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1 Summary

Summary

This thesis is divided into two parts:

The first part of the present work attempts to provide information on
what structural elements might differentiate non-cleaved signal sequences
(i.e. permanent N-terminal membrane anchors), such as that of pro-sucrase-
isomaltase, from cleaved signal sequences (i.e. split by signal peptidase).

A hydrophobic segment near the amino terminus (positions 12-32) of
rabbit sucrase-isomaltase functions both as a membrane anchor and as a
signal sequence for translocation into the endoplasmic reticulum. Unlike
most signal sequences, that of sucrase-isomaltase is not cleaved by signal
peptidase. Using in vitro transcription and translation systems, we have
found that substitution of a single proline, at position 28 or 29, converted
the signal-anchor to a cleaved signal sequence, with cleavage occurring after
alanine-26 and the introduced proline thereby occupying position +2 or +3
relative to the cleavage site. Two deletions which shorten the
transmembrane domain by 8 amino acids were also effective, whereas
various other changes upstream and downstream of this domain were
without effect. We conclude that susceptibility to mammalian signal
peptidase is influenced both by the length of the hydrophobic region and by
the secondary structure downstream of the cleavage site.

The second part deals with scanning probe microscopy in biological
applications. Scanning tunneling microscopy (STM), atomic force
microscopy (AFM), and related techniques are increasingly important tools
for investigating the surface topography of immobilized molecules or
biological structures. One of the major advantages of these methods is that
they allow measurement of surface features in air or in liquids at room
temperature, so that dynamic events involving biological macromolecules
or organelles should be in principle observable in real time under
conditions approaching "physiological”.
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A method has been devised to produce gold films with ultralarge
atomically flat areas for use in scanning probe microscopy. A mean
- roughness of 2 A for areas of 2.25 p.mz, and about 3 A for 25 umz, can be
easily produced. The method is based on: (i) epitaxial growth of gold on
mica (gold is thermally deposited onto freshly cleaved mica sheets). (ii)
glueing the fresh gold surface to a piece of Si wafer. (iii) chemical or
consecutive mechanical stripping of the mica down to the freshly appearing
gold surface (i.e., template-stripped gold). A detailed STM- and AFM
roughness study of these gold films is presented in Part ITA.

Thiols, dialkylsulfides, and dialkyldisulfides are known to be
chemisorbed with high affinity on gold. DNAs of specific length and
sequence carrying thiol groups at each end were prepared. For this purpose,
primers with an HS-(CH2)6-arm at the 5'-end were used to amplify
segments of plasmid DNA via the polymerase chain reaction. These
thiolated DN As bind strongly to the large, ultraflat Au surfaces, and can be
imaged by AFM in liquids (aqueous solutions or propanol). The lengths
obtained in the AFM images are consistent with the DNA being in a native
B-conformation. see Part IIB



3 . . Zusammenfassung

Zusammenfassung

Diese Doktorarbeit besteht aus zwei Teilen:

Im ersten Teil dieser Arbeit werden die Struktur-Funktions-
Beziehungen der N-terminalen Proteinsequenzen der Saccharase-
Isomaltase untersucht, um ndhere Informationen zu erhalten, wie sich
nicht gespaltene Signal Sequenzen (d.h. permanente N-terminale
Membrananker) von gespaltenen Signalsequenzen (d.h. gespalten durch die
Signalpeptidase) unterscheiden.

Das am aminoterminalen Ende lokalisierte hydrophobe Segment
(Position 12-32) der Kaninchen Saccharase-Isomaltase hat zwei verschiedene
Funktionen: Einerseits dient es als Membrananker; andererseits dient es als
Signal-Sequenz fiir die Translokation in das Endoplasmatische Retikulum.
Im Gegensatz zu den meisten anderen Signalsequenzen wird diejenige der
Saccharase-Isomaltase nicht von der Signalpeptidase abgespalten. Durch
Einsatz eines in vitro Transkriptions- und Translationssystems, konnten
wir zeigen, dafl eine Substitution eines einzelnen Prolins an Position 28
oder 29 den Signal-Anker in eine spaltbare Signalsequenz umwandelt. Die
Spaltung erfolgte hinter Alanin-26. Das neu eingefiigte Prolin belegte die
Positionen +2 und +3 bezogen auf die neue Spaltstelle. Zwei Deletionen
von 8 Aminosduren, welche die transmembrane Domine verkiirzten,
fiihrten ebenfalls zur Spaltung der Signalsequenz. Dagegen waren
zahlreiche Aenderungen stromaufwiirts und stromabwiirts dieser Doméne
ohne Effekt. Wir schliessen daraus, daf8 die Empfindlichkeit gegeniiber der
Signalpeptidase aus Sdugetieren durch zwei strukturelle Eigenschaften
beeinflusst wird, namlich durch die Linge der hydrophoben Region und
durch die Sekundarstruktur stromabwirts der Spaltstelle.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit biologischen
Anwendungen der = Rasterprobenmikroskopie. Die Rastertunnel-
mikroskopie (RTM), Rasterkraftmikroskopie (RKM) und verwandte
Techniken werden zunehmend wichtigere Methoden fiir die Untersuchung
der Oberflichentopographie immobilisierter Molekiile oder anderer
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biologischer Stukturen. Einer der Hauptvorteile dieser Methoden liegt
darin, dafl sie es erlauben, die Oberflichenstrukturen an Luft oder in
Losungen bei Raumtemperatur zu untersuchen. Dynamische Prozesse von
biologischen Makromolekiilen oder Organellen sollten im Prinzip in
Echtzeit unter 'physiologischen’ Bedingung beobachtbar sein.

Eine wichtige Voraussetzung zur erfolgreichen Untersuchung
biologischer Objekte, stellen die Substratoberflichen dar. Wir haben eine
Methode entwickelt, um ‘atomar' flache Goldfilme grosser Ausdehnung zu
produzieren, die fiir die Rasterprobenmikroskopie eingesetzt werden
konnen. Die mittlere Rauhigkeit dieser Filme betrigt 2 A (2:10-10 m)
bezogen auf Flichen von 2,25 pm2 und ungefihr 3A fiir Flachen von 25
pum?2,

Die Methode basiert auf: (1.) Gold wird thermisch oder mit
Elektronenstrahl mit epitaxialem Wachstum auf frisch gespaltene
Glimmerplatten aufgedampft. (2.) Nach Aufkleben des frisch
aufgedampften Goldfilmes mit einem speziellen Klebstoff auf ein Si-
Waferstiick wird (3.) durch chemisches oder aufeinanderfolgendes
mechanisches Abziehen der Glimmer bis auf den frischen Goldfilm
entfernt. Eine detaillierte Rauhigkeitstudie mit RTM und RKM Daten wird
in Teil IIA vorgestellt.

Es ist bekannt, dass Thiole, Dialkylsulfide und Dialkyldisulfide mit
hoher Affinitit an Goldoberflichen chemisorbieren. DNA Fragmente
spezifischer Linge und Sequenz wurden an beiden Enden mit
Thiolgruppen modifiziert. Diese mit Thiol-Enden versehenen DNA
Fragmente binden via Thiolat an die oben genannten Gold-Oberflichen
und konnen mittels Rasterkraftmikroskopie in Losung untersucht werden.
Die ermittelten Liangen waren iibereinstimmend mit der Linge der DNA in
einer nativen B-Konformation (siehe Teil IIB).



