekulare Masse von etwa 126

kDa auf. (Messung: M. Wundelin, Universitidt Ulm)
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Abb. 26 Auftrennung des S-Layer-Proteins aus B. sphaericus DSM 396 in kristalliner

Form.
Mit rotem Pfeil S-Layer-Hiillprotein markiert.
a) Kristalllauge mit S-Layer-Protein
b) S-Layerkristall
Spur 1: Kristall-Mutterlauge S-Layer-Protein
Spur 2: kristallines S-Layer-Protein
Spur 3: Proteinstandard Rotiload 10-150 (Roth)
A=150, B=100, C=80, D=60, E=40, F=30, G=20 kDa
Spur 4: Proteinstandard Merck VIII
[a. Myosin 200,0 kDa; b. B-Galactosidase 116,3 kDa; c. Phosphorylase b

97,4 kDa; d. Ovotransferrin 78,0 kDa; e. Glutamatdehydrogenase 56,0 kDa; f.
Ovalbumin 42,7 kDa]

Spur 5:-

Spur 6: kristallines S-Layer-Protein mit Mutterlauge
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3.7.3.2 S-Layer-Gensequenzen von Bacillus fusiformis DSM 2898T und B3

Die bekannten S-Layer-Gene vom B. sphaericus Stamm 2362 (LEWIS et al., 1987; BOWDITCH
et al., 1989), P-1 (LEWIS et al., 1987; Patent WO9519371) und CCM 2177 (PUM & SLEYTR
1994, ILK et al., 1999) wurden auf konservierte Genbereiche hin untersucht. Dabei wurden
konservierte Nukleotidfolgen gefunden, die zur Konstruktion der Oligonukleotide BSLV1B
und BSLV2 dienten. Eine Teilsequenz (400bp) vom S-Layer-Gen aus B. fusiformis DSM
2898T und B3 wurde durch die Verwendung des Primerpaars BSLV1B/BSLV?2 erhalten (sie-
he Abb. 27). Mit diesem Primerpaar wurde eine Nukleolidfolge von etwa 400 Basen ermittelt.

Abb. 27 Elektrophoretische Auftrennung von Amplifikaten aus einer
PCR mit genomischer DNA von B. fusiformis B3.

Die verwendeten Oligonukleotide (BSLV1B, BSLV2, siche Tab.

8) wurden nach einem Sequenzvergleich der S-Layer-Gene von

b . . . . .
drei B. sphaericus Stimmen anhand konservierter Nukleotidfolgen

C

d konstruiert.

f

g

1

J

Spur 1: DNA-Standard, 100 bp DNA-Leiter Plus (Peqlab)
[Basenpaare (bp): a=3000; b=2000; c=1500; d=1200; e=1031, =900; g=800;
h=700; i=600; j=500; k=400]
Spur 2: Amplifikat mit Primerpaar BSSV1B-BSLV2
Spur 3: Positivkontrolle Primerpaar NEubak5-NEubak3 (siche Tab. 8)

Nach Datenbankrecherchen der Teilsequenz wurde eine 100%ige Gensequenzidentitit mit
dem S-Layer-Gen von B. sphaericus WHO 2362 nachgewiesen. Aufgrund dieses Resultats
wurden die weiteren Oligonukleotide basierend auf der Gensequenz von B. sphaericus WHO
2362 konstruiert. Mit diesem Primersystem wurden bei B. fusiformis B3 1805 Basen und bei
DSM 2898T 1841 Basen von der Gensequenz ermittelt (siche Abb. 28). Die stromabwirtslie-
gende S-Layer-Gensequenz wurde durch die Drei-Schritt-PCR vervollstindigt (sieche Abb.
29). Bei B. fusiformis B3 wurde eine Gesamtsequenz von 1983 Basen und bei DSM 2898T
von 2005 Basen erhalten. Das S-Layer-Gen von B. fusiformis B3 umfasste 1725 Basen und



3 Ergebnisse 82

das von DSM 2898T 1728 Basen. Die Gensequenzen von B. fusiformis DSM 2898T und B3
zeigten eine hohe Identitdt zur S-Layer-Gensequenz von B. sphaericus WHO 2362 auf. Se-
quenzunterschiede wurden nur am C-terminalen Ende des Gens festgestellt. Die Gesamtse-
quenzen von B. fusiformis B3 und DSM 2898T wiesen nach Sequenzaligment (Blast 2;
NCBI) eine Identitit von 95% auf.

Abb. 28 Elektrophoretische Auftrennung der Produkte aus einer PCR
mit genomischer DNA von B. fusiformis DSM 2898T.

Die verwendeten Primer (B3NLeader, B3 CSeq, B3CN1, B3CN2, B3CCl1,
B3CC3, siche Tab. 8) wurden aus der Gensequenz von B. sphaericus WHO
2362 konstruiert.

Spur 1: DNA-Standard Marker 3: Lambda DNA/ EcoRI + HindlIII (siehe
Abb. 18)

Spur 2: Eluat von Amplifikat B3NLeader- B3 CSeq

Spur 3: Amplifikat B3CN1- B3CCl1

Spur 4: Amplifikat B3CN2- B3CC3

Abb. 29 Elektrophoretische Auftrennung der Amplifikate der drit-
ten PCR nach Drei-Schritt-PCR Methodik.

Dabei wurde die genomische DNA von B. fusiformis B3 mit ei-

o

nem spezifischen vom C-terminus abgeleiteten Oligonukleotid
B3CCIT (siehe Tab. 8) des S-Layer-Proteins und den degene-
rierten Primern FP-MB1-4 (siche Tab. 8) amplifiziert. Es ent-
standen spezifische und unspezifische Amplifikate. Die spezifi-

schen PCR-Amplifikate wurden in einer zweiten PCR mit ei-

B —m——sm-m o o o

nem biotinylierten nested Primer B3-fCC1bio und degenerierten

=

Primern FP-MB1-4 amplifiziert. Die spezifischen Produkte der
zweiten PCR wurden in einer dritten PCR mit einem zweiten
nested Oligonukleotid B3-fCClnes und degenerierten Primern
1-4 amplifiziert.
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Spur 1: DNA-Standard, 100 bp DNA-Leiter Plus (Peqlab)

[Basenpaare (bp): a=3000; b=2000; c=1500; d=1200; e=1031, f=900; g=800; h=700;
1=600; j=500; k=400; 1=300; m=200; n=100]

Spur 2: --

Spur 3: Amplifikat mit degenerierten Oligonukleotid FP-MBI1
Spur 4: Amplifikat mit degenerierten Oligonukleotid FP-MB2
Spur 5: Amplifikat mit degenerierten Oligonukleotid FP-MB3

Spur 6: Amplifikat mit denegerierten Oligonukleotid FP-MB4

Aminosiduresequenz-Analysen

Die Nukleotidsequenzen der S-Layer-Gene von B. fusiformis B3 und DSM 2898T wurden mit
dem Programm Translate Expasy in die Primérsequenz tibersetzt. Entsprechend einer Nukleo-
tidsequenz von 1725 Basen besteht das Protein von B. fusiformis B3 aus 575 Aminoséduren
mit einer molekularen Masse von 61,87 kDa. Die Proteinsequenz des S-Layer-Proteins von B.
Sfusiformis DSM 2898T besteht aus 576 Aminosduren mit einer Molekularmasse von 62,01
kDa.

Fiir das gereinigte S-Layer-Protein von B. fusiformis B3 wurden nach MALDI-Messung eine
Molmasse von 118 und 58,9 kDa ermittelt (siche Abb. 30). Letztere korreliert sehr gut mit der
theoretischen molekularen Masse von 58,91 kDa (ProtPram). Die grof3ere Masse deutet dar-
aufhin, dass das Protein vermutlich als Dimer vorliegt. Aufgrund dessen wurde das S-Layer-
Protein {iber einen langeren Zeitraum mit 0,1 M Phosphorsdure und 5 M Natriumchlorid bei
Raumtemperatur inkubiert und die resultierende Proteinmasse mit SDS-PAGE iiberpriift. Das
Protein zerfillt unter diesen Bedingungen nach einer Woche in zwei Peptide mit einer Masse

von 60 und 50 kDa (nicht gezeigt).

Die S-Layer-Proteinsequenzen von B. sphaericus WHO 2362, B. fusiformis B3 und DSM
2898T wurden auf Identitdt hin untersucht (CLUSTAL W 1.7, siche Abb. 30). Von der Ge-
samtproteinsequenz B. sphaericus 2362 (1176 Aminosduren) wurde eine Teilsequenz von 601
Aminosduren zum Proteinvergleich verwendet. Der Primérsequenzvergleich von B. sphaeri-
cus WHO 2362, B. fusiformis B3 und DSM 2898T ergab eine Sequenzidentitit von 69,18%
(sieche Abb. 31). Beim Vergleich der S-Layer-Proteinsequenzen von B. fusiformis B3 und
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DSM 2898T wurde eine Identitdt von tliber 95% nachgewiesen. Die drei Proteine wiesen in

der N-terminalen Sequenz mit 284 Aminoséuren eine 100% ige Ubereinstimmung auf (siche
Abb. 31).
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Abb. 30 Massenspektroskopie vom S-Layer-Protein B. fusiformis B3.

Die Proteinanalytik wurde mit MALDI durchgefiihrt. Das S-Layer-Hiillprotein wies
eine molekulare Masse von etwa 118,4 kDa auf. (Messung: M. Wundelin, Universitit

Ulm)
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10 20 30 40 50 60

| | | | | |
B.fusiformis B3 MAKQNKGRKFFAASATAALVASAIVPVAS KEAVQSLVDAGVIQGDA
B.fusiformis DSM 2898T MAKONKGRKFFAASATAALVASATIVPVAS SGYAKEAVQSLVDAGVIQGDA
B.sphaericus WHO 2362 MAKONKGRKEFFAASATAALVASATIVPVASAAQLNDFNKISGYAKEAVQSLVDAGVIQGDA
KA KA AR AR A A A A IR A KA A A A I A AR A IR A A I A A AR A A I AR A AR AR A AR A A AR A Ak k Kk kKK

70 80 90 100 110 120

| | | | | |
B.fusiformis B3 NGNFNPLKTISRAEAATIFTNALELEAEGDVNFKDVKADAWYYDAIAATVENGIFEGVSA
B.fusiformis DSM 2898T NGNFNPLKTISRAEAATIFTNALELEAEGDVNFKDVKADAWYYDAIAATVENGIFEGVSA
B.sphaericus WHO 2362 NGNFNPLKTISRAEAATIFTNALELEAEGDVNFKDVKADAWYYDAIAATVENGIFEGVSA
KA AR A AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KA AR A AR AR A AR A A A AR A AR A A A A ARk AR A A Ak k K

130 140 150 160 170 180

| | | | | |
B.fusiformis B3 TEFAPNKQLTRSEAAKILVDAFELEGEGDLSEFADASTVKPWAKSYLEIAVANGVIKGSE
B.fusiformis DSM 2898T TEFAPNKQLTRSEAAKILVDAFELEGEGDLSEFADASTVKPWAKSYLEIAVANGVIKGSE
B.sphaericus WHO 2362 TEFAPNKQLTRSEAAKILVDAFELEGEGDLSEFADASTVKPWAKSYLEIAVANGVIKGSE
KA AR A AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR AR AR A A A A ARk AR A A A Ak kK

190 200 210 220 230 240

| | | | | |
B.fusiformis B3 ANGKTNLNPNAPITRQDFAVVFSR{IENVDABPRVDE 1 EVVDAKTLNVTLSDGTKETVTL
B.fusiformis DSM 2898T ANGKTNLNPNAPITRQDFAVVFSRTIENVDATPKVDKIEVVDAKTLNVTLSDGTKETVTL
B.sphaericus WHO 2362 ANGKTNLNPNAPITRQDFAVVFSRTIENVDATPKVDKIEVVDAKTLNVTLSDGTKETVTL
KA AR A R A AR A AR AR A AR A AR AR AR A AR A A A AR A AR A AR AR A AR A A A A A ARk A A Ak Ak kK

250 260 270 280 290 300

| | | | | |
B.fusiformis B3 EKALEPNKETEVTFKIKDVEYKAKVTYVVTTATAVKSVSATNLKQVVVEFDGKVDPATAA
B.fusiformis DSM 2898T EKALEPNKETEVTFKIKDVEYKAKVTYVVTTATAVKSVSATNLKQVVVEFXGKVDPATAR
B.sphaericus WHO 2362 EKALEPNKETEVTFKIKDVEYKAKVTYVVTTATAVKSVSATNLKEVVVEFDGTVDKETAE

********************************************:***** *.** * K

310 320 330 340 350 360

| | | | | |
B.fusiformis B3 EAGNYSLTGANDPVVDTAVVSEDGSTVTLTVVDKLENQSEYKLAVNNIKAGDKVINAKDL
B.fusiformis DSM 2898T EAGNYSLTGTNSPAVDSVTVEEDGRSVTLNIVDKLENQAEYKLAVNNIKAGDKVINAKDL
B.sphaericus WHO 2362 DAANYALK--SGKTIKSVSLAADNKTATVTLTDKLNNNKADAISISNVKAGDKEINVKNV
* ** * R . *' . *.': *** * s * Kk Kk kK ** * :

370 380 390 4OO 410 420

| | | | | |
B.fusiformis B3 KFKPLDNTVPTVAKVEALGNKTIRVHF SEPVKAAQTSQFQIDGKVVVGSIQTNLN--TVI
B.fusiformis DSM 2898T KFKPLDNTVPTVAKVDALGNKTIRVHFSEPVKPAQTSQFKIDGKVVVGSIQTNLN--TVI
B.sphaericus WHO 2362 EFTAVDNKIPEVTEVKSLGTKAVKVTLSEPVENLSSTNFTLDGKAYFGNVVMGAGNKTVI
RO ER LR Rk R Rk Rk LroRooEEE R .. FEE

430 440 450 460 470 480

| | | | | |
B.fusiformis B3 IK--LSSTLTDGEHTLTAEGTEDYNNFKTVKADTKENVVEDKTAPTVS-VVSASFEKVVL
B.fusiformis DSM 2898T IK--LSSALTDGEHTLTTEGTEDYNNFKTVQADTKFNVVEDKTAPTVASVVSASFEKVVL
B.sphaericus WHO 2362 LTPYSSSALSVGDHKLTVSGAKDFAGFVSLNSTHEFKVVEDKEAPTVT-EATATLETVTL
** * * * * K ‘*::*: * R * * ok Kk ok ok **** ‘:*: * * *

490 500 510 520 530 540

| | | | | |
B.fusiformis B3 KFSEPVEQ--VFASNIYWMQGGSKKQAASVKQLADDKYEFTFTGDNKFVYT--TDLEVTN
B.fusiformis DSM 2898T KFSEPVEQ--VFASNVYWMQGGAKKQASSVKQLKDDTFEFTFVGDNKLVYT--TDLEVTN
B.sphaericus WHO 2362 TFSEDIDMDTVKASNVYWKSGDSKKEASEFERIADNKYKEVEKGSEKTLPTGKVDVYVED
‘*** [ * ***:** '*' kK . *"'::: *- . * * Kk :* . * '*::* :

550 560 570 580 590 600

| | | | | |
B.fusiformis B3 VKDYSGNVIDKDTKVQVTPVIDQTRPEVISSTFVLKKVIMHGIL--——————————————
B.fusiformis DSM 2898T VKDFSGNVIDKDTKVQVTIPVIDQTRPEVISSTFVLKKVIMHGI--—-—=-=-——-—————-———
B.sphaericus WHO 2362 IKDYSDNKIAKDTKVTVTPEIDQTRPEVRKVTALDEKTIKVTESKTVDGESAIKTGNYTV

** * Kk ok kkkkk khkk Ak AkAkkAkk * . * *

Abb. 31 Sequenz Allgment (CLUSTAL W 1.7) der S-Layer Amlnosaure-Sequenzen von B.
sphaericus WHO 2362, B. fusiformis B3 und DSM 2898T.
Die Tiirkis schattierte Fléche ist die Leadersequenz; griin schattierte Flichen sind N-Terminale
und interne Aminoséduresequenzen nach Edman bestimmt.

* Identische Aminoséduren; : Konservierte Aminosduren ersetzt
- Semi-Konservierte Aminosiuren
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3.7.3.3 S-Layer-Gensequenz von Geobacillus stearothermophilus DSM 2358

Die bekannten S-Layer-Gene von Gb. stearothermophilus PV 72 (KUEN et al., 1994) und
ATCC 12980 (JAROSCH et al., 2000) wurden auf konservierte Genbereiche hin untersucht.
Anhand der konservierten Nukleotidfolgen wurden die Oligonukleotide BSSLV1 und
BSSLV2 konstruiert. Mit diesem Primerpaar wurde fiir Gb. stearothermophilus DSM 2358
eine S-Layer-Teilsequenz von 331 Nukleotiden ermittelt. Basierend auf der Teilsequenz wur-
de N- und C-terminal die Gensequenz durch Zwei-Schritt-, Drei-Schritt- und modifizierte
Zwei-Schritt-PCR bis zu einer Gesamtteilsequenz von 1491 Nukleotiden bestimmt (siche
Abb. 32). Davon umfassen 1322 Nukleotide die unvollstindge S-Layer-Gensequenz, die 439

Aminoséduren der Proteinsequenz codiert.

. Abb. 32 Elektrophoretische Auftrennung der Amplifikate (der zwei-
ten PCR) nach Zwei-Schritt-PCR.

Dabei wurde die genomische DNA von Gb. stearothermophilus
DSM 2358 mit einem spezifischen vom N-terminus abgeleiteten
Oligonukleotid 2358 Nlbio (siche Tab. 8) des S-Layer-Proteins
und den degenerierten Primern FP-MB1-4 (siehe Tab. 8) amplifi-
ziert. Es entstanden spezifische und unspezifische Amplifikate.
Die spezifischen PCR-Amplifikate wurden in einer zweiten PCR

mit einem nested Primer 2358 N2nes amplifiziert.

Spur 1: DNA-Standard, 100 bp DNA-Leiter Plus (Peqlab)
[Basenpaare (bp): a=3000; b=2000; c=1500; d=1200; e=1031, f=900; g=800; h=700;
1=600; j=500; k=400; 1=300; m=200; n=100]
Spur 2: Amplifikat mit degenerierten Oligonukleotid FP-MB4
Spur 3: Amplifikat mit degenerierten Oligonukleotid FP-MB3
Spur 4: Amplifikat mit degenerierten Oligonukleotid FP-MB?2
Spur 5: Amplifikat mit degenerierten Oligonukleotid FP-MBI1
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Die N-terminalen S-Layer-Gensequenzen von Gb. stearothermophilus DSM 2358 und ATCC
12980 (sbcC) wurden auf Identitdt hin untersucht (Blast2). Von der Gesamtsequenz von Gb.
stearothermophilus DSM 2358 wiesen stromabwirts liegende 942 Basen eine Identitit von

95% zu ATCC 12980 auf (sieche Abb. 33).

ATCC12980 AAAAATGTATTATTATAGAAGACGTAGAACATTAAGGAATGATGTGAAAGTGC T 120
DSM2358 mm e e GTGAAAGTGC T 17
*khkhkkhkkhkhkhkkhkkhkkhhkkkhkkkx
ATCC12980 GAATGATAGCCTTGCTAATAAGTCTATCATCTGGACACACAGGATGATCTTGGTTCATGT 180
DSM2358 GGATGATAGCCTTGCTAATAAGTCTATCATCTGGACACACAGGATGATCTTGGTTCATGT 77

K AR A AR AR A A A A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A A A AR A A A A AR Ak A Ak kA kK%

ATCC12980 TAGCACCTTTTAGGCAATGAATCTACTAAACGGCAGCCGTTTAGGATCATTGTCTTAAAG 240
DSM2358 TAGCACCTTTTAGGCAATGAATCTACTAAACGGCAGCCGTTTAGGATCATTGTCTTAAAG 137

kA hkkhkrkhhkhhkhkhhkhhkhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhkhkrkrhkxrkkxk*x

ATCC12980 TTTCATAAAAACGAAGGGGG GCTTTATGGACAAAAAGAAAGCAGTCAAACTCG 300
DSM2358 TTTCATAAAAACGAAGGGGG GCTTTATGGACAAAAAGAAAGCAGTCAAACTCG 197

dhkhkhkhkhhkhhkhkhhkhAhkhkrhkhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhkdkhkhkrhkhkrhkhkhkhkhkhkrhkhkrkkxk*x

ATCC12980 CCACAGCCAGCGCTGTAGCAGCGAGCGCTTTCGTCGCAGCCAACCCGCATGCTTCCCAAG 360
DSM2358 CCACAGCCAGCGCTGTAGCAGCGAGCGCTTTCGTCGCAGCCAACCCGCATGCTTCCCAAG 257

kA hkhkhkhhkhhkhkhhkhAhhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhkhkrkrhkhkxrkkxkx

ATCC12980 CAGCAACGGACGTGGCGACGGTCGTCAGCCAAGCGAAAGCGCAAATGAAAGAAGCATACT 420
DSM2358 CAGCAACGGACGTGGCGACGGTCGTCAGCCAAGCGAAAGCGCAAATGAAAGAAGCATACT 317

dhkhkkhkhkhhkhhkhkhhkhAhhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhkhkhkhkhkhkrhkhkrkkxk*x

ATCC12980 ATACGTACAGCCATACGGTAACGGAAACGGGCCAATTCCCGGACATTAAAGATGTATATG 480
DSM2358 ATACGTACAGCCATACGGTAACGGAAACGGGCCAATTCCCGGACATTAAAGATGTATATG 377

dhkhkkhkrkhhkhhkhkhhkhAhhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhkhkhkhkhkrkrhkhkrkkxk*x

ATCC12980 CCGCCTACAACAAAGCAAAACAAGCGTATGCAAACGCGGTTGCTGTCGTGAACAAAGCCG 540
DSM2358 CCGCCTACAACAAAGCAAAACAAGCGTATGCAAACGCGGTTGCTGTCGTGAACAAAGCCG 437

hhkhkhkrkhhkhhkhkhhkhhkhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhkrhhkrhkhkrhkhkhkhkhkrkrhkhkrkkxk*x

ATCC12980 GCGGCGCGAAAAAAGACGCGTATTTGGCTGATTTGCAAGCTATATACGAAACGTATGTAT 600
DSM2358 GCGGCGCGAAAAAAGACGCGTATTTGGCTGATTTGCAAGCTACATACGAAACGTATGTAT 497

KA A A KA AR AR AR A AR AR A AR A AA AR AR A A A A AR AR A A AR A, A Ak h Ak Ak Ak kA kk k%

ATCC12980 TCAAAGCCAACCCGAAATCGGGCGAAGCGCGCGTGGCTACGTACATCGACGCTTACAACT 660
DSM2358 TCAAAGCCAACCCGAAATCGGGCGAAGCGCGCGTGGCTACGTACATCGACGCTTACAACT 557
AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR AR A AR A A A AR A A A A AR A A A Ak kA kK%
ATCC12980 ATGCGACAAAATTAGACAAAATGCGCCAAGAACTCAAAGCAGCCGTCGATGCGAAAGATC 720
DSM2358 ACGCAGTCAAGCTTGACGGTCTGCGTCAAGATCTGGCGAAAGCTGTCGAAGCAAAAGACT 617
* k% * * * kk Kk *kkhkkk kkhkkkk K%k kkk Kkkhkkkhkk kk Kkkkkk
ATCC12980 TGAAAAAAGCAGAAGAGCTCTACCACAAAATTTCGTACGAGCTCAAAACGCGCACGGTCA 780
DSM2358 TGAAAAAGGCAGAAGAGCTCTACCACAAAATTTCGTACGAGCTCAAAACGCGCACGGTCA 677

KAAAKAAK A A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A A A AR AR A A AR AR A Ak Ak kA kK%

ATCC12980 TTCTCGACCGCGTCTACGGCCAATCGACGCGCGAACTCCTCCGTTCGACGTTCAAAGCCG 840
DSM2358 TTCTCGACCGCGTCTACGGCCAATCGACGCGCGAACTGCTTCGCTCGCAATTCAAAGCCG 737
Kok k ok ok ok kAR Ak kkk kAR A Ak kkk kXA Ak k ok kkhxx Fk kKk *x% Kk ok ok ok ok ok kK K
ATCC12980 ATGCTCAAGCATTGCGCGACAGATTGATCTACGACATCACCGTTGCCATGAAAGCGCGTG 900
DSM2358 AAGCGCAAAAACTGCGCGACAGCTTGATCTACGACATCACCGTTGCCATGAAAGCGCGTG 797
K okk kkk ok kkkk KA ARk k Kok kK& ko k ok ok ok k& Kk ok ok ok ok kK Kk ok ok ok kK Kk kK kK
ATCC12980 AAGCGCAAGACGCTGTCAAAGCCGGCAACTTGGACAAAGCGAAAGCCGCGCTTGACCAAG 960

DSM2358 AAGCGCAAGACGCTGTCAAAGCCGGCAACTTGGACAAAGCGAAAGCCGCGCTTGACCAAG 857

KA A AR AR AR A AR A AR AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A A A AR A A A A AR A A A Ak kA kK k
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ATCC12980 TCAACCAATACGTATCGAAAGTAACCGATGCGTTCAAAGCCGAACTGCAAAAAGCAGCAC 1020

DSM2358 TCAACCAATACGTATCGAAAGTAACCGATGCGTTCAAAGCCGAACTGCAAAAAGCAGCAC 917
Kok ok K ok ok kK K Kk ok ok ok kK kK ok ok ok ok ok kK ko ok ok ok ok R ko ok ok ok ok kK Kk ko ok kK K K Kk kK

ATCC12980 AAGACGCCAAGGCGGCGTATGAAGCAGCATTGACGCCGAAGGTTGAGAGTGTAAGTGCGA 1080

DSM2358 AAGACGCCAAGGCGGCGTATGAAGCGGCGCTTCCTTTCAAAGTTGAGAGCGTGGCCGTCG 977
Kok kkhkkk kA kkkkhkhk kX kkkkkkkx *% Kk  * Kk kkkkAKXEE kK *

Abb. 33 Alignment (CLUSTAL W 1.82) der N-terminalen S-Layer-Gensequenzen von
Gb. stearothermophilus ATCC 12980 und DSM 2358 (sieche Anhang 2).

Schattierte Fldchen: Griin -35-Box, tiirkis Pribnow-Box, lila Shine-Dalgarno-Sequenz;

blau beschriftet Translationsstartpunkt.

* Jdentitische Basen

Anhand der abgeleiteteten Aminosduresequenz von Gb.stearothermophilus DSM 2358 wurde
eine Leadersequenz von 30 Aminosduren ermittelt. Diese war zu 100% mit der Leaderse-
quenz von Gb. stearothermophilus ATCC 12980 identisch (siche Abb. 34). Aullerdem wurde
die N-terminale Proteinsequenz nach Edman-Methode bestitigt (sieche Tab. 10a). Diese war
mit den abgeleiteten Primérsequenzen von Gb. stearothermophilus PV72 und ATCC 12980

identisch.

Abspaltungsstelle

|

DSM 2358  MDKKKAVKLATASAVAASAFVAANPHASQA ATDVATVVSQAKAQM
ATCC 12980 MDKKKAVKLATASAVAASAFVAANPHASQA ATDVATVVSQAKAQM

Leadersequenz — Reife Proteinsequenz

—  Unreife Proteinsequenz

Abb. 34 Leaderpeptid von Gb. stearothermophilus DSM 2358 und ATCC 12980.
Die Leadersequenz setzt sich aus 30 Aminosduren zusammen. N-terminale Proteinse-

quenz nach Edman-Methode blau beschriftet (siche Tab. 10b).
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3.8 Sequenzanalysen mit der 16S rRNA von Bacillaceaen

Zur Identifizierung der Ribosomenbindungsstelle (RBS) bei S-Layer-Genen wurde die
Nukleotidsequenz der 16S rRNA der kleineren Untereinheit der Ribosomen ermittelt. Diese
bindet am C-terminalen Sequenzende homolog mit der Shine-Dalgarno-Konsensussequenz

des Gens.

Von den untersuchten Stimmen war nur die 16S rRNA fiir B. fusiformis 2898T bekannt.
Deswegen wurden flir Gb. stearothermophilus DSM 2358, Bacillus sphaericus DSM 396 und
B3 die 16S rRNA-Sequenzen ermittelt (sieche Tab. 13). Nach Datenbankanalysen (NCBI)
wurde fiir die 16S rRNA von B. sphaericus B3 eine Sequenzidentitit von 99% zum Stamm B.
fusiformis 2898T nachgewiesen. Dieses Resultat deutet darauthin, dass der Stamm B3 eher zu
B. fusiformis einer Subspezies von B. sphaericus gehort. Aufgrund dessen wurde B. sphaeri-
cus B3 zu B. fusiformis B3 umbenannt. AuBlerdem wurde die bekannte 16S rRNA von B. fusi-
formis 2898T von 1515 auf 1547 Basen vervollstindigt (siche Anhang 5).

Tab. 4 16S rRNA-Nukleotidsequenzen von B. sphaericus, B. fusiformis und Gb. stea-

rothermophilus
Stamm 16S rRNA (Anzahl der Nukleotide)
B. fusiformis B 3 1525
B. fusiformis 2858T 1547 (1515)
Gb. stearothermophilus DSM 2358 1589
B. sphaericus DSM 396 1563

3.9 Vergleiche der Gen- und Proteinsequenzen der S-Layer von Bacillaceaen

Die ermittelten S-Layer-Gen- und Proteinsequenzen von B. sphaericus DSM 396, Gb. stea-
rothermophilus DSM 2358, B. fusiformis DSM 2898T und B3 wurden auf gemeinsame Ei-
genschaften und Unterschiede hin untersucht. Hierfiir wurden einerseits die transkriptionellen

und translationellen Erkennungsregionen und anderseits die Proteineigenschaften der einzel-
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nen S-Layer-Hiillproteine verglichen. Hierzu wurden weitere bekannte S-Layer-Proteine aus

der Familie der Bacillaceae in Datenbankanalysen (Expasy) miteingezogen.

Aufgrund der Aminosiure-Merkmale und -Ahnlichkeiten kénnen die untersuchten S-Layer-

Proteine der Bacillaceae in drei Gruppen unterteilt werden (siehe Tab. 14).

Die Signalpeptide von B. sphaericus (P1, CCM 2177, WHO 2362) und B. fusiformis (B3,
DSM 2898T) waren zu 100% identisch (sieche Abb. 35a). Alle Leadersequenzen setzen sich
aus 30 Aminosduren zusammen, auller bei B. sphaericus DSM 396 der 31 Aminosduren auf-
wies (sieche Tab. 14). Beim Gb. stearothermophilus waren die Leadersequenzen der Stimme

ATCC 12980, NRS 2004/3a und DSM 2358 identisch (siche Abb. 35b).



3 Ergebnisse

Tab. 14 Eigenschaften der S-Layer-Proteine aus der Familie der Bacillaceae

91

Gb. stearothermophilus

B. sphaericus

B. fusiformis

PV2 | Yooso | aooama | aasee | e | CMATT] O PL | Big) | B3| piom
Primiirsequenz (aa) 1228 1099 903 439 810 1268 1252 1176 575 576
Aminosiureneigenschaften
(Anteil in mol%)
Unpolar 45.2 46.3 45.0 44.9 48.3 48.2 48.6 442 47.1 47.4
Polar 31.4 30.5 31.8 30.5 323 34.8 32.9 29.2 28.2 27.7
Sauer 12.0 11.6 11.3 10.7 9.9 9.6 10.5 14.3 13.4 13.2
Basisch 11.3 11.4 11.9 13.9 9.6 7.4 8.3 12.3 11.3 11.4
Molmasse" (Dalton) 131076 115395 96640 47082 85509 132047 129935 125226 | 61874 | 62007
Isoelektrischer Punkt" 5.40 5.72 6.67 9.18 5.56 4.80 4.85 5.05 5.01 5.09
Hydropathizitit" - 0.204 -0.162 -0.179 -0.294 | -0.124 -0.09 -0.078 -0.225 | -0.155 | - 0.151
Sequonstrukturen” 18 8 8 0 13 21 20 17 4 3
SLH-Domiine” 0 0 0 0 1 2 3 3 3 3
Signalpeptid (aa) 30 30 30 30 31 30 30 30 30 30
Glykosilierung Unklar + + n.b. 0.7-1.8% n.f. 1.32% 146 % | n.f. n.b.
Accession Nummer” 140468 | AAC12757 | AAL46630 d. A. d. A. AAF22978 | CAA02847 | A33856 | d. A. | d. A.

Y ermittelt mit ProtParam tool * ermittelt nach PROSITE *Datenbank EMBL * unvollstindige Gensequenz; n.b.= nicht bestimmt; n.f.= nicht vor-

handen; d. A. diese Arbeit
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Abb. 35a Vergleich der Leadersequenzen der S-Layer-Proteine von B. sphaericus (P1,
CCM 2177, WHO 2362) und B. fusiformis (B3, DSM 2898T).

Leaderpeptidanalyse mit SignalP V2.0.b2 (Expasy-CBS). Die Leadersequenz setzt
sich bei Prokaryoten aus n-, h- und c-Region zusammen. Die drei spezifischen Lea-
derpeptid-Regionen wurden stochastisch durch Hidden Markov Model ermittelt. Score
beschreibt Wahrscheinlichkeit der jeweiligen Zustéinde 1=100%.
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SighnalP-HMM prediction Cgram+ modelsl: Seguence
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Abb. 35b Vergleich der Leadersequenzen der S-Layer-Proteine von Gb. stearother-
mophilus DSM 2358, ATCC 12980, NRS 2004/3a.

Leaderpeptidanalyse mit SignalP V2.0.b.2 (Expasy-CBS). Die Leadersequenz setzt
sich aus n-, h- und c-Region zusammen. Die drei spezifischen Leaderpeptid-Regionen
wurden stochastisch durch Hidden Markov Model ermittelt. Score beschreibt Wahr-

scheinlichkeit der jeweiligen Zustéinde 1=100%.

AuBer der Primirsequenz wurden auch transkriptionelle und translationelle Erkennungsregio-
nen miteinander verglichen und auf Gemeinsamkeiten hin untersucht. Der Vergleich wies
ebenfalls die gleichen Gemeinsamkeiten innerhalb einer Spezies wie bei der Leaderpeptidana-
lyse auf. Die -35-Box, die Pribnow-Box und Ribosomenbindungsstelle (RBS) waren bei B.
fusiformis (B3, DSM 2898T) und B. sphaericus (WHO 2362, CCM 2177) identisch (siehe
Tab. 15). Bei Gb. stearothermophilus Stamm DSM 2358, NRS 2004/3a und ATCC 12980
waren die 5'-terminalen Erkennungsregionen identisch zueinander (siehe Tab. 15). Aus den
vorliegenden Daten der Protein- und Gensequenz konnen die untersuchten S-Layer-Proteine
nach ihren Eigenschaften in drei Gruppen aufgeteilt werden. Die Aufteilung der untersuchten

S-Layer-Gene erfolgte wie folgt: Erstens B. fusiformis (B3, DSM 2898T) und B. sphaericus
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(WHO 2362, P1, CCM 2177), zweitens Gb. stearothermophilus und drittens B. sphaericus
DSM 396.

Tab. 15 Vorschlag fiir transkriptionelle und translationelle Erkennungsregionen der S-

Layer-Gene aus der Familie der Bacillaceae

Stamm -35 - Box -10 — Box RBS

Bacillus fusiformis B 3 -TTGAAT- | -TATAAT- | -GGAGGAA-
Bacillus fusiformis 2898T -TTGAAT- | -TATAAT- | -AGGGAGG-
Bacillus sphaericus WHO 2362 -TTGAAT- | -TATAAT- | -GGAGGAA-
Bacillus sphaericus CCM 2177 -TTGTAT- | -TATAAT- | . GGAGGAA-
Bacillus sphaericus DSM 396 -TTGCAT- | -TCAATT- | .TGAGGAA-

Gb. stearothermophilus DSM 2358 -TAGCAC- | -TAATAA- | _ATTTTAG-
Gb. stearothermophilus NRS 2004/3a | -TAGCAC- | -TAATAA- | _ATTTTAG-
Gb. stearothermophilus ATCC 12980 | -TAGCAC- | -TAATAA- | _ATTTTAG-

Klonierungs und Expressionsdaten

Fiir die Klonierung und Uberproduktion slmjl wurde das S-Layer-Protein des hyperther-
mophilen Archaebakteriums Mcc. jannaschii verwendet. Das Gen wurde im Expressions-

stamm E. coli BL21 (DE3) kloniert und expremiert.

3.10 Expression und Reinigung des S-Layer-Proteins simj1
Das S-Layer-Gen slmj1 wurde iiber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Sall ins Expressi-
onsplasmid pET28a kloniert. Das Fusionsprotein war N-terminal durch His-tag (Hisg) mar-

kiert.

Das vollstindige Gen slmjl wurde durch Polymerasekettenreaktion erhalten (siche Abb. 36).
Dabei wurde die genomische DNA von Mcc. jannaschii mit den Klonierungsprimern KP-
MIJF-Ndel und —Sall (siehe Tab. 8) amplifiziert, die die Restriktionsschnittstellen Ndel und
Sall aufwiesen. Das Amplifikat wies etwa eine GroBBe von 1750 Basen auf (sieche Abb. 36).
Zuerst wurde das PCR-Amplifikat durch Subklonierung in das Plasmid pCR2.1 integriert und
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durch Restriktion mit den Endonukleasen Ndel/Sall die iiberlappenden Enden erzeugt. Dieses
wurde liber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Sall in das linearisierte Expressionsplas-
mid pET28a integriert und durch Elektroporation in E. coli IM105 transferiert. Die Aufnahme
des konstruierten Expressionsplasmids pET28a-slmjl wurde durch Restriktionsanalyse und
Vergleich mit dem Ursprungsplasmid pET28a ermittelt (siche Abb. 37). Fiir die Uberproduk-
tion wurde das S-Layer-Plasmidkonstrukt ins Uberexpressionsstamm E. coli BL21 (DE3)

durch Elektroporation transformiert.

1 2
Abb. 36 Elektrophoretische Auftrennung des Amplifikats des S-Layer-Gens

(slmj1).

Dabei wurde die genomische DNA von Mcc. jannaschii mit den Oligo-
nukleotiden KP-MJF-Ndel und -Sall amplifiziert. Pfeil markiert S-Layer-
Gen.

[N
£

E I

Spur 1: DNA-Standard, 100 bp DNA-Leiter Plus (Peqlab; siche Abb. 32)
Spur 2: Amplifikat S-Layer-Gen (slmj1)

b
c
(é
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Abb. 37 Agarose-Gelelektrophorese zur Uberpriifung der Plasmid-
konstrukte mit dem Insert des S-Layer-Gens (slmjl) und dem

Expressionsplasmid pET28a.
Spur 1: DNA-Standard Marker 3: Lambda DNA/ EcoRI + HindIII
[Basenpaare (bp): a=21226, b=5148, c=4973, d=4273,
e=3530, £=2027, g=1904, h=1584, i=1375, =947, k=831,
1=564]
Spur 2: Plasmidkonstrukt pET28a-slmj1b
Spur 3: Plasmidkonstrukt pET28a-sImj1

Spur 4: Expressionsplasmid pET28a
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Die Uberproduktion des S-Layer-Proteins simjl wurde durch SDS-PAGE (10%) vor und nach
der Induktion mit IPTG iiberpriift (siche Abb. 38). Zur Optimierung der Aufreinigung wurde
die 16sliche Fraktion einer Hitzebehandlung unterzogen, um thermostabile Proteine zu isolie-

ren (siche Abb. 38 Spur 5).

Abb. 38 Uberproduktion und Reinigung von slmj1-Hiss aus E.
coli BL21 (DE3) (pET28a-slmj1).
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Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (10%) getrennt und

70 kDa mit Coomassie gefdrbt. Pfeile markieren das heterolog ex-
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premierte Protein.

Spur 1: Proteinstandard Merck VIII (siehe Abb. 26)
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ll!
G
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: "y 30kDa  Spur 2: Zellhomogenat vor der Induktion
S -
- Spur 3: Zellhomogenat nach 2.5 Std Induktion mit IPTG
. Spur 4: Zellsuspension-Uberstand (US)
Spur 5: Zellsuspension-US nach 30 min Inkubation bei 85°C

Nach der Induktion der Expression enthielt die 16sliche Fraktion zwei Banden mit der zu er-
wartenden molekulare Masse von ca. 70 und 50 kDa (sieche Abb. 38). Die 40 und 30 kDa Pro-
teinbanden werden vermutlich durch inkorrekte Faltungen des unldslichen Proteins hervorge-
rufen (siche Abb 38). Die 16sliche Fraktion des Zellhomogenats wurde durch eine Ni**-
Chelat-Saule gereinigt. Das Fusionsprotein band an die Séule und wurde mit Imidazol eluiert.
Das Imidazol wurde durch Dialyse entfernt. Das heterolog expremierte S-Layer-Protein slmjl

wurde mit dem nativen S-Layer-Protein slmj1 verglichen (siche Abb. 39).

1 2 34 Abb. 39 Vergleich des nativen und des heterolog expremierten

S-Layer-Proteins slmj1.

Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (10%) getrennt und

mit Coomassie geférbt.

Spur 1: Bei RT vorliegendes S-Layer-Protein (20pug)

Spur 2: 2 min bei 99°C inkubierte S-Layer-Protein (20ug)
Spur 3: Proteinstandard Roti-Mark 10-150 (Roth)

A=150, B=100, C=80, D=60, E=40, F=30, G=20 kDa

L Spur 4: Gekochtes Eluat der Ni-NTA-Agarose-Saule Frak-
tion 2-6 (10png)
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Das heterolog expremierte Protein wies eine geringere apparente Molekularmasse auf, als das
urspriingliche S-Layer-Hiillprotein (siche Abb. 39 Spur 1-2). Das Fusionsprotein hatte eine
apparente molekulare Masse von 70 und 50 kDA. Fiir das S-Layer-Protein von Mcc. janna-
schii wurde eine apparente Masse von 80 und 50 kDa angegeben (AK¢A, 2000). Die beiden
anderen Faltungszustinde vom Fusionsprotein 40 bzw. 30 kDa wurden voraussichtlich durch
inkorrekte Faltungen vom unldslichem Protein (Inclusion body = EinschluBkoérperchen) des

Proteins hervorgerufen.

3.11 Eigenschaften des heterolog expremierten S-Layer-Proteins sImj1

Entsprechend wie beim nativen S-Layer-Protein slmjl wurde das heterolog expremierte S-
Layer-Protein slmjl verschiedenen ,,extremen* Bedingungen ausgesetzt und auf Konformati-
ons-Anderungen hin untersucht. Das Fusionsprotein wurde einerseits auf temperaturbedingte

und anderseits auf pH-abhédngige Faltungszustinde untersucht.

Durch schrittweise Erh6hung der Temperatur um 5 °C wurde im Temperaturbereich von 25-
55 °C eine Konformations-Anderung bei dem Protein festgestellt (siche Abb. 40). Ab einer
Temperatur von 40 °C entstand ein neuer Faltungszustand mit einer apparenten Molmasse
von 70 kDa. Mit fortschreitender Temperaturerh6hung wurde dieser Faltungszustand verstarkt

(siehe Abb. 40 Spur 5-8).

25 30 35 40 45 50 SE==1
150

100
80

60 ' 4«— 70kDa
40

30

20

Abb. 40 Vergleich des heterolog expremierten S-Layer-Proteins simjl im Temperatur-

bereich 25-55°C.

Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (10%) getrennt und mit Coomassie gefarbt.

Heterolog expremierte S-Layer-Protein mit schwarzem Pfeil gekennzeichnet
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Spur 1: Proteinstandard Roti-Mark 10-150 (siche Abb. 40)

Spur 2-8: heterolog expremiertes S-Layer-Protein (10 pg) in Temperaturbereich 25-
55°C

AuBler der Temperatur wurde auch der Einfluss des pH-Werts auf die Proteinkonformation
untersucht. Das heterolog expremierte S-Layer-Protein slmjl wurde bei Raumtemperatur im
pH-Bereich von 2-9 inkubiert. Bei allen pH-Bereichen wurden zwei apparente Proteinmassen
von 50 und 40 kDa ermittelt (siche Abb. 41). Nur im leicht sauren pH von 2-5 wurde ein Pro-

teinfaltungszustand mit einer apparenten Masse von 70 kDa festgestellt (siche Abb. 41 Spur
2-5).

le % % j 2 2 ; ' % <9) Abb. 41 Vergleich der Proteinkonformation
igg - des heterologen S-Layer-Proteins slmjl un-
80 ter dem Einfluss verschiedener pH-Werte.
@;) o B Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (10%)
&9 : " y getrennt und Coomassie gefdarbt. PH-Werte rot
0 beschriftet

20

Spur 1: Proteinstandard Roti-Mark 10-150 (siche Abb. 39)

Spur 2-9: heterolog expremiertes S-Layer-Protein slmj1 (10 pg) in pH-Bereich 2-10

Immunologischer Nachweis des S-Layer-Proteins simj1

In Kaninchen wurde das Antiserum gegen das S-Layer-Protein slmjl aus Mcc. jannaschii
generiert. Der Nachweis der Spezifitit der Primérantikdrper-Bindung am S-Layer-Protein
slmj1 erfolgte im Dot- und Western-Blot mit Phosphatase-konjugierten Sekundarantikorper.
AuBlerdem wurde durch indirekte Immunfluoreszenz die Primérantikorper-Bindung an der
Zelloberflache einzelner Bakterien mittels fluoreszenzmarkierten Sekundirantikérpern nach-

gewiesen (nicht gezeigt).
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3.12 Dot-Blot Analyse

Nach punktformigem Auftragen von Proteinldsungen auf eine Membran wurde qualitativ und
quantitativ die Bindung vom Primérantikorper gegen das hyperthermophile S-Layer-Protein
slmj1 tberpriift. Der Immunkomplex aus Primérantikérper und Protein (Antigen-Antikorper-
Komplex) wurde durch die Bindung vom Enzym-markierten Sekundirantikorper gegen das
Kaninchenantigen detektiert. Das native und heterolog expremierte S-Layer-Hiillprotein slmj1
zeigten eine spezifische Immunreaktion mit dem Primérantikorper slmj (sieche Abb. 42 Spur
1-2). Der Primédrantikorper slmj bindet mit dem nativen und heterologen S-Layer-Protein aus

Mecec. jannaschii (siehe Abb. 42 Spur 1,2).

Abb. 42 Immunologischer Nachweis des
nativen und heterolog expremierten S-

Layer-Proteins slmj1 durch Dot-Blot.

Primérantikorper slmj1

Spur 1: S-Layer-Protein slmj1 von Mcc. jannaschii 1ng
Spur 2: heterolog expremiertes Protein slmjl 1,1pg

Spur 3: Membranprotein-Extrakt Corynebacterium glaucum
Spur 4: Ovalbumin 1ug

Spur 5: Albumin FV, 10pg

Spur 6: S-Layer-Protein B. fusiformis B3, 2,2 ng

3.13 Western-Blot Analyse

Durch Transfer von gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteinen auf eine Membran wurde
mit Hilfe von Enzym-markierten Antikorpern das S-Layer-Protein slmjl sichtbar gemacht.
Nach dem Vergleich des Kontrollgels (sieche Abb. 43A) mit dem Western-Blot (siche Abb.
43B) konnte eine hohe Spezifitit der Bindung des Primérantikorpers slmj mit dem Antigen
(S-Layer-Protein slmj1) nachgewiesen werden (siche Abb. 43 Spur 2). Aulerdem wurde die
Identitit des heterolog expremierten Proteins als S-Layer-Protein bestitigt (sieche Abb. 43
Spur 3).
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Abb. 43 Vergleich der deckungsgleich aufgetragenen und gelelektrophoretisch aufge-

trennten Proteine vor und nach dem Transfer auf eine Membran.

Die Proteine wurden durch SDS-PAGE (10%) getrennt. Stern markiert Di- und Tri-
merbildung vom S-Layer-Protein slmjl. Native und heterologe S-Layer-Protein mit

rotem Pfeil markiert.
A) Coomassie gefarbte Proteine.

B) Auf eine Membran transferierte Proteine, mit Enzym-markiertem Antikorper

visualisiert (Western-Blot).
Spur 1: Proteinstandard Precision Plus Protein (Roth)
Spur 2: S-Layer-Protein slmj1 von Mcc. jannaschii, 2 pg
Spur 3: heterelog expremiertes S-Layer-Protein slmj1, 20 pg
Spur 4: Membranprotein-Extrakt Corynebacterium glaucum
Spur 5: Ovalbumin, 20pg
Spur 6: Albumin, 20ug
Spur 7: S-Layer-Protein von B. fusiformis B3, 11ug
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene S-Layer-Proteine von Prokaryoten aus den Doménen
der Bacteria und Archaea zu vergleichen und auf charakteristische Eigenschaften hin zu un-
tersuchen. Hierfiir wurden die methanogenen Archaeen aus der Ordnung Methanococcales,
die unter mesophilen, thermophilen und hyperthermophilen Bedingungen leben, untersucht.
Von den Bakterien wurden mesophile und thermophile Vertreter aus der Familie der Bacilla-
ceae verwendet. Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die heterologe Proteinexpression des

S-Layer-Hiillproteins des hyperthermophilen Methanocaldococcus (Mcc.) jannaschii.

4.1 Isolierung und Charakterisierung der S-Layer-Proteine aus der Ordnung

Methanococcales

Die S-Layer-Proteine von M. vannielii, Mth. thermolithotrophicus und Mcc. jannaschii wur-
den einige biochemische und molekulargenetische Eigenschaften analysiert. Zuerst wurde die
Aufreinigung des S-Layer-Proteins optimiert und die gereinigten Proteine durch N-terminale
Sequenzierung nach Edman (EDMAN & BEGG, 1967) bestimmt (CLAUS ef al., 2001; AKCA et
al., 2002).

Aus der Ordnung Methanococcales wurde der Stamm Mt. igneus DSM 5666 aus dem hy-
perthermophilen phylogenetischen Ast untersucht. Das S-Layer-Hiillprotein wurde nicht nur
zellulédr, sondern auch extrazelluldr im Kulturmedium nachgewiesen. Eine Ausscheidung des
S-Layer-Proteins in das Wachstumsmedium wurde vorher bereits bei M. vannielii, Mth. ther-
molithotrophicus und Mcc. jannaschii gefunden (CLAUS et al., 2001; AKCA et al., 2002) und
bei einigen Bakterien beschrieben: Clostridium thermosulfuricum, Clostridium thermosaccha-
rolyticum (SLEYTR & GLAUERT, 1976), Acinetobacter sp. (THORNE et al., 1976), Caulobacter
crescentus (SMIT et al., 1981), Bacillus thuringiensis (LUCKEVICH & BEVERIDGE, 1989), Ae-
romonas salmonicida (GRIFFITH & LUNCH, 1990), Bacillus brevis (ADACHI et al., 1991), Ba-
cillus stearothermophilus (BREITWEISER et al., 1992) und Bacillus anthracis ( ETIENNE-
TOUMELIN ef al., 1995). Charakteristisch fiir die Bacillaceaen ist es, dass nur in der logarith-
mischen Wachstumsphase verstirkt S-Layer gebildet und in der spéten exponentiellen bzw.
frithen stationdren Phase in das Wachstumsmedium ausgeschieden wird (SLEYTR & GLAUERT,
1976).

Untersuchungen iiber Codon-Usage, Ribosomenbindungsstellen und Promotorstrukturen ver-

schiedener S-Layer-Gene zeigten eine Anpassung an eine hohen Transkriptions- und Transla-
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tionsrate der Proteine (BOOT & POUWELS, 1996). Die Ausscheidung der S-Layer-Proteine in
das Kulturmedium bei der Ordnung Methanococcales lisst sich durch eine Uberproduktion
und keinesfalls durch Zelllyse erkldren. Protoplasten von Methanococcus voltae bauten inner-
halb von 60 Minuten ihre S-Layerschicht auf, obgleich die mittlere Generationszeit 16 Stun-

den ist (PATEL et al., 1993; FIRTEL et al., 1995).

Fir Mt. igneus wurde fiir das S-Layer-Protein nach SDS-PAGE eine apparente molekulare
Masse von 70 kDa nachgewiesen. Die Isolierung des zelluldren und extrazelluldren Proteins
erfolgte durch préparative isoelektrische Fokussierung. Die N-terminale Proteinsequenz des
zelluldren S-Layer-Hiillproteins von Mt. igneus war durch Edman-Methode nicht ermittelbar.
Dies deutet voraussichtlich daraufhin, dass das Protein N-terminal maskiert (z.B. methyliert)
vorliegen konnte. Deshalb wurde das extrazelluldre S-Layer-Protein aus dem Kulturfiltrat
isoliert, um wie bei Mcc. jannaschii die N-terminale Proteinsequenz nachzuweisen (AKCA et
al., 2002). Dennoch war es nicht moglich, die N-terminale Sequenz proteinchemisch zu ermit-

teln.

Die Gensequenz von Mt. igneus wurde durch die Verwendung von Primerpaar MJ3SL/
MJ4SL mit der Drei-Schritt-PCR erhalten. Die Gensequenzen von M. vannielii und Mth. ther-
molithotrophicus wurden N- und C-terminal mit der Zwei-Schritt-PCR vervollstandigt (AKCA
et al., 2002). Basierend auf der Gensequenz umfasst das S-Layer-Protein von Mt. igneus 519
Aminosduren, von Mth. thermolithotrophicus 559 Aminosduren und von M. vannielii 566
Aminosduren (Tab. 12). Die S-Layer-Proteine aus der Ordnung Methanococcales weisen ge-
méB, der Primérsequenz eine molekulare Masse von 55669 bis 60547 Dalton und einen isoe-
lektrischen Punkt von 4,15 bis 4,68 auf. Obwohl keine Glykolisierung mit der Periodsédure-
Schiff-Reaktion (PAS) detektierbar war, wurden fiir die Primdrsequenzen der S-Layer-
Proteine von Mcc. jannaschii und Mt. igneus sieben potentielle N-glykosidische Bindungs-
stellen (Sequonstruktur: Asn-Xaa-Ser/Thr; Xaa nicht Pro oder Asp) nachgewiesen. Fiir die S-
Layer-Hiillproteine der mesophilen Stamme M. voltae und M. vannielii wurden zwei bzw.
keine Sequonstrukturen angegeben. Deshalb wurde das S-Layer-Protein von Mcc. jannaschii
mit einem sensitiveren Enzym-Immunoassay auf kohlenhydrathaltige Seitenketten hin unter-
sucht und eine Glykolisierung detektiert. Nach vorherigen S-Layer-Proteinstudien mit Mcc.
jannaschii, Mth. thermolithotrophicus and M. vannielii wurden keine zuckerhaltigen Seiten-
ketten durch PAS-Férbung nachgewiesen (NUBER & KONIG, 1986). Dass die Proteine der Me-
thanokokken auch kohlenhydrathaltige Seitenketten besitzen konnen, zeigt das Flagellin-
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Protein von Methanococcus maripaludis, welches mittels PAS-Féarbung als Glykoprotein be-

stimmt wurde (JARRELL ef al., 1996).

Die Sequenzen (Programm Blast 2) der einzelnen S-Layer-Proteine aus der Ordnung Metha-

nococcales zeigten hohe Ahnlichkeiten zueinander (siehe Tab. 16).

Tab. 16 Vergleich der Aminosiuresequenz-Ubereinstimmung (%) der S-Layer-Proteine

aus der Ordnung Methanococcales

Spezies mit S-Layer-Protein | M. vannielii M. voltae Mth. thermolithotrophicus Mcc. jannaschii Mt. igneus
M. vannielii 47 49 44 31

M. voltae 44 48 38 31
Mth. thermolithotrophicus 49 50 53 40
Mecec. jannaschii 44 40 53 35

Mt. igneus 35 34 43 39

Das S-Layer-Protein von Mth. thermolithotrophicus wies eine etwa 50 %ige Ubereinstim-
mung mit den mesophilen und hyperthermophilen S-Layer-Proteinen (Ausnahme M¢. igneus)
auf (siche Tab. 16). Dies deutet vielleicht daraufthin, dass das thermophile S-Layer-Protein
eine Ubergangsform darstellt. Fiir die Proteine aus der Ordnung der Methanococcales wird
ihre Evolution aus einem hyperthermophilen Vorfahren angenommen (KESWANI ef al., 1996;

MCDONALD et al., 1999; CLAUS et al., 2002).

Die meisten S-Layer-Proteine enthalten eine N-terminale Leadersequenz, die zur Ausschei-
dung durch die Zellwand benétigt wird (BOOT & POUWELS, 1996; FERNANDEZ & BERENGUER,
2000; SARA & SLEYTR, 2000). Diese Signalpeptide weisen eine Sequenz von 19 (4eromonas
hydrophila) bis 34 Aminosduren (Haloferax volcanii) auf. Die Abspaltung von dem Vorldu-
ferprotein erfolgt meistens durch eine spezifische Peptidase (NG & JARRELL, 2003). Die Lea-
dersequenz der S-Layer-Proteine aus der Ordnung Methanococcales (siche Abb. 19) besteht
aus 28 Aminoséuren und weist eine Sequenz-Ubereinstimmung von ca. 68% auf. Dies deutet
auf eine konservierte Anordnung im Leaderpeptidaufbau hin (AKCA ef al., 2002). Die Leader-
sequenz setzt sich aus einer geladenen, hydrophoben und polaren Region zusammen (VON

HEUNE, 1985; NIELSEN ef al., 1997). Im polaren N-terminalen Bereich, bestehend aus acht
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Aminosduren, war die Aminosduren Lysin verstarkt vertreten. Der hydrophobe Kern des Lea-
derpeptids setzt sich aus 13 und die polare Region aus sieben Aminosiduren zusammen. Am
geladenen C-Terminus erfolgt nach einem Alaninrest die Aminosdurespaltung des Leaderpep-

tids (NIELSEN et al., 1997).

Bei dem Vergleich der S-Layer-Proteine von mesophilen, thermophilen und hyperthermophi-
len Vertretern der Ordnung Methanococcales traten in der Aminosdure-Zusammensetzung
zwei deutliche Unterschiede auf. Zum einem kennzeichnet die beiden hyperthermophilen S-
Layer-Hiillproteine (Mcc. janaschii und Mt. igneus) das Vorhandensein von Cystein und zum
anderem eine Abnahme im Alanin-Gehalt (Tab. 12). Die beiden Cysteine liegen bei Mcc. jan-
naschii N-terminal und bei Mzt. igneus sowohl N-terminal und als auch C-terminal in der Pro-
teinsequenz. Das Vorhandensein von schwefelhaltigen Aminosduren besonders von Cystein
ist bei S-Layer-Proteinen im Allgemeinen gering (SLEYTR, 1997; SARA & SLEYTR, 2000). Nur
bei den methanogenen hyperthermophilen Archaeen Methanothermus fervidus, Metha-
nothermus sociabilis, Mcc. jannaschii, Mt. igneus und aus dem neuen Phylum der Nanoar-
chaeota bei Nanoarchaeum equitans Kin4-M wurden mehrere Cysteine in der Proteinsequenz
ermittelt. AuBerdem war bei den (hyper)thermophilen S-Layer-Hiillproteinen eine Zunahme
an basischen Aminoséduren und eine Verminderung der nichtpolaren Aminosduren gegeniiber

den mesophilen S-Layer-Proteinen nachweisbar (siehe Tab. 17; AKCA et al., 2002).

AuBler den aufgefiihrten Vertreter der Methanococcales, wurden alle bekannten archaebakte-
riellen S-Layer-Proteine von (hyper)thermophilen und mesophilen Spezies miteinander in
threr Aminosdure-Zusammensetzung verglichen (siehe Tab. 17). Allgemein sind die S-Layer-
Hiillproteine in ihrem Aufbau durch einen hohen Anteil an nichtpolaren Aminosduren und
einen niedrigen Gehalt von basischen Aminosduren charakterisiert. Alle (hyper)thermophilen
S-Layer-Hiillproteine weisen gegeniiber den mesophilen eine Zunahme von geladenen und
Abnahme von polaren Aminosduren auf (siche Tab. 17). In Sequenzvergleichen der archae-
bakteriellen S-Layer-Proteine wurden Homologien der Hiillproteine zueinander nachgewie-
sen. Anhand der ermittelten Ahnlichkeiten wurden die Hiillproteine in vier Gruppen unterteilt
(CLAUS et al., 2001; CLAUS et al., 2002; AKCA et al., 2002). Nach folgenden Gemeinsamkei-
ten und Eigenschaften wurden die S-Layer-Proteine in die vier Gruppen eingeteilt: Aminosiu-
resequenz-Ubereinstimmung, Aminosiure-Zusammensetzung, transkriptionelle und translati-
onelle Erkennungsregion und Leadersequenzidentitit. In der vierten Gruppe sind alle S-
Layer-Proteine zusammengefasst, die keine Gemeinsamkeiten zu den S-Layer-Hiillproteinen

aus der Gruppe I-1II aufzeigen.
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Tab. 17 Eigenschaften der archaebakteriellen S-Layer-Proteine
Spezies Wachstumstemperatur Aminosiure-Zusammensetzung Hydropathizitic’ Isoelektrischer | Primérsequenz | Molekulargewicht® | Accession
) Unpolar® | Polar | Sauer’ | Basisch® Punkt® (pI) | (Aminoséuren) (Dalton) Nummer®
Methanococcus vannielii 37 52.8 24.4 14.3 8.2 0.088 4.29 566 59064 AJ308553
Methanococcus voltae 37 48.5 242 18.6 8.6 -0.091 4.15 565 59707 M59200
Methanothermococcus 65 485 | 235 [ 179 | 101 -0.079 430 559 59.225 AJ308554
thermolithotrophicus
Methanocaldococcus jan- 85 450 | 233 | 205 | 112 -0.296 427 558 60547 AJ311636
naschii
Methanotorris igneus 88 47.2 259 15.4 11.1 -0.157 4.68 519 55669 AJ564995
Pyrocoocus abyssi 97 48.3 26.0 15.0 10.7 -0.119 4.68 604 65985 CAB49670
Pyrococcus horikoshii 95 453 24.1 18.2 12.3 -0.308 4.62 236 26128 BAA30501
Methanosarcina acetivo- 37-40 42.1 38.8 10 9 -0.193 5.15 557 62086 AAMO04705
rans C2A
Methanosarcina mazei 37 40.2 46.8 5.2 7.7 -0.315 8.9 652 68878 X77929
Methanobakterium ther- 65 465 | 394 | 6.1 7.9 -0.086 8.75 574 61922 AAB85224
moautotrophicum
Methanothermus fervidus 85 43.7 36.9 9.1 10.2 -0.236 8.47 593 65481 X58297
Methanothermus sociabilis 85 43.4 37.3 9.1 10.2 -0.245 8.47 593 65503 X58296
Halobacterium halobium 37 40.6 334 21.6 4.4 -0.543 3.60 852 89814 J02767
Haloferax volcanii 37 43.0 352 19.0 2.7 -0.275 3.44 827 85189 Mo62816
Haloarcula japonica 37 43.0 30.2 23.5 32 -0.462 3.40 862 89814 D87290
Nanoarchaeum equitans 88 429 31.5 11.0 14.4 -0.294 9.10 401 46681 NP_941609
Euryarchaeate 37F11 nicht bestimmt 43.9 34.9 15.3 5.8 -0.154 4.10 564 61747 AAF97179
Staphylothermus marinus 92 47.6 37.5 19 2.7 0.169 4.44 1524 166325 S68553

* mol (%) ermittelt nach KARLSON et al. (1994) ® ermittelt nach ProtPram ¢ Datenbank EMBL
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Gruppe I  Ordnung Methanococcales und Gattung Pyrococcus
Gruppe Il  Gattung Methanosarcina, Methanobakterium und Methanothermus
Gruppe I Gattung Halobacterium, Haloferax und Haloarcula
Gruppe IV Gattung Nanoarchaeum, Staphylothermus und Euryarchaete-Klon

Zur Uberpriifung thermophiler Eigenschaften wurden die Primirsequenzen der S-Layer-
Proteine von Methanococcus (M.) voltae und M. vannielii (mesophil), Methanothermococcus
thermolithotrophicus (thermophil) und Methanocaldococcus jannaschii und Methanotorris
igneus (hyperthermophil) auf Unterschiede hin untersucht. Wihrend archaebakterielle S-
Layer-Proteine im Allgemeinen vorwiegend durch nicht geladene Resten charakterisiert sind,
zeigte die Uberpriifung der Aminosiure-Zusammensetzung, dass thermophile und hyperther-
mophile Methanokokken einen gesteigerten Gehalt an geladenen Resten aufwiesen. Die glei-
che Tendenz wurde auch fiir andere (hyper)thermophile Spezies beschrieben (CLAUS et al.,
2002). Eine Ausnahme bilden die hyperthermophilen S-Layer-Proteine von Methanothermus
(Mts.) fervidus und Methanothermus sociabilis die einen hoheren Gehalt an Asparagin anstatt
Asparaginsdure aufweisen (BROCKL et al., 1991). Fiir die Thermostabilitit der Proteine wur-
den extrinsische Modifikationen (z.B. Glykosilierung), kovalente Querverbindungen oder
Salzbriickenbindungen erértert (ENGELHARDT & PETERS, 1998, VIEILLE & ZEIKUS, 2001).
Nach Datenbankanalysen der Peptidsequenz der S-Layer-Proteine aus der Ordnung Methano-
coccales wurden theoretische N-glykosidische Bindungsstellen ermittelt. Diese nahmen von
den hyperthermophilen zu den mesophilen Spezies ab. Deshalb wurde das hyperthermophile
S-Layer-Protein von Mcc. jannaschii mit sieben potentiellen N-glykosidischen Bindungsstel-
len experimentell auf Glykosilierung hin untersucht. Die Ergebnisse bestétigten die theoreti-
sche Annahme (sieche Abb. 13). Es wurden nur bei wenigen S-Layer-Proteinen kohlenhydrat-
haltige Seitenketten wie z.B. bei Mts. fervidus (BROCKL et al., 1991; KARCHER et al., 1993),
Mts. sociabilis (BROCKL et al., 1991), Sulfolobus spp. (GROGAN, 1989), Staphylothermus ma-
rinus (PETERS et al., 1995), Geobacillus (Gb.) stearothermophilus ATCC12980 (EGELSEER et
al., 2001) und Gb. stearothermophilus NRS 2004/3a (SCHAFFER et al., 2002) experimentell
nachgewiesen. Demnach konnte der Zuckeranteil vom S-Layer-Hiillprotein von Mcc. janna-
schii bei der Ausbildung der Thermostabilitit eine gewisse Rolle spielen. Ein hiufig disku-
tierter Faktor der Thermostabilitdt von Proteinen ist die Ausbildung von Salzbriicken. So wei-
sen die thermophilen und hyperthermophilen Spezies einen hoheren Anteil an geladenen Res-

ten als die mesophilen auf. Fiir hyperthermophile Proteine von Pyrococcus furiosus wurden



4 Diskussion 107

Netze von in einander gebundenen Salzbriicken beschrieben (YIP ef al., 1995). Aufgrund der
Ladungszunahme konnte die Thermostabilitit der S-Layer-Hiillproteine bei hohen Tempera-
turen auf gesteigerte Salzbriickenbindungen beruhen. Salzbriickenbindungen sind wichtig fiir
die S-Layer-Stabilitit bei extrem halophilen (SUMPER, 1993) und anderen Bakterien (SARA &
SLEYTR, 1987). Auch von anderen Autoren (VOGT et al., 1997; HANEY et al., 1999; Ll et al.,
2000, CHRISTODOULOU & VORGIAS, 2002) werden Salzbriicken fiir die Ausbildung der Ther-
mostabilitdt von thermophilen Proteinen diskutiert. Ein umfassender Vergleich thermophiler
und mesophiler Proteine offenbarte ebenfalls einen Anstieg von geladenen Resten in ther-
mophilen Sequenzen (CAMBILLIAU & CLAVERIE, 2000; DAS & GERSTEIN, 2000, VIEILLE &
ZEIKUS, 2001). AuBBer der allgemeinen Aminosdure-Zusammensetzung konnen auch einzelne
Aminosduren wie z.B. Cystein die Stabilitit eines Proteins erhohen. Die beiden Cysteine in
der Peptidsequenz der hyperthermophilen S-Layer-Proteine von Mcc. jannaschii und Mz.
igneus konnten durch Disulfidbindung eine zusitzliche Proteinstabilisierung bei hohen Tem-
peraturen bewirken. Cystein wurde interessanter Weise bei allen thermophilen Spezies gefun-
den (CLAUS ef al., 2002). AuBBerdem weisen die hyperthermophilen S-Layer-Hiillproteine der
methanogenen Spezies einen hoheren Gehalt an -Faltblattstrukturen gegeniiber den mesophi-
len S-Layer-Hiillproteinen auf, die ihnen ebenfalls eine Thermostabilitit verleiht (BROCKL et
al., 1991). Weitere Faktoren die in der Literatur fiir die Thermostabilisierung bei intrazelluli-
ren Proteinen diskutiert werden, sind kompatible Solute, wie z.B. Mannosylglycerat und Di-

Glycerinphosphate (BORGES et al., 2002; SANTOS & DA COSTA, 2002).

Das hyperthermophile S-Layer-Protein slmjl von Mcc. jannaschii wurde auf Wechselwirkun-
gen mit verschiedenen Metall-Kationen, sowie Verhalten bei unterschiedlichen Temperaturen
und pH-Werten untersucht. Fiir das Hiillprotein wurde im Verlauf der Temperaturerh6hung
eine Verschiebung der apparenten molekulare Masse im SDS-Gel von 50 auf 80 kDa nach-
gewiesen (siche Abb. 13 Spur 3, 4). Bei der physiologischen Wachstumstemperatur von 85 °C
wies das S-Layer-Hiillprotein eine apparente Molmasse von 80 kDa auf. Ahnliche Beobach-
tungen wurden auch mit anderen Proteinen gemacht, z.B. fiir das Sporenprotein cotA aus Ba-
cillus subtilis (MARTINS et al., 2002). Im Verlauf der Temperaturerh6hung wurde eine Ver-
schiebung der apparenten molekulare Masse des cotA-Proteins von 30 auf 65 kDa nachgewie-
sen. Fir das Auftreten der beiden Konformationszustinde wurde angenommen, dass die 65
kDa und die 30 kDa Proteine vollstindig und unvollstindig entfaltete Formen des Enzyms
darstellen. Diese Folgerung konnte auch fiir das S-Layer-Protein slmjl zutreffen. Deshalb
wurde der Einfluss des pH-Werts auf die Proteinkonformation getestet. Bei Raumtemperatur

und einem pH-Bereich von 2-10 liegen normalerweise zwei Proteine mit einer apparenten
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Molmasse von 50 und 80 kDa vor. Nur im gemifigt sauren pH-Bereich 4-5 lag das S-Layer-
Protein nur als 50 kDa Proteinbande vor (siche Abb. 14). Dieser pH-Bereich entspricht dem

ermittelten isoelektrischen Punkt (pH 4,27) des Hiillproteins von Mcc. jannaschii.

Da die Proteinsequenz des S-Layer-Proteins von Mcc. jannaschii eine Calciumbindungsdo-
méne aufwies, wurde es mit verschiedener zweiwertigen Kationen auf Wechselwirkungen hin
untersucht. Uberraschender Weise konnte nur fiir Mangan ein Effekt festgestellt werden.
Nach der Hitzebehandlung des S-Layer-Hiillproteins mit unterschiedlichen Mangankonzent-
rationen konnte eine bevorzugte Stabilisierung der apparenten molekularen Masse von 50
gegeniiber 80 kDa aufgezeigt werden. Ab einer Konzentration von 5 mM verhinderte Mangan
die temperaturabhéngigen Konformationséinderung zum 80 auf 50 kDa. Dies konnte auch fiir
das Uberleben von Mcc. jannaschii in seinem urspriinglichen Biotop von Bedeutung sein.
Nach den Daten der chemischen Zusammensetzung des Wassers aus der Hydrothermalquelle
im ostpazifischen Riicken, liegt Mangan in einer Konzentration von etwa 1 mM vor. Es konn-
te sein, dass zweiwertige Kationen, (Mn”>")-Ionen, zur Stabilisierung bendtigt werden. Viel-
leicht beruht die Stabilisierung auf der Ausbildung von Salzbriicken. Fiir das heterolog ex-
premierte Enzym Amylopullanase von Pyrococcus furiosus wurde eine Férderung der Ther-
mostabilitit, Enzymaktivitit und Substrataffinitdt durch das zweiwertige Kation Ca**-Ionen
aufgezeigt (DONG ef al., 1997). Ab einer Konzentration von 5 mM verhinderte Calcium die
Konformationsédnderung bei 85 °C von 50 auf 90 kDa. Diese Thermostabilisierung durch das
zweiwertige Calcium forderte somit die Enzymaktivitidt der Amylopullanase. Aulerdem ver-
vierfachte sich die Halbwertszeit des Enzyms bei 90 °C von 11 auf 44 Stunden. Danach konn-
te auch das zweiwertige Mangan wie Calcium eine Thermostabilisierung des S-Layer-
Proteins von Mcc. jannaschii mit einer apparenten Molmasse von 50 kDa bewirken. Basie-
rend auf den Resultaten der Wechselwirkung des S-Layer-Hiillproteins mit Mn”", pH-Wert
und Temperatur, konnte gefolgert werden, dass das Protein mit einer apparenten Molmasse
von 50 kDa die tatsdchliche physiologische Konformation darstellt. Eine weitere Annahme
fiir die Konformationsidnderung des Proteins wire, dass das S-Layer-Protein vielleicht ein

flexibles Protein darstellt.

Zur Analyse und dem Vergleich der Expressionsbereiche wurden die mutmaBlichen Promo-
tor-, Shine-Daldarno-Regionen und der Translationsstartpunkt der S-Layer-Gene bestimmt.
Basierend auf Literaturdaten (THOMM, 1996) wurden fiir die transkriptionellen und translatio-
nellen Erkennungsregionen der Ordnung Methanococcales Signalsequenzen vorgeschlagen

(sieche Tab. 18). Die Promotorregionen (BRE-, TATA-Box und Transkriptionsstartpunkt) der
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Ordnung Methanococcales entsprechen grofitenteils der mutmallichen Konsensus-Sequenz

der methanogenen Archaeen (THOMM, 1996). Die Transkription wird vom Promotor durch die

jeweiligen Erkennungsregionen gesteuert. Die BRE-Box (transcription factor B recognition

element) wird vom Transkriptionsfaktor TFB erkannt, der einen TFB-BRE Komplex bildet

und die korrekte Positionierung der Transkriptionsfaktoren am Promotor unterstiitzt (THOMM,

2000). Die nachgeschaltete TATA-Box ist der entscheidende Impuls fiir die Promotorstirke,

die auch die Position der Transkriptionsstelle bestimmt (THOMM, 2000).

Tab. 18 Vorschlag fiir Promotorregion, Shine-Dalgarno-Region und Translationsstart

der S-Layer-Gene der Ordnung Methanococcales

Erkennungsregion Sequenz Position Konsensus-Sequenz"
Promotor
a. BRE-Box
Mccj -CGTAA- -33 bis -29 -CGAAA-
Mti -GGTAA- -35 bis -31
Mitct -GGAAA- -35 bis -31
My -GGAAA- -40 bis -36
Mvo 1 -GGTAA- -34 bis -30
Mvo 11 -CGAAA- - 33 bis -29
b. TATA-Box
Mccj -TTTATATA- -26 bis -19 -AA/TT TATATA-
Mti -TTTATATA- -28 bis -21
Mitct -TATATATA- -28 bis -21
My -TATAATAA- -32 bis -25
Mvo 1 -TATATATA- -27 bis -20
Mvo 11 -AATAAAAA- -26 bis -19
c. Transkriptionsstart
Mccj -ATAC- 1 -A/T TGC-
Mti -ATCG- 1
Mitct -ATCC- 1
My -ATAC- 1
Mvo 1 -ATTT- 1
Mvo 11 -ATAC- 1
Shine-Dalgarno-Sequenz
Mccj -AGGTGAT- 33-39
Mti -AGGTGAT- 37-43
Mitct -AGGGTGA- 64-70
My -AGGTGAA- 60-66
Mvo 1 -AGGTGAA- 444-450
Mvo 11 -AGGTGAA- 204-210
Translationsstart
Mccj -ATG- 45
Mti -ATG- 49
Mitct -ATG- 77
My -ATG- 72
Mvo 1 -ATG- 456
Mvo 11 -ATG- 216
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Y THOMM (1996); Mccj - Methanocaldococcus jannaschii; Mti - Methanotorris igneus; Mtct -
Methanothermococcus thermolithotrophicus; Mv - Methanococcus vannielii; Mvo 1 und 1I -

Methanococcus voltae

Die S-Layer-Gene der hyperthermophilen Spezies von Mcc. jannaschii und Mt. igneus wiesen
eine hohe Ubereinstimmung in den transkriptionellen und translationellen Erkennungsregio-
nen zueinander und eine engere Anordnung der Gensequenzen im Genom auf (siehe Tab. 18).
Dies konnte vermutlich eine Anpassung des Genoms an extremen Temperaturen darstellen.
Nach dem Vergleich der Promotorregionen wurde folgende mutmalllichen Konsensus-
Sequenzen fiir die BRE-Box: -C/G G T/A AA-, die TATA-Box: -AA/TT TA AAA/TTT A-
und den Transkriptionsstartpunkt: -AT A/T/C T/C/G- ermittelt. Im Allgemeinen besitzen die
S-Layer-Gene der Ordnung Methanococcales nur einen Promoter, wobei fiir M. voltae ein

Tandempromotor beschrieben wurde (KANSY et al., 1994).

Die Ribosomenbindungsstelle befindet sich 3-9 Nukleotide stromaufwirts vom Translati-
onsstartpunkt (DALGAARD & GARRETT, 1993) und bindet an eine komplementére Region am
3'-Ende der 16 S ribosomalen RNA. Die Translation der S-Layer-mRNAs von Mcc. janna-
schii und Mth. thermolithotrophicus wurde vermutlich durch eine Folge von acht bzw. drei
Stopcodons beendet. Unter methanogenen Archaeen sind aufeinander folgende Stopcodons
relativ oft vertreten (DALGAARD & GARRETT, 1993). Nach dem Translationsende folgte eine
Poly A-/ Poly T-Sequenz die eine Haarnadelstruktur bildet, die die Transkription beendet.
Diese Haarnadelstruktur zeichnet sich durch lange, unregelméflige Wdolbungen und innere
Loops aus (DALGAARD & GARRETT, 1993). Die Haarnadelstrukturen fiir die S-Layer-

Gensequenz von Mcc. jannaschii und Mth. thermolithotrophicus entsprechen dieser Form.

4.2 Gen-Klonierung und Charakterisierung des heterolog expremierten S-

Layer-Proteins (sImj1)

Aus der Literatur sind nur wenige archaebakterielle S-Layer-Proteine bekannt, die durch Klo-
nierung analysiert wurden. So wurden die S-Layer-Gensequenzen von Methanococcus voltae
(DHARMAVARAN et al., 1991), Methanosarcina mazei S-6 (MAYERHOFER ef al., 1998), Me-
thanothermus fervidus und Methanothermus sociabilis (BROCKL et al., 1991) durch Klonie-
rung in E. coli erhalten. Mit dem auch in dieser Arbeit verwendeten Expressionsvektor

pET28a wurde das S-Layer-Mutantenprotein von Geobacillus stearothermophilus ATCC
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12980 erfolgreich integriert (EGELSEER et al., 2001). Das Gen fiir das unreife S-Layer-Protein
slmj1 von Mcc. jannaschii wurde iiber die Restriktionsschnittstellen Ndel/ Sall in den Expres-
sionsvektor pET28a kloniert. Dieses Konstrukt wurde in den Expressionsstamm E. coli BL21

(DE3) iiberfiihrt, welches dort zu einer stabilen Uberexpression fiihrte.

Das erhitzte Fusionsprotein wies eine apparente molekulare Masse von 70 und 50 kDa auf.
Die Ubereinstimmung des Fusionsproteins wurde mit einem polyklonalen Antikdrper gegen
das S-Layer-Protein slmjl aus Mcc. jannaschii iiberpriift. Eine hohe Bindungsspezifitit des
Antikorpers wurde mit dem Antigen (S-Layer-Protein slmjl) nachgewiesen. Fiir das Hiillpro-
tein von Mcc. jannaschii wurde eine apparente Molmasse von 80 und 50 kDa angegeben
(CLAUS et al., 2001; AKCA et al., 2002). Die Molekulargewichtdifferenz zwischen dem nati-
ven und heterolog expremierten S-Layer-Protein konnte einerseits durch Glykolisierung des
nativen Hiillproteins oder anderseits durch einen veridnderten Faltungszustand des Fusionspro-
teins bedingt sein. Fiir £. coli wird angenommen, dass im Allgemeinen an die Proteine keine
kohlenhydrathaltigen Ketten angebunden werden. Aber dennoch wurden bei E. coli drei gly-
kolisierte Proteine beschrieben (UPRETI ef al., 2003). Fiir das Hiillprotein von Mcc. jannaschii
wurden sieben potentiellen N-glykosidische Bindungsseiten gefunden. Experimentell wurde
fiir das S-Layer-Protein von Mcc. jannaschii eine Glykolisierung unterhalb von einem Prozent
detektiert. Nach diesen Resultaten sollte die vorliegende Differenz nicht nur auf einer Glyko-
silierung, sondern auf einer verdnderten Konformation des Fusionsproteins beruhen. Auf3er-
dem lag das Fusionsprotein in zwei weiteren Faltungszustinden mit einer apparenten moleku-
laren Masse von 40 und 30 kDa vor. Diese beiden Molekulargewichte werden vermutlich

durch inkorrekte Faltungen des unldslichen Proteins hervorgerufen.

Das heterolog expremierte S-Layer-Protein wurde auf Wechselwirkungen mit verschiedenen
chemischen Kationen und Reaktionen auf unterschiedliche Temperaturen und pH-Werte un-
tersucht. Fiir das Fusionsprotein wurde im Verlauf der Temperaturerh6hung eine Verschie-
bung der apparenten Molmasse von 40 auf 70 kDa nachgewiesen (siche Abb. 34). Das hetero-
log expremierte S-Layer-Protein wies eine temperaturbedingte frithere Konformationsénde-
rung als das native Hiillprotein slmjl auf. Dies deutet auf eine erh6hte Temperaturempfind-
lichkeit des Fusionsproteins gegeniiber dem nativen S-Layer-Proteins hin. AuBBerdem wurde
das inkorrekt gefaltete Protein durch die Temperaturerh6hung teilweise in den korrekten Fal-
tungszustand Uberflihrt. Konformationsdnderungen bei einer Temperaturerh6hung wurden
auch fiir das heterolog expremierte Enzym Amylopullanase von Pyrococcus furiosus be-

schrieben (DONG ef al.,1997). Auller der Temperatur wurde auch der Einfluss des pH-Werts
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auf die Proteinkonformation untersucht. Auch bei Raumtemperatur und bei leicht bis stark
sauren pH erschien der Proteinfaltungszustand mit einer apparenten molekularen Masse von

70 kDa (siehe Abb. 35).

Uberhaupt keinen Einfluss auf die Proteinfaltung des heterologen Expressionsproteins hatten
die zweiwertigen Kationen. Bei dem nativen S-Layer-Protein slmjl wurde mit Mangan ein
Zusammenhang aufgezeigt. Dies deutet darauthin, dass das Fusionsprotein bei extremen Tem-
peraturbedingungen die Proteinkonformation in die apparente Molmasse von 70 kDa &ndert.
Der Unterschied bei der Thermostabilisierung mit Mangan konnte auf der verdnderten Kon-

formation beruhen.

4.3 Isolierung und Charakterisierung der S-Layer-Proteine aus der Familie der

Bacillaceae

Die Hiillproteine aus der Familie der Bacillaceae wurden molekulargenetisch und protein-
chemisch charakterisiert und analog zu den Archaeen auf Unterschiede und Gemeinsamkeiten
untersucht. Fiir den Vergleich wurden zuerst die S-Layer-Gen- und Proteinsequenzen von
Bacillus (B.) sphaericus DSM 396, Geobacillus (Gb.) stearothermophilus DSM 2358, B. fusi-
formis B3 und DSM 2898T ermittelt. Bei Gb. stearothermophilus DSM 2358 wurde eine

Teilsequenz von 439 Aminosduren bestimmt.

Nach molekulargenetischen Analysen besteht das S-Layer-Protein von B. sphaericus DSM
396 aus 810 Aminosduren. Das Protein hat eine kalkulierte molekulare Masse von 85,5 kDa
und seinen isoelektrischen Punkt (pI) bei 5,56. Die meisten S-Layer-Hiillproteine bendtigen
eine N-terminale Leadersequenz zur Ausscheidung durch die Zellwand (BOOT & POUWELS,
1996, FERNANDEZ & BERENGUER, 2000; SARA & SLEYTR, 2000). Die Signalsequenz von B.
sphaericus DSM 396 besteht aus 31 Aminosduren. Danach besitzt das reife Hiillprotein einen
theoretischen pl von 5,27, der mit der in der Literatur beschriebenen pl von 5,35 iiberein-
stimmt (HASTIE & BRINTON, 1979). In der SDS-PAGE wies das Protein eine apparente Mol-
masse von ca. 120 kDa auf. Dieses Resultat entspricht Maldi-Messungen, nach denen das
Hiillprotein eine molekulare Masse von 126 und 106 kDa besitzt. Eine dhnliche Diskrepanz
zwischen den theoretischen und experimentellen Daten wurde fiir das S-Layer-Protein von
Bacillus thuringiensis Stamm 020 aufgezeigt. Das Protein hatte eine kalkulierte Masse von

87,2 kDa und eine belegte apparente Molmasse von 120 kDa (XU ef al., 2003). Um die Wi-
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derspriichlichkeit zwischen den theoretischen und experimentellen Daten von B. sphaericus
DSM 396 aufzukldren, wurde die Masse des Protein-Kristalls (Debaerdemaceker, Universitit
Ulm) tiberpriift. Eine mogliche Erklarung fiir die 85 kDa S-Layer-Kristallmasse wére eine
spétere Proteinverkiirzung. Nach der SDS-PAGE des Kristalls (Mutterlauge/Kristall) wurden
zwei Proteinbanden mit einer apparenten Molekularmasse von 85 und 35 kDa detektiert (sie-
he Abb. 20b). Nach Proteinsequenzierung wurden fiir beide Proteinbanden die Sequenz A-
PEAGAAAVKAVNNT ermittelt (sieche Tab. 10a). Mittels Sequenzvergleich wurde der N-
Terminus als Teilsequenz des S-Layer-Proteins von B. sphaericus DSM 396 bestimmt. Dies
deutet vermutlich auf eine Proteinabspaltung im Verlauf der Kristallisation hin. Eine
posttranslationelle Prozessierung wurde fiir die zwei S-Layer-Proteine von Clostridium diffi-
cile nachgewiesen. Aus einem gemeinsamen S-Layer-Vorldufergens wurden die zwei S-
Layer-Hiillproteine abgespalten (CALABI et al., 2001). Basierend auf diese Teilsequenz wurde
fiir das S-Layer-Hiillprotein eine theoretische Molmasse von 61,7 kDa bestimmt (ProtPram).
Dies deutet daraufhin, dass das Protein vermutlich als Dimer vorliegt. Zum anderem wurde
iiberpriift, ob die ermittelte Gensequenz ein zweites nicht detektiertes Hiillprotein codiert wie
in der Literatur fiir B. sphaericus WHO 2362 beschrieben (BOWDITCH et al., 1989). Bei die-
sem Stamm codiert das Gen 125 fiir das S-Layer-Hiillprotein mit einer Masse von 125 kDa,
wihrend das Gen 80 als stummes Gen vorliegt. Aulerdem wies dieser Genbereich iiberhaupt
keine Ribosomenbindungsstelle, N-terminale Leadersequenz oder SLH-Domine auf. Den-
noch hatte die Proteinsequenz von Gen 80 im Bereich von 13-618 Aminosauren eine 81 %ige
Ubereinstimmung mit der Proteinsequenz von Gen 125. Eine weitere Erklirung fiir die unter-
schiedlichen Massen konnte eine feste Bindung zwischen dem S-Layer-Protein und einem
anderem Protein sein. Fiir das S-Layer-Protein von Staphylothermus marinus wurde eine feste
Bindung mit einer Protease (STalk-assoziated ArchaeBacterial. Endoproteinase) nachgewie-

sen (MAYR et al., 1996; ENGELHARDT & PETERS, 1998).

Aus der Gattung Bacillus wurde eine die Subspezies B. fusiformis (Stimme: B3, DSM 2898T)
von B. sphaericus zur S-Layer-Genanalyse verwendet. Fiir das S-Layer-Hiillprotein von B.
fusiformis B3 und DSM 2898T wurde eine Primérsequenz von 575 bzw. 576 Aminosduren
ermittelt. Der Vergleich der Primér- und Gensequenzen der S-Layer-Proteine von B. fusifor-
mis B3 und DSM 2898T zeigte eine 95%ige Sequenz-Ubereinstimmung. Diese hohe Se-
quenzédhnlichkeit spiegelt die verwandtschaftliche Néhe der beiden Stimme wider. Nach ei-
nem Vergleich der 16S rRNA wurde eine phylogenetische Ubereinstimmung von 99% ermit-
telt. Ein dhnlicher Vergleich wurde mit den S-Layer-Genen aus der Familie der Lactobazillen

durchgefiihrt. Danach wurde fiir die Layer-Gene von Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
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slpA) und dem nahverwandten L. helveticus eine 80%ige Sequenz-Ubereinstimmung nach-
p

gewiesen (SLEYTR et al., 1999).

Die S-Layer-Proteinteilsequenz (1-576 AS) von B. sphaericus WHO 2362 wurde mit den bei-
den Hiillproteinen von B. fusiformis verglichen. Im N-terminalen Bereich der S-Layer-
Proteinsequenz (1-292 AS) von B. fusiformis B3, DSM 2898T und B. sphaericus WHO 2362
wurde eine Sequenzdhnlichkeit von 99,7% nachgewiesen, danach fiel im restlichen Teil der
Sequenz die Ubereinstimmung auf 42% ab. Ahnliche Resultate wurden bereits fiir die S-
Layer-Proteine von Geobacillus (Gb.) stearothermophilus PV 72/p6 (SbsA) und ATCC
12980 (SbsC) (JAROSCH et al., 2000) und Bacillus anthracis Ames fiir die Gene EA1 und Sap
(BAHL et al., 1997) erhalten. Fiir Gb. stearothermophilus wurde nach Sequenzvergleich der
Hiillproteine SbsA und SbsC N-terminal (31-270 AS) eine 85% und bei B. anthracis N-
terminal (1-200 AS) eine 66% Ubereinstimmung aufgedeckt.

Alignments der bekannten S-Layer-Proteine aus der Familie der Bacillaceae zeigten fiir alle
439 N-terminalen Aminoséuren, dass sie eine Sequenzihnlichkeit von 20 bis 30% zueinander
hatten (siehe Tab. 20). Eine Ausnahme bildeten die S-Layer-Proteine aus dem Stamm Geoba-
cillus stearothermophilus, die nur mit phylogenetisch nah verwandten Hiillproteinen eine sig-
nifikante Homologie aufwiesen (siche Tab. 20). Der N-Terminus der aufgefiihrten S-Layer-

Proteine stellt offensichtlich ein konserviertes Strukturelement dar.

Die S-Layer-Proteine von Gram-positiven Bakterien, wie z.B. aus der Gattung Bacillus wer-
den N-terminal durch SLH (S-Layer Homology)-Doménen charakterisiert. Fiir B. fusiformis
B3 (siche Abb. 44) und DSM 2898T wurden N-terminal drei SLH-Doménen ermittelt. Die
SLH-Doménen sind fiir die Verankerung des S-Layer-Proteins iiber nichtkovalente Bindun-
gen mit der darunter liegenden Zellgrenzfliche wie z.B. Peptidoglycan (SARA et al., 1998)
(MESNAGE et al., 2000) oder an ein sekundéres Zellwandpolymer (RIES et al., 1997; SARA et

al., 1998; ILK et al., 1999, JAROSCH et al., 2001) verantwortlich.

1h 100 200 300 00 00 575
_ *
SLH SLH SLH tLRHA_He_Ltrans|
Abb. 44 Schematische Darstellung der Gesamtsequenz des S-Layer-Proteins von B. fusi-
formis B3 mit den drei N-terminal vorliegenden SLH-Doméinen und einer Trans-

fer RNA-Methyltransferase Doméne (Blast Search).
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Nach Sequenzvergleichen von S-Layer-Proteinen aus Gram-positiven Bakterien wurde erst-
mals das Vorhandensein einer zellwandbindenden Domine durch FUJINO ef al. (1993) und
LuUPAS et al. (1994) vorgeschlagen. Die Autoren identifizierten ein Modul aus 55 Peptiden,
das 10-15 konservierte Aminosduren enthielt und als SLH-Doméne bezeichnet wurde. Bis
heute sind iiber 40 Proteine von Gram-positiven Bakterien und auch einigen Gram-negativen

Bakterien, mit einer bis drei SLH-Doménen, beschrieben (ENGELHARDT & PETERS, 1998).

Ein weiteres konserviertes Strukturelement ist das Signalpeptid, welches zur Ausscheidung
des S-Layer Proteins durch die Zellwand benétigt wird (BOOT & POUWELS, 1996; FERNANDEZ
& BERENGUER, 2000; SARA & SLEYTR, 2000). Fir B. sphaericus (P1, CCM 2177, WHO
2362) und B. fusiformis (B3, DSM 2898T) wurde jeweils eine identische N-terminalen Lea-
dersequenz von 30 Aminosduren nachgewiesen (siche Abb. 35a). Dies wiederum deutet auf
eine konservierte Entwicklung der Leadersequenzen zur Ausschleusung oder Durchtritt durch
die Zellwand hin. Das Signalpeptid vom B. sphaericus und B. fusiformis setzt sich ebenfalls
wie bei der Ordnung Methanococcales aus drei typischen Bereichen zusammen: eine polare
N-terminaler Bereich, einen hydrophoben Kern und ein positiv geladene C-terminale Region

(VON HEDNE, 1985; NIELSEN et al., 1997).

Anhand der Proteinsequenz wurde fiir die Hiillproteine von B. fusiformis B3 und DSM 2898T
eine theoretische Molmasse von 62 kDa nachgewiesen. Die theoretisch und experimentell
(120 kDa in SDS-PAGE) ermittelten molekulare Massen fiir die S-Layer-Proteine wiesen
gravierende Unterschiede auf. In MALDI-Messungen wurden fiir das Hiillprotein von B. fusi-
formis B3 Molmassen von 118,4 und 58,9 kDa ermittelt (siche Abb. 30). Letztere korreliert
sehr gut mit der theoretischen Molmasse von 58,9 kDa fiir das reife S-Layer-Protein von B.
fusiformis B3. Danach wiirde das Protein als Dimer bzw. Monomer vorliegen. Eine Dimeri-
sierung konnte durch kovalente bzw. nichtkovalente Bindungen erfolgen. Nach den vorlie-
genden Resultaten kann eine nichtkovalente Bindung ausgeschlossen werden, da im Verlauf
der Isolierung des S-Layer-Proteins eine solche Bindung aufbrechen wiirde. Allerdings koénn-
te das MALDI-Signal bei 58,9 kDa auch ein messtechnisches Artefakt darstellen (m/2). Eine
Dimerbildung wurde fiir das S-Layer-Protein aus Methanosarcina mazei S-6 liber Disulfid-

bindungen nachgewiesen (JING et al., 2002).

Die Sequenz-Ubereinstimmung zwischen den S-Layer-Proteinen von B. sphaericus (P1,
WHO 2362, CCM 2177) und B. fusiformis (B3, DSM 2898T) spiegelt sich auf der regulatori-
schen Genebene wider. Die Hiillproteine wiesen eine weitgehende Ubereinstimmung der

transkriptionellen und translationellen Erkennungsregionen auf (sieche Tab. 20). Die Promo-
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torregion umfasst drei spezifische Erkennungsregionen die durch die RNA-Polymerase er-

kannt werden; Upstream Promotor (UP) Element, -35-Box und Pribnow-Box (siche Abb. 45).

A

Promotorstruktur >

B. fusiformis DSM2898 T  ACTTT TATTCGAGAAAGCTATAAT ACA
B. fusiformis B3 --TTT TATTCGAGAAAGCTATAAT ACA
B. sphaericus WHO 2362 ---TT TATTCGAGAAAGCTATAAT ACA
B. sphaericus CCM 2177 —-—ATT TATTCAAGAAAGCTATAAT ACA
B. sphaericus Pl = —-=—— —mommmmm e GAAAGCTATAAT ACA

B Upstream Promotor Element
B -35-Box
E - 10-Box (Pribnow-Box)

Abb. 45 Promotorstruktur der S-Layer-Gene von B. fusiformis (DSM 2898T, B3) und B.
sphaericus (WHO 2362, CCM 2177, P1)

Stromaufwirts der -35-Box ist das UP-Element lokalisiert, das ein weiteres Bestandteil des
bakteriellen Promotors darstellt, der die Transkription durch Interaktion mit der o-
Untereinheit der RNA-Polymerase verstirkt (ESTREM et al., 1998). Das UP Element befindet
sich in einem AT-reichen Sequenzbereich zwischen -40 bis -60 mit 22 Nukleotiden. Fiir diese
Erkennungsregion wurde die Consensus Sequenz 5" nnAAA A/T A/T T A/T TTTTnnAA-
AAnnn 3" angegeben (ESTREM ef al., 1998; ROss et al., 1998). Die -10 - und -35-Box des
Promotors werden durch die o' -Unterheit der RNA-Polymerase erkannt (DOMBROSKI ef al.,
1992). Alle drei Erkennungsregionen gemeinsam steuern die Transkriptionsrate des S-Layer-
Proteins. Nach dem Vergleich der Promotorelemente wurden mutmaBlichen Konsensus-
Sequenzen fiir die - 35-Box -TGA A/T AT- und - 10-Box -TATAAT- ermittelt (siche Abb.
45). Nach den vorliegenden Daten besitzen die S-Layer-Gene von B. sphaericus (P1, WHO
2362, CCM 2177) und B. fusiformis (B3, DSM 2898T) nur einen Promotor zur Transkription.
Bei Lactobacillus brevis wurden fiir die Expression des S-Layergens zwei Promotoren nach-

gewiesen (KAHALA et al., 1997).

Aus dem thermophilen Ast der Familie Bacillaceae wurde fiir die Spezies Geobacillus stea-

rothermophilus DSM 2358 eine Teilsequenz von 439 Aminosduren des S-Layer-Proteins er-
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mittelt. Fiir die unvollstindige Proteinsequenz wurde ein alkalischer pl von 9,18 berechnet
(TIGR, Expasy). Ein dhnlich alkalischer pI wurde fiir die N-terminale Proteinsequenz (31-269
AS) des S-Layer-Proteins sbsD von Gb. stearothermophilus ATCC 12980/G" berechnet, wih-
rend die restliche Sequenz (270-903 AS) einen pl von 4,84 aufwies. Aullerdem besitzt das
Hiillprotein sbsD N-terminal einen hohen Aminosduregehalt an Lysin, Arginin und Tyrosin
(EGELSEER et al., 2001). Die gleiche Tendenz wurde auch fiir das S-Layer-Protein von Gb.
stearothermophilus DSM 2358 aufgezeigt. Die Hiillproteine von Gb. stearothermophilus und
Lactobacillus besitzen N-terminal keine SLH-Dominen (KUEN et al., 1997; JAROSCH et al.,
2000; SARA & SLEYTR, 2000). Die S-Layer-Hiillproteine sind stattdessen iiber die N-terminale
Proteinsequenz in dem darunter liegenden sekundére Zellwandpolymer verankert (EGELSEER

et al., 1998; JAROSCH et al., 2000, 2001).

DSM 2358 290 AS 149 AS
93,8% 22,5 %
NRS 2004/3a
93,4 % 14,0 %
ATCC 12980
< >
439 AS

Abb. 46 Schematischer Vergleich der S-Layer-Teilsequenzen von Gb. stearothermophilus
(DSM 2358, NRS 2004/3a, ATCC 12980).
Pfeil charakterisiert Ubereinstimmung zwischen zwei Stimmen in einem definierten
Aminosduresequenz-Bereich. Sequenzidentitéten in % angegeben; N-Terminale Prote-

insequenz griin; Leaderpeptid hellgriin schraffiert; C-Terminale Proteinsequenz weif3

Der Vergleich der unvollstandigen Aminosiuresequenz des Hiillproteins von Gb. stearother-
mophilus DSM 2358 mit anderen bekannten S-Layer-Proteinen unter Verwendung des Blast-
Programms ergaben eine Ubereinstimmung von etwa 94% in der N-terminalen Proteinse-

quenz (1-290 AS) mit Gb. stearothermophilus ATCC 12980 (SbsC) und NRS 2004/3a (siche
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Abb. 46). Eine 85%iger Ubereinstimmung im N-terminalen Bereich (31-270 AS) wurde be-
reits fiir die S-Layer-Proteine SbsA und SbsC von Gb. stearothermophilus PV 72/p6 und
ATCC 12980 nachgewiesen (JAROSCH et al., 2000). Dies deutet darauthin, dass die S-Layer-
Proteine von Gb. stearothermophilus DSM 2358, NRS 2004/3a, ATCC 12980 und PV 72/p6
funktionell identische N-terminale Doménen besitzen. AuBBerdem sind die Leadersequenzen
von Gb. stearothermophilus DSM 2358, NRS 2004/3a und ATCC 12980 zu fast 100 % iden-
tisch (sieche Abb. 35b). Die Gensequenz-Ubereinstimmung setzt sich in der transkriptionellen

und translationellen Erkennungsregion fort (sieche Tab. 21).

4.4 Vergleich der S-Layer-Proteine aus der Familie der Bacillaceae

Die bekannten und in dieser Arbeit ermittelten Gen- und Primérsequenzen der S-Layer-
Proteine aus der Familie der Bacillaceae wurden auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede hin
untersucht. Die Analyse der mesophilen und thermophilen S-Layer-Hiillproteine erfolgte un-
ter zwei Aspekten: Einerseits wurden die Proteine in Hinblick auf hitzeresistente Eigenschaf-
ten und anderseits auf phylogenetische Gemeinsamkeiten untersucht. Anhand des Vergleichs
der Aminosdure-Zusammensetzung der mesophilen und thermophilen S-Layer-Proteine wa-
ren keine temperaturbedingten Unterschiede nachweisbar. Andererseits weisen die Hiillprote-
ine aus der Familie der Bacillaceae charakteristische Eigenschaften bzw. Gemeinsamkeiten

auf.
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Tab. 19 S-Layer homologe Proteine aus der Familie der Bacillaceae

Aminosdureeigenschaften Primirsequenz | Molmasse® Isoelektrischer Leaderpeptid® SLH- Accession
Spezies Unpolar® | Polar® | Sauer® | Basisch® (Aminosiuren) (Dalton) Punkt® (Aminosduren) Doméine’ Nummer®
Bacillus (B.) cereus 39.9 37.5 | 10.2 124 577 64599 8.34 29 3 AAP07978
B. anthracis A- Plasmid 42.5 312 | 129 13.5 404 45044 6.3 29 3 AAD32358
mes Genom 47.7 275 | 124 12.2 862 91362 5.7 29 3 CAA68063
B. licheniformis NM 105 47.8 255 | 134 13.2 874 92735 571 29 3 JC4930
B. thuringiensies NRRL4045 47.4 24.1 | 147 13.7 821 87123 5.43 29 3 CAB63252
B. pseudofirmus OF4 47.8 349 | 10.6 6.6 931 96855 4.42 31 3 AAF68436
B sphaericus DSM 396 48.3 323 | 99 9.6 810 85509 5.56 31 1
CCM 2177 48.2 348 | 9.6 7.4 1268 132047 4.80 30 2 AAF22978
P1 48.6 329 | 105 8.3 1252 129935 4.85 30 3 CAA02847
WHO 2362 442 29.2 | 143 12.3 1176 125226 5.05 30 3 A33856
B. fusiformis B3 47.1 282 | 134 11.3 575 61874 5.01 30 3
DSM 2898T 47.4 27.7 | 13.2 11.4 576 62007 5.09 30 3
Geobacillus Stea- | ATCC 12980 46.3 305 | 11.6 114 1099 115395 5.72 30 0 AAC12757
rothermohilus
NRS 2004/3a 45.0 31.8 | 113 11.9 903 96640 6.67 30 0 AAL46630
DSM 2358%* 44.9 30.5 | 10.7 13.9 439 47082 9.18 30 0
PV 72 45.2 314 | 12.0 11.3 1228 131076 5.40 30 0 140468
Brevibacillus HDP31 41.0 277 | 172 14.0 1116 123397 4.85 53 2 A35129
brevis 47 40.6 24.6 | 20.0 14.6 1084 120768 4.65 24 2 A28555

* mol (%) ermittelt nach KARLSON et al. (1994) " ermittelt mit ProtPram tool ¢ mit SignalP (CBS) ¢ ermittelt nach NCBI Blast ¢ Datenbank EMBL *unvollstéindig
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Tab. 20 Vergleich der flbereinstimmung in der N-terminalen Proteinsequenz AS; 439 der S-Layer-Proteine aus der Familie der Bacillaceae

B. anthra- . . . . ) Brevibacillus
cis Bacillus B. sphaericus B. fusiformis Gb.stearothermophilus brevis
Spezies - -
lichini- thuriengien- | pseudo- DSM | CCM WHO DSM ATCC NRS DSM | PV
SAP | EAL | formis sis Sirmus | €U | 396 | o o0 | PLY 2362 | B3 2808T | 12980 | 20043a | 2358 | 72 | HDP3L |47
B. anthracis SAP - 45 43 45 30 26 22 26 | 26 22 24 23 37 27 22 - 25 20
EAl 43 - 79 48 27 26 29 32 33 25 26 28 - - - - 22 22
B. licheniformis NM 105 39 76 - 39 27 29 27 27 | 26 25 24 24 - - - - 21 22
B. thuriengiensis NRRL
4045 42 45 39 - 28 27 26 25 26 24 26 25 28 29 26 25 26 22
B. pseudofirmus OF4 26 40 28 28 - 31 28 34 33 29 30 28 - 33 28 - 26 25
B. cereus ATCC 14579 26 29 29 28 31 - 28 39 37 37 37 37 - - - - 24 23
B .sphaericus DSM
396 20 27 29 25 28 29 - 30 | 38 30 30 30 - - - - - -
CCM
28 29 26 26 26 39 42 - 71 57 57 56 - - - - 27 25
2177
P1 25 28 28 25 33 37 39 67 - 56 45 44 - - - - 27 23
WHO
2362 24 26 24 25 31 37 30 62 63 - 69 69 - - 23 - 28 26
B. fusiformis B3 24 26 31 26 32 37 30 62 63 69 - 86 - - 24 - 28 26
DSM
2808T 23 26 31 26 30 37 30 62 63 69 86 - - - 22 - 28 26
Gb. stearother- | ATCC
mophilus 12980 38 - - 32 - - - - - - 35 - - 63 60 55 - -
NRS
2004/3a 27 - - 31 33 - - - - 22 25 22 59 - 51 51 - -
DSM
2358 - - - 25 - - - - - 22 23 22 71 54 - 46 - -
PV 72 - - - - - - - - - - 32 28 61 60 57 - - -
Brevibacillus HDP 31 20 22 22 24 23 24 28 27 | 27 22 25 24 - - - - - 77
brevis 47 20 | 23 23 23 25 26 - 25 (24| 23 |24 24 - - - - 74 -

Alignment von Primirsequenzen AS, 430 (Blast 2.0, Tatusova & Madden 1999); Ubereinstimmungsdaten in %; - = keine signifikante Homologie
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Fiir die vorliegenden S-Layer-Hiillproteine der Bacillaceae wurden Signalpeptide von 29-31
Aminosduren ermittelt, auBer fiir Brevibacillus brevis 47 und HDP 31 (24 und 53 AS). N-
terminal wurden 1-3 SLH-Doméinen nachgewiesen (siche Tab. 19). Ihre relative molekulare
Masse liegt bei 60 bis 132 kDa, der pl zwischen 4 und 7. AuBer der Primérsequenz wurden
auch die transkriptionellen und translationellen Erkennungsregionen der S-Layer-Gene mit-
einander verglichen (sieche Tab. 21). Die Daten aus Peptidanalysen und Sequenzvergleichen
der Hiillproteine zeigten N-terminal Homologien zwischen den einzelnen Proteinen auf. Nach
dem Sequenzvergleich weisen die S-Layer-Proteine von B. fusiformis B3 und DSM 2898T
eine 95%ige (1-575 AS), Gb. stearothermophilus ATCC 12980, 2004/3a, DSM 2358 eine
93,5%ige (1-290 AS), B. sphaericus CCM 2177, P1, WHO 2362 eine 80%ige (1-192 AS) und
B. anthracis, B. licheniformis, B. thuringensis eine 69%ige (1-201) Ubereinstimmung auf.
Ahnlich hohe Sequenz-Ubereinstimmungen im N-terminalen Bereich wurden bereits fiir die
Hiillproteine SbsA und SbsC von Gb. stearothermophilus (JAROSCH et al., 2000), EA1 und
Sap von B. anthracis (BAHL et al., 1997) und zwischen Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 (slpA) und L. helveticus (SLEYTR et al., 1999) erhalten. Aber dennoch unterscheiden
sich die jeweiligen Stimme in ihrer C-terminalen Proteinsequenz. Nach folgenden Gemein-
samkeiten und Eigenschaften wurden die S-Layer-Proteine in die vier Gruppen eingeteilt:
Aminosiuresequenz-Ubereinstimmung, Aminosiure-Zusammensetzung, N-Terminale Se-
quenzbereich, transkriptionelle und translationelle Erkennungsregion und Leadersequenziden-
titdt. Basierend auf den N-terminalen Sequenz-Gemeinsamkeiten konnen die S-Layer-

Proteine aus der Familie der Bacillaceae (siehe Tab. 20) in vier Gruppen eingeteilt werden:

Gruppe I  B. anthracis, B. licheniformis, B. thuringensis
Gruppe I Subgruppe a: B. sphaericus (CCM 2177, P1, WHO 2362)

Subgruppe b: B. fusiformis (DSM 2898T, B3)

Subgruppe c: B. pseudofirmus, B. sphaericus DSM396, B. cereus ATCC 14579
Gruppe Il Gb. stearothermophilus (ATCC 12980, 2004/3a, DSM 2358)

Gruppe IV Brevibacillus brevis (HDP 31, 47)
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Die Sequenz-Ubereinstimmung innerhalb der jeweiligen Gruppen setzt sich auch auf Genebe-

ne bei den transkriptionellen und translationellen Erkennungsregionen fort (siche Tab. 21).

Tab. 21 Nukleotid-Sequenz der -35-, -10-Box und Ribosomenbindungsstelle (RBS) in

den S-Layer-Genen der Bacillaceae

Stamm -35 - Box -10 - Box RBS

Bacillus fusiformis B 3 -TTGAAT- | -TATAAT- -GGAGGAA-
Bacillus fusiformis DSM 2898 T -TTGAAT- | -TATAAT- -AGGGAGG-
Bacillus sphaericus DSM 2362 -TTGAAT- | -TATAAT- -GGAGGAA-
Bacillus sphaericus CCM 2177 -TTGTAT- | -TATAAT- -GGAGGAA-
B. sphaericus P-1 n. b. -TATAAT- -GGAGGAA-
B. anthracis Ames -TTGTAT- | -TACTTT- -GGAGGAA-
B. licheniformis NM105 -TTGTAT- | -TACTTT- -GGAGGAA-
Geobacillus stearothermophilus DSM 2358 | -TAGCAC- | -TAATAA- -ATTTTAG-
G. stearothermophilus ATCC:12980 -TAGCAC- | -TAATAA- -ATTTTAG-
Bacillus sphaericus DSM 396 -TTGCAT- | -TCAATT- -TGAGGAA-
B. thuringiensis NRRL4049 -TGTATG- | -TTCTAT- -GGAGGAA-

n. b. nicht bestimmt

Die Transkriptionsapparatur scheint nach den vorliegenden Daten in den jeweiligen S-Layer-
Gruppen hochkonserviert vorzuliegen. Das Gleiche gilt auch fiir die Signalpeptide (siehe
Abb. 35a und b).

Diese Resultate bestitigen die These, dass die Sequenz-Ubereinstimmungen vom evolutioni-
ren Verwandtschaftsgrad abhingen und somit unter dieser Voraussetzung hohe Sequenz-
Ubereinstimmungen fiir funktionell homologe Doménen zu finden sind (SLEYTR et al., 1999).
Der N-Terminus der S-Layer-Proteine der Bacillaceae stellt vermutlich ein konserviertes

Strukturelement zur Verankerung in der Zellwand dar.
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5 Zusammenfassung

S-Layer sind kristalline Proteinschichten, die als Komponenten von Zellwédnden in allen wich-
tigen Zweigen der Bakterien und Archaebakterien vorkommen. Aus zwei phylogenetischen
Dominen Archaea und Bacteria wurden die S-Layer-Proteine von Methanotorris igneus, Me-
thanothermococcus thermolithotrophicus, Methanococcus vannielii, Geobacillus stearother-
mophilus, Bacillus sphaericus und Bacillus fusiformis molekulargenetisch und nach einigen
biochemischen Eigenschaften analysiert. Aus der Ordnung Methanococcales aus der Doméne
der Archaea wurden die Hiillproteine mesophiler (M. vannielii, M. voltae), thermophiler (Mth.
thermolithotrophicus), und hyperthermophiler (Mcc. jannaschii, Mt. igneus) Vertreter vergli-
chen. Die Zellwand dieser Organismen setzt sich nur aus einer Schicht, dem S-Layerschicht,
zusammen, die die Zellen vor dulleren Einfliissen schiitzt. Somit sind die Proteine direkt dulle-
ren Umwelteinfliissen ausgesetzt, ohne dass sie durch zelluldre Faktoren sekundir stabilisiert
werden. Analog zu den Methanococcales wurden S-Layer-Proteine mesophiler und ther-

mophiler Vertreter aus der Familie der Bacillaceae verglichen.

Ziel dieser Arbeit war es, die S-Layer-Gensequenzen von Mt. igneus, Mth. thermolithotro-
phicus, M. vannielii, Gb. stearothermophilus DSM 2358, B. sphaericus DSM 396, B. fusifor-
mis B3 und DSM 2898T zu ermitteln. Durch Vergleiche der Primérsequenzen mesophiler und
(hyper)thermophiler S-Layer-Proteine sollten Hinweise auf thermostabilisierenden Faktoren

abgeleitet werden.

Durch Verwendung geeigneter biochemischer und gentechnischer Arbeitsmethoden wurden
die Gen- und Proteinsequenzen der zu untersuchenden S-Layer-Proteine ermittelt. Fiir die
Reinigung der S-Layer-Hiillproteine aus der Ordnung Methanococcales wurde eine einfache
Isolierungsmethode etabliert. Die unbekannten Genbereiche wurden durch die Entwicklung
einer modifizierten Zwei-Schritt-PCR und Drei-Schritt-PCR ermittelt. Durch Datenbank- und
Sequenzanalysen wurden Gemeinsamkeiten und Unterschiede im Aufbau der Proteine nach-

gewiesen.

Die Sequenzanalyse der archaebakteriellen und bakteriellen S-Layer-Proteine erbrachte nur
fiir erstere Hinweise auf thermostabilisierende Faktoren. Auffilligerweise hatten alle hy-
perthermophilen Spezies Cystein in der S-Layer-Proteinsequenz vorliegen. Zudem wiesen sie

einen gesteigerten Gehalt an geladenen Resten auf. Die (hyper)thermophilen S-Layer-
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Hiillproteine aus der Ordnung Methanococcales zeigten gegeniiber den mesophilen folgende

Unterschiede:
1. Zunahme von geladenen Resten
2. Abnahme von Alanin und unpolaren Resten
3. Vorhandensein von Cystein
4. Erhohte Anzahl an N-glykosidischen Bindungsstellen

Die S-Layer-Hiillproteine der Methanococcales weisen eine Molekularmasse von 55669 bis

60547 Dalton und einen isoelektrischen Punkt von 4,15 bis 4,68 auf.

Das hyperthermophile S-Layer-Protein von Mcc. jannaschii wurde in Escherichia coli er-
folgreich expremiert. Das heterologe und native hyperthermophile S-Layer-Protein wurde
auf thermostabilisierende Eigenschaften hin untersucht. Fiir das native Hiillprotein wurde
eine Glykosilierung detektiert, die in der Literatur als ein weiterer thermostabilisierender
Faktor angenommen wird. Zudem wies das native S-Layer-Protein eine Konformations-
dnderung im Verlauf einer Temperaturerh6hung, bei verschiedenen pH-Werten und in An-
wesenheit eines zweiwertigen Mangans auf. Auch das Expressionsprotein zeigte im Verlauf
der Temperaturerhohung und bei verschiedenen pH-Werten eine Konformationsédnderung.

Mn*" hatte dagegen keinen Effekt und eine Glykosilierung war nicht nachweisbar.

Nach molekulargenetischen Vergleichen der transkriptionellen und translationellen Erken-
nungsregionen wurden fiir die Promotorregion der S-Layer-Gene aus der Ordnung Metha-
nococcales, die mutmaBlichen Konsensus-Sequenz fiir die BRE-Box -C/G G T/A AA-,
TATA-Box -AA/TT TA AAA/TTT A- und der Transkriptionsstartpunkt -AT C/A C/G- be-
stimmt. Basierend auf den Sequenzéhnlichkeiten und Gemeinsamkeiten der archaebakte-

riellen S-Layer-Proteine wurden diese in vier Gruppen eingeteilt.

Aus dem bakteriellen Zweig wurde die Gen- und Primérsequenz der S-Layer-Proteine von
Gb. stearothermophilus DSM 2358, B. sphaericus DSM 396, B. fusiformis B3 und DSM
2898T ermittelt. Die Proteine wiesen z. T. eine geringere molekulare Masse auf als die be-
kannten S-Layer-Hiillproteine aus der Familie der Bacillaceae. Das S-Layer-Protein von B.
sphaericus DSM 396 zeigte eine Diskrepanz zwischen der theoretischen (85 kDA) und ex-
perimentell (120 kDa) ermittelten Molmasse. Fiir den S-Layer-Kristall wurde eine apparen-

te Masse von 85 und 35 kDa nachgewiesen. Nach Proteinsequenzierung des Kristall-
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Proteins wurde fiir beide Proteinbanden die gleiche N-terminale Sequenz APEAGAAAV-
KAVNNT ermittelt. Die N-terminale Aminosduresequenz wurde als Teilsequenz des S-
Layer-Proteins von B. sphaericus DSM 396 bestimmt. Zudem wurde fiir diese Aminoséu-
resequenz eine theoretische molekulare Masse 61,7 kDa ermittelt. Danach konnte der Un-
terschied auf Protein-Prozessierung, Dimerbildung oder kovalente Bindung mit einem
zweiten unbekannten ,,Helferprotein“ beruhen. Zudem wurde erstmals fiir die S-Layer-
Proteine von B. fusiformis B3 und DSM 2898T eine vermutliche Dimerbildung festgestellt.
Fir Gb. stearothermophilus DSM 2358 wurde eine Teilsequenz von 439 Aminosduren er-
mittelt. Basierend auf den N-terminalen Sequenzdhnlichkeiten und Gemeinsamkeiten wur-
den die S-Layer-Proteine aus der Familie der Bacillaceae in vier Gruppen eingeteilt. Jede
Gruppe ist durch identische Promotorstrukturen und hohe Sequenz-Ubereinstimmungen

charakterisiert.

Um weitere Informationen zur Thermostabilitdt der S-Layer-Proteine zu erhalten, miissten
die Proteine kristalliert werden, denn dies ist Voraussetzung fiir die Aufklarung der dreidi-
mensionalen Struktur mittels Rontgenstrukturanalyse. Bei dem S-Layer-Hiillprotein von B.
sphaericus DSM 396 sollte das S-Layer assoziierte Protein molekulargenetisch und Eigen-
schaften identifiziert und analysiert werden. Des weiteren sollten prokaryontische Oberfla-
chenproteine aus anderen extremen Standorten hinsichtlich ihrer Stabilitit untersucht wer-
den. Diese Untersuchungen kénnten mdglicherweise Hinweise auf die Uberlebensstrategien
von extraterrestischem Leben in unserem Sonnensystem liefern. Zurzeit wird in der Astro-
biologie nur fiir den Mars, die Jupitermonde Europa, Callisto, Ganymed und Saturnmond

Titan Leben vermutet.
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7 Anhang

Anhang 1: S-Layer-Proteinsequenzen aus der Familie der Bacillaceae
In dieser Arbeit wurden die S-Layer-Aminosiuresequenzen von Bacillus sphaericus DSM 396, Bacil-
lus fusiformis (B3, DSM 2898T) und Geobacillus stearothermophilus (unvollstindig) aus der sequen-
zierten Gensequenzen ermittelt.

Bacillus sphaericus DSM 396:
Proteinsequenz (810 AS)
T-PRLIVCFA-WKNAIN-TLFTMSLLSATAVLSALAQVSRTSACPRNAHLT-
GNFS AGFSDVAGNDHEVAINALADAGIINGYADGTFK
PNQTINRGQVVKLLGRYLEAQGQEIPADWNSKQRFNDLPVTAEAELVKYAALAKDAGVFNGSNGNLN
ASQTMQRQQMAVVLVRAIKEIAGVDLVAEYKKANFVTEIGDLDKAYSAEQRTAIVALEYAGITNVAHF
NPGNSVTRGQFASFLYRTIENVVNAPEAGAAAVKAVNNTTVEVTFDEEVDNVQALNFLISDLEVKNAA
VKQTNKKVVVLTTAPQTADKEYTVSLGEEKIGTFKGIAAVVPTKVDLVEKSVQGKLGQQVTLKAQVT
VAEGQTKAGIPVTFFIPGSANGVKSPVTVEAVTDENGVASYTYTRYAATNDTVTVYANGDRSKFSTGY
VFWAVDQTLTITEVTITGNTINNGANKTYKVTYKHPETGRPVSGKVLNVSVLENIDVTVDKLQNVTVNG
VAVVQTSENNMRAAQITTDSKGEATFTISGSNATVTPVVFEAASTNVANTYSPKYTADTLQAVASKITF
GAIQAAYTIEVTRDGGETAATGVLNGRKYNVVVKDKDGKVAANEIVNVAFNEDIDGVISTVTSAQFVK
IENGKQVGYNGKKITVTTNSKGEASFVIGSDAVNSYATPIVWIDINNQSGKDANLDKGEPSAIAPISYFQ
APYLDGSKLVSYKGTTETDKFVSGETATFKVQLTNQSGKVVQNSSYTTKDVTYTVYNTGANNVKVGD
VEIAPNRVHTLVAANGEIDVTTVDGKSSSVKVLATGVAKDGNKEFAFNIPSSIGIVSPISLSAAPP-NSK-
RAAAFNIGTRPLEFLDKLEL

N-Terminale Sequenz des reifen Proteins; N-Terminale Sequenz des Kristallproteins

Bacillus fusiformis B3:
Proteinsequenz (575 AS)
FSSNFTKKICFSFELFEKAIIHKFRQLIMVIL-FSSE-
YQFLGILGRNKL AQLNDFNKISGYAKEAVQSLVDAGVI
QGDANGNFNPLKTISRAEAATIFTNALELEAEGDVNFKDVKADAWYYDAIAATVENGIFEGVSATEFAP
NKQLTRSEAAKILVDAFELEGEGDLSEFADASTVKPWAKSYLEIAVANGVIKGSEANGKTNLNPNAPIT
RQDFAVVFSR KIEVVDAKTLNVTLSDGTKETVTLEKALEPNKETEVTFKIKDVEYKA
KVTYVVTTATAVKSVSATNLKQVVVEFDGKVDPATAAEAGNYSLTGANDPVVDTAVVSEDGSTVTLT
VVDKLENQSEYKLAVNNIKAGDKVINAKDLKFKPLDNTVPTVAKVEALGNKTIRVHFSEPVKAAQTSQ
FQIDGKVVVGSIQTNLNTVIIKLSSTLTDGEHTLTAEGTEDYNNFKTVKADTKFNVVEDKTAPTVSVVS
ASFEKVVLKFSEPVEQVFASNIYWMQGGSKKQAASVKQLADDKYEFTFTGDNKFVYTTDLFVTNVKD
YSGNVIDKDTKVQVTPVIDQTRPEVISSTFVLKKVIMHGIL-
KTTAITHSIFCSACPKSKQCPGRRPKLEFLDKLE

N-Terminale Sequenz des reifen Proteins;

Bacillus fusiformis DSM 2898T:
Proteinsequenz (576 AS)
NGILLLFSSNFTKKICFSFELFEKAIIHKFRQLIMVIL-FSSE-
YQFLGILGRNKL AQLNDFNKISGYAKEAVQSLVDAGVI
QGDANGNFNPLKTISRAEAATIFTNALELEAEGDVNFKDVKADAWYYDAIAATVENGIFEGVSATEFAP
NKQLTRSEAAKILVDAFELEGEGDLSEFADASTVKPWAKSYLEIAVANGVIKGSEANGKTNLNPNAPIT
RQDFAVVFSRTIENVDATPKVDKIEVVDAKTLNVTLSDGTKETVTLEKALEPNKETEVTFKIKDVEYKA
KVTYVVTTATAVKSVSATNLKQVVVEFXGKVDPATAAEAGNYSLTGTNSPAVDSVTVEEDGRSVTLNI
VDKLENQAEYKLAVNNIKAGDKVINAKDLKFKPLDNTVPTVAKVDALGNKTIRVHFSEPVKPAQTSQF
KIDGKVVVGSIQTNLNTVIIKLSSALTDGEHTLTTEGTEDYNNFKTVQADTKFNVVEDKTAPTVASVVS
ASFEKVVLKFSEPVEQVFASNVYWMQGGAKKQASSVKQLKDDTFEFTFVGDNKLVYTTDLFVTNVKD
FSGNVIDKDTKVQVTPVIDQTRPEVISSTFVLKKVIMHGIL-
KTTAITHSIFCSACPKSKQCPGRRXAXEFLDKLE

N-Terminale Sequenz des reifen Proteins
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Geobacillus stearothermophilus DSM 2358:
Proteinsequenz (439 AS)
-KC-HWMIALLISLSSGHTG-SWFMLAPFRQ-IY-TAAV-DHCLKVS-
KRRGILGF ATDVATVVSQAKAQMKEAYYTYSHTVTE
TGQFPDIKDVYAAYNKAKQAYANAVAVVNKAGGAKKDAYLADLQATYETYVFKANPKSGEARVAT
YIDAYNYAVKLDGLRQDLAKAVEAKDLKKAEELYHKISYELKTRTVILDRVYGQSTRELLRSQFKAEA
QKLRDSLIYDITVAMKAREAQDAVKAGNLDKAKAALDQVNQYVSKVTDAFKAELQKAAQDAKAAYE
AALPFKVESVAVVNAKQIEIKLNKAVDTSTASNKNNYKVQKSSDSSATALATLDGSADISISDDGKTVTI
TTTNGVISQFSVANDAPFKFIVENLKDKYGKTLDSYSTNLVVKDTVAPTLKDVKATAKSTTTRVTLVFS
EPVQTNGAIAYVGGQAASVQPGSNVNEVILTTAQATHRIPGQA

N-Terminale Sequenz des reifen Proteins

Anhang 2: S-Layer-Gensequenzen aus der Familie der Bacillaceae
In dieser Arbeit wurden die S-Layer-Gene von Bacillus sphaericus DSM 396, Bacillus fusiformis (B3,
DSM 2898T) und Geobacillus stearothermophilus DSM 2358 ermittelt. Zudem wurden die transkrip-
tionellen und translationellen Erkennungsregionen der Gene bestimmt.

Bacillus sphaericus DSM 396
Gensequenz (2675 Nukleotide)
CCACTTGACCGCGGTTAATTGTTTGTT AGTGGAAAAATGCCA GAACTCTTTTCAC
TATGTCGTTGTTGTCCGCTACGGCGGTGCTTTCCGCTCTAGCACAAGTAAGTCGCACCTCCGCTTGC
CCGCGGAATGCCCATCTTACGTGAGGAAATTTTTCTATGGCTAACCAACCAAAGAAATACAAAAAA
TTCGTAGCGACGGCAGCAACGGCAACATTAGTAGCATCTGCTATCGTACCAGTGGCTTCTGCAGCA
GGATTTTCAGATGTAGCAGGTAACGACCACGAAGTAGCAATCAACGCACTTGCTGATGCAGGTATC
ATCAATGGATACGCTGACGGCACATTCAAACCAAACCAAACAATTAACCGCGGTCAAGTGGTTAA
ATTATTAGGTCGTTATTTAGAAGCACAAGGCCAAGAAATTCCAGCTGACTGGAATTCAAAACAACG
CTTCAACGATCTACCAGTAACAGCTGAAGCAGAATTAGTAAAATATGCTGCACTAGCAAAAGATGC
AGGCGTATTCAACGGTTCAAACGGCAACTTAAACGCTTCACAAACAATGCAACGTCAACAAATGG
CAGTAGTTTTAGTACGTGCTATTAAAGAAATCGCTGGCGTAGACTTAGTAGCTGAGTACAAAAAAG
CGAATTTCGTAACAGAAATTGGTGACTTAGACAAAGCTTACTCTGCAGAACAACGCACAGCGATCG
TTGCTTTAGAATATGCGGGTATTACAAATGTTGCTCACTTCAACCCAGGTAACAGCGTAACACGCG
GACAATTCGCTTCATTCTTATACCGCACAATCGAAAACGTGGTAAACGCTCCTGAAGCTGGCGCTG
CGGCAGTGAAAGCTGTAAACAACACAACTGTTGAAGTAACATTCGACGAAGAAGTAGACAACGTA
CAAGCTCTTAACTTCTTAATCTCTGATTTAGAAGTGAAAAACGCAGCTGTAAAACAAACTAACAAA
AAAGTTGTTGTTTTAACTACTGCACCTCAAACTGCTGACAAAGAGTACACTGTATCTCTTGGCGAA
GAAAAAATTGGTACTTTCAAAGGTATCGCAGCTGTAGTTCCTACTAAAGTAGATTTAGTAGAAAAA
TCAGTTCAAGGTAAACTTGGCCAACAAGTAACACTGAAAGCACAAGTAACAGTTGCTGAAGGTCA
AACAAAAGCTGGTATTCCAGTAACTTTCTTCATCCCAGGTTCTGCTAATGGTGTGAAATCTCCAGTA
ACAGTTGAAGCTGTAACAGATGAAAACGGTGTTGCTTCTTATACTTACACTCGTTACGCTGCAACA
AACGACACAGTAACTGTATACGCGAACGGTGACCGTTCTAAATTCTCAACTGGTTATGTCTTCTGG
GCTGTTGATCAAACATTAACGATTACTGAAGTAACAACTGGTAATACAATCAACAACGGAGCTAAC
AAAACGTATAAAGTCACTTACAAACACCCGGAAACTGGTAGACCGGTATCAGGTAAAGTACTAAA
CGTTTCTGTACTTGAAAACATTGATGTAACCGTTGATAAATTACAAAACGTTACGGTGAATGGTGTT
GCGGTAGTTCAAACGAGCGAAAATAACATGCGAGCTGCACAAATCACAACTGAtTCaAAAGGTGAA
GCAACATTCACaaTTTCAGGTTCTAACGCTaCAGTTACTCCAGTAGTaTTTGAAGCTGCTTCaACTAAT
GTTGCaAACACTTACTCTCCAAAATATACAGCAGATACaCTACAAGCTGTTGCGTCTAAAATaaCaTT
TGGTGCTATTCAAGCTGCTTATACAATTGAaGTAACTCGtGATGGTGGTGAAACTGCTGCTACTGGA
GTTTTAAACGGACGTAAATACAATGTAGTGGTTAAAGATAAAGATGGTAAAGTAGCTGCTAACGA
AATTGTTAACGTGGCATTTAACGAAGATATTGATGGCGTAATTTCTACAGTTACTTCTGCTCAATTC
GTAAAAATCGAAAACGGTAAACAAGTTGGCTACAATGGTAAGAAAATTACGGTTACAACAAACTC
TAAAGGTGAAGCAAGCTTCGTCATCGGAAGTGACGCTGTAAATTCTTACGCTACACCAATCGTTTG
GATTGACATCAATAACCAAAGTGGTAAAGATGCAAACTTAGACAAAGGTGAGCCTTCAGCAATTG
CACCAATTTCATACTTCCAAGCACCATATTTAGATGGTTCTAAATTAGTATCTTACAAAGGTACAAC
TGAAACTGACAAATTTGTTAGTGGAGAAACTGCAACATTTAAAGTACAACTTACGAACCAAAGTGG
TAAAGTCGTACGGAATTCTAGTTACACAACAAAGGATGTTACGTACACTGTTCACAACACTGGTGC
TAATAATGTAAAAGTTGGCGATGTTGAAATCGCTCCAAACCGCGTGCATACATTAGTTGCCGCAAA
CGGTGAAATCGACGTTACTACTGTAGATGGTAAATCTTCTTCTGTGAAAGTTCTTGCTACTGGTGTA
GCGAAGGACGGAAACAAAGAATTCGCATTTAATATACCGICTTCGATAGGGATCGTGTCTCCCATC
AGTTTATCGGCAGCCCCACCGTAAAACTCAAAGTAACGTGCTGCTGCATTCAACATCGGCACGCGA
CCATTGGAATTCCTGGACAAGCTTGAACTG

Shine-Dalgarno-Sequenz, Translationsstartpunkt, Translationsende
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Bacillus fusiformis B3
Gensequenz (1983 Nukleotide)
CTTTTTCTAGTAACTTTACTAAGAAAATTTGCTTTAGTT TATTCGAGAAAGC ACA
TAAATTTAGGCAACTAATTATGGTGATACTATAGTTTTCATCGGAATAATATCAATTTTTAGGAATA
TTAGGGAGGAATAAATTAATGGCAAAGCAAAACAAAGGCCGTAAGTTCTTCGCGGCATCAGCAAC
AGCTGCATTAGTTGCATCAGCAATCGTACCTGTAGCATCTGCTGCACAATTAAACGACTTCAACAA
AATCTCTGGCTACGCTAAAGAAGCAGTACAATCTTTAGTAGACGCTGGTGTAATCCAAGGGGATGC
TAACGGCAACTTCAACCCACTTAAAACTATCTCACGTGCGGAAGCTGCTACAATCTTCACTAATGC
TCTAGAATTAGAAGCAGAAGGTGATGTAAACTTCAAAGACGTTAAAGCTGATGCTTGGTACTACGA
TGCTATCGCAGCAACTGTAGAAAACGGAATTTTTGAAGGTGTAAGTGCTACTGAATTCGCACCAAA
CAAACAATTAACTCGTTCTGAAGCTGCTAAAATTTTAGTAGATGCTTTCGAATTAGAGGGTGAAGG
CGATCTAAGCGAATTCGCTGACGCTTCTACTGTTAAACCaTGGGCTAAATCTTACCTAGAAATCGCA
GTTGCAAACGGCGTTATCAAAGGTTCTGAAGCAAATGGTAAAACAAACTTAAACCCAAATGCTCCA
ATTACTCGCCAAGACTTCGCAGTGGTATTCTCACGTACTATTGAAAACGTAGATGCTACTCCAAAA
GTTGACAAAATCGAAGTAGTTGACGCTAAAACTTTAAACGTTACTTTATCTGACGGTACTAAAGAA
ACTGTTACTTTAGAAAAAGCTTTAGAGCCTAACAAAGAAACAGAAGTTACTTTCAAAATTAAGGAT
GTTGAATACAAAGCTAAAGTTACTTATGTTGTAACTACAGCTACTGCAGTTAAATCTGTATCTGCAA
CTAACCTTAAACAAGTAGTAGTAGAGTTCGACGGTAAAGTTGATCCAgCTACAGCTGCTGAAGCAG
GTAACTATTCTCTTACTGGTGCTAACGATCCTGTAGTTGATACTGCAGTAGTTTCTGAAGATGGTAG
CACTGTAACTTTAACTGTTGTTGACAAACTTGAGAACCAATCTGAGTATAAATTAGCTGTAAACAA
CATTAAAGCTGGCGATAAAGTTATCAATGCTAAAGATTTAAAATTCAAGCCACTTGATAATACAGT
GCCAACTGTAGCTAAAGTAGAAGCTTTAGGTAACAAAACTATTCGCGTACACTTCAGCGAGCCAGT
AAAAGCTGCTCAAACTTCACAATTCCAAATTGATGGTAAAGTAGTTGTTGGTTCAATTCAAACTAA
CTTAAACACTGTTATCATTAAATTATCTTCTACTTTAACAGATGGAGAACACACTCTAACTGCTGAA
GGTACTGAAGATTACAACAACTTCAAAACAGTGAAAGCTGACACTAAATTCAACGTTGTTGAAGAT
AAAACTGCTCCAACTGTATCAGTtGTAAGTGCTTCATTTGAGAAAGTAGTTCTTAAATTCTCTGAGC
CAGTTGAACAAGTATTTGCTTCTAACATTTATTGGATGCAAGGTGGATCTAAAAAGCAAGCTGCAT
CTGTAAAACAACTTGCTGATGATAAATATGAATTCACATTTACTGGTGACAATAAATTTGTTTATAC
AACAGATTTATTTGTTACTAACGTAAAAGACTACTCTGGTAACGTAATTGATAAAGATACTAAAGT
TCAAGTAACTCCTGTAATCGATCAAACTCGTCCAGAAGTAATTAGCTCTACATTTGTTCTGAAAAA
GGTGATCATGCATGGAATTCTCTAAAAAACTACAGCAATTACCCACTCAATTTTTTGCAGCGCTTGT
CCAAAAAGTAAACAATGCCCTGGAAGAAGGCCCAAACTGGAATTCCTGGACAAGCTTGAAC

; ; Shine-Dalgarno-Sequenz; Translationsstartpunkt, Translationsende

Bacillus fusiformis DSM 2898T

Gensequenz (2005 Nukleotide)
AGAATGGTATTCTACTACTCTTTTCTAGTAACTTTACTAAGAAAATTTGCTTTAGTT TATTC
GAGAAAGC ACATAAATTTAGGCAACTAATTATGGTGATACTATAGTTTTCATCGGAATAA
TATCAATTTTTAGGAATATTAGGGAGGAATAAATTAATGGCAAAGCAAAACAAAGGCCGTAAGTT
CTTCGCGGCATCAGCAACAGCTGCATTAGTTGCATCAGCAATCGTACCTGTAGCATCTGCTGCACA
ATTAAACGACTTCAACAAAATCTCTGGCTACGCTAAAGAAGCAGTACAATCTTTAGTAGACGCTGG
TGTAATCCAAGGGGATGCTAACGGCAACTTCAACCCACTTAAAACTATCTCACGTGCGGAAGCTGC
TACAATCTTCACTAATGCTCTAGAATTAGAAGCAGAAGGTGATGTAAACTTCAAAGACGTTAAAGC
TGATGCTTGGTACTACGATGCTATCGCAGCAACTGTAGAAAACGGAATTTTTGAAGGTGTAAGTGC
TACTGAATTCGCACCAAACAAACAATTAACTCGTTCTGAAGCTGCTAAAATTTTAGTAGATGCTTTC
GAATTAGAGGGTGAAGGCGATCTAAGCGAATTCGCTGACGCTTCTACTGTTAAACCATGGGCTAAA
TCTTACCTAGAAATCGCAGTTGCAAACGGCGTTATCAAAGGTTCTGAAGCAAATGGTAAAACAAAC
TTAAACCCAAATGCTCCAATTACTCGCCAAGACTTCGCAGTGGTATTCTCACGTACTATTGAAAAC
GTAGATGCTACTCCAAAAGTTGACAAAATCGAAGTAGTTGACGCTAAAACTTTAAACGTTACTTTA
TCTGACGGTACTAAAGAAACTGTTACTTTAGAAAAAGCTTTAGAGCCTAACAAAGAAACAGAAGTT
ACTTTCAAAATTAAGGATGTTGAATACAAAGCTAAAGTTACTTATGTTGTAACTACAGCTACTGCA
GTTAAATCTGTATCTGCAACTAACCTTAAACAAGTAGTAGTAGAGTTCGWCGGTAAAGTTGATCCA
GCTACAGCTGCTGAAGCAGGTAACTACTCTCTTACAGGTACTAATTCTCCTGCAGTTGATTCAGTAA
CTGTTGAAGAAGATGGTCGTTCTGTAACTTTAAATATTGTTGACAAACTTGAAAACCAAGCTGAAT
ACAAATTAGCTGTAAACAACATTAAAGCTGGCGATAAAGTTATCAATGCTAAAGATTTAAAATTCA
AGCCTCTTGACAACACAGTGCCAACTGTAGCTAAAGTAGACGCTTTAGGTAACAAAACAATTCGTG
TACACTTCAGTGAGCCAGTGAAACCAGCTCAAACTTCACAATTCAAAATTGATGGTAAAGTTGTTG
TAGGTTCTATTCAAACGAACTTAAACACTGTAATTATTAAATTATCTTCTGCTTTAACAGATGGAGA
ACACACTCTAACTACTGAAGGTACTGAAGATTACAACAACTTTAAAACAGTTCAAGCTGACACTAA
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ATTCAATGTTGTTGAAGACAAAACTGCTCCAACTGTAGCTTCAGTAGTAAGTGCTTCATTCGAAAA
AGTAGTACTTAAATTCTCTGAGCCAGTTGAACAAGTATTTGCTTCTAACGTTTACTGGATGCAAGGT
GGAGCTAAAAAACAAGCTTCTTCTGTAAAACAACTTAAAGATGATACATTTGAATTTACATTCGTA
GGTGACAATAAACTGGTTTACACAACTGATTTATTTGTAACTAACGTAAAAGACTTCTCTGGCAAC
GTAATTGATAAAGATACTAAAGTTCAAGTAACTCCTGTAATCGATCAAACTCGTCCAGAAGTAATT
AGCTCTACATTTGTTCTGAAAAAGGTGATCATGCATGGAATTCTCTAAAAAACTACAGCAATTACC
CACTCAATTTTTTGCAGCGCTTGTCCAAAAAGTAAACAATGCCCTGGAAGAAGGCCsGCCCKAGAAT
TCCTGGACAAGCTTGAACT
; ; Shine-Dalgarno-Sequenz; Translationsstartpunkt, Translationsende

Geobacillus stearothermophilus DSM 2358
Gensequenz (1486 Nukleotide)
GTGAAAGTGC TGgATGATAGCCTTGC GTCTATCATCTGGACACACAGGATGATC
TTGGTTCATGTTAGCACCTTTTAGGCAATGAATCTACTAAACGGCAGCCGTTTAGGATCATTGTCTT
AAAGTTTCATAAAAACGAAGGGGGATTTTAGGCTTTATGGACAAAAAGAAAGCAGTCAAACTCGC
CACAGCCAGCGCTGTAGCAGCGAGCGCTTTCGTCGCAGCCAACCCGCATGCTTCCCAAGCAGCAAC
GGACGTGGCGACGGTCGTCAGCCAAGCGAAAGCGCAAATGAAAGAAGCATACTATACGTACAGCC
ATACGGTAACGGAAACGGGCCAATTCCCGGACATTAAAGATGTATATGCCGCCTACAACAAAGCA
AAACAAGCGTATGCAAACGCGGTTGCTGTCGTGAACAAAGCCGGCGGCGCGAAAAAAGACGCGTA
TTTGGCTGATTTGCAAGCTACATACGAAACGTATGTATTCAAAGCCAACCCGAAATCGGGCGAAGC
GCGCGTGGCTACGTACATCGACGCTTACAACTACGCAGTCAAGCTTGACGGTCTGCGTCAAGATCT
GGCGAAAGCTGTCGAAGCAAAAGACTTGAAAAAGGCAGAAGAGCTCTACCACAAAATTTCGTACG
AGCTCAAAACGCGCACGGTCATTCTCGACCGCGTCTACGGCCAATCGACGCGCGAACTGCTTCGCT
CGCAATTCAAAGCCGAAGCGCAAAAACTGCGCGACAGCTTGATCTACGACATCACCGTTGCCATGA
AaGCGCGTGAAGCGCAAGACGCTGTCAAAGCCGGCAACTTGGACAAAGCGAAAGCCGCGCTTGAC
CAAGTCAACCAATACGTATCGAAAGTAACCGATGCGTTCAAAGCCGAACTGCAAAAAGCAGCACA
AGACGCCAAGGCGGCGTATGAAGCGGCGCTTCCTTTCAAAGTTGAGAGCGTGGCCGTCGTAAATGC
TAAACAAATTGAAATTAAACTGAATAAAGCAGTCGACACTTCAACAGCAAGCAATAAAAACAACT
ATAAAGTTCAAAAAAGCTCTGATAGCAGCGCTACAGCACTTGCAACGTTGGATGGCTCTGCTGACA
TTTCGATATCTGATGATGGTAAAACTGTAACGATTACAACAACTAATGGAGTCATTTCACAGTTCA
GCGTTGCCAATGATGCTCCGTTCAAGTTTATCGTCGAGAATTTGAAAGATAAATATGGCAAAACGC
TAGATTCATACTCGACTAATTTAGTTGTGAAAGATACAGTGGCGCCGACATTGAAAGATGTGAAAG
CTACTGCGAAATCTACAACGACAAGAGTGACGCTTGTATTTAGCGAGCCGGTTCAAACTAACGGGG
CAATTGCCTATGTGGGCGGCCAAGCTGCTTCAGTTCAACCAGGTTCAAATGTAAACGAAGTGATTT
TGACAACAGCTCAGGCCACGCATAGAATTCCTGGACAAGCT

; ; Shine-Dalgarno-Sequenz; Translationsstartpunkt

Anhang 3: S-Layer-Proteinsequenzen aus der Ordnung Methanococcales
In dieser Arbeit wurden die S-Layer-Aminosduresequenzen von Methanococcus vannielii DSM 1224,
Methanothermococcus thermolithotrophicus DSM 2095 und Methanotorris igneus DSM 5666 aus der
sequenzierten Gensequenzen ermittelt.

Methanococcus vannielii DSM 1224
Proteinsequenz (566 AS)
GDAIEISGKEKTYATVWRGYIEDQGKGIIRMDGILRQNTKAGIGDKGYL-KN-NIINR-
TN AEKVGDVDAFAANAVTNGNVNVDIVVGSNAAAKDV
VSAANIAAKVGSLMFKEGSATDGNAKVTVSASSKSDNIKNIWDAGNAFAATNEVFLFAAADDDYTGT
AAGTGVPNYLLGKTFMDYTVPPAAQVIDLEDLQTLAAVSDADPSGWDIFGTNKDFEAAEAVAAVIRTQ
QPAAALFNTGADLQVSEDEAFYMSLAFEEDKYGSALADYARLFPGMRIPFLGQEMVVVKLDTDDDLVI
LGKEVYDGVVKQGDNYDLGNGYAVKVNNVLTQGAAYKADVQLLKDGKVVASKFDTIDGNGNQITIV
YKDIGIVVNDAWEDIGGNYGFAEMVITKDVVTLELGEEYINDWEAYAVRATAAGLIESDSATSTAAVP
VVGIALKYVGDDVDKIRKDKTFSIANYAKLDFDEDSGDMAVQFLMDDAKDVTLSIGQKVSVLNAEIKL
NELMADAKQSVPMTAPIAKLDAEASLSAANKDLILVGGPVVKKLAKELADKGLIAIDNASPATLAVAK
GAANGKDVLVVAGGDRDKTAXXQNSWTSLN-S

N-Terminale Sequenz des reifen Proteins
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Methanothermococcus thermolithotrophicus DSM 2095
Proteinsequenz (559 AS)
RSPNLIPTQRS-VGIF-E-I-VCYIRQYKSINIYFNPFKKVANICNFFVFEYIFLK-FFLRLRLIYKV-
CHETIVTTVSNGKVYISKMSKVLS-KN-KVKSQNKVEYKN-KIKG-
IY ATTSGDVAGFMKNAIKEDGTPNVDIVVGSGAAVMDV
VSAADVAAKIGSMAYKTGVVEDRSAVVKVSAKAESDDVNIFTLNATNEDIALVAAADSDY AKGFINGS
DQLKVTDQLASGSIQDVNDADFNATSLGDVSTMLKVPDIDPSDWYSNDDDAGEVVFTRIVYDSDKLSI
DEDQILYASIAYKNDEDVFNDNNTVTLKPGMRIPFLGEEYAVVKIDDEDDIIYLGKEAKDGVLKEGEXF
AVGNGYEVKIASILKSGDTSTEYSVNVQILKDGKVVKEKTDTVGGSSSAQLKLAYKDVGVVVNDAWE
DIAGTTGYAEVLITKDTKALELGEEYIPDWEAYAALNNSDKLEIKKDITESDKANIIGIALKY VGDKKKK
LGDRDEVDIANYLKLVFDDEDKNDVLKVKFLMDESKEVTLDIGQKATVLNAEVRLKDILADAQQSVK
LTAPIAKLDSEVSLDTADKNLILVGGPVVNALTKELVDAGKVAIDNTSPATLAVVEGAANGNDVLVVA
GGDREATREAAKALLEMI-ISYIYFFIFLLGIDLFI-I-
SIIQRDQRGRYDMAMSLKKIGAIAVGGAMVASALASGVMAATTSGDVAGFMKNAIKEDG
N-Terminale Sequenz des reifen Proteins

Methanotorris igneus DSM 5666

Proteinsequenz (519 AS)
SSSLSRNSGGGLNSQSYP-NPRVELYHK-LIRMWMSSFHHTIFVFKFIPNCFYNFLILFSNIQI'Y QNNFFIL-
KSCKFLQPFYFKFDQFKSNKSKK-SEINIFIV-NYCYNCFRW-DLYTTSVVCHVNT-NLKTKTNR--

S ATTIGDVAGFMKNAVKDGQPNVXIVVGSGAATMDVVS
AADIAAKIGSMCYKTGAVEDGKAVINAKVSQETETYDLVNGSNVILATPDKDNALSKVDGETVNPNFK
KELNVLMKIKNAMPEEYYGYKDYDAVEEIYANVTANLTTNETSIPKGKLAYLSVLTDDNGNSLKVLKP
GVRLPFLGSEKVYVKYDDKKIILGDLAYSGIISEGESVAIGDGYEVKVAAMYSSTPLEAEIQILKDGKVIK
EDRLKLNESNPDDLITDDNKVAVLGFKGLKNIGETKGYAEVIVVKDLMELEAGEEYMDKWEIRWVKN
DSTFQKGDVDDTVAGIALVYTNDDGVKSDVLEDKDDTFDIKPYPGLYLKRTTAKEENPELRIGAELSKE
EELSVGQSVSIFNADIKLKDIKADAQQAVPVTAPIAKLDTEVSLDTAEKNLILVGGPVANKLTKELVDM
GKVNITNDSPATLTSLVEGACKRTRMILVVXGPPPNSWTSLN-

Anhang 4: S-Layer-Gensequenzen aus der Ordnung Methanococcales
In dieser Arbeit wurden die S-Layer-Gene von Methanococcus vannielii DSM 1224, Methanothermo-
coccus thermolithotrophicus DSM 2095 und Methanotorris igneus DSM 5666 ermittelt. Zudem wur-
den die transkriptionellen und translationellen Erkennungsregionen der Gene bestimmt.

Methanococcus vannielii DSM 1224

Gensequenz (1889 Nukleotide)
CCGGTGATGCAATAGAAATTTCTGGAAAAGAAAAAACCTATGCAACAGTCTGGAGAGGATACATT
GAAGACCAA GGGTATAATAAGGATGGATGGTATTTTAAGACAGA CAAAGCAGGAAT
CGGCGATAAGGGGTATTTGTGAAAAAATTAAAACATCATAAACAGGTGAACTAATATGGCTATGA
GCATGAAAAAAATCGGTGCTATTGCTGTAGGCGGTGCAATGGTTGCATCCGCTTTAGCAACTGGTG
CTTTAGCTGCTGAAAAAGTTGGAGATGTAGATGCATTTGCTGCTAACGCAGTAACAAATGGAAACG
TAAACGTAGATATTGTAGTAGGTTCAAACGCTGCTGCAAAAGACGTTGTTTCAGCTGCAAACATCG
CTGCAAAAGTAGGCTCATTAATGTTTAAAGAAGGTTCCGCAACTGACGGTAACGCAAAAGTTACTG
TAAGTGCAAGTTCAAAATCTGACAATATTAAAAATATCTGGGATGCAGGTAATGCTTTCGCTGCTA
CAAATGAAGTATTTTTATTTGCTGCTGCTGACGATGACTATACAGGTACCGCTGCAGGAACTGGTG
TTCCTAACTACTTACTCGGTAAAACATTCATGGACTACACAGTTCCTCCTGCTGCACAGGTTATTGA
TTTAGAAGACTTACAAACATTAGCTGCAGTAAGTGACGCTGATCCTTCAGGATGGGATATATTTGG
AACAAATAAAGACTTCGAAGCTGCAGAAGCTGTTGCAGCAGTAATTAGGACCCAACAACCTGCTG
CCGCCCTATTTAACACCGGTGCAGACTTACAGGTAAGTGAAGACGAAGCATTCTATATGTCATTAG
CATTCGAAGAAGACAAATACGGTAGTGCACTTGCTGATTATGCAAGACTCTTCCCAGGTATGAGAA
TTCCATTCTTAGGCCAGGAAATGGTTGTAGTAAAACTTGATACCGATGATGACTTAGTTATCTTAGG
TAAAGAAGTATACGATGGAGTAGTTAAACAAGGTGACAACTACGATTTAGGAAACGGTTACGCTG
TAAAAGTAAACAACGTTTTAACACAAGGTGCAGCTTACAAAGCAGATGTTCAACTTTTAAAAGATG
GAAAAGTTGTAGCTTCAAAATTCGATACAATTGATGGTAACGGTAACCAAATTACAATAGTTTACA
AAGACATCGGTATCGTTGTAAACGATGCATGGGAAGACATTGGTGGAAACTACGGTTTCGCTGAAA
TGGTTATTACAAAAGATGTAGTAACATTAGAACTTGGTGAAGAATACATAAATGATTGGGAAGCAT
ACGCAGTAAGGGCTACAGCAGCTGGATTAATTGAATCAGACAGTGCAACAAGCACCGCTGCAGTT
CCAGTTGTAGGTATTGCTTTAAAATACGTTGGAGACGACGTAGATAAAATTAGAAAAGACAAAAC



7 Anhang 143

ATTCTCAATTGCAAACTATGCAAAATTAGACTTTGATGAAGACAGTGGCGATATGGCTGTTCAATT
CTTAATGGATGATGCAAAAGATGTAACATTAAGCATTGGTCAAAAAGTTTCAGTATTAAATGCTGA
AATTAAATTAAATGAATTAATGGCTGATGCTAAACAATCAGTTCCAATGACTGCACCAATTGCAAA
ATTAGACGCTGAAGCTTCATTAAGTGCTGCTAACAAAGATTTAATCTTAGTTGGTGGACCAGTTGT
AAAAAAACTCGCAAAAGAATTAGCTGACAAAGGCTTAATTGCAATTGACAACGCTTCCCCTGCAAC
CTTAGCTGTAGCTAAAGGCGCTGCAAACGGAAAAGATGTATTGGTTGTAGCTGGTGGAGACAGAG
ATAAAACAGCGCMCMTMCAGAATTCCTGGACAAGCTTGAACTGAAGC

TATA-Box, Shine-Dalgarno-Sequenz, Translationsstartpunkt, Translation-
sende

Methanothermococcus thermolithotrophicus DSM 2095

Gensequenz (2269 Nukleotide)
CCGGTCCCCAAATCTGATACCTACTCAACGAAGTTGAGTAGGTATATTTTAGGAGTAGATTTAAGT
TTGTTATATCCGACAATATAAATCTATAAATATTTATTTTAATCCATTTAAAAAAGTTGCAAATATT

TGCAACTTTTTTGTTTTTGAATACATCTTCTTAAAATAGTTCTTTCTTAGATTAAGATTAATATATAA
GGTTTAATGCCATGAAACCATTGTTACAACCGTTTCAAAT GGTATATATATCAAAAATGTC
GAAGGTATT TGAAAGAATTAAAAAGTCAAAAGTCAAAATAAGGTTGAATATAAAAACTAAA

AAATCAAAGGGTGAATATATATGGCTATGAGTTTAAAGAAAATTGGTGCAATTGCAGTTGGAGGG
GCTATGGTAGCTTCCGCATTAGCAAGTGGTGTAATGGCAGCAACCACATCAGGAGATGTTGCAGGA
TTTATGAAAAATGCTATTAAAGAAGATGGAACACCAAACGTAGATATTGTAGTTGGTTCAGGAGCT
GCTGTAATGGATGTTGTTTCAGCTGCTGACGTTGCTGCAAAAATAGGTTCAATGGCATACAAAACA
GGAGTTGTTGAAGACCGAAGTGCAGTAGTTAAAGTTTCAGCAAAAGCTGAATCTGACGATGTAAAT
ATTTTTACTTTAAATGCTACTAATGAAGATATTGCCCTTGTAGCTGCTGCAGACTCAGACTATGCAA
AAGGATTTATTAATGGTAGTGACCAACTTAAGGTTACAGATCAATTAGCCAGCGGTAGCATACAAG
ATGTGAACGACGCCGATTTTAATGCTACATCATTAGGTGACGTTAGCACAATGTTGAAAGTACCTG
ACATTGACCCATCAGACTGGTACAGCAACGACGACGATGCGGGAGAAGTCGTATTTACAAGAATT
GTATATGACAGCGATAAATTATCAATAGACGAAGACCAAATATTATATGCATCAATTGCATACAAA
AATGACGAAGATGTATTCAACGATAATAACACAGTTACCTTAAAACCTGGTATGAGAATACCATTC
CTTGGTGAAGAGTACGCTGTTGTAAAAATCGACGATGAAGATGACATAATATACCTCGGTAAAGA
AGCAAAAGATGGTGTTTTAAAAGAAGGAGAAWCATTCGCAGTTGGAAACGGCTACGAAGTTAAAA
TAGCAAGTATTTTAAAGAGTGGAGATACATCAACTGAATACAGTGTTAACGTTCAAATATTAAAAG
ATGGAAAAGTTGTAAAAGAAAAAACTGATACAGTTGGCGGTAGTAGTTCAGCACAGTTAAAACTC
GCATACAAAGATGTTGGTGTTGTTGTAAACGATGCATGGGAAGATATTGCAGGAACAACAGGTTAC
GCTGAAGTATTAATTACAAAAGATACCAAAGCTCTCGAACTTGGTGAAGAATACATACCAGACTGG
GAAGCATATGCAGCACTCAACAATAGTGATAAATTAGAAATCAAAAAAGATATTACCGAGTCTGA
TAAAGCTAATATAATAGGTATTGCATTAAAATACGTTGGAGACAAGAAGAAGAAGTTAGGAGATA
GAGACGAAGTAGATATTGCAAACTATCTCAAATTAGTATTTGACGACGAAGACAAGAACGACGTA
TTAAAAGTTAAATTCTTGATGGACGAATCAAAAGAAGTAACATTAGACATTGGTCAAAAAGCAAC
AGTATTAAACGCAGAAGTTAGATTAAAAGACATCTTAGCAGATGCACAACAATCAGTTAAATTAAC
AGCACCAATTGCAAAATTGGACTCAGAAGTATCATTAGATACTGCTGACAAAAACTTAATCTTAGT
TGGTGGACCAGTTGTAAACGCATTAACAAAAGAATTAGTAGACGCTGGTAAAGTTGCAATTGACA
ACACAAGCCCAGCAACATTAGCTGTTGTTGAAGGTGCAGCAAACGGAAACGATGTTTTAGTTGTTG
CAGGTGGCGACAGAGAAGCAACAAGAGAAGCTGCAAAAGCATTATTAGAAATGATTTAAATTTCT
TATATCTATTTTTTTATTTTTTTATTGGGTATAGATTTGTTTATTTAAATTTAATCAATAATCCAACG
AGATCAAAGGGGGAGATATGATATGGCTATGAGTTTAAAGAAAATTGGTGCAATTGCAGTTGGAG
GGGCTATGGTAGCTTCCGCATTAGCAAGTGGTGTAATGGCAGCAACCACATCAGGAGATGTTGCAG
GATTTATGAAAAATGCTATTAAAGAAGATGGA

TATA-Box, Shine-Dalgarno-Sequenz, Translationsstartpunkt, Translation-

sende

Methanotorris igneus DSM 5666

Gensequenz (1987 Nukleotide)
CAGTTCAAGCTTGTCCAGGAATTCTGGTGGGGGCCTAAATTCTCAATCCTATCCCTAAAACCCACGT
GTTGAACTTTACCATAAATGATTAATTCGTATGTGGATGTCATCATTCCACCATACCATTTTTGTATT
TAAATTTATACCAAATTGTTTTTATAATTTTTTAATATTATTTTCAAATATTCAAATTTATCAAAATA
ACTTCTTCATCCTCTAAAAAAGTTGCAAATTTTTGCAACCTTTTTATTTTAAATTTGACCAATTTAAA
TCCAACAAATCAAAAAAATAATCTGAAATAAATATTTTCATTGTGTGAAACTATTGTTACAACTGTT
TCAGAT GATTTATATACCACTAGTGTAGTATGTATT TCAATACCTAAAACCTAAAAA
CAAAAACCAATAGGTGATAAAGTATGGCTATGTCATTAAAGAAAATTGGTGCTATTGCAGTTGGAG
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GGGCAATGGTTGCATCAGCATTAGCAAGCGGTGTAATGGCAGCAACCACAATAGGAGATGTTGCA
GGATTTATGAAAAATGCTGTTAAAGACGGACAACCAAACGTANAAATTGTAGTTGGTTCAGGAGCT
GCAACAATGGACGTTGTCTCAGCAGCAGACATTGCAGCAAAAATAGGTTCAATGTGCTACAAAAC
AGGAGCTGTTGAAGATGGAAAAGCTGTAATAAATGCAAAAGTTTCACAAGAAACTGAAACATACG
ATTTAGTTAATGGATCTAATGTAATATTGGCAACACCTGACAAAGATAATGCATTAAGTAAAGTGG
ATGGAGAAACCGTAAATCCTAATTTTAAAAAAGAATTAAATGTATTGATGAAAATTAAAAATGCA
ATGCCAGAAGAATACTATGGATACAAAGATTATGATGCTGTAGAAGAAATATATGCCAATGTAACT
GCAAACTTAACAACAAATGAAACCAGTATACCAAAAGGAAAACTCGCATACTTATCTGTATTAACT
GACGATAATGGTAATAGTTTAAAAGTATTAAAACCAGGAGTTAGGTTGCCATTCTTAGGTTCAGAA
AAAGTATATGTAAAATATGATGACAAAAAAATAATATTAGGAGATCTTGCATATTCAGGAATTATT
TCCGAAGGAGAATCTGTTGCTATTGGTGACGGTTACGAAGTAAAAGTTGCAGCAATGTATAGTTCA
ACCCCACTTGAAGCAGAGATACAAATATTAAAAGATGGTAAGGTAATTAAAGAAGATAGGTTAAA
GTTAAACGAATCAAACCCTGATGATTTAATAACCGACGACAATAAAGTTGCAGTTTTAGGATTCAA
AGGTTTAAAGAATATTGGTGAAACAAAAGGATATGCAGAAGTTATTGTTGTGAAAGATTTAATGGA
ATTGGAAGCTGGAGAAGAGTATATGGACAAGTGGGAAATTAGATGGGTTAAAAATGATAGTACAT
TCCAAAAAGGAGATGTAGATGATACAGTTGCAGGTATTGCATTAGTATATACAAACGATGACGGTG
TAAAATCCGATGTATTGGAAGATAAAGATGATACATTTGACATTAAACCATACCCAGGATTATACT
TGAAAAGAACAACAGCAAAAGAGGAAAACCCAGAACTTAGAATAGGCGCAGAACTCTCAAAAGA
AGAAGAGTTATCTGTTGGACAAAGTGTATCAATATTCAATGCAGATATTAAATTAAAAGACATAAA
AGCAGATGCACAGCAAGCAGTTCCAGTAACAGCACCAATCGCAAAATTAGATACAGAAGTATCAT
TAGACACAGCAGAGAAAAACTTAATCTTAGTTGGAGGTCCAGTTGCAAACAAATTAACAAAAGAG
TTAGTAGATATGGGTAAAGTAAACATTACCAATGACAGTCCAGCAACATTGACAAGCTTGGTTGAA
GGCGCTTGCAAACGGACACGTATGATTTTAGTTGTAGSAGGCCCCCCCCCGAATTCCTGGACAAGCT
TGAACTGA

TATA-Box, Shine-Dalgarno-Sequenz, Translationsstartpunkt, Translation-
sende

Anhang 5: 16S rRNA-Sequenzen von Bacillus sphaericus DSM 396, Bacillus fusiformis (B3, DSM 2898T) und
Geobacillus stearothermophilus DSM 2358

Bacillus sphaericus DSM 396

16S rRNA-Sequenz (1563 Nukleotide)
GCGGCCGCAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCG
AGCGAACAGAGAAGGAGCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAA
CCTACCCTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCTATTGTCCCTCA
TGGGACAATACTGAAAGACGGTCTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTG
GGACTGAGACACGGsCCArACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAG
ACCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGATTTCGGTTCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGA
AGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCG
CGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTG
GGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGATAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTATCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGG
TTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACT
GAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGTTGACCACTGTAGAGATATGGTTTTCCCTTCGGGG
ACAACGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
GCTACAATGGACGATACAAACGGTTGCCAACTCGCGAGAGGGAGCTAATCCGATAAAGTCGTTCTC
AGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAT
GCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGecCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACC
CGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGATAGATGAATGGGGTGAAGT
CGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTGCGGCCG

RBS
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Bacillus fusiformis B3

16 S rRNA-Sequenz (1525 Nukleotide)
ACGAACGCTGGCGGYGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGAKAAGGAGCTTGCTCCTTCGA
CGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCTTATAGTTTGGGATAACTCCGGGAA
ACCGGGGCTAATACCGAATAATCTGTTTCACCTCATGGTGAAACACTGAAAGACGGTTTCGGCTGT
CGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGAT
GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAgACTCCTACGGG
AGGCAGcAgTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAG
AAGGATTTCGGTTCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAACTGGCTGTACCT
TGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGATAGTGGAA
TTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTATCTG
GTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATT
AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGT
TGACCACTGTAGAGATATAGTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATC
ATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAA
TCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGATACAAACGGTTGCCAACT
CGCGAGAGGGAGCTAATCCGATAAAGTCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACAT
GAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGcCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCgGTGAGGTAACCTTTTGGAGCCAGCC
GCCGAAgGTGGGATAGATGATtGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATCGGAAGGTGCGGCTG
GATCACCTcCTTTcT

RBS

Bacillus fusiformis DSM 2898T

16S rRNA-Sequenz (1547 Nukleotide)
CCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGAGAAGGAGC
TTGCTCCTTCGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTACCTTATAGTTTGGGA
TAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCTGTTTCACCTCATGGTGAAACACTGAAAGAC
GGTTTCGGCTGTCGCTATAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACC
AAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGAAGAAGGATTTCGGTTCGTAAAACTCTGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACAGTAGTAA
CTGGCTGTACCTTGACGGTACCTTATTAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTC
TGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAG
AGGATAGTGGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTTGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTATCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC
AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCCCGTTGACCACTGTAGAGATATAGTTTCCCCTTCGGGGGCAACGGTGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGAT
CTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGATACAAA
CGGTTGCCAACTCGCGAGAGGGAGCTAATCCGATAAAGTCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCA
ACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCT
TTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGATAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTATC
GGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTTTCTGCGGCCGCTT

RBS
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Geobacillus stearothermophilus DSM 2358

16S rRNA-Sequenz (1589 Nukleotide)
TATATATAAGCGGCCGCAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACAT
GCAAGTCGAGCGGACCGGATTGGGGCTTGCCTTGATTCGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACAC
GTGGGCAACCTGCCCGCAAGACCGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACACCG
AAGACCGCATGGTCTTCGGTTGAAAGGCGGCCTTTGGGCTGTCACTTGCGGATGGGCCCGCGGCGC
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGGGCTGAGAGGGTGAC
CGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCACACTCCTACGGGAGGCAGtAGTAGGGAATCTTCCGCA
ATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCGACGCCGCGTGAGCGAAGAaGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTG
TTGTGAGGGACGTAGGaGCGCCGTTCGAAGAGGGCGGCGCIGTGACGGTACCTCACGAGAAAGCCC
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGGGCGAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGC
GTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGGGACTTGAGGGCAGGAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGCCTGCACCTGACGCTGAGGCGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA
GTGTTAGAGGGGTCACACCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCGATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
GCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCAAGAGATTGGGCGTT
CCCCCTTCGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTCTAGTTGCCAGCATTCGGTTGGGCACTCTAGAG
GGACTGCCGGCGACAAGTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGCTGCGAACCCGCGAGGGGGAGCGAATCCC
AAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAA
TCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGA
GAGCTTGCAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCCGCACGGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGCAA
GTGATTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTTCTTTCTG
CGGCCGCTTATATATAT

RBS

Anhang 6: Zugriffsnummern der S-Layer-Sequenzen soweit sie in der EMBL-Datenbank hinterlegt sind

Methanotorris igneus DSM 5666 AJ564995
Methanothermococccus thermolithotrophicus DSM 2095 AJ308554
Methanococcus vannielii DSM 1224 AJ308553

Anhang 7: Zugriffsnummern der 16S rRNA-Sequenzen soweit sie in der EMBL-Datenbank hinterlegt sind
Bacillus sphaericus DSM 396 AJ311894
Bacillus fusiformis B3 AJ311893
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