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Investigations of in vivo-interactions between secretory precursor proteins and
components of the protein export machinery of Gram-positive bacteria

Trials to secrete heterologous proteins using Gram-positive bacteria as host organisms have
shown problems with regard to the translocation step across the cytoplasmic membrane. The
reason for this are presumably non optimal interactions between the subunits of the translocase
(Sec-components) and the precursor proteins. In order to analyse the interactions between Sec-
components and heterologous precursor proteins, Bacillus subtilis / Staphylococcus carnosus
hybrid translocases were used. The starting point of this thesis was a secA-replacement mutant of
B. subtilis (RMA). In this mutant, the B. subtilis secA gene is chromosomally replaced by the secA
of S. carnosus. The gene replacement results in disturbed interactions between the S. carnosus
SecA protein (SecA(Sc)) and at least one translocase subunit of B. subtilis (SecX(Bs)). As a result
of this perturbation the RMA-mutant shows a conditional protein export defect leading to cold-
sensitive growth. In addition a heterologous protein (pre-OmpA of Escherichia coli) is selectively
discriminated from protein export. The aim of this thesis was to identify the disturbing SecA(Sc)-
SecX(Bs) interactions in the RMA. To reach this goal additional translocase subunits (SecX(Sc)) of
S. carnosus should be specifically introduced into the RMA-mutant.

For the project it was necessary to clone the missing S. carnosus secG gene. Using the B.
subtilis secG gene as probe a hybridizing DNA-fragment of S. carnosus was identified and
subsequently cloned. Sequence analysis revealed that this fragment encodes a protein showing
homology to the SecG proteins of B. subtilis and E. coli. The protein characterization revealed that
it is necessary for an efficient protein export in vivo and in vitro.

The characterisation of a secG replacement mutant of B. subtilis (RMG), in which the B. subtilis
secG gene is chromosomally replaced by secG of S. carnosus showed that the S. carnosus SecG
protein optimally interacts with the remaining translocase subunits of B. subtilis. The RMG behaves
as the B. subtilis wildtype in contrast to the above mentioned RMA-mutant, in which an interaction
between the S. carnosus SecA and a so far unknown B. subtilis Sec-component is disturbed.
Additional replacement of the B. subtilis secG-gene on the chromosome of the RMA by the
corresponding gene of S. camnosus (RMA/G) did not change the RMA phenotypes. The
replacement mutant RMA/G behaved like the RMA. This result and the behaviour of the RMG
clearly show that the SecA(Sc)-SecG(Bs)-interaction in the RMA is functional.

In contrast to the S. carnosus SecG, introduction of the S. carnosus SecY protein into the RMA
abolished the cold sensitive phenotype and the selective discrimination of the heterologous OmpA
precursor from protein export. This clearly shows that the SecA(Sc)-SecY(Bs)-interaction is
disturbed in the RMA. In addition, these results indicate that the pre-OmpA (as probably all
secretory proteins) interacts simultaneously with SecA and SecY at an early step of protein
translocation. Hence, the precusor is an equivalent part of an at least trimeric complex formed by
precursor, SecA, and SecY. Apart from this it was shown in comparable investigations that besides
an optimal SecA-SecY-interaction, an optimal interaction between the SecE and the SecY protein
is also important for an efficient protein translocation.

The results of this thesis suggest, that the often observed, inefficient or even entirely prevented
membrane translocation of heterologous proteins using Gram-positive bacteria as hosts is due to
an inefficient or unproductive formation of a translocation initiation complex of precursor, SecA,
SecY, and (most likely) SecE.
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1. Einleitung : 1

1. Einleitung

Zellen sind generell von einer Membran umgeben. Diese Membran stellt eine
Permeabilittsschranke fiir geladene und groBe Molekiile dar und ermdglicht einen kontrollierten
Stoffaustausch mit ihrer Umgebung. Ein weiteres gemeinsames Merkmal aller Zellen ist die
Kompartimentierung, was die Aufteilung der Zelle in funktionell unterschiedliche Reaktionsraume
bedeutet. Eukaryontische Zellen sind komplex aufgebaut. So findet man eine Vielzahl
intrazellularer, membranumschlossener Organellen, die jeweils eine spezielle Funktion ausiiben
(Zellkern, Endoplasmatisches Retikulum (ER), Golgi-Apparat, Mitochondrien, Peroxisomen etc.).
Im Gegensatz zur eukaryontischen Zelle mit ihrer komplexen Kompartimentierung sind
Prokaryonten vergleichsweise einfach aufgebaut. Bei Gram-positiven Bakterien ist das Cytoplasma
nur durch die Cytoplasmamembran (CM) und die auBen aufgelagerte Zellwand von der Umgebung
abgetrennt. Gram-negative Bakterien besitzen zusétzlich zur CM eine duBBere Membran sowie das
zwischen beiden Membranen liegende Periplasma.

Die Proteinbiosynthese findet mit Ausnahme einiger Proteine der Mitochondrien und
Chloroplasten im Cytoplasma statt. Befindet sich der Wirkort eines Proteins nicht im Cytoplasma
sondern in einem Organell, einer bestimmten Membran oder gar auBerhalb der Zelle
(sekretorische Proteine), so muB dieses Protein dorthin transportiert werden. Daraus ergibt sich fir
die Zelle zum einen die Notwendigkeit der Proteinsortierung (“Targeting®), die durch “targeting”-
Signale innerhalb der Primarsequenz des jeweiligen Proteins sichergestellt wird. Zum anderen
muB beim Transport mindesiens eine Membran {iberwunden werden, ohne deren
Semipermeabilitat zu beeintrachtigen. Der Transport (Translokation) wird durch Multiprotein-
Komplexe, sogenannte “Translokasen®, die in der jeweiligen Membran lokalisiert sind, ermdglicht.

1.1. Proteintransiokation bei Bakterien

1.1.1. N-terminale—Exportsignale

Vieles was im Hinblick auf die Proteintranslokation in Prokaryonten bekannt ist, stammt von
Studien am Gram-negativen Modellorganismus Escherichia coli (Driessen, 1998; Manting &
Driessen, 2000). Periplasmatische und AuBenmembran-Proteine werden mit einer N-terminalen
Verlangerung, dem Signalpeptid, synthetisiert. Dieses Signalpeptid (“targeting”-Signal)
unterscheidet die zu exportierenden Proteine von den cytosolischen Proteinen und ermdglicht der
Zelle die Proteinsortierung. Trotz des gemeinsamen Funktionsprinzips (siehe unten) weisen die
bakteriellen Signalpeptide keinerlei Homologien auf Ebene der Primérsequenz auf. Allerdings ist
ein konserviertes Bauprinzip feststellbar (von Heijne, 1985). Alle Signalsequenzen besitzen eine N-
terminale Region, die zwischen 1 und 3 positiv geladene Reste beinhaltet (n-
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Doméne), eine hydrophobe Region bestehend aus 10 - 15 hydrophoben Resten (h-Doméne) und
eine polare C-terminale Region (c-Doméne). Die c-Domane enthélt eine proteolytische Spaltstelle
fiir eine Signalpeptidase, die das Signalpeptid nach der Translokation abtrennt (“prozessiert®).
Das Exportprotein wird vor diesem Prozessierungsschritt als “Vorlaufer” und im AnschluB3 daran
als “reifes* Protein bezeichnet.

Die Signalpeptide unterscheiden sich hinsichtlich ihrer L&nge und der positiven Nettoladung der
n-Domane. Die Durchschnittslange betrégt bei Gram-negativen Bakterien 24 Aminosduren mit
einer durchschnittlichen Nettoladung von +2. Im Vergleich dazu ist bei Gram-positiven Bakterien
die Signalsequenz mit einem Durchschnitt von 29 - 31 Aminoséuren etwas l&nger und die
durchschnittliche Nettoladung der n-Region um eins auf +3 erhéht (von Heine & Abrahmsen,
1989). Obwohi diese Unterschiede wahrscheinlich eine Anpassung der Vorlauferproteine an den
jeweiligen Exportapparat wiederspiegeln, kénnen jedoch Exportsignale unterschiedlicher Herkunft
prinzipiell den Export auch im heterologen System vermitteln (Breitling et al., 1989; Nakamura et
al., 1989; Meens et al., 1993).

Die Funktion des Signalpeptids ist im E. coli-System gut untersucht: Im AnschiuB an die
Translation verzégert es zunéchst die Faltung des neu synthetisierten Polypeptids in eine stabile
Tertiarstruktur (Hardy & Randall, 1991) und erlaubt hierdurch eine Wechselwirkung mit dem
exportspezifischen Chaperon SecB (Thom & Randall, 1988; Altmann et al., 1990; Watanabe &
Blobel, 1989a, b) (Kapitel 1.1.2.2.). Durch biophysikalische Studien wurde eine Wechselwirkung
zwischen der positiv-geladenen n-Region und den anionischen Phospholipiden in der CM gezeigt
(Kusters, 1991). Desweiteren wurde gefunden, dass die h-Region des Signalpeptids eine o-
helikale Struktur ausbilden und dieser Bereich spontan in Biomembranen inserieren kann (Briggs
et al., 1986). Hierbei ist die Orientierung des Signalpeptids klar festgelegt: Entsprechend der
“positive inside rule” (von Heijne, 1989) verbleibt der positiv geladene N-Terminus im Cytoplasma.
Die Signalsequenz ist also insbesondere zu einem frithen Zeitpunkt der Proteintranslokation mit
den Lipiden in Kontakt (Driessen, 1994). Durch seine Wechselwirkung mit der zentralen

Exportkomponente SecA (Kapitel 1.1.2.1.) (Akita et al,, 1990) leitet das Signalpeptid den
TranslokationsprozeB des reifen Polypeptids ein.

1.1.2. Die Komponenten der E. coli Translokase

Zwei generelle Strategien wurden eingesetzt um die Gene zu identifizieren, welche fiir die
Komponenten des Protein-Exportapparates kodieren (Bieker et al,, 1990): Ein Ansatz beruhte auf
der Expression eines Fusionsproteins, das aus dem N-terminalen Bereich eines sekretorischen
Proteins (z. B. LamB, MalE, PhoA) und dem cytoplasmatischen B-Galaktosidase Protein bestand.
Die Expression dieser Fusionsproteine filhrte zur Blockierung der Exportstellen und war fiir die
Zelle lethal. Klone, die diese Selektionsbedingungen tberlebten, wiesen einen pleiotropen Defekt

im Protein-Export auf, d. h., dass unter nichi-permissiven Bedingungen die Vorlaufer
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verschiedener sekretorischer Proteine akkumulierten. Die Uiber diesen Ansatz gefundenen Gene
wurden als sec bezeichnet (sec steht flir “secretion®).

Der andere Ansatz war die Expression von sekretorischen Proteinen, deren Signalsequenz durch
Mutationen verandert war und den Export des Proteins blockierten. Dies flihrte zur Identifizierung
von dominanten Suppressoren (pr--Mutanten, prl steht fiir “protein localization®), die den Export der
Signalsequenzmuteine wieder erlaubten.

Die Charakterisierung der sec- und pr--Mutanten zeigte, dass letzlich in drei Fallen, priA/secY
(Emr et al., 1981; lto et al., 1983), priD/secA (Fikes & Bassford, 1989; Oliver & Beckwith, 1981)
und ,brlG/secE (Stader et al., 1989; Riggs et al., 1988) beide Ansétze zu Mutationen innerhalb des
gleichen Strukturgens fiihrten. Hieraus wurde geschlossen, dass diese Genprodukte direkt am
Protein-ExportprozeB beteiligt sind. Desweitern wurden Uber den erst genannten Ansatz drei
weitere Komponenten des Protein-Exportapparates, SecD, SecF (Gardel et al., 1987 & 1990) und
SecB (Kumamoto & Beckwith, 1983) gefunden. Biochemische Ansétze fihrten zur Isolierung des
SecG-Proteins (Nishiyama et al., 1993). Auch im secG-Gen konnten Signalsequenz-Suppressor-
Mutationen (pr/H) identifiziert werden (Bost & Belin, 1997).

Das im Cytoplasma vorkommende exportspezifische Chaperon SecB besitzt ein
Molekulargewicht von 16 kDa und bildet in seiner funktionellen Form ein Homotetramer (Watanabe
& Blobel, 1989b).

Das SecA hat ein Molekulargewicht von 102 kDa und kann in der Zelle sowohl als I6sliches,
membranassoziertes oder auch membraneingelagertes Protein auftreten (Cabelli et al., 1991). Es
ist als Homodimer aktiv und besitzt die Féahigkeit ATP zu binden und zu hydrolysieren.

Im Gegensatz zu SecA und SecB sind SecY, SecE, SecG, SecD und SecF membranintegrale
Proteine (Abb. 1), die die CM jeweils mehrmals durchspannen. Der heterotrimere SecYEG-
Komplex bildet die strukturelle Basis filr einen wéssrigen Kanal durch die CM. Es konnte gezeigt
werden, dass die Innenseite dieses Kanals nicht in Kontakt mit der umgebenen Lipid-
Doppelschicht steht (Joly & Wickner, 1993). Kontrovers ist jedoch bisher die Frage, ob die aktive
Translokationspore als SecYEG-Monomer (Yahr & Wickner, 2000) oder gar als Tetramer vorliegt
(Manting et al, 2000). Nach Manting et al. (2000) besteht die aktive Translokase aus zwei
SecYEG-Dimeren, also einem Tétramer, die durch die hohe Affinitdt zu membrangebundenem
SecA zusammengebracht werden. Rasterelektonenmikroskopische Aufnahmen der E. coli
SecYEG-Dimere dhneln denen, die vom SecY/E von B. subtilis (Meyer et al., 1999) und vom
eukayontischen Sec61p-Komplex (Hanaein et al., 1996) erhalten wurden. Der Sec61p-Komplex
besteht analog zur bakieriellen “Core*-Translokase aus drei Komponenten: Sec61a, -B, -.

SecD und SecF sowie ein weiteres Protein, YajC, dessen Funktion unbekannt ist (Gardel et al.,
1990), bilden ebenfalls einen heterotrimeren Komplex, der unter besonders schonenden
Bedingungén mit SecYEG aufgereinigt werden kann (Duong & Wickner, 1997a).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Sec-Translokase von E. coli. b-SRP: Bakterielles
Signalerkennungspartikel; FtsY: Bakterieller SRP-Rezeptor; LepB: Typ | Signalpeptidase;

Ap: Elektrochemischer Gradient; Der reife Teil des sekretorischen Proteins ist weiB
dargestellt, das Signalpeptid schwarz. ?: Potentieller FtsY-Rezeptor.

1.1.2.1. Die zentralen und akzessorischen Komponenten der E. coli Sec-Translokase

SecA, SecY und SecE sind die zentralen Komponenten der E. coli-Translokase. Die Rekonstitution
von SecYE in Liposomen ermdglichte die SecA- und ATP-abhéngige Translokation eines
Vorléauferproteins (in vitro-Proteintranslokation) (Brundage et al., 1990).

Wenngleich auch der SecYE-A-Komplex eine funktionelle Einheit darstellt, sind an der Protein-
Translokation noch weitere Membranproteine beteiligt. Die in vitro-Proteintranslokation wird durch
SecG (Nishiyama et al., 1993) sowie durch SecD und SecF (Duong & Wickner, 1997a) stimuliert.
Ein Antikdrper, der gegen die groBe periplasmatische Doméne des SecD-Proteins gerichtet war,
verhinderte die Freisetzung eines translozierten Vorlauferproteins von der E. coli CM (Matsuyama
et al., 1993). Diese Beobachtung sowie der Befund, -dass keine pri-Mutationen im SecD und SecF-
Protein identifiziert worden sind, 1&8t vermuten, dass die beiden Proteine an einem spaten Schritt
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der Translokationsreaktion beteiligt sind. Mdglicherweise wird der durch SecYEG gebildete
hydrophile Kanal nach Beendigung der Translokation durch SecDFYajC auf der AuBenseite der
Membran verschlossen, um den unspezifischen DurchfluB wie z. B. lonen zu verhindern.

Um die Freisetzung des translozierten Vorlauferproteins von der Membran zu erméglichen, wird
das Signalpeptid durch eine membranstandige Signalpeptidase (LepB) vom reifen Protein
proteolytisch getrennt (Dalbey et al., 1997). Das Abspalten des Signalpeptids ist fiir die eigentliche
Translokation eines Vorlauferproteins allerdings nicht notwendig (Dalbey & Wickner, 1985).

Eine neue Komponente des Protein-Exportapparates ist das YidC-Protein (Scotti et al., 2000;
Samuelsen et al., 2000). Es ist ein Homologes des Oxalp, welches in der inneren Membran von
Mitochondrien vorkommt und an der Biogenese einiger Proteine der inneren Membran beteiligt ist.
Dabei handelt es sich um Proteine, die einen langen N-terminalen Teil in den Intermembranraum
exponieren (Hell et al., 1998). YidC wurde mit SecYEG zusammen aufgereinigt und man fand,
dass sich seine Menge bei der Uberproduktion von SecYEG oder SecDFYajC erhéhte (Scotti et
al., 2000). YidC ist fir das Uberleben der Zelle essentiell (Samuelson et al, 2000). Die
Beobachtung, dass YidC mit Transmembransegmenten (TMS) von integralen Membranproteinen
chemisch vernetzbar ist sowie die Beobachtung, dass die Insertion von Sec-abhangigen
Membranproteinen in Abwesenheit von YidC gestort ist, lassen vermuten, dass YidC als Rezeptor
fir TMS fungiert, wenn sie den Translokationskanal seitlich in die Membranebene verlassen
(Samuelson et al., 2000).

1.1.2.2. Protein-“Targeting“

Zwei unterschiedliche “Targeting“-Wege dirigieren sekretorische und Membran-Proteine zur CM
von E. coli (Abb. 1). Der sogenannte SecB-Weg benutzt das cytosolische Chaperon SecB,
welches post-translational oder zu einem spéten co-translationalen Zeitpunkt an die reife Region
des sekretorischen Proteins bindet. Auf diese Weise wird das neu synthetisierte Protein in einem
nicht gefalteten Zustand gehalten, der fur die Translokation eine wichtige Vorrausetzung darstellt
(Lecker et al., 1989). Die Signalsequenz wird fur die SecB-Interaktion nicht benétigt (Watanable &
Blobel, 1989b), so dass die SecB-Bindungsspezifitat vermutlich durch die Faltungsgeschwindigkeit
eines neu synthetisierten Proteins bestimmt wird (“kinetic partitioning”) (Hardy & Randall, 1991).
Dies bedeutet, dass ein schnell faltendes Protein von der Interaktion mit SecB ausgeschlossen ist.
Da die Signalsequenz eines neu synthetisierten Vorlaufers die Faltung in seine Tertiérstruktur
verzdgert (Hardy & Randall, 1991), bindet SecB nun diese Proteine. Der SecB-Vorl&ufer-Komplex
gelangt anschlieBend an die Membran durch die spezifische Bindung des SecB-Proteins an den C-
Terminus von SecA (Abb. 3A) (Hartl et al., 1990; Fekkes et al., 1997). Nach dem “Targeting" wird
das SecB-Protein nicht mehr benétigt und wird nach Initiation der Translokation (Kapitel 1.2.)
wieder ins Cytosol freigesetzt, um fir einen neuen Zyklus zur Verfligung zu stehen.
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Ein alternativer “Targeting“-Weg wird in E. coli durch das bakterielle Signalerkennungspartikel (b-
SRP) vermittelt. Dieser Weg &hnelt dem eukaryontischen Protein-“Targeting” (Luiring &
Dobberstein, 1994). Das Ribonukleoprotein b-SRP besteht aus einer 4,58 RNA und dem Fth-
Protein, welche der 7S RNA bzw. der 54 kDa-Untereinheit des eukaryotischen SRP entsprechen
(De Gier et al., 1997). Das b-SRP bindet bevorzugt an wachsende Polypeptidketten mit einem
besonders hydrophoben “targeting“-Signal. Es wurde gezeigt, dass der SRP-Weg vorwiegend fiir
das “Targeting“ und die Biogenese von Membranproteinen benétigt wird (Ulbrandt et al., 1997,
Seluanov & Bibi, 1997). Der Komplex aus Ribosom-naszierender Polypeptidketie und b-SRP wird
von dem peripheren Membranprotein FtsY erkannt. Das FtsY-Protein ist ein Homologes der o-
Untereinheit des eukayotischen SRP-Rezeptors. FtsY, GTP und die CM werden fir die
Freisetzung des b-SRP von der naszierenden Polypeptidkette und dem Ribosom benétigt (Valent

et al., 1998). AnschlieBend inseriert die wachsende Polypeptidkette in die SecYEG-Translokase,
um co-translational die CM zu Gberqueren.

1.2. Ein Model zum Mechanismus der Sec-abhéngigen Proteintranslokation in E. coli

SecA ist ein sehr dynamisches Protein. Es liegt in einer kompakten ADP-gebundenen und mehr
ausgedehnten ATP-gebundenen Form vor (den Blaauween et al., 1996). Wahrend der
Translokation inseriert SecA vermutlich mit einer 30 kDa und 65 kDa-Doméne, die dem C- bzw. N-
Terminus des Proteins entsprechen (Abb. 3A), in die CM (Economou & Wickner, 1994; Eichler &
Wickner, 1997).

Folgendes Modell wurde entwickelt, dass einen Zusammenhang zwischen den verschiedenen
Konformationen des SecA-Proteins und der Translokation des Vorlauferproteins herstellt (Driessen
et al., 1998, Manting & Driessen, 2000) (Abb. 2): Assoziert an den SecYEG-Komplex bindet das
SecA-Protein mit hoher Affinitat den SecB-Vorlauferprotein-Komplex (in Abb. 2 nicht dargestellt).
Das SecA wechselwitkt sowohl mit der Signalsequenz als auch mit dem reifen Teil des
Vorlauferproteins. Dies fiihrt zu einer Translokation eines 2 — 2,5 kDa groBen Abschnitts des
Vorlauferproteins (Abb. 2, Punkt 1). SecA enthalt zwei Nukleotid-Bindestellen (NBS-I und NBS-Il)
(Abb. 3A). NBS-I besitzt eine hohe Affinitat fiir ATP wihrend NBS-I| eine niedrigere Affinitat fir
ATP aufweist. Das Vorhandensein von sauren Phospholipiden, SecYEG und Vorlauferprotein
stimuliert die sogenannte Translokations-ATPase-Aktivitat des SecA-Proteins. Dies bedeutet, dass
die Affinitat an der NBS-I fir ADP sinkt und fiir ATP erhéht wird, so dass es letztlich zum
Nukleotidaustausch kommt. Die durch den Austausch hervorgerufene Konformationsénderung des
SecA-Proteins von der ADP-bindenden kompakten Form in die nun ATP-bindende mehr
ausgedehnte Konformation bewirkt eine Insertion des SecA-Proteins in die Membranebene am
SecYEG-Komplex (Initiation der Translokation) und die Translokation des Vorlauferproteins um
weitere 2 — 2,5 kDa (Abb. 2, Punkt 2). Die Membran-inserierte Form von SecA wird durch SecD
und SecF stabilisiert (Kim et al, 1994; Economou et al, 1995; Duong & Wickner, 1997a, b)
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wéhrend das SecB-Protein zu diesem Zeitpunkt vom Komplex freigesetzt wird (in Abb. 2 nicht
dargestellt). Die Hydrolyse von ATP an NBS-I filhrt dann wieder zu einer kompakieren
Konformation des SecA-Proteins. SecA verliert dadurch die Affinitédt zum Vorlauferprotein und es
kommt zur Deinsertion aus der Membran (Abb. 2, Punkt 3). Es kann nun durch ein anderes
cytosolisches SecA-Molekiil ersetzt werden, welches erneut an den teil-translozierten Vorlaufer
bindet und einen neuen Translokationszyklus einleitet (Abb. 2, Punkt 1a). Zuséatzlich wird nach der
Initiation durch das SecA die Energie des Membranpotentials (AuH*) genutzt, um die Translokation
des Polypeptids Uber die Membran weiter voranzutreiben. Wie dies erreicht wird ist nicht
vollstdndig verstanden. Bekannt ist, dass das Membranpotential fiir eine effiziente
Proteintranslokation benétigt wird und zudem die unidirektionale Translokationsrichtung des
Polypeptids sichert (Driessen, 1992). Dariiber hinaus erleichtert es die Deinsertion des SecA-
Proteins aus der Membran (Nishiyama et al., 1999).

Abb. 2: Schematische Darstellung der Proteintranslokation in E. coli. WeiB3: SecA; Schwarz:
SecYEG-Komplex; Schwarzer Faden: Vorlauferprotein.

1.3. Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen den Translokase-Untereinheiten wahrend
des Translokationsvorgangs

Das eben vorgestelite Modell der Proteintranslokation setzt eine Vielzahl verschiedener
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Komponenten des Exportapparates mit dem
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Vorlauferprotein voraus. Wie die einzelnen Komponenten untereinander sowie mit dem
Vorlauferprotein mechanistisch wechselwirken, ist jedoch nach wie vor groBtenteils unklar.
insgesamt scheint die Proteintranslokation ein sehr dynamischer Vorgang zu sein. So ist die
Membraninsertion und -deinsertion des SecA-Proteins mit einer Inversion der Membrantopologie
des SecG-Proteins gekoppelt (Nishiyama et al., 1996). Durch das Einfihren von Cysteinresten
wurden Disulfidbindungen zwischen zwei SecG-Molekllen erhalten (Abb. 3B). Die
Cysteinmutagenese-Technik, erlaubt Untersuchungen zu  Wechselwirkungen zwischen
Membranproteinen. Dabei werden gezielt Aminoséurenreste im Protein gegen Cystein
ausgetauscht. Durch die Kombination verschiedener Cystein-Muteine kann, wenn die Reste nahe
genug beieinander liegen, eine Disulfidverbriickung, also eine direkte Wechselwirkung
nachgewiesen werden. Das genannte vernetzte SecG-Dimer durchlief die Topologie-Inversion und
unterstiitzte trotz der Vernetzung die Translokation eines Vorlauferproteins (Nagamori et al., 2000).
Es wird vermuiet, dass SecG wie “molekulare Schmiere die Insertions- und Deinsertionszyklen
des SecA-Proteins in die CM erleichtert und so die Effizienz der Proteintranslokation erhoht
(Matsumoto et al, 1998; Suzuki et al, 1998). Das SecG-Protein (12 kDa) durchspannt die
Membran zweimal, wobei im nicht aktiven Zustand N- und C-Terminus im Periplasma lokalisiert
sind (Abb. 3B). Das cytosolische Segment ist reich an Glycinresten und besitzt eine Nettoladung
von +1 (Nishiyama et al., 1996). In vitro-Studien haben gezeigt, dass das SecG-Protein zwischen
verschiedenen SecYE-Kompexen ausgetauscht wird (Joly et al., 1994) und es mit SecY (Homma
et al., 1997) assoziiert ist. Ein genetischer Hinweis auf SecY-SecG-Wechselwirkungen wurde von
Bost & Berlin (1995) erhalten, die Suppressor-Mutationen von secG-Mutanten im secY-Gen
identifizierten. Die Beobachtung, dass Uberproduziertes SecG ein ebenfalls (iberproduziertes
labiles SecE-Derivat stabilisieren konnte, deutet dariiber hinaus auf eine SecG-SecE-
Wechselwirkung hin (Nishiyama et al., 1995).

Vergleichbar zum SecG wurde auch vom SecE-Protein durch die Cystein-Mutagenese-Technik
eine direkte Wechselwirkung mit einem benachbarten SecE-Protein nachgewiesen (Kaufmann et
al., 1999) (Abb. 3B). Die Vernetzung der SecE-Proteine blockierte die Proteintranslokation und
wurde nur beobachtet, wenn das SecA-Protein in die Membran inseriert war. Die Beobachtung,
dass die membraninserierte Form des SecA-Proteins mit einer Umkehr der Membrantopologie des
SecG-Proteins und einer Konfigurationsénderung von SecE verbunden ist, 1&aBt vermuten, dass
SecG und SecE mit SecA wechselwirken.

“SecA-SecY-Wechselwirkungen:* Das SecA-Dimer dient sowoh! als Rezeptor flir den SecB-
Vorlauferprotein-Komplex als auch als ATP-getriebener molekularer Motor der Translokase
(K.apitel 1.2.). Es bindet an den SecYEG-Komplex durch eine direkte Wechselwirkung mit SecY.
Diese Interaktion wurde durch in vivo-Vernetzungsexperimente demonstriert (Manting et al., 1997)
und umfaBt die ersten 107 Reste (entspricht der ersten periplasmatischen Doméne (P1) und der
ersten und zweiten cytoplasmatischen Region (C1 und 02)') des 48 kDa groBen SecY-Proteins
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(Snyders et al., 1997). Weitere Kontakistellen zwischen SecY und SecA sind vermutlich die C5
bzw. C6-Doméane des SecY-Proteins (Abb. 3B) (Matsumoto et al., 1997; Taura et al, 1997).
Mutationen in diesen Domanen fihrten zu einem kaltesensitiven Wachstum. Die Mutation in der
C6-Doméne (secY205-Mutante, Tyr429Asp) erlaubte keine produktive SecA-Insertion in
Anwesenheit von ATP und Vorlauferprotein, jedoch eine Insertion ohne den Vorlaufer. Demnach
scheint die Mutation in C6 von SecY die Struktur des SecYEG-Komplexes so zu verdndern, dass
der SecA-Vorlauferprotein-Komplex als Wechselwirkungspartner nicht mehr akzeptiert wird. Unter
Ausnutzung des kaltesensitiven Wachstums der secY205-Mutante wurden Suppressor-Mutationen
isoliert, die im secA-Gen lokalisiert sind (secA317, secA36). Diese Daten zeigten, dass SecY eine
entscheidene Rolle bei der SecA-Insertion in Gegenwart von Vorlauferprotein und ATP spielt
(Matsumoto et al., 1997).

Ein einzelner Aminoséureaustausch im Transmembransegment (TMS) 7 von SecY erhohte die
SecA-Affinitat zu SecYEG (Manting et al., 1999). Zusatzlich bewirkte die Mutation eine effizientere
Translokation von Vorlauferproteinen sowie eine erhdhte Aktivitdt der SecA-Translokations-
ATPase. Dariiber hinaus erlaubte die Mutante im Gegensatz zum Wildtyp SecY den Export eines
Vorlauferproteins mit einer defekien Signalsequenz. Dies bedeutete, dass die Mutante ihre
Signalsequenz-Selektivitat verloren hatte. Eine verbesserte Bindung von SecA an SecY ist auch
fiir die erniedrigte Signalsequenz-Spezifitét einer priA4-Mutante verantwortlich (van der Wolk et al.,
1998). Das SecY(PrlA4)-Protein tragt Mutationen in TMS 7 und TMS 10 und gestattet hierdurch
wieder (im Gegensatz zum Wildtyp SecY) den Export von Vorl&uferproteinen, die eine defekte
Signalsequenz besitzen. Die Mutation im TMS 10 ist fur den Prl-Phé&notyp verantwortlich, wéhrend
die Mutation im TMS 7 die Stabilitat des SecYEG-Komplexes erhéht (Duong & Wickner, 1999).
Demnach scheint die verbesserte SecA Bindung an das SecY-Protein der Grund dafiir zu sein,
dass der die sogenannte “proof-reading“-Aktivitat (Uberpriifungsmechanismus) der Translokase
umgangen und der Export eines Vorlauferproteins mit einer defekten Signalsequenz wieder
ermdglicht wird. Vermutlich wird das Zeitfenster fiir eine produktive SecY-SecA-Vorlauferprotein
Wechselwirkung vergréBert und die Wahrscheinlichkeit hierdurch einen funktionellen
Initiationskomplex auszubilden, der fiir eine erfolgreiche Membrantranslokation des Vorlaufers

essentiell ist, erhoht.
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Abb.3: A Primérstruk.tur des SecA-Proteins. Angezeigt sind die Nukleotidbindestellen (NBS |
und _NBS Il), die Bindestellen der Signalsequenz und des SecB-Proteins sowie das N-
terminale 65 kDa- und C-terminale 30 kDa-Fragment. B Topologie der Translokase-
Untere_mhgnten in der CM. Identifizierte Kontakistellen zwischen den Translokase-
Untereinheiten sind durch Pfeile markiert. N und C: N- bzw. C-Terminus der Proteine.

Beziiglich der Wechselwirkungen zwischen den Komponenten SecY und SecE ist folgendes

bekannt: Das SecY-Protein ist mit seinen 10 TMS die groBte Untereinheit des SecYEG-

Heterotrimers (Abb. 3B). SecE (14 kDa) besitzt drei TMS, wobej fiir die Funktion des Proteins nur

der dritte Transmembranbereich mit der davor liegenden cytoplasmatischen Domane essentiell ist
(Schatz et al., 1991). SecY wird durch aquimolare Mengen des SecE-Proteins stabilisiert und ein

UberschuB von SecY sehr schnell durch die Membran-gebundene Protease FtsH abgebaut (Taura

et al, 1993; Kihara et al, 1995). Beide Proteine formen einen stabilen Komplex, der durch

Behandlung mit Detergenzien nicht dissoziiert (Brundage et al., 1990: Joly et al., 1994). Durch
genetische Analysen wurden mehrere mogliche Kontakistellen zwischen dem SecY und dem
SecE-Protein identifiziert (Abb. 3B). Mutationen in Ca des SecY (Baba et al., 1994) und der hoch
konservierten C2-Doméne des SecE-Proteins (Murphy & Beckwith, 1994; Pohlischréder ef al.,
1996) stérten eine stabile SecY-SecE-Wechselwirkung. Die synthetische Lethalitat, die beim
Kombinieren bestimmter priA (secY) und priG (secE)-Allele auftritt (Flowers et al., 1994), lieB eine
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Wechselwirkung zwischen dem TMS 3 des SecE-Proteins mit den TMS 7 und 10 des SecY-
Proteins und zwischen P1 von SecY und P2 von SecE vermuten. Der letztere Kontakt wurde direkt
mit Hilfe der Cystein-Mutagenese-Technik durch eine in vivo-Vernetzung gezeigt (Harris & Silhavy,
1999). Mit Hilfe der gleichen Technik konnte das TMS 3 des SecE-Proteins mit dem TMS 2 des
SecY-Proteins spezifisch vernetzt werden (Kaufmann et al., 1999).

Obwohl Signalsequenz-Suppressor (prf)-Mutationen in allen Untereinheiten des SecYEG-A-
Komplexes identifiziert worden sind, konnte eine direkte Wechselwirkung mit einem
translozierenden Vorlauferprotein nur fiir das SecA und das SecY-Protein gezeigt werden (Joly &.
Wickner, 1993). Die Tatsache, dass bislang keine Vernetzung von Translokations-Intermediaten
mit Phospholipiden beobachtet wurde, 1Bt vermuten, dass sich der Vorlaufer wahrend seiner
Passage iiber die CM in einem von den Sec-Komponenten gebildeten Wasser-gefillten Kanal, der

von den Phospholipiden abgeschirmt ist, befindet.

1.4. Gram-positive Bakterien als Wirtsorganismen fiir die Gewinnung
heterologer Proteine

Gram-positive Bakterien der Gattung Bacillus werden schon seit Jahrzehnten fir die kommerzielle
Gewinnung technischer Enzyme eingesetzt (Ferrari et al., 1993). Diese Enzyme (vorwiegend
Protasen, Amylasen und Lipasen) werden von diesen Bakierien in groBen Mengen in die
Umgebung ausgeschieden und stammen zum GroBteil aus dem zelleigenen Protein-Repertoire
(homologe Proteine). Mit Hilfe von Bacillus subtilis werden im industriellen MaBstab die Enzyme o-
Amylase, alkalische Protease und B-Glucanase hergestellt, deren Ausbeuten im g/l-Bereich liegen
(Harwood, 1992). Die hohe Sekretionsleistung, gute Zuganglichkeit fir molekulargenetische
Methoden (Harwood, 1992) sowie das Vorliegen der Genomsequenz (Kunst et al., 1997) machen
den Gram-positiven Modellorganismus B. subtilis zu einem potentiell guten Wirtsorganismus flr
die sekretorische Gewinnung von technischen und pharmazeutisch interessanten Proteinen und
Peptiden. Gegeniiber der sekretorischen Expression von Proteinen in E. coli weist B. subtilis im
Hinblick auf die Produkt-Aufarbeitung zahlreiche Vorteile auf: Aufgrund des Fehlens einer &uBeren
Membran werden die Proteine nach der Translokation 6slich und potentiell korrekt gefaltet ins
umgebende Medium freigesetzt. Der ZellaufschluB und eine aufwendige Renaturierung
rekombinanter Proteine aus cytosolischen “Inclusion-Bodies* ist nicht etforderlich und somit ist die
Aufarbeitung des Produkies erheblich vereinfacht. Zudem besitzt B. subtilis keine
Lipopolysaccharide (LPS), die Bestandteil der AuBenmembran in E. coli sind. Eine Kontamination
des Produktes mit LPS ist insbesondere fiir pharmazeutische Proteine und Peptide problematisch,
da LPS als Endotoxin unter anderem Fieber auslésen kann.

Versuche, die Sekretionskapazitdt von B. subtilis fur die Produktion heterologer Proteine
auszunutzten, verliefen jedoch oft enttduschend. Limitierend waren hier zum einen die von B.
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subtilis ins Kulturmedium sekretierten Proteasen, die das sekretierte Produkt sofort wieder
abbauten (Simonen & Palva, 1993). Beim Export heterologer Proteine kann es weiterhin
vorkommen, dass die Wechselwirkung der Vorlaufer mit der Translokase der Wirtszelle nicht
optimal funktionieren und somit das Vorlduferprotein als Substrat nicht akzeptiert wird. Dies kann
zu einem eingeschrénkten Export oder gar wie im Falle einiger eukaryontischer Proteine zum
AusschluB vom Export filhren (Simonen & Palva, 1993). Zur Umgehung der identifizierten
Engpasse ist es notwendig, ein detailliertes Bild vom Ablauf der Proteintransiokation bei Gram-
positiven Bakterien zu erhalten. Da das erste Hindernis, wie erwahnt, die Uberwindung der CM ist,
macht es folglich Sinn, genauer zu untersuchen, welche Wechselwirkungen zwischen
Vorlauferprotein und der Translokase dafiir verantwortlich sind, dass eine erfolgreiche
Membrantranslokation stattfinden kann. ‘

Staphylococcus carnosus ist ebenfalls ein interessanter Wirtsorganismus fir die sekretorische
Gewinnung von heterologen Proteinen und Peptiden. Er ist ein Gram-positiver Mikroorganismus,
der schon seit langem als Startkultur fiir die Herstellung von Fisch- und Fleischprodukien
eingesetzt wird (Liepe, 1982). Im Gegensatz zu B. subtilis sekretiert S. carnosus wenig Proteasen
in den Kulturiberstand (Meens et al., 1997), was die Stabilitét insbesondere Protease-labiler-
Proteine und Peptide gewahrleistet. Beispielsweise konnte die Ausbeute eines heterologen
Modellproteins (Lipase-Calcitonin-Fusionsprotein) unter optimierten Fermentationsbedingungen
auf Uber 2 g/l gesteigert werden (Dilsen et al., 2000). Zudem ist S. carnosus, wie B. subtilis, von
der amerikanischen Gesundheitsbehdrde als GRAS-(“general regarded as safe*) Organismus
eingestuft worden.

Bis auf das exportspezifische Chaperone SecB wurden in B. subtilis und S. carnosus Homologe
aller Komponenten der E. coli Sec-Translokase identifiziert (Suh et al., 1990; Overhoff et al., 1991;
Tschauder et al., 1992; Joeng et al., 1993; Meens et al., 1994; Klein et al., 1995; Bolhuis et al.,

1998; van Wely et al., 1999). Dies 4Bt vermuten, dass die Proteintranslokation in Gram-positiven
Bakterien nach einem &hnlichen Mechanismus verlauft wie in E. coli.

1.5. Eine B. subtilis | S. carnosus-Hybridtranslokase als Einstieg fiir die
in vivo-Untersuchungen von Protein-Protein-Wechselwirkungen bei der
Proteintranslokation in B. subtilis

Die héufige gemachte Beobachtung, dass heterologe Proteine von Bacillus-Arten ineffizient oder
tberhaupt nicht sekretiert werden (Simonen & Palva, 1993), liegt vermutlich in nicht optimalen
Wechselwirkungen zwischen dem Vorlauferprotein und den Translokase-Untereinheiten der
Wirtszelle. Dies bedeutet, dass fiir einen effizienten Protein-Export die offensichtlich komplexen

Wechselwirkungen funktionell aufeinander abgestimmt sein miissen. Welche Wechselwirkungen
dies sind, ist praktisch unbekannt.
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Das SecA-Protein als zentrale Exportkomponente steht in Kontakt mit dem Signalpeptid und dem
reifen Teil des Vorlauferproteins sowie mit einigen oder sogar allen membranintegralen
Untereinheiten der Sec-Translokase. Diese Oberflachenkontakte sind im Verlauf der Evolution in
jedem Organismus optimal aufeinander abgestimmt worden und ermdglichen eine effiziente
Membrantranslokation des Vorlauferproteins. Im Falle einer Wechselwirkung zwischen dem E. coli
SecA-Protein und der B. subtilis-Translokase trifft dies natlrlich nicht zu. So konnte der
Wachstumsdefekt einer kéltesensitiven B. subtilis secA-Mutante durch das SecA-Protein von E.
coli nicht komplementiert werden (Klein et al., 1995). Da die SecA-Proteine von E. coli und B.
subtilis eine vergleichbare Domanenstruktur, Ladungsverteilung und Hydrophobizitatskurve
besitzen, zeigt dieses Ergebnis, dass sich vermutlich die Oberflachenstrukturen beider SecA-
Proteine zumindestens geringfiigig unterscheiden. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen wurde
eine secA-Austauschmutante von B. subtilis konstruiert, in der das B. subtilis secA-Gen auf dem
Chromosom gegen das secA-Gen von S. carnosus ausgetauscht ist (replacement mutant secA,
RMA). Die Analyse der RMA von B. subtilis zeigte ein vergleichbares Wachstum zum B. subtilis
Wildtyp bei 37 °C. Da ein funktioneller Protein-Export in B. subtilis fir das Wachstum essentiell ist,
kann demnach das heterologe SecA mit den restlichen Exportkomponenten und den
Vorlauferproteinen von B. subtilis im Prinzip produktiv wechselwirken. Im Gegensatz dazu wurde
ein Wachstumsdefekt der RMA bei 25 °C festgestellt. Dies zeigte, dass sehr wahrscheinlich bereits
bei 37 °C bestehende Stérungen der Wechselwirkungen zwischen dem S. carnosus SecA
(SecA(Sc)) und den restlichen Transportkomponenten von B. subtilis bei niedrigeren
Temperaturen verstarkt werden und bei 25 °C wachstumslimitierend sind. Welche
Wechselwirkungen gestoért sind, ist unbekannt.

Weiterhin zeigten Exportstudien, dass die B. subtilis / S. carnosus-Hybridiranslokase bestimmte
Vorlauferproteine als Substrat akzeptiert, andere hingegen nicht. So fand in der RMA die
Membrantranslokation der S. hyicus Prapro-Lipase, die ein typisches Exportprotein Gram-positiver
Bakierien ist, bei 37 °C problemios stait, wahrend das AuBenmembranprotein A aus E. coli
(OmpA) sehr ineffizient transloziert wurde (Klein & Freud|, in Vorbereitung). Darlber hinaus war
bereits bei 37 °C die Sporenbildung sowie die Kompetenzentwicklung der RMA defekt. Man weil,
dass fir die Initiation dieser post-exponentielien Phanomene in B. subtilis membrahsténdige- und
extrazelluldre Proteine bendtigt werden. Diese Kenntnis sowie der Befund, dass die B. subtilis / S.
carnosus-Hybridtranslokase zwischen unterschiedlichen Vorlauferproteinen selektioniert, fihrte zu
der Annahme, dass die Defekte der Sporenbildung und Kompetenzentwicklung der RMA aus qlem
Unvermégen der Hybridtranslokase resultiert, ein oder mehrere Proteine korrekt zu lokalisieren,
welche fiir diese Prozesse wichtig sind.

Die Beobachtung, dass in der RMA offensichtlich nur ganz bestimmte Proteine vom Export
ausgeschlossen sind, deutet darauf hin, dass spezifische Eigenschaften des Vorlauferproteins
einen erheblichen EinfluB darauf haben, ob es in der RMA-Situation exportiert wird oder nicht.



14 1. Einleitung

Desweiteren wies die effiziente OmpA-Membrantransiokation im S. carnosus-Wildtyp darauf hin
(Meens et al, 1993 & 1997), dass die Wechselwirkungen zwischen dem OmpA-Vorlaufer
(PraOmpA) und der Translokase von S. carnosus Wildtyp produktiv sind, d. h. eine
Membrantranslokation von OmpA erlauben. Hieraus kann man weiterhin schlieBen, dass nicht das
S. carnosus SecA-Protein per se fir den Protein-Exportdefekt in der RMA verantwortlich ist.
Stattdessen kann man folgern, dass es sich in der RMA um eine Stérung einer komplexen
Wechselwirkung handeln muB, bei der mindestens drei Komponenten beteiligt sind: (a) SecA(Sc),
(b) PraOmpA und (c) mindestens eine unbekannte Komponente des Exportapparates von B.
subtilis (SecX(Bs)). Gelingt es die gestorte SecA(Sc)-SecX(Bs)-Wechselwirkung zu optimieren, .
indem SecX(Bs) durch SecX(Sc) ersetzt wird, kann man daraus folgern, dass SecA(Sc), SecX(Sc)
miteinander sowie mit dem Vorlauferprotein wechselwirken (und dies auch in einem B. subtilis
bzw. S. carnosus Wildtypstamm) und das diese Tri- oder sogar mutimeren Wechselwirkungen fir
einen effizienten Export notwendig sind.

1.6. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Dissertation sollten priméar die stérenden Wechselwirkungen in der RMA-
Hybridtranslokase durch das gezielte Einbringen weiterer S. carnosus Translokase-Untereinheiten'
in die RMA identifiziert werden. Dieser Ansatz beruht, wie oben erwahnt, auf dem Prinzip, durch
Einbringen weiterer Sec-Komponenten aus S. carnosus die gestdrte SecA(Sc)-SecX(Bs)-

Wechselwirkung in der RMA durch eine optimale SecA(Sc)-SecX(Sc)-Wechselwirkung zu
ersetzen.

Die Arbeit teilte sich in zwei Themenkomplexe:

1. Um die stbérende SecA(Sc)-SecX(Bs)-Wechselwirkung in der RMA durch eine optimale
SecA(Sc)-SecX(Sc)-Wechselwirkungen zu ersetzen, war es notwendig alle in Frage kommenden
S. carnosus Translokase-Untereinheiten zur Verflgung zu haben. Da bis auf das S. carnosus
SecG alle iibrigen Sec-Komponenten bereits bekannt waren, sollte im ersten Teil der Dissertation
zunachst das bislang noch fehlende secG-Gen von S. carnosus kloniert und das zugehbrige

Protein funktionell charakterisiert werden. Aus einer Phagenbank sollte mit Hilfe einer heterologen

Gensonde das secG-Gen isoliet und anschlieBend sequenziert werden. Durch

Komplementationsexperimente einer konditionalen E. coli secG-Mutante mit dem S. carnosus
secG-Gen sollte ein Hinweis auf die Funktion erhalten werden. Weiterhin sollte der EinfluB des
SecG-Proteins auf den Protein-Export in S. carnosus untersucht werden. Zu diesem Zweck sollte
eine secG-Deletionsmutante von S. carnosus konstruiert und der Protein-Export der Mutante

sowohl i i ] ;
in vivo als auch in vitro untersucht werden. Darilber hinaus sollte eine SecG-
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Austauschmutante von B. subtilis (RMG) konstruiert werden, in der nur das secG von B. subtilis
auf dem Chromosom gegen das entsprechende Gen von S. carnosus ausgetauscht ist. Die RMG
sollte AufschluB dartber geben, ob das S. carnosus SecG-Protein den Wachstums- und
Exportdefekt einer secG-Deletionsmutante von B. subtilis kompensieren kann.

2. Im zweiten Teil der Arbeit sollten die stérende SecA(Sc)-SecX(Bs)-Wechselwirkung in der RMA
durch eine optimale SecA(Sc)-SecX(Sc)-Wechselwirkung ersetzt werden. Um einen Hinweis
darauf zu erhalten, ob die SecA(Sc)-SecG(Bs)- bzw. SecA(Sc)-SecY(Bs)-Wechselwirkungen in der
RMA gestort sind, sollten das SecG(Bs) durch SecG(Sc) bzw. das SecY(Bs) durch SecY(Sc)
ersetzt werden. Wachstumsexperimente, Protein-Exportstudien sowie die Untersuchung der
Sporenbildung und Kompetenzeniwicklung der resultierenden Mutanten sollten klaren, ob durch
die optimalen SecA(Sc)-SecG(Sc) bzw. SecA(Sc)-SecY(Sc)-Kombinationen die beschriebenen
Defekte der RMA verschwinden.

Weil bereits ein einzelner sec-Austausch in B. subtilis, wie die RMA zeigte, zu einem Protein-
Exportdefekt fihren kann, dessen Auswirkungen (kéltesensitives Wachstumsverhalten, Defekte in
den post-exponentiellen Phanomenen) einen experimentellen Ansatz bieten, um in vivo-
Wechselwirkungen' in der Translokase im Detail untersuchen zu kénnen, sollte eine SecE-
Austauschmutante von B. subtilis (RME), in der das B. subtilis secE-Gen durch das entsprechende
Gen von S. carnosus ersetzt ist, konstruiert werden. Die RME solite in Hinblick auf das Wachstum,
den Protein-Export sowie die post-exponentiellen Phadnomene charakterisiert werden. Ein eventuell
durch den secE-Austausch resultierender Phanotyp kann dann analog zur RMA genutzt werden,
um die Wechselwirkungen zwischen den Exportkomponenten und dem SecE-Protein zu

charakterisieren.
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2. Material und Methoden

2.1. Bakterienstimme, Phagen, Plasmide und Oligonukleotide
Die mit "*" gekennzeichneten Stamme und Plasmide wurden in dieser Arbeit konstruiert.

Tab. 1: Bakterienstamme

Art Stamm Referenz
Genotyp
Staphylococcus  TM300 Wildtyp Schleifer u.
carnosus (Sc) Fischer (1982)
TM300AsecG AsecG:.erm *
Bacillus  subtilis DB104 his, nprR2, nprE18, AaprA3 Kawamura u. Doi
(Bs) (1984)
MKL1 his, nprR2, nprE18, AaprA3, M. Klein, pers.
cm Mitteilung
RMA his, nprR2, nprE18, AaprA3, M. Klein, pers.
cm, AsecA::secASc Mitteilung
DBAsecG his, nprR2, nprE18, AaprA3 Van Wely et al,
AsecG::cm 1999
RME his, nprR2, nprE18, AaprA3, *
AsecE::secESc
RMG his, nprR2, nprE18, AaprA3, *
AsecG::secGSc
RMA/G his, nprR2, nprE18, AaprAs3, *
cm, AsecA::secASc,
AsecG::secGSc
DB104::pLKA2 his, nprR2, nprE18, AaprA3, R. Breitling, pers.
(pPSCY3) AsecY::kan Mitteilung
RMA/Y his, nprR2, nprE18, AaprA3, *
AsecY::kan, cm,
o ‘ AsecA::secASc
Escherichia  coli DH50. FA'supE44 A(argF- Sambrook et al.,
(Ec) lac)U169®80d 1989
lacZAM15hsdR17 recAt
endA1 gyrA96 thi-1 relA1
EC1000 RepA* MC1000, kan Leenhouts et al,
1996
KN370 (C600 recD1009, AsecG::kan Nishiyama et al.,
1994
Y1090 F’, A(lacU169), proA", A(lon), Promega
araD139, StrA, supF,
[trpC22:Tn(tet")], (PMC9),
hsaR (rk-i mk+)
Phage Lambda gt11

Promega
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Tab. 2: Plasmide

Plasmid
pDel6

pDG646

pHSG576
pHSG6,3EcoRl

pHSG850Hindli

pHSGAHIndlll::erm

pLipPS1kan

pORI240

pORlsecG

pORIsecE

pUC18
pSecGEc

pSecGSc

pSCY3
pSX63kan

Resistenz
Amp",
CmPf

Erm

CmR

CcmP

cmP, Erm®

Kan

AmpF, Tet®

AmpF, Tet®

Amp", Tet?

Amp
Amp

Amp

Phleo®

Kan

klonierte Gene

Austauschplasmid, tragt den
stromaufwarts liegenden
Bereich des B. subtilis secA-
Gens (orf189), eine Cm"-
Kassette, das S. carnosus secA-
Gen und den stromabwarts
liegenden Bereich des B. subtilis
secA-Gens (prfB)
Erythromycin-Resistenzgen

Tragt das aus der Agt11-EcoRl
Genbank von S. carnosus
isolierte 6,3 kB groBe EcoRlI-
Fragment

Tragt das aus der Agt11-EcoRl
Genbank von S. carnosus
isolierte 850 Bp groBe Hindlli-
Fragment)
pHSG850Hindlll-Derivat, tragt
Erm™-Kassette an der Stelle des
deletierten  (Clal/Sphl-Verdau)
S. carnosus secG-Bereiches
pLipPS1-Derivat, tragt statt
CmP-Kassette  eine  Kan"™
Kassette; Lipase aus S. hyicus)
Shuttle-Plasmid fir E. coli und
B. subtilis

pORI240-Derivat
(Austauschplasmid), tragt den
5’-Bereich des B. subtilis secG
(yvaM), das S. carnosus secG
und den 3’-Bereich des B.
subtilis secG-Gens (yvakK)
pORI240-Derivat
(Austauschplasmid), tragt den
5’-Bereich des B. subtilis secE
(rom@G), das S. carnosus secE
und den 3’-Bereich des B.
subtilis secE-Gens (nusG)

pUC-Derivat, tragt das E. coli
secG-Gen, RBS E. coli
pUC-Derivat, tragt das S.
carnosus secG-Gen, RBS &S.
carnosus

secY-Gen von S. carnosus

Amylase aus B. licheniformis

Referenz
Klein, M. & Freudl, R.
in Vorbereitung

Guerout-Fleury et al.,
1995
Takeshita et al. (1987)

J. Meens, persénliche
Mitteilung

Leenhouts et al., 1996

*

Yanisch-Perron et al.,
1985

*

R. Breitling,
personliche Mitteilung
M. Klein, persénliche
Mitteilung
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pWH1520 Amp®, Tet® Shuttle-Plasmid fir E. coli und Rygus & Hillen, 1991
B. subtilis
pWHYSc Amp®, Tet® pWH1520-Derivat, tragt das S. *

carnosus secY-Gen

Amp®: Ampicillin, Cm®: Chloramphenicol, Erm™: Erythromycin, Kan™: Kanamycin, Tet™: Tetrazyklin,
Phleo®:Phleomycin

Tab. 3: In dieser Arbeit verwendete Oligonukieotide

Name Sequenz (5’-> 3’) Verwendung
BsnusGBglll CTTAGATCTTTCTGCTTCCCCCGGAAGAAGC Konstruktion von
pORIsecE
BsnusGEcoRI CCGGAATTCTGATCAGCAATACGTGCTATAA "
BsrpmGBamHI CGCGGATCCGACCTCCACAATTTAAAACGCC
BsrpmGXbal TGCTCTAGAGAGGAAATGATCATTAATCAGG
BssecG1 CGCTCTAGAGTAATGTAGCCAGTGAGTCTGG Herstellung der yval-
Sonde
BssecG2 TGCGGATCCCCTATAGGATATAAGCAAGCGC
BssecEf1 ATGCGTATTATGAAATTCTTT Nachweis des B.
subtilis secE-Gens
BssecE2 TAATTCAACTATTAAACGAATT
EcsecG1 CCGGAATTCACTCCGCAAGGAACAGGTTG Konstruktion von
pSecGEc
EcsecG2 GATGTCGACAGGTCGACTCTAGAGGATCC
MAT19 GAAATCGGCTCAGGARAAAGGCC Nachweis des ery-
Gens
MAT20 CAAACGTAATATTGTTTAAATCG
RMsecGScBamHI CGCGGATCCATGCACACTTTATTGACAGT Konstruktion von
RMsecGScEcoRl  GGCGAATTCTTACATATTGAAATAAGTAR pOR'I"s':ecG
RMyvaKBglli CCTAGATCTAGAACGCCTTGATACATGAC
RMyvaKEcoRI CCGGAATTCGGCAATGTTTGTATAAGETC
RMilyvaMBamHI ~ CGCGGATCCCACCTCCAGACTCACTGGCTACATTAC
T
RMllyvaMXbal TGCTCTAGAAGGCGCCGGACAGAATAAGCTGTGACA
C
ScSecE1 CGCGGATCCATGGCTGAAGATAAGAAAAAAGC Konstruktion von
pORIsecE und
Nachweis des S.
y—— carnosus seck-Gens

GGCGAATTCTTAACTAATTAATTCTATTCAATT "
ScsecG1 CCGGAATTCCAGTATATTATGAATGGAGG

Konstruktion von
pSecGSc

ScsecG2 GTGAAGCTTGCCCGACTTTTACATTGTCG
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2.2. Medien und Lésungen

LB (Luria Broth-) Medium (Miller, 1972): pro I:

10 g Trypton
5 g Hefeexirakt
5 g NaCl

PH-Medium (Liebl, 1986): pro I:

10 g Pepton

5 g Hefeextrakt
5 g NaCl

1 g Glukose

1 g KoHPOy4
pH 7,2

SPI-Medium zur Transformation von B.subtilis (Hardy, 1985)

4 x SP-Medium: pro [:

56 g KoHPO4

24 g KHoPOy4

8 g (NH4)2S04

4 g Nag-Citrat x 2H20
4 g Hefeextrakt

0,8 g MgSO4 x 7H20
0,8 g Casamino Acids
pH 7,2

(15 min autoklaviert)

SPI-Medium: pro I:

250 ml 4 x SP-Medium
12,5 ml Histidin (4 mg/ml)
50 ml Tryptophan (1 mg/ml)
2,5 ml 1M MgCl,

500 wl 1M CaCl,

19

Je nach Bedarf wurden weitere Aminosauren (50 pug/ml), Vitamine und andere Wachstumsfaktoren
(50 pg/ml) sowie eine geeignete Kohlenstoffquelle zugesetzt. Das fertige Medium wurde

sterilfiltriert.

Sporulationsmedium (Schaeffer et al., 1965):

getrennt autoklaviert und steril zugesetzt:

pro |: 10g Trypton
5g Hefeextrakt
5g NaCl
pH 7,0

1 mi 10 mM MnCl,
1 ml FeSO,

10 ml 100 mM Ca(NOg).
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Herstellung kompetenter Zellen von E. coli (variiert nach D. Hanahan, 1985)

RF1: pro l:
12 g RbCl
9,9 g MnCl,
1,5 g CaCl, x 2 H:0
2,9 g Kaliumacetat
121 ml Glycerin (87%)
pH 5,8 mit 0,2 N Essigsaure eingestellt
(sterilfiltriert)

RF2: pro I:
2,1 g MOPS
1,2 g RbCl
11 g CaCl, x 2 H,0
121 ml Glycerin (87%)
pH 6,8 mit 1M Natronlauge eingestellt
(sterilfiltriert)

Medien fiir die Protoplastentransformation von Staphylococcus carnosus

2 x SMM-Losung:
1 M Saccharose
40 mM Maleinsaure
40 mM MgCl,
Mit NaOH auf pH 6,5 eingestellt und 15 min autoklaviert.

4 x PAB-LOsung
7% (w/v) Difco Antibiotic No. 3, 15 min autoklaviert

5% BSA-Lésung
5% (w/v) Rinderserumalbumin, steril filtriert

SMMP-Medium
25 ml 2 x SMM
6,25 ml 4 x PAB
1,56 ml 5% BSA

DM3-Medium
Folgende Lésungen wurden einzeln angesetzt und autoklaviert:

1.1 M Na-Succinat: 135 g in 500 ml H,O, pH 7,3 mit Bernsteinséure eingestellt
2. 10 g Agar in 200 ml H,O

3. 5 g Casamino Acids und 5 g Hefeextrakt in 150 ml H20
4. 3,5 g KzHPO, und 1,5 g KH,PO, in 100 ml H,O
Nach dem Autoklavieren wurden die Lésungen steril gemischt und steril versetzt mit:

20 mi 1 M MgCil,
10 ml 50% (w/v) Glukose
10 ml 5% (w/v) BSA

40% PEG/SMM-L6sung:
40 g PEG 6000 gelést in 50 ml 2 x SMM, mit H,O auf 100 ml aufgefiillt, 15 min autoklaviert.

CY3-Softagar
CY-Agar: (pro )
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25 g Hefeextrakt
25 g Casamino Acids
14,75 g NaCl
8 g Agar

Bei Gebrauch werden gemischt: (pro |)
25 mi CY-Agar (50°C)
25 ml 1 M Na-Succinat, pH 7,3
2 ml 1,5 M Natriumglycerophosphat
1 ml 1 M MgCl,
0,5 ml 5% (w/v) BSA
0,5 ml 50% (w/v) Glukose

S7-Medium zur radioaktiven Markierung von B.subtilis
(modifiziert nach van Dijl et al. 1991)

100 x Metallmix: pro 100 ml:
20 ml 1M MgCl,
7 ml 1M CaCl,
5 ml 10 mM FeCl;
1 ml 10 mM ZnCl,
5 ml 100 mM MnCil,

20 x Aminosduremix: Samtliche Aminosduren auBer Methionin und Tryptophan wurden zu einer
Endkonzentration von 1 mg/ml eingewogen und in 0,1 N HCI bei 60°C in Lésung gebracht.

S7 Minimalmedium: pro I:
20 ml 1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,0
10 ml 1 M (NH4)2SO4
1 ml 100 x Metallmix
1 ml Thiamin (50 mg/ml)
20 ml 1M Natriumglutamat pH 7,0
50 ml 20 x Aminosauremix
4 ml Riboflavin (100 pg/mi)
2,8 mi Uridin (10 mg/ml)
50 ml Tryptophan (1 mg/ml)
25 ml Methionin (1 mg/mt)
0,05% Hefeextrakt
Je nach Bedarf wurde geeignete Kohlenstoffquelle zugesetzt. Das fertige Medium wurde
sterilfiliriert.

Minimalmedium zur radioaktiven Markierung von S. carnosus (MMSc)
10 x Aminoséurenmix (AS 1): T,S,A,P,V,L,,F,N,Q,K, R, H, Gje 1,2% in H,0
20 x Aminosaurenmix (AS 2): D, E, Y je 1% in 0,5M NaOH

100 x Aminosaure (AS3): W 1% in 0,2M HCI

4 x Salzlésung: pro I:
4 g (NH4)SO4

2 g Na-Citrat x 2H,0
8 g KH,PO,
8 g Na;HPO,
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0,4 g MgSO;4 x 7H.0
0,04 g FeSO, x 7H0

500 x Vitaminlfsung: pro 100 ml: o
500 mg Nicotinsaure
25 mg Thiamin/HCl

MMSc: pro 100 ml:
10 ml AS 1(10 x)
5ml AS 2 (20 x)
1 ml AS 3 (100 x)
25 ml Salzlésung (4 x)
0,2 ml Vitaminiésung (500 x)
0, 2 ml Riboflavin (100ug/ml)
0,28 ml Uridine (10mg/ml)
2,5 ml Hefeextrakt (2%)
1,148 ml Glycerin (87%)
5 mi Cystein (25 mg/ml)
1 ml B. subtilis Metallmix (100 x)

In eine 5 m! Ubernachtkultur wurden 5 pl Met (25 mg/ml) zugesetzt. Das fertige Medium wurde
sterilfiltriert.

2.3. Verwendete Reagenzien und Bezugsquellen

Biochemikalien incl. Puffer: - Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim .
Analysenreine Chemikalien: - Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

- Merck AG, Darmstadt

- Serva GmbH &Co0.KG, Heidelberg

- Bethesda Research Laboratories, Bethesda, USA

- Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

radioaktive Nukleotide: - Amersham Buchler GmbH &Co0.KG, Braunschweig
radioaktives 39S-L-Methionin - NEN DuPont (Deutschland), Bad Homburg
Fertigmedien/Medienkomponenten: - Difco Laboratories, Detroit, USA.
Nitrocellulose-/Nylonmembranen: - Schleicher und Schiill, Dassel

2.4. Mikrobiologische Methoden
2.4.1. Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung aller verwendeten Stamme erfolgte, wenn nicht gesondert aufgefiihrt, in LB-
Vollmedium. Die fiir die Selektion auf Antibiotikaresistenz verwendeten Konzentration lagen fir
Ampicillin bei 100 pg/ml, fir Tetracyclin bei 10 pg/ml, fir Kanamycin bei 10 pg/mi (E. col) bzw. 15
Hg/ml (B. subtilis) und flr Chloramphenicol bei 30 pg/mi (E. coli) bzw. 15 ug/ml (B. subtilis und S.
carnosus). Die Inkubation in Flissigmedium wurde bei einem Volumen bis zu 5 ml in einem

Reagenzglasschittler bei 180 upm, bei einem Volumen {ber 10 ml auf einem Schiittler in
Erlenmeyerkolben bei 140 upm durchgefiihr.
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2.4.2. Stammbhaltung

Die langfristige Stammhaltung erfolgte in Form von Glyzerinfliissigkulturen. UNK wurden auf 20%
(E. coli, B. subtilis und S. carnosus) Glyzerin eingestellt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und
bei -20 bzw. -70°C gelagert.

2.4.3. Transformation von Bakterien
2.4.3.1. Transformation von E.coli Stammen (D. Hanahan, 1985)

Der jeweilige Stamm wurde unter geeigneten Bedingungen in 50 ml LB-Vollmedium bis zu einer
OD von 0,15 herangezogen. Nach einer 15-miniitigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen in ein.
Zentrifugationsréhrchen Gberfihrt und 15 min bei 4°C und 3500 upm in einer Minifuge (Heraeus)
sedimentiert. Das Pellet wurde zundchst mit 17 ml eiskaltem RF1-Puffer gewaschen und
anschlieBend in 4ml eiskaltem RF2-Puffer resuspendiert. Die kompetenten Zellen wurden in 200pl-
Aliquots in vorgekihlte 1,5ml Rdéhrchen (Eppendorf) pipettiert, in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -70°C gelagert. '

Far die Transformation wurden die kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut, je Aliquot mit 10-100ng
Plasmid-DNA (oder max. 20ul Ligationsansatz) versetzt und fur weitere 30min auf Eis gehalten. Es
folgte eine 90sec andauernde Hitzeschockbehandlung bei 42°C. Zur Auspragung der
Antibiotikaresistenz wurde der Ansatz nach Zugabe von 800ul LB-Medium (+ 0,5% Glukose) fur
45min bei 37 °C geschuttelt. Aliquots (50 - 100pl) wurden auf Selektionsagarplatten ausplattiert
und lber Nacht inkubiert.

2.4.3.2. Transformation von B.subtilis Stammen (variiert nach Sadaie & Kada, 1983)

5 ml SPI-Medium in einem Reagenzréhrchen wurden mit einer frischen Kolonie des zu
transformierenden Stammes beimpft und bei 200 upm und bei 37 °C inkubiert. Am Ende der
logarithmischen Phase wurde 1 ml Kultur mit 100-500 ng Plasmid-DNA (oder max. 20 ul
Ligationsansatz) versetzt und fiir weitere 60 min mit 100 upm geschiiitelt. AnschlieBend wurden 3
ml LB-Volimedium sowie 0,5% Glucose zugegeben und die Kuliur zur Auspragung der
Antibiotikaresistenz fiir weitere 60 min bei 180 upm inkubiert. Aliquots (50-100 pl) wurden auf
Selektionsagarplatien ausplattiert und tber Nacht inkubiert.

2.4.3.3. B. subtilis Sporulationstest

Samtliche verwendete GefaBe wurden vor Gebrauch mit Aqua bidest autoklaviert.

2 ml einer B. subtilis Ubernachtkultur wurden in 2 ml Eppendorf-ReaktionsgefdBen 10 min mit
13.000 upm bei 4 °C abzentrifugiert, mit 2 ml Sporulationsmedium gewaschen und anschlieBend in
1 ml Sporulationsmedium 1:100 mit der gewaschenen B. subtilis Kultur beimpft und bei 37 °C
mindestens 24 h geschiittelt. Zur Bestimmung der Gesamizellzahl der Kultur wurden geeignete
Verdiinnungen (10 bis 10 ) in einem Gesamtvolumen von 1 mi hergestellt, 100ul auf Agarplatten
ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Bestimmung der Sporenzahl in der Kultur
wurden 100 pl der Zellsuspension im 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefdB mit 100 pl Chioroform
versetzt (Eppendorf-GefaBe mit Parafilm sichern) und im Wasserbad bei 80 °C 30 min inkubiert.
Dabei wurden die vegetativen Zellen abgetttet. AnschlieBend wurden 10 pl der oberen wassrigen
Phase, welche die Sporen enthalt, in mehreren geeigneten Verdinnungen auf Agarplatten
ausplattiert. Fir gut sporulierende Stamme (Wildtyp) wurden Verdiinnungen von 10 bis 10 ~°
hergestellt. Firr schlecht sporulierende Stdmme (RMA und RME) wurden Verdiinnungen von 102
bis 10 ~* in einem Gesamtvolumen von 1 mi hergestelit, 100 ul auf Agarplatten ausplattiert und
uber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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2.4.3.4. Transformation von S. carnosus-Protoplasten (Gétz & Schumacher, 1987)

Zur Transformation von S. carnosus wurden protoplastierte Zellen verwendet, die folgendermaBen
hergestelit wurden: 2 | PH-Medium wurden mit 10 ml einer UNK von S. carnosus angeimpft und bei
37°C bis zum Erreichen einer OD600 von 0,5 geschiittelt. Die Zellen wurden abzentrifugiert (10
min 8000 upm JA20, Beckmann), in 150 ml 0,9%-iger NaCl-Lésung gewaschen und in 180 ml
SMMP aufgenommen. Je 30 ml dieser Zellsuspension wurden in sterilen 100 ml-Kolben mit 30 pl
Lysostaphin (0,5 mg/ml) versetzt und 16 - 18 h bei 30°C stehen gelassen. Die so hergestellten
Protoplasten wurden abzentrifugiert (30 min, 4000 upm, 20°C, Hereus Minifuge), in SMMP
gewaschen und in 9 m! SMMP aufgenommen. Aliquots von je 300 pl wurden schockgefroren und
konnten so fiir 8 bis 10 Monate bei -70°C aufbewahrt werden.

Die Transformation erfolgte durch Mischen der zu transformierenden DNA (1 - 2 pg) mit 300 ul
Protoplasten-Suspension und anschlieBender Zugabe von 2 ml 40%-iger PEG/SMM-L6sung. Nach
2 min wurden 7 ml SMMP zugegeben und der Ansatz 30 min bei 3000 upm abzentrifugiert (Hereus
Minifuge, RT). Die Protoplasten wurden in 1 ml SMMP aufgenommen, auf DM3-Platten ausplattiert
und 3 h bei 37°C inkubiert. Danach wurde mit 3 ml CY-Softagar, der das gewiinschte Antibiotikum
in 10-facher Konzentration enthielt, Gberschichtet und 2 - 4 Tage bei 37°C inkubiert.

2.5. Gentechnische Methoden
2.5.1. Praparation chromosomaler DNA
2.5.1.1 Praparation chromosomaler DNA aus S. carnosus TM300

500 ml PH-Medium im Erlemeyerkolben (ohne Schikane) wurden mit 3 ml UNK beimpft und bei
37°C bis zu einer OD von ~0,6 inkubiert. Die Zellen wurden geerntet (15 min 6000 upm bei 4°C,
Beckmann JA10), einmal mit 200 ml Puffer (50 mM Tris/HCI, 50 mM EDTA pH 7,8) gewaschen
und in 100 mi Puffer resuspendiert. Zum AufschluB wurde Lysostaphin (20 pg/ml) und Lysozym
(500 pg/ml) zugesetzt. Nach 2h bei 37°C erfolgte die Zugabe von autolysierter Pronase (1 mg/ml)
sowie 10 ml 10% SDS, und die Inkubation wurde fiir weitere 2 h fortgesetzt. Das Lysat wurde
einmal mit einem Volumen Phenol/Chloroform (1:1) und zweimal mit einem Volumen
Chloroform/isoamylalkohol (24:1) extrahiert. Der Uberstand wurde mit 0,25 Volumen 2 M LiClo-

Lésung versetzt, mit 2 Volumen Ethanol (-20°C) Uberschichtet und die ausfallende DNA mit einen
glasstati der Log_,ung entnommen. Die DNA wurde mit 70% Ethanol (-20°C) gewaschen, die
Uberschiissige Fliissigkeit im Vakuum entfernt (nicht vollkommen getrocknet) und der Niederschlag

wurde vorsichtig in 200 ul TE-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 7,8, 1 mM EDTA) bei 4°C geldst. Die

Eggt?rintrtaﬁon der DNA und deren Reinheit wurde (iber die Absorption bei 260 und 280 nm
mi.

2.5.1.2. Préparation chromosomaler DNA aus E.coli (Kaiser & Murray, 1979)

Die Zellen von 100 ml UNK in LB-Medium wurden
' geerntet
1A ch) n;:| TES-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 8, 1 mM EDTA/Nap, 50 mM NaCl) gewaschen und zum
ufschluB in 3 ml 25% Saccharose, 50 mM Tris/HCl pH 8,3 m i
hiuB in 3 . : , 3 mg/ml Lysozym resu . Nach
30 mlln bei 37 C erfolgte die Lyse der Zellen durch Zusatz von 800 i 2y50 n}{M EDTZ?I?IQSISIEI 8 und
15 min Inkubation auf Eis sowie nachfolgender Zugabe von 2 mi Lysis-Mix (2% Triton X-100, 60

mM EDTA/Nap, 50 mM Tris/HCI pH 8). Der Abbau von Proteinen erfolgte mit Pronase (100 pg/mi)

bei 37°C fiir 3h. Ph i = . .
beschrichen. enolextraktion, Fallung und weitere Aufarbeitung erfolgte wie in 2.5.1.1.

(Heraeus, 4°C, 5000 upm, 15 min), mit

2.5.1.3. Préparation chromosomaler DNA aus B. subtilis
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Die Isolierung der chromsomalen DNA aus B. subtilis fand mit Hilfe des DNAeasy Kits statt und
erfoigte wie in der Produktinformation angegeben (Qiagen).

2.5.2. Praparation von Plasmid-DNA
verwendete Lésungen und Puffer:

Lésung A:
100 pg/ml RNaseA
50 mM Glukose
25 mM Tris/HCI pH 8
10 mM EDTA/Na»o

Losung B (stets frisch angesetzt): 0,2N NaOH
1% SDS

Lésung C: 3 M Kaliumcetat pH 4,8

2.5.2.1. Fallung von Plasmid-DNA (Sambrook et al., 1989)

Die Féllung von DNA erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in 70% Ethanol, 300 mM
Kaliumacetat pH 4,8 bei -20°C fir 60min. AnschlieBend wurde die Lésung 15 min zentrifugiert
(Eppendorf, 14000 upm, 4°C), der Niederschlag mit 1ml 70% Ethanol (-20°C) Uberschichtet, noch
einmal zentrifugiert (Eppendorf, 14000 upm, 4°C) und in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Die
DNA wurde in TE-Puffer oder HoO aufgenommen.

2.5.2.2. Minilysat aus E. coli (Birnboim & Doly, 1979)

Die Zellen aus 2 ml UNK wurden fiir 5 min bei 13000 upm (Eppendorf, 4°C) abzentrifugiert, in 200
ul eiskalter Lésung A resuspendiert und durch Zugabe von 400 pl Lésung B 2 min bei RT lysiert.
Durch Zugabe von 300 pl eiskalter Losung C wurden chromosomale DNA und Proteine gefallt und
anschlieBend das Lysat 10 min (Eppendorf, 14000 upm, 4°C) zentrifugiert. Vom plasmidhaltigen
Uberstand wurden 500 pl abgenommen und die DNA mit 1 ml Ethanol gefallt, mit 500 wl 70%
Ethanol gewaschen und im Vakuum getrocknet. AnschlieBend wurde die DNA je nach Kopienzahl

des isolierten Plasmids in 20-100 pl Wasser gelést.

2.5.2.3. Minilysat aus B. subtilis ("protoplast alkaline lysis" Voskuil & Chambliss, 1993)

Die Zellen aus 2 ml UNK wurden fiir 5 min bei 13000 upm (Eppendorf, 4°C) abzentrifugiert, in 200
pl SET-Puffer (100 pug/ml RNaseA, 25% Saccharose, 50 mM EDTA, 50 mM Tris/HC! pH 8,0)
resuspendiert und in Anwesenheit von 5 mg/ml Lysozym 30 min bei 37°C protoplastiert. Zur
Zellyse wurden 350 pl Puffer B zugesetzt. Durch Zugabe von 350 pl eiskalter Lésung C wurden
chromosomale DNA und Proteine geféllt und anschlieBend das Lysat 10 min (Eppendorf, 14000
upm, 4°C) zentrifugiert. Vom plasmidhaltigen Uberstand wurden 750 pl abgenommen, mit dem
gleichen Volumen Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (25:24:1) griindlich gemischt und zur
Phasentrennung 10 min zentrifugiert (Eppendorf, RT). Von der leichieren wéssrigen Phase wurden
620 ul in ein neues GefaB Gberfihrt, grindliich mit 620 pl Chloroform-isoamylalkohol (24:1)
vermischt und 5 min zentrifugiert (Eppendorf, RT). 550 pl der wéssrigen Phase wurden mit dem
gleichen Volumen eiskaltem Isopropanol gefallt, die DNA mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen und in

20 ul HoO gelést.
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2.5.2.4. Plasmid-Isolierung im praperativen MaBstab

Zur Isolierung groBerer Mengen (50-500 pg) hochreiner Plasmid-DNA aus E. co/{'-Zellen wurde qas
Nucleobond-Kit (Macherey und Nagel) geméaB den Angaben des Herstellers eingesetzt. Bacillus
subtilis- und Staphylococcus carnosus-Zellen wurden vor Verwendung des Kits mit TSE-Puffer (10
mM Tris/HCl pH 8,0; 300 mM NaCl; 10 mM EDTA) bzw. 150 mM EDTA gewaschen und
anschlieBend nach Resuspension in Puffer S1 (Macherey und Nagel) 30 min enzymatisch mit 5
mg/ml Lysozym bzw. 12,5 pg/ml Lysostaphin aufgeschlossen.

2.5.3. Aligemeine gentechnische Methoden (Sambrook et al., 1989)
2.5.3.1. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer GréBe im elektrischen Feld wurden fir
Fragmente bis 1,5 kB Gele von 1,5-2% Agarose, bis 7 kB Gele von 1-1,5% Agarose und fir
Fragmente iiber 7 kB Gele von 0,6-1% Agarose angefertigt. Hierzu wurde die Agarose in TAE-
Puffer aufgekocht und nach Abkiihlen (55-60°C) auf Geltrager gegossen. Die DNA-Proben wurden
mit 1/10 Volumen 10 x Probenpuffer versetzt und die Elektrophorese in TAE-Puffer durchgefihrt.
Zum Anfarben der DNA wurde eine 1% Ethidiumbromidlésung verwendet.

10 x TAE-Puffer:
pro |
48,4 g Tris
11,42 ml Essigsaure (96%)
7,44 g EDTA/Nas

10 x Probenpuffer:
0,05% Bromphenolblau
0,05% Xylencyanol
50% Glyzerin

2.5.3.2. Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Die DNA wurde in den vom Enzymhersteller mit

: elieferten Puffern n
Bedingungen verdaut. g unter den angegebene

2.5.3.3. Behandlung mit alkalischer Phosphatase

Zur Verhinderung von Religierungen der linearisierten Vektoren

Phosphatreste mit alkalischer Phosphatase entfernt. Hierzu wurden nach erfolgtem Verdau in den

Restriktionsansatz 2 Einheiten "Shrimp alkaline phosphatase” (SAP; USB) gegeben und 1 h lang

bei 37°C inkubiert. Die Phospatase wurde anschlieB i -minditi ' '
20°C inaktivierer, ieBend durch eine 15-miniitige Inkubation bei

wurden vor der Ligation die 5 -

2.5.3.4. Umwandlung von iiberhdngenden 5'-Enden in glatte Enden

Zum Auffallen von {berhangenden 5'-Enden wurde die Klenow-

Mannheim) benutzt. Die DNA wurde hierzu im Puffer ( Tt 7e | morase (Boefiiner

5 OmM Tris/HCI pH 7,5, 1 mM DTT, 7 mM
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MgClp, 20 uM dNTPs) aufgenommen und mit 1,0 Einheiten Klenow-Enzym pro ug DNA 15 min bei
25°C inkubiert. Das Enzym wurde anschlieBend durch Hitze inaktiviert (15 min 70°C).

2.5.3.5. Ligation von DNA-Fragmenten

Im Ligationsansatz wurde ein molares Verhéltnis von Fragment zu Vektor von 3:1 eingestelit. Fiir
die Ligation koh&siver Enden enthielt der Ansatz 1/10 Volumen 10 x Ligationspuffer (200 mM
Tris/HCI pH 7,6, 100 mM MgClo, 100 mM DTT, 6 mM ATP), glatte Enden wurden unter

Verwendung eines 5 x Puffers (150 mM Tris/HCI pH 7,6; 50 mM MgCly; 5 mM ATP; 50 mM DTT;
200 mg/ml PEG 8000; 50 ug/ml RSA) ligiert. Die Ligation erfolgte in beiden Fallen {i.N. bei 16°C
mit 1,0 Einheiten T4-DNA-Ligase in einem Volumen von 10 pl.

2.5.3.6. Isolierung von DNA aus Agarosegelen und Entsalzung von DNA-LGsungen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen sowie das Entsalzen von DNA-LGsungen
(z.B. nach PCR oder Restriktionsverdau) mit Hilfe des Quiaex ll-Kits erfolgte wie in der
Produktinformation angegeben (Qiagen), allerdings mit folgenden Abweichungen: Im AnschluB an
den finalen Waschschritt wurde die an die Glasmilch gebundene DNA fir 2 min im Vakuum
getrocknet. Die Elution der DNA von der Glasmilch erfolgte stets in Wasser bei 55°C.

2.5.3.7. Herstellung und Aufreinigung synthetischer Oligonukleotide

Die zur Durchfihrung der Polymerasekettenreaktion und zur Sequenzierung benétigten Oligo-
nukleotide (Primer) wurden bei der Firma MWG (Ebersberg) bestellt

2.5.3.8. Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1988)

Die Reaktion erfolgte im DNA-Thermal-Cycler (Cetus/Perkin-Elmer). Der Reaktionsansatz (100 pl
oder 50 pl) enthielt 1/10 Volumen 10 x PCR-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8,3, 15 mM MgClo,

500mM KCI, 1mg/ml Gelatine; vom Enzymhersteller mitgeliefert), 1/50 Volumen Nukleotid-Mix
(dATP, dGTP, dTTP, dCTP je 0,2 mM), je 0,4 uM der beiden Oligonukleotide, 2,5 Einheiten der
Tag-DNA-Polymerase und von der zu amplifizierenden DNA 5-10 ng bei Plasmiden bzw. 300 ng
bei chromosomaler DNA. Durch die Zugabe des Enzyms wurde die Reaktion gestartet und der
Ansatz zur Vermeidung von Verdunstungsverlusten mit Mineral6l (Sigma) (berschichtet. Bei der
Synthese wurden 35 Zyklen durchlaufen, die jeweils mit der Denaturierung der Ziel-DNA bei 94°C
fir 4 min begannen, worauf das Anlagern der Primer bei 50-55°C fiir 1 min erfolgte. Die Synthese
der DNA wurde bei 72°C je nach GroBe des zu amplifizierenden DNA-Fragments (1000 Bp etwa 1
min Synthesezeit) zwischen 1 — 2 min durchgefiihrt. Nach Beendigung der Amplifikation wurde das
Ol abgenommen und die DNA mit Hilfe des Quiaex lI-Kits (s. 2.5.3.6.) aufgereinigt. Um die hohe
Fehlerrate der Tag-Polymerase zu umgehen, wurde in bestimmten Féllen das "High Fidelity-PCR-
System" verwendet. Dabei wurde nach den Angaben des Herstellers (Boehringer Manneim)
vorgegangen.

2.5.3.9. DNA-Sequenzierung nach der Kettenabbruch-Methode (Sanger, 1977)

Bei dieser Methode wird der Abbruch der DNA-Polymerasereaktion beim Einbau von Dides-
oxynukleotiden genutzt. Hierzu wurde die Ziel-DNA denaturiert, ein Oligonukleotid zum Start der

Polymerasereaktion an die DNA gebunden und der neu synthetisierte Strang mit 0-39S-ATP
markiert. Die Synthese der DNA erfolgte in vier Ansétzen, die auBer den vier Desoxynukleotiden
(dNTPs) zusatzlich ein Didesoxynukleotid (ddNTP) enthielten. Der statistische Einbau des ddNTP
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fiihrt zum Syntheseabbruch und durch Bestimmung der Kettenlénge kann die Position des
Nukleotids bestimmt werden.

Denaturierung der DNA und Anlagerung des Primers
Zur Sequenzierung wurde doppelstrangige, zirkulare Plasmid-DNA benutzt. 1,5-2 pg Ziel-DNA
(max. Volumen 8 pl) wurden mit 40 pl Denaturierungslésung (200 mM NaOH, 200 mM EDTA/Nay)

versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. Die denaturierte DNA wurde nach Zugabe von 4 I
Neutralisierungslésung (2 M Ammoniumacetat pH 4,8) und 100 pl Ethanol (100%, -20°C) bei -70°C
10 min gefallt. Danach wurde der Ansatz zentrifugiert (Eppendorf, 13000 upm, 10 min, 0°C) und
der Niederschlag mit 70% Ethanol gewaschen. Die DNA wurde dann in der vorgewarmten
Vakuumzentrifuge max. 2 min getrocknet.

Zu der getrockneten DNA wurden 2,5 ng Primer (17mer) und 2 pl 5 x Reaktionspuffer (200 mM
Tris/HCI pH 7,5, 100 mM MgClo, 250 mM NaCl) gegeben, auf 10 pl mit HoO aufgefullt und 30 min
bei 37°C inkubiert.

Sequenzreakiion: Markierung und Termination
Dem Primer-DNA-Gemisch wurde 1 pl 0,1 M DTT, 2yl verdinnter Labeling-Mix (s.u.) und 0,5 pl o-

3535-ATP (10 pM, 10 uCi/pl) zugesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 pl Sequenase
(Version 2.0, 1:8 verdiinnt) gestartet und fiir 2-5 min bei RT fortgesetzt. Der Labeling-Mix enthielt
in konzentrierter Form je 7,5 pM der Nukleotide dGTP, dTTP und dCTP und wurde bis 1:15
verdinnt (s. Herstellerhinweise). Die Sequenase (T7-DNA-Polymerase) wurde im Puffer (10 mM
Tris/HCI pH 7,5, 5mM DTT, 0,5 mg/ml RSA) verdiinnt. Zur Termination der Reaktion wurde 2,5 yl
des A-, G-, T- oder C-Terminations-Mixes (s.u.) in vier ReaktionsgefiaBe gegeben und 1 min bei
37°C vorgewarmt. Je 3,5 pl des Markierungsansatzes wurden zu jedem Terminations-Mix
hinzugegeben, gemischt und 3-5 min bei 37°C inkubiert. Die Terminations-Mixe enthielten 50 mM
NaCl, 80 pM jedes Desoxy-nukleotides und 8 pM des angegebenen Didesoxynukleotides. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 4 pl Stop-Puffer (95% Formamid, 20 mM EDTA/Nayo, 0,05%

Bromphenolblau, 0,05% Xylencyanol FF) beendet. Vor dem Auftragen von 3 pl Probe auf das
quuenzgel wurde der Ansatz fur 1 min bei 95°C erhitzt und anschlieBend im Eisbad abgekihit.
Bis auf die Denaturierungs- und Neutralisierungslésung sowie die radioaktiven Nukleotide waren
alle Reagenzien im Sequenase-Kit Version 2.0 von USB, Cleveland, enthalten.

. Polyacrylamid-Gelelektorphorese (Sambrook et al., 1989)

Dle_ Apparatur zur Durchfiihrung der Elekirophorese wurde von Gibco/BRL GmbH, Eggen-stein,
geliefert. \/or dgm Probenauftrag wurde das Gel im Vorlauf bei 1500 V fiir ca. 1 h auf 50°C
vortemperiert. Die Auftrennung der DNA-Fragmente wurde Uber 1,5-3 h in 1xTBE durchgefuhrt.
Der ngnstoff wurde durch zehnminitiges Inkubieren in 10% Essigséure entfernt und das Gel
anschlieBend S min unter flieBendem Wasser gespiilt. Danach wurde das Gel bei 80°C getrocknet
(1,5-2 h) und die Autoradiografie bei -70°C {1.N. durchgefiihrt (X-Ray, Fuij)

Zusammensetzung des Sequenzgels:
pro 60 mi:
25,2 g Harnstoff,
6 ml 10 x TBE-Puffer
27,2 ml HoO
0,3 ml 10% APS

9 ml Acrylamid:Bisacrylamid (19:1)
60 pul TEMED

10 x TBE-Puffer: pro I:
108 g Tris
55 g Borsaure
40 ml 0,5 M EDTApH 8
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2.5.3.10. DNA-DNA-Hybridisierung nach Southern

Die Hybridisierung wurde entsprechend einer Vorschrift, die in der Produktbeschreibung des
Chemilumeszens-Substrates CSPD (Boehringer Mannheim) enthalten war, durchgefithrt. Den
Anweisungen liegt die Methode von Southern et al. (1975) zugrunde.

Herstellung einer Digoxygenin-markierten DNA-Sonde durch PCR

Das zu markierende DNA-Fragment wurde nach Mdglichkeit ohne flankierende Fremdsequenzen,
die zu falsch positiven Hybridisierungssignalen filhren kénnen, mit geeigneten
Retsriktionsenzymen aus einem Vektor herausgeschnitten. Um eine Verunreinigung durch die
Vektor-DNA zu vermeiden, wurde die verdaute DNA durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt
und das gewiinschte Fragment mit Hilfe des Quiaex II-Systems (s. 2.5.3.6.) isoliert und gereinigt.
Die anschlieBende Markierungs-PCR wurde im Prinzip wie oben beschrieben durchgefihrt,
allerdings mit einem Unterschied: Zuséatzlich zu den bereits vorhandenen dNTPs (je 200 uM)
wurde 200 uM alkalistabiles Digoxygenin-gekoppeltes dUTP (Boehringer Mannheim) zugesetzt,
das von der Tag-Polymerase als Substrat erkannt und statistisch an Stelle von dTTP in die neu
synthetisierte DNA eingebaut wird. Der Erfolg der Markierung wurde anhand des langsameren
Laufverhaltens des markierten PCR-Fragments im Vergleich zum nicht markierten Fragment in der
Agarose-Gelelektrophorese iberpriift.

Transfer der DNA auf Nylonmembranen

Die mit Restriktionsenzymen verdaute DNA wurde in einem 1,0%-igen Agarosegel aufgetrennt und
mit einer Vakuum-Blot-Apparatur (LKB 2016 VacuGene, Pharmacia/LKB) auf Nylonmembranen
Ubertragen. Dabei wurde das Gel jeweils 30min mit Depurinisierungslésung (0,25 N HCI),
Denaturierungslésung (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH) und Neuiralisierungslésung (1 M Tris/HCI, 2 M
NaCl; pH 5) tberschichtet. Die Ubertragung der DNA auf die Membran erfolgte fir 1 h mit 20 x
SSC (17,5% NaCl, 8,82% Na-Citrat, pH 7). Die DNA wurde zur Fixierung auf der Membran mit UV-
Licht von 300 nm fiir 3 min bestrahlt.

Hybridisierung der Ziel-DNA mit der Dig-markierten Sonde

Das Abdecken unspezifischer Bindungsstellen erfolgte durch Prahybridisierung der Membranen fur
3 h bei 42°C in Prahybridisierungslésung (5 x SSC, 20-30% Formamid, 0,1% N-Lauryl-sarkosinat,
0,02% SDS, 1% Blocking Reagenz [Boehringer Mannheim]). Zur Hybridisierung wurden die
Membranen in Hybridisierungslésung (5 x SSC, 20-50% Formamid, 0,1% N-Laurylsarkosinat,
0,02% SDS, 1% Blocking Reagenz, 5ng-10ng DNA-Sonde pro ml) i.N. bei 42°C unter leichtem
Schwenken inkubiert. Die Sonde wurde vor der Zugabe in die Hybridisierungslésung 10 min bei
95°C denaturiert und in Eiswasser abgekihlt. Um ungebundene Sonde zu entfernen, wurden die
Membranen zweimal 5 min bei RT in 2 x SSC, 0,1% SDS und zweimal 15 min bei 42°C mit 0,1 x
SSC, 0,1% SDS gewaschen.

Nachweis der Sonde durch ein Chemilumineszens-Verfahren
Die Membranen wurden fir 5 min in Waschpuffer (100 mM Maleinsdure, 150 mM NaCl pH 7,5;
0,3% Tween 20) &quilibriert und 30 min in Blockierungspuffer (100 mM Maleinsaure, 150 mM NaCl
pH 7,5; 1% Blocking Reagenz) unter leichtem Schwenken bei RT inkubiert. Die Lésung wurde
entfernt und durch Blockierungspuffer, der Anti-Digoxygenin-Antikérper gekoppelt an alkalische
Phosphatase (1:10000, Boehringer) enthielt, ersetzt und die Membranen 90 min unter vorsichtigem
Schwenken bei RT inkubiert. Ungebundene Antikérper wurden durch zweimal 15-minitiges
Waschen mit Waschpuffer bei RT entfernt. Nach 2 min Aquilibrierung in Detektionspuffer (100 mM
Tris/HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgClo) wurden die Membranen mit Sustratiésung (das

Substrat CSPD [Boehringer Mannheim] 1:100 in Detektionspuffer verdiinnt) beschichtet, in Folie
eingeschweiBt und 30 min bei 37°C vorinkubiert. Die von den Hybridisierungssignalen ausgehende
Chemilumineszens wurde mit Hilfe eines Rontgenfilms (Fuji) detektiert.
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2.5.3.11. Phagenhybridisierung (Promega, Technical Bulletin)

Top-Agar: 0,5 g Bacto Tryptone
0,5 g NaCl
0,6 g Agarose
ad 100ml H,0, 20 min autoklaviert,
abkiihlen auf 45 °C, Zugabe von:1 ml 1M MgS0,
700 ul (50 mg/ml) X-Gal
700 w! (20 mg/mi) IPTG

100 i einer frischen E. coli Y1090 Kultur (LB, 10mM MgS0,, 0,2% Maltose) wurden mit dem
gleichen Volumen einer verdiinnten Agt11-EcoRI-Bank von S. carnosus (Phagenpuffer: 20 mM Tris
7.4; 100 mM NaCl; 10 mM MgS0,) gemischt, so dass 1000 Plaques/Platte erhalten wurden. Die
Zellen wurden firr 20 min bei 37 °C inkubiert. Zu den infizierten Zellen wurden anschlieBend 3,5 mi
vortemperierter (45 °C) Top-Agar gegeben, kurz gevortext und der Ansatz auf vorgewarmte LB-
Agarplatten gleichméBig verteilt. Nachdem der Agar fest geworden war, wurden die Platten so
lange bei 37 °C inkubiert, bis die Plaques deutlich erkennbar waren (ca. 9 — 14h). Eine positiv
geladene Nylon-Membran (Hybond-N*; Amersham Buchler) wurde fir 1 min auf die Plaques gelegt
und zur spéteren Orientierung an drei Stellen markiert. Nach dem Transfer des Plaguematerials
wurde die Membran fiir 7 min mit der Plaqueseite nach oben auf ein mit Denaturierungslosung (1,5
M NaCl; 0,5 M NaOH) getrénkies Filterpapier (Whatmann 3MM) gelegt, zum Trocknen auf ein
Papiertuch (Cleenex) transferiert (dieser Schritt wurde nach jeder Inkubation wiederholt) und dann
2.x 3 min auf einem mit Neutralisierungslésung (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris/HCI pH 7,5) gesattigten
Fllterpapigr neutralisiert. Die Plaques wurden anschlieBend vorsichtig durch eine Waschldsung
(0,2 M Tris 7,5; 2 x SSC) gezogen. Die Fixierung der einzelstrangigen DNA wurde durch UV-
Bestrahlung (3 min) erreicht. Vorhybridisierung, Hybridisierung sowie die Detektion der

Hybridisierungssignale wurden wie oben fiir den Southern Blot (2.5.3.10.) beschrieben
durchgefiihrt.

2.5.3.12. Genaustausch in B. subtilis mit pORI240-System (Leenhouts et al., 1996)

Mit Hl|f§ der pORI-Vektoren wird ein Genaustausch erméglicht ohne das ein Antibiotikamarker im
rekombinantem Stamm verbleibt. Das Plasmid pORI240 tragt eine Tetrazyklin-Resistenzkassette
sowie das /acZ-Gen, welches flr die 8-Galakiosidase kodiert und eine Blau-WeiB-Selektion auf X-
Gal enthaltenen Agarplatten (100 pg/ml) erméglicht. Fiir den Genaustausch wurde die Zelle mit
dem en‘tsp.rechen'den PORI240-Derivat transformiert. Tetrazyklin-resistente Transformanten
wurden isoliert, die nur aufgrund eines homologen ‘Rekombinationsereignisses ins B. subtilis
Chromosom erhalten werden konnen. Darilber hinaus werden diese Stimme auf X-Gal
Agarplatten blau. 5 ml LB-Flissigmedium ohne Tetrazyklin wurden mit 1 — 10 Zellen/ml beimpft
und dlg Zgllen fr mindestens 30 Generationen kultiviert. Auf diese Weise sollte das integrierte
?kl)asméd wieder aus dem Chromosom rekombinieren. Hierbei kann die Rekombination entweder
3 er den glelqhen homologgn QNA-Bereich erfolgen wie bei der ersten Integration, man hétte

ann wieder die Ausgangssituation, oder aber {iber den zweiten homologen Abschn’itt, was den

gewlnschten Genaustausch zur Folge hatte. Die Selektion d
' ! es Genaustausches erfolgte auf X-
Er?; I/;g:rrmpilsaot}g:i Nach 12 — 48 h wurden weiBe und Tetrazyklin-sensitive Kolonien f%lr weitere
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2.6. Proteinchemische Methoden
2.6.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Lammli et al., 1970)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer GréBe erfolgte elektrophoretisch in denaturierenden
SDS-Polyacrylamidgelen. Die Konzentration an Acrylamid im Trenngel betrug zwischen 10 und
15%. Das Trenngel wurde mit einem 5%-igen Sammelgel (iberschichtet.

4 x "Lower Tris": pro 200 mi:
36,34 g Tris-Base
8 ml 10% SDS
pH 8,8

4 x "Upper Tris": pro 200 ml:
12,11 g Tris-Base
8 ml 10% SDS
pH 6,8

Trenngel (12,5%): pro 30 mi:
12,5 ml Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8; Roth)
7,8 mt 4 x "Lower Tris"
9,4 ml 30% Glyzerin
0,3 ml 10% APS
20 pl TEMED
(45 min polymerisiert)

Sammelgel (5%): pro 15ml:
2,5 mi Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8)
9,75 ml 4 x "Upper Tris"
8,45 ml HoO
0,187 ml 10% APS.
22,5 yl TEMED
(20 min polymerisiert)

Die Elektrophorese wurde bei 10 mA pro Gel tiber Nacht in Laufpuffer (pro 2 I: 12,1 g Tris-Base,
57,64 g Glycin; 20 ml 10% SDS) durchgefihrt.

2.6.2. Coomassie-Farbung von Proteingelen

Das zu farbende Gel wurde 45 min in Coomassieblau-Losung (pro I: 1,75 g Serva Blau R, 454 ml
Methanol, 92 ml Eisessig) geschwenkt und der Uberschissige Farbstoff mit Entfarber (30%
Ethanol, 10% Eisessig) entfernt

2.6.3. Herstellung von Gesamtzellextrakten und Zellfraktionierung
2.6.3.1. Gesamtzellextrakte von E.coli (Lammli et al., 1970)

2 ml einer Kultur wurden 5 min zentrifugiert (Eppendorf, 13000 upm, 4°C) und der Uberstand
griindlich entfernt. Die Zellen wurden in einer geeigneten Menge Probenpuffer nach Lammli (pro
30 ml: 3 ml 87% Glycerin; 1,5 ml B-Mercaptoethanol; 1,25 ml 4 x "Upper Tris"; 0,9 g SDS; 1
Spatelspitze Bromphenolblau) sorgfaltig resuspendiert. Der AufschluB der Zellen und die
Denaturierung der Proteine erfolgte durch 10 min Inkubation bei 95°C.
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2.6.3.2. Gesamtzellextrakt von B.subtilis

2 ml einer Kultur wurden 5 min zentrifugiert (Eppendorf, 13000 upm, 4°C) und der Kulturiberstand
(s. 2.6.3.3.) griindlich entfernt. Die Zellen wurden in einer geeigneten Menge Lysepuffer (10 mM
Tris/HCI pH 8,0; 25 mM MgClz; 200 mM NaCl; 5 mg/ml Lysozym) resuspendiert und in
Anwesenheit des Protease-Inhibitormixes "Complete” (1 x konzentriert; Boehringer Mannheim) 30
min lang bei 37°C aufgeschlossen. 3 X konzentrierter Probenpuffer nach Laemmli wurde
zugegeben (Endkonzentration: 1 x) und der Ansaiz 10 min bei 95°C inkubiert.

2.6.3.3. Aufarbeitung von Kulturiiberstéanden (Bensadoun & Weinstein, 1976)

Die Zellen wurden durch Zentrifugieren (s. 2.6.3.2.) vom Kulturiiberstand getrennt und die Proteine
des Kulturiberstandes in 7% TCA 1h auf Eis oder Uber Nacht bei 4°C gefalit. Der Niederschlag
wurde abzentrifugiert, das Pellet zweimal mit 80% Azeton gewaschen und in einer geeigneten

Menge Lammli-Puffer resuspendiert. Die Proteine wurden vor dem Auftragen 10min bei 95°C
denaturiert.

2.6.3.4. Zellfraktionierung von E. coli, B. subtilis und S. carnosus

500 ml LB wurden mit 10 ml einer Vorkultur beimpft und bei 37°C bis zu einer OD von 1,0
geschiittelt. Die Zellen wurden abzenrifugiert (4°C, 7000 upm, Beckmann-JA10) und in 1 ml/mg
Pellet Losung A (250 mM Saccharose; 50 mM Triethanolamin-Acetat pH 7,5; 1 mM DTT; 50 uM
PMSF; 5 mM EDTA) resuspendiert und mit einer ,French pressure cell press* (SIM-AMINCO)
aufgeschlossen. Zur Enifernung der Zelltrimmer wurde 5 min zentrifugiert (RT, 5000 upm,
Beckmann-JA20). Der Uberstand wurde in ein UZ-Réhrchen tiberfihrt und 2 h zentrifugiert (45000
upm; 4°C; Ti 50; Beckmann Ultrazentrifuge). Der Uberstand (= cytoplasmatische Fraktion) wurde
mit 8% TCA geféllt, zweimal mit 80% Aceton gewaschen, das Proteinpellet in Laemmli-
Probenpuffer aufgenommen und 10 min bei 95°C inkubiert. Das Pellet (= Gesamtmembran) wurde
ebenfalls in Laemmli-Probenpuffer aufgenommen und 10 min bei 95°C inkubiert.

2.6.4. Nachweis von Proteinen mit spezifischen Antikérpern (Western Blot)

Die zu untersuchenden Proteine wurden vor der Ubertragung auf Nitrocellulosemembranen im
denatunergnden SDS-Gel aufgetrennt (2.6.1.). Der Trgnsf%r im SemiDry-Blotting-Verfahren
e'rfolg'te mit der Apparatur von Pharmacia/LKB. Samtliche Filterpapiere (Whatmann 3MM) sowie
die Nltrozellulosemr-)_mbran wurden zu Beginn in Transferpuffer (pro I: 3 g Tris-Base; 14,4 g Glycin;
100 ml Methanol) eingelegt. Der Aufbau des Blottes wurde gemaB den Angaben éies’Herstellers
durchgefiihrt. Der Transfervorgang erfolgte fir 2 h bei 0,8 mA pro cm? Gelflache. AnschlieBend
wurde die Membran zur Abdeckung unspezifischer Bindungsstellen in Lésung | (10 mM Tris/HCL
pH 7,5, 0,9% NaC!', 3% RSA, 0,05% Tween 20) 1 h bei 37°C geschwenkt. Danach wurde die
Merpbran in Blot-Losung Il (10 mM Tris/HCI pH 7,5, 0,9% NaCl, 0,3% RSA) mit dem priméaren
,ggglge_rum (!n der Beggl 1:1000 verdi]nrjt) gegen das Zielprotein iberfihrt und noch einmal 1h bei
3 mkuplert. Dlg nlcht bzw. unspezifisch gebundenen Antikérper wurden durch zweimaliges

aschen (je 15 min bei 37°C) mit Blot-Losung I entfernt. Der Nachweis der primaren Antikérper
(augs "Kanmchen) erfolgte mit Hife eines gegen Kaninchen-IgG gerichteten Phosphatase-
Antlkorp?rkonjugatg, (= sekundérer Antikorper; Sigma). Dazu wurden die Membranen 1 h bei 37°C
in Blot-Losgng Il mit den sekundéren Antikérpern (1:10000) inkubiert. Nun wurden die Membranen
erneut zweimal gewaschen (s.o.) und fiir 5min in Blot-L6sung Il (100 mM Tris/HCI pH 9,5; 5 mM

'(\g?g'%ﬁ? ligsl;ﬂurl:jgacl‘ill) gguil;%?\;gt.[ggr Farbentwicklung wurde die Membran mit Substratlésung
. - oo U mg/ml in 70% Di il
Natriumsalz zu 25 mg/mi in Wasser ggelbst] Ub/grDlmethylformamld], 66 ul X-Phosphat [das

grindliches Spiilen mit Wasser abgestoppt schichtet. Die Farbreaktion wurde durch
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2.6.5. "Pulse chase"-Experiment mit B. subtilis (variiert nach van Dijl, 1991)

"Pulse-chase" Experimente dienen zur Untersuchung der Kinetik, mit der ein Vorl4uferprotein in

die reife Form tiberfiihrt wird. Hierzu wurden alle Zellproteine mit 39S-Methionin markiert und nach
dem ZellaufschluB die Proteine von Interesse lber Immunfallung isoliert. Die Darstellung der
Proteine erfolgte nach Auftrennung durch SDS-PAGE mittels Autoradiographie oder mit Hilfe eines
Phosphoimagers.

Markierung
5 ml S7-Medium im Reagenzréhrchen incl. geeignetem Antibiotikum wurden mit einer frischen

Kolonie beimpft und bis zu einer ODB00 von 0,6 - 0,8 bei geeigneter Temperatur mit 200 upm
geschittelt. 2,5 ml Kultur wurden 5 min bei RT mit 5000 upm pelletiert (Heraeus), zweimal mit 5 mi
S7-Medium ohne Methionin gewaschen, in 2,5 ml S7-Medium ohne Methionin und ohne
Antibiotikum resuspendiert und fir 30 — 40 min bei geeigneter Temperatur geschiittelt. Die

Markierung erfolgte mit 100 puCi 39S-Methionin fir 1min (Markierungen bei 25 °C erfolgten in der

Regel mit 200 pCi 39S-Methionin fiir 1 min). Danach wurde 100 pl "Chase"-Lésung zugesetzt (45
mg/ml Methionin; 2,5 mg/ml Puromycin) und zu verschiedenen Zeitpunkten 600 pl Probe
genommen, die sofort mit 150 pl eiskaltem TCA (40%) vermischt (Vortex) wurden. Die Fallung
wurde Uber Nacht bei 4°C durchgefihrt.

Immunfallung
Das TCA-Pellet wurde abzentrifugiert (Eppendorf, 13000 upm, 20 min, RT), dreimal griindlich mit

80% Azeton gewaschen und das Pellet 5 min bei 45°C im Ofen getrocknet. Fur den ZellaufschiuB
wurde das Pellet in 100 ul Lysepuffer (10 mM Tris/HCI pH 8, 25 mM MgClo, 200 mM NaCl, 5

mg/ml Lysozym) resuspendiert und 30-60 min bei 37°C inkubiert. Nach der Zugabe von 10-15 pl
10% SDS wurden die Zellen 10 min bei 95°C aufgeschlossen. Das Volumen wurde mit STD-Puffer
(10 mM Tris/HCI pH 8,2, 0,9% NaCl, 1% Triton X-100, 0,5% Na-Desoxycholat) auf 1 ml erhéht,
unlésliche Bestandteile durch Zentrifugieren (Eppendorf, 20 min, 13000 upm, RT) entfernt und 900
ul Uberstand zur Immunfallung in ein neues EppendorfgefaB tberfihrt.

Die Fallung der Proteine von Interesse erfolgte mit 10 pl spezifischer Antikdrper unter leichtem
Schiitteln fiir 1 h bei 30°C. Zur Isolierung des Protein-Antikérperkomplexes wurden nun 100-150 pl
Pansorbinzellen (10%, fixierte Staphylococcus aureus Zellen; Calbiochem) zugegeben und 30 min
bei 30°C leicht geschwenkt. Die Pansorbinzellen mit dem nun gebundenem Antigen w_urden 1 min
abzentrifugiert (Eppendorf, 13000 upm, RT) und mit je 1 ml Waschlésung | (50 mM Tris/HCI pH 8,
1 M NaCl, 1% Triton X-100), Waschlésung Il (50 mM Tris/HCI pH 7,5, 0,5 M LiCl, 0,1% SDS) und
50 mM Tris/HCI pH 7,5 gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation wurde das Pellet in 2 x
Lammli-Puffer resuspendiert. Die Proben wurden 10 min bei 95°C erhitzt und in einem
denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (2.6.1.).

Gelaufarbeitung
Nach der Elektrophorese wurden die Proteine im Gel 30 min fixiert (45% Methanol; 10%

Essigsdure) und zur spéteren Fluorografie mit Amplify (Amersham_ Buchler) oder Enhance
(Dupont) unter Schwenken 30 min impréagniert. Nach der Behandlung mit En.han.ce rtute das Gel
vor dem Trocknen 3 x 10 min gewassert werden. Danach wurde das Gel mit Hilfe einer Vakuum-
Trocknungsapparatur auf Filterpapier (Whatmann 3MM) getrocknet.

Nachweis
Der Nachweis erfolgte entweder durch Exposition eines Rontgenfilms (X-Ra_y, Fuij) flr ein bis
mehrere Tage bei -70°C oder mit Hilfe eines Phosphoimagers (Fuiji BAS180(_) Bio Image Anglyser).
Im letzteren Fall wurde fiir einige Stunden bis Uber mehrere Tage bei RT ein 'chreen" (Fup BAS-
MP Imaging Plate) exponiert. Dieser wurde anschlieBend in den Phosphoimager eingelesen,
wodurch letztlich die von den Proteinbanden ausgegangene radioaktive Strahlung digitalisiert
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vorlag. Mit Hilfe der zugehdrigen Software (Raytest "Advanced Image Date Analyser" AIDA)
konnten die Pulse Chase-Experimente quantitativ ausgewertet werden.

2.6.6. "Pulse Chase"-Experiment mit S. carnosus

Die Arbeitskultur wurde auf eine ODB00 von 0,2 in MMSc (2.2.) mit einer ber Nachtkultur
eingestellt und bis zu einer OD600 von 0,6 — 0,8 bei 37 °C mit 180 upm geschittelt. Die
Markierung der Zellen wurden wie unter 2.6.5. beschrieben durchgefiihrt allerdings mit folgenden
Abweichungen: Zugabe von 200ul “Chase* (Met 10mg/ml, 5 % Casaminoacid). Der ZellaufschiuB

erfolgte anstelle von Lysozym mit Lysostaphin (0,5 mg/ml). Alle weiteren Schritte erfolgten wie
oben beschrieben.
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3. Ergebnisse

3.1. Klonierung und Charakterisierung des secG Gens von Staphylococcus carnosus

Im Rahmen meiner Promotion sollte untersucht werden, ob die beobachteten Phénotypen der
RMA auf eine nicht optimale Wechselwirkung des S. carnosus SecA mit den (ibrigen Sec-
Komponenten von B. subtilis beruhte. Hierfiir sollten in der RMA weitere sec-Gene Avon B. subtilis
durch homologe Gene von S. carnosus chromosomal ausgetauscht werden. Das Verschwinden
der RMA-Phénotypen durch Einbringen weiterer S. carnosus Sec-Komponenten wére ein Hinweis
auf eine direkte Wechselwirkung zwischen dem S. carnosus SecA Protein der jeweils zusétzlich
vorhandenen Sec-Komponente und dem Vorlduferprotein.

Von E. coli war bekannt (Nishiyama et al., 1996; Suzuki et al., 1998), dass die Funktion des
SecA-Proteins wahrend der Translokation eng mit einer weiteren Sec-Komponente, dem SecG-
Protein, verknlpft ist. Es bestand daher die Mdglichkeit, dass in der RMA die SecA-SecG-
Wechselwirkung nicht optimal ist, was letzlich die Phanotypen der RMA hervorruft. Um dieser
Vermutung nachzugehen, sollte in der RMA zusétzlich zum secA-Gen auch das secG-Gen durch
die entsprechende Komponente von S. carnosus chromosomal ausgetauscht werden. Zu diesem
Zweck muBte jedoch zunachst das bislang noch fehiende secG-Gen von S. carnosus kloniert

werden.

3.1.1. Isolierung und Sequenzierung des secG-Gens von S. carnosus

Die Identifizierung des secG-Gens im Genom von S. carnosus sollte mit Hilfe von Southern Blot
Experimenten erfolgen. Da bereits vergeblich versucht worden war, mit Hilfe einer E. coli secG-
Gensonde ein secG homologes Gen von S. carnosus zu klonieren (M. Klein, personliche
Mitteilung) und zu dem damaligen Zeitpunkt kein weiteres Gram-positives secG-Gen bekannt war,
wurde das yval-Gen von B. subltilis als heterologe Gensonde eingesetzt. Das yval-Gen wurde im
Zuge des Sequenzierungsprojekies von B. subtilis (Kunst et al., 1997) gefunden. Das yval-
Genprodukt besitzt auf Proteinebene Homologien zum E. coli SecG (33% Identitat und 57%
Gesamthomologie), ist jedoch um 34 AS am C-Terminus verkiirzt. Von Nishiyama et al. (1996)
konnte allerdings gezeigt werden, dass der C-Terminus des E. coli SecG fiir die Funktionen des
Proteins nicht essentiell ist.

Zur Herstellung einer yvalL-Gensonde wurde das Gen einschlieBlich seiner Ribosomenbindestelle
in einer PCR mit den Primern BssecG1 und BssecG2 amplifiziert und mit Digoxygenin (Dig)
markiert. Als Template diente chromosomale DNA von B. subtilis.
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Fur den Southern Blot wurde chromosomale DNA von S. carnosus Wildtyp (TM300) mit
verschiedenen Restriktionsenzymen (Hindill, EcoRl und Pstl) volistdndig gespalten, in einem
Agarosegel aufgetrennt und auf Nylonmembranen transferiert. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation der Membranen mit der Dig-markierten yval-Sonde bei verschiedenen
Formamidkonzentrationen (20%, 25% und 30%). Unter allen Bedingungen konnten spezifische
Hybridisierungssignale erhalten werden. Diese wurden einem 850 Bp groBen Hindlll-Fragment,
einem 6,3 kB groBen EcoRI-Fragment und einem 10 kB groBen Pstl-Fragment zugeordnet (Abb.
4).

kB W N

Abb.4: Southern Blot Hybridisierung
von chromosomaler DNA aus
S. carnosus mit dem yval-Gen
aus B. subtilis als heterologe
Sonde. Die DNA wurde mit
Hindlll, EcoRl bzw. mit Pst
vollstandig gespalten, in einem
0.8%-igen  Agarosegel aufge-
trennt und auf eine Nylon-
membran transferiert. AnschlieB3-
end wurde die Membran mit dem
Dig-markierten yval-Gen
hybridisiert. Der Nachweis der
Hybridisierungssignale  erfolgte
mit Hilfe des “Digoxygenin
labelling and detection-System”
von Roche Molecular Bio-
chemicals. Als Marker wurde der

Dig-markierte ~ M/II-DNA-Marker
verwendet. ‘
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Um das EcoRI-Fragment zu klonieren, wurde eine Agt11-EcoRl-Genbank von 8. carnosus (R

Kappes, persénliche Mitteilung) mit der yval-Sonde durchsucht. Hierzu wurde der E. coli Stamm

Y1090 mit der Phagenbank (2,8 x 10° pfu/ml) infiziert und die Zellen so ausplattiert, dass etwa

1000 Phagenplaques pro Platte erhalten wurden. Etwa 120000 Phagenplaques wurden auf diese

Weise mit Hilfe der Plague-Hybridisierungstechnik mit der yval-Sonde hybridisiert, wovon 8 €in

positives Signal zeigten. Die 8 Plaques wurden von der Platte isoliert und anschlieBend fir einé

erneute ti\fektion des E. coli Stammes Y1090 eingesetzt. Dieser Vorgang wurde insgesamt dreimal
durc,:i‘agefuhn, \.NOdUTCh eine Reinigung der Phagen erzielt wurde, welche mit der yval-Sonde €in
positives Hybridisierungssignal zeigten. Zwei Phagenplaques, die nach dem drittem Zyklus nach
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wie vor ein positives Signal mit der yval-Sonde zeigten, wurden dann im gréBeren MaBstab in
dem E. coli Stamm Y1090 vermehrt und aus dem gewonnenen praparativen Lysat die Phagen-
DNA isoliert. Um zu klaren, ob das gesuchte EcoRI-Fragment tatsachlich aus der Agt11-EcoRlI-
Genbank von S. carnosus isoliert werden konnte, wurde die isolierte Phagen-DNA sowohl mit
EcoRl als auch mit Hindlll volistandig gespalten und erneut in einem Southern Blot-Experiment
untersucht (Abb. 5).

Hindl-Verdau EcoRl-Verdau
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heterologe Sonde. Die

Argt11-DNA  wurde  mit

Hindlll bzw. EcoRl

volistandig gespalten in

einem 0,8% Agarosegel

* aufgetrennt und auf eine

Nylonmembran transferiert.

Die Membran wurde mit

dem Dig-markierten yval-

Gen hybridisiert. Der

Nachweis der
Hybridiesierungssignale

erfolgte  mit Hilfe des

,Digoxygenin labelling and

detection“-Systems von

Roche Molecular

Biochemicals. Das 850 Bp

groBe Hindlll ~bzw. 6,3 Bp

groBe EcoRI-Fragment sind

mit einem Stern

gekennzeichnet.
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Das Ergebnis des Southern Blot Experiments in Abbildung 5 zeigt, dass das gesuchte 6,3 kB
EcoRI-Fragment aus der Agt11-EcoRl Genbank von S. carnosus, isoliert werden konnte. Zudem
verdeutlicht der Verdau mit Hindlll, dass sich das 850 Bp groBe Hindlll-Fragment innerhalb des 6,3

kB EcoRI-Fragments befindet.

Die isolierten EcoRl- und Hindlll-Fragmente wurden, nachdem eine Subkionierung in den “high-
copy“ E. coli Vektor pUC18 (180 - 200 Kopien/Zelle) erfolglos blieb, in den “low-copy” Vekior
PHSG576 (10 - 15 Kopien/Zelle) kioniert (pHSG850Hindlll und pHSGB,3EcoRI). Mit Hilfe der

Standardprimer wurde nun das Hindili-Fragment von beiden Seiten ansequenziert
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(Abb. 6).

e —————————————
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Abb. 6: Aminoséurevergleich zwischen dem abgeleiteten Bereich des Hindlll-Fragments
und dem YvaK-Protein von B. subtilis. Das Plasmid pHSG850Hindlll wurde mit den
universellen Primern des M13/pUC-Systems ansequenziert. Gezeigt ist die abgeleitete
Aminosgurensequenz des 5'-Bereiches (Nukleotide 2 — 202), der Homologien zum Yvak-
Protein von B. subtilis (im Bereich der Reste 19 — 85) besitzt. Aminoséuren sind im

Einbuchstabenkode angegeben, konservierte Aminosdurenaustausche mit einem “48
gekennzeichnet.

YvaK aus B. subtilis

Die Aminoséurenabfolge, welche vom 5'-Ende des subklonierten Hindlll-Fragmentes abgeleitet
wurde, zeigte eine Homologie von 74% zu dem YvaK-Protein von B. subtilis im Bereich der Reste
von 19 bis 85. Die vom 3'-Ende abgeleitete Aminoséuresequenz wies dagegen keine Homologie
zu B. subtilis Proteinen auf.

Auf dem B. subtilis Chromosom befindet sich das yvaK-Gen stromabwarts vom yval-Gen (Abb.
7). Die Wahrscheinlichkeit, dass das gesuchte yval-Gen von S. carnosus ebenfalls auf dem
klonierten Hindlll-Fragment lokalisiert ist, war desﬁalb groB. Das volisténdige Hindlll-Fragment

wurde daraufhin doppelstringig nach der Methode von Sanger sequenziert. Die erhaltene
Sequenz ist in Abbildung 8 gezeigt.

yvaK : yval yvaM

Abb. 7: Chromosqmale An_ordqung des yval-Gens im B. subtilis Genom (schematisch
dargestellt sind nur die beiden vom yval stromab- bzw, stromaufwérts gelegenen Gene).
Das yvaK-Genprodukt zeigt Ahnlichkeiten zu Carboxylesterasen, yvaM zeigt keine
Ahnlichkeit zu bekannten Genen. ’
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Abb. 8: Nukleotidsequenz des klonierten 850 Bp groBen Hindlll-Fragmentes aus S.
carnosus und die daraus abgeleitete Aminoséduresequenz fiir das Yval-Protein
sowie der N-terminalen Teilsequenz des YvaK. RBS: Ribosomenbindestelle. Start und
Stopkodons sind fett gedruckt, potentielle Transmembranbereiche grau unterlegt und
potentielle Promotorregionen ebenso wie Ribosomenbindestellen unterstrichen. Die
Teilsequenz des YvaK zeigt Homologien zu einer Carboxylesterase von B. subtilis.

3.1.2. Sequenzanalyse auf DNA- und Proteinebene

Wie in Abbildung 8 dargestellt, beinhaltet das 850 Bp groBe Hindlll-Fragment einen 234 Bp groBen
ORF (yval), der fir ein 78 Aminosduren langes YvalL-homologes Membranprotein kodiert. 90
Nukleotide stromabwérts gelegen beginnt ein weiterer offener Leserahmen (yvaK), der jedoch
unvollstdndig auf dem Hindlll-Fragment lokalisiert ist. Diese Teilsequenz kodiert fur 98
Aminosduren, die eine signifikante Ahnlichkeit zum N-Terminus des bislang noch nicht
charakterisierten Proteins YvaK von B. subtilis zeigt. Beide Proteine besitzen mit GGAGGA bzw.
AGGATTG funktionelle Shine-Dalgarno-Sequenzen, die sich 7 bzw. 6 Nukleotide vor den
postulierten ATG-Startcodons befinden. Die -35 und —10 Regionen der potentiellen Promotoren
sind, wie in Tabelle 1 dargestellt, durch 18 Nukleotide getrennt und weisen Homologien zur
Konsensussequenz ~ fiir  eubakterielle ~o”-Promotoren auf (Wésten, 1998). Eine
Terminationssequenz konnte nicht ausgemacht werden.

-35 “Spacer” -10
Konsensus TTGACA 16-18 TATAAT
PyvaL TTCATG 18 TACAAT
Pyrak ATGTAA 18 TATAAT

Abb. 9: Die Nukleotidsequenzen' der potentiellen Promotoren von yval (P,..) und yvaK
(Pyvak). In der oberen Zeile ist die Konsensussequenz der —10 und —35-Regionen fir

; 7 . 1998
bakterielle ¢’°-Promotoren angegeben. Ubereinstimmende Nukleotide in Ppa. und Pyax

sind fett gedruckt. Die Zahlen in der Mitte geben die ni i “ .
Regionen in Nukleotiden an. J nicht konservierten “Spacer

Die abgeleitete Aminosauresequenz des S. carnosus Yval-Proteins weist eine Gwe'samthomologie

von 82% (67% Identitét) zum Yval-Protein von B. subtilis auf. Die Homologie zum E. coli SecG-

Protein betragt 23% (Abb. 10). In Topologievorhersagen durchspannt das S. carnosus Yval-

Protein in Analogie zum E. coli SecG und zum B, subtilis Yval, die Membran zweimal (nicht
gezeigt). Die Teilsequenz des S. carnosus YvaK-Proteins zeigt eine Homologie von 74% zum

YvaK von B. subtilis, welches wiederum Ahnlichkeiten zu Carboxylesterasen aufweist
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sc MHTLLTVLLVIDCIALITVVLLQESKSNGLSGAISGGAEQ-LFGGKQKQR 49

BS MHAVLITLLVIVSIALIIVVLLQSSKSAGLSGAISGGAEQ-LFG-KQKAR 48

EC MYEALLVVFLIVAIGLVGLIMLQQGKGADMGASFGAGASATLFGS~--~~S 46
*-. * .-..* *.*. ...** -* .......... **.. *kok

sc GVDLFLNRVTIGLSIAFFVLMLAITYFNM--========—————————e 78

BS GLDLILHRITVVLAVLFFVLTIALAYI-L-==—=—======————————— 76

EC GSGNFMTRMTALLATLFFIISLVLGNINSNKTNKGSEWENLSAPAKTEQT 96
* * K * * %

sC. mmmmmmm——emeeo 78

BS = mmmmmmm—me———- 76

EC QPAAPAKPTSDIPN 110

Abb. 10: Sequenzvergleich der YvalL-Proteine von S. carnosus (SC) und B. subtilis (BS)
sowie dem SecG von E. coli (EC). Die mit einem Stern gekennzeichneten
Aminosduren sind identisch. Die Punkie zeigen die  konservativen
Aminosaureaustausche an. Der Sequenzvergleich wurde mit Hilfe des Programmes
PALIGN (Myers & Miller, 1988) durchgefihri.

In der Zwischenzeit wurde fiir das yval-Genprodukt von B. subtilis gezeigt, dass es tatséchlich
eine dem SecG von E. coli vergleichbare Funktion bei der Proteintranslokation besitzt (van Wely et
al., 1999) und wird daher als SecG-Homologes angesehen. Aufgrund der hohen Ahnlichkeit zum
SecG-Protein von B. subtilis 1Bt sich daher mit hoher Wahrscheinlichkeit vermuten, dass das
klonierte S. carnosus yval-Gen ebenfalls fir ein SecG-Homologes kodiert.

3.1.3. Herstellung eines Peptidantikérpers gegen das SecG-Protein von S. carnosus und
Expression des S. carnosus SecG-Proteins in der
E. coli secG-Deletionsmutante KN370

Um herauszufinden, ob das S. carnosus SecG-Protein die Funktion des SecG von E. coli
iibernehmen kann, sollte zun&chst versucht werden, mit Hilfe des S. carnosus Gens das
kaltesensitive Wachstum einer secG-Deletionsmutante von E. coli (zur Verfiigung gestellt von H.
Tokuda, Universitét von Tokyo) zu komplementieren. Hierzu wurden das secG-Gen von E. coli und
das secG-Gen von S. camosus aus den entsprechenden Genomen einschlieBlich ihrer
Ribosomenbindestellen mittels der PCR-Technik amplifiziert und in den pUC18-Vektor kloniert
(pSecGEc bzw. pSecGSc). In den resultierenden Konstrukien unterliegt die Expression der secG-
Gene der Kontrolle des mit Giukose reprimierbaren bzw. mit IPTG induzierbaren lac-
Promotor/Operators. Die E. coli secG-Deletionsmutante KN370 wurde mit den Plasmiden
pSecGEc (Positivkontrolle), pSecGSc und puUC18 (Negaﬁvkontrolle) transformiert (KN370
(pSecGEc), KN370 (pSecGSc) und KN370 (pUC18)). Um zunéchst die Expression und korrekte
Lokalisation des S. carnosus SecG-Proteins im Stamm KN370 (pSecGSc) sicherzustellen, wurde
die Cytoplasmamembran der Stamme KN370 (pSecGSc), KN370 (pSecGEc) und KN370 (pUC18)
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isoliert, die Proteine der Membranen anschlieBend in einem SDS-Gel aufgetrennt und mit
Coomassie-Blau gefarbt. Das S. carnosus SecG-Protein konnte in diesem Ansatz jedoch nicht
detektiert werden (nicht gezeigt). Sehr wahrscheinlich war der Nachweis des Proteins mit dieser
Methode nicht sensitiv genug. Aus diesem Grund wurde daraufhin ein Peptidantikérper gegen das
SecG-Protein von S. carnosus hergestellt. Die hydrophile und dadurch wahrscheinlich auch
immunogene Peptidsequenz QLFGGKQKQRGVDL wurde ausgewéhlt, das Peptid synthetisiert
und an das “Carrier"-Protein “keyhole limpet hemocyanin® (KLH) gekoppelt und zur Immunisierung
eines Kaninchens verwendet. Peptidsynthese, Kopplung und Immunisierung wurden von der Firma
EUROGENTEC in Belgien durchgefiihrt.

Der Nachweis des S. carnosus SecG-Proteins im Stamm KN370 (pSecGSc) sollte nun mit Hilfe
des Peptidantikérpers in einem Western Blot-Experiment erfolgen (Abb. 11).

Q/a Coa > |
G) &
COQP %Q,O \)Q\ Abb. 11: Nachweis des S. carnosus SecG-
K 9 Q . Proteins in der E. coli secG-
c,f)\Q ({)\Q : (g\Q @ Deletionsmutante KN370
S & &8 (kDa) (pSecGSc). Die E. coli secG-Mutante

KN370, die das Plasmid pSecGEc,
SR pSecGSc oder den pUC18-Leervektor
L enthielt, wurde (ber Nacht unter
o reprimierten  Bedingungen  (0,5%
Glukose) bei 37 °C angezogen und
am folgenden Tag wurden die
— 43 Kulturen in frischem Flissigmedium
(Ampicilin 100pg/ml) auf eine OD von

0,1 verdiinnt. Die Transkription der

secG-Gene wurde dann in der

— g exponentiellen Wachstumsphase fiir
eine Stunde durch Zugabe von IPTG

(TmM) induziert. Die Zellen wurden

nach dem AufschiuB in Cytosol,
Cytoplasmamembran und

— 18,4 AuBenmembran fraktioniert und die
Proteine der Cytoplasmamembran in

einer SDS-PAGE aufgetrennt. Der

a3 Nachwels_ des S. carnosus SecG
; erfolgte in einem Western Blot mit
Hilfe des SecG-Peptidantiserums

< SecG (1:500) Die aufgetragenen
Proteinmengen entsprechen jeweils

(1=,|nem Milliliter Kultur mit einer OD von
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betragt etwa 9 kDa, was mit der theoretisch berechneten molaren Masse des 78 AS langen S.
carnosus SecG-Proteins von 8,1 kDa sehr gut Ubereinstimmt.

Mit Hilte des Peptidantiserums konnte somit festgestellt werden, dass das S. carnosus SecG-

Protein in KN370 stabil exprimiert und offensichtlich korrekt in die Plasmamembran inseriert wird.

Damit waren die Voraussetzungen fur die funktionelle Charakterisierung des S. carnosus SecG in

E. coli gegeben.

3.1.3.1. Das S. carnosus SecG-Protein kann das kéltesensitive Wachstum der secG-

Deletionsmutante KN370 von E. coli nicht komplementieren

Der fir die Aminosauren 4 - 107 kodierende Bereich des 110 Aminosauren langen E. coli SecG-

Proteins wurde im Chromosom von KN370 durch eine Kanamycinkassette ersetzt. Die Mutante

kann auf Festmedium bei 20 “C keine Einzelkolonien ausbilden. Es konnte gezeigt werden, dass

diese Wachstumsstorung auf einem Translokationsdefekt beruht (Nishiyama et al., 1994).

Das Komplementationsexperiment wurde mit den Stammen KN370 (pSecGEc),
(pSecGSc) und KN370 (pUC18) auf Festmedium bei 37 °C und 20 “C durchgetuhrt (Abb. 12).

KN370

-

KNB?G (pSecGEc 2

Abb. 12: Kompliementationsversuch des

Wachstumsdefektes der E. coli
secG-Deletionsmutante KN370
bei 20 °C durch das SecG-
Protein von S. carnosus. Der E.
coli secG-Deletionsstamm KN370
wurde mit  den Plasmiden

pSecGEc {Positivkontrolle).
pSecGSc und pUC18
{(Negativkontrolie) frisch

transformiert und erhaltene
Transformanten bei 37 °C in
Flissigmedium angezogen (100
ma/mi Ampicillin, 0.5% Glukose).
Die Zellen wurden dann auf
Festmedium {100 mg/mi
Ampicillin; 1 mM IPTG)  so
ausp!at%eﬁ dass eitwa 600
Kolonien/Platte erhalten werden
sollten. Ein Ansatz wurde, wie
darg@stellt bei  der  nicht
permiqs iven Temperatur von 20
°C fur 72 Stunden inkubiert, der
sweite Ansatz bei 37 “C fur 16
Stunden.

Das  Komplementationsexperiment

Anwesenheit des secG-Gens von S. ¢arnosus das Wachstum von KN370 bei d

permissiven Temperatur nicht wieder herstelien kann. Die funktione

ergab, daB im Gegensatz zum E. coli secG-Gen, die

er nicht

llen Wechselwirkungen, welche
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das SecG-Protein von E. coli mit den restlichen Sec-Komponenten unter diesen Bedingungen
eingeht, konnten von dem S. carnosus SecG Homologen somit offensichtlich nicht dbernommen
werden. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Resultaten von van Wely et al. (1999), wonach
auch das SecG-Protein von B. subtilis das kéltesensitive Wachstum von KN370 nicht
komplementieren kann. Demnach sind die Wechselwirkungen zwischen dem SecG und den
restlichen Komponenten der Translokase in E. coli sehr spezifisch.

3.1.4. Konstruktion einer secG-Deletionsmutante von S. carnosus

Um untersuchen zu kénnen, welchen Einfluss das SecG-Protein auf den Protein-Export in S.
carnosus hat, sollte eine secG-Deletionsmutante von S. carnosus konstruiert werden. Hierbei sollie
das secG-Gen auf dem Chromosom von S. carnosus durch einen Erythromycin-Resistenzmarker
ausgetauscht werden.

Die Konstruktion der secG-Deletionsmutante von S. carnosus sollie unter Verwendung des
Plasmids pHSGAHiIndlll::erm erfolgen, welches (iber homologe Rekombination das secG-Gen
gegen den F{esistenzmarker ersetzt. Die Konstruktion von pHSGAHindlll::erm ist im Folgenden
beschrieben. Auf dem subklonierten und sequenzierten 850 Bp groBen Hindill-Fragment (Plasmid
pHSG850HIndlIl) liegen stromaufwérts des secG Gens etwa 230 Bp und stromabwarts etwa 400
Bp, wovon 296 Nukleotide fir den N-Terminus des YvaK-Proteins kodieren (Siehe Kapitel 3.1.2.).
Aus diesem Hindlli-Fragment wurde nun ein 184 Bp groBes Sphl/Clal-Fragment
herausgeschnitten, welches fiir die Aminosduren 1 - 62 des S. carnosus SecG-Proteins
(Gesamtléange 78 Aminos&uren) kodiert. In den verbleibenen Vektor, der nach wie vor den 230 Bp
langen stromaufwérts gelegenden Bereich, das verbleibene 50 Bp lange 3'-Ende des secG-Gens
und den 400 Bp langen stromabwirts liegenden Bereich enthielt, wurde nun an die Stelle des
deletierten secG-Bereiches eine Erythromycinkassette (1,6 kB) eingefligt (Abb. 13). Die

Resistenzkassette wurde durch den Verdau des Vektors pDG646 (Guerout-Fleury et al., 1995) mit
Sphl und Clal erhalten.
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Abb. 13: Strategie zur Konstruktion einer secG-Deletionsmutante von S. carnosus:
Schematische Darstellung des doppelten Rekombinationsereignisses zwischen dem
Plasmid pHSGAHiIndlll::erm und dem Chromosom von S. carnosus. erm.
Erythromycin-Resistensgen; ScsecG1/ScsecG2; MAT19/MAT20: Oligonucleotide, die
an den durch die Pfeile angedeuteten Stellen binden.

7 ug des zirkularen Plasmids pHSGAHindlll::erm wurden mit frischer 1 M NaOH einzelstrangig
gemacht. Durch Zugabe eines gleichen Volumes 1 M HCI wurde der Denaturierungsansatz
~ neutralisiert. Frisch hergestellté S. carnosus Protoplasten wurden mit dem denaturierten Plasmid
transformiert. Transformanten, die nur aufgrund eines homologen Rekombinationsereignisses in
Anwesenheit von 1 pg/ml Erythromycin wachsen kénnen (das Plasmid pHSGAHindlll::erm kann in
S. carnosus nicht replizieren), wurden isoliert. Um festzustellen, ob die erworbene Resistenz der
Transformanien auf eine einfache- oder eine doppelte Rekombination des Markers in das S.
carnosus Chromosom zuriickzufilhren war, wurde die chromosomale DNA der isolierten

Transformanten prapariert und mit Hilfe der PCR-Technik analysiert.
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Abb. 14: Nachweis der secG-Deletion in S. carnosus. A Chromosomale DNA des'S. carnosus
Wildtyps (TM300) und der secG-Deletionsmutante von S. carnosus (TM300AsecG)

wurden als Template in einer PCR eingesetzt unter Verwendung der Oligonucleotide
ScsecG1/ScsecG2 bzw. MAT19/MAT20. 1/20 des PCR-Ansatzes wurde in einem 0,8%-
iges Agarosegel aufgetrennt und die Fragmente mit Ethidiumbromid unter UV-Licht
sichtbar gemacht. pDGB46 (Positivkontrolle): Plasmid, mit Erythromycin-Resistenzgen.
B Membranvesikel von TM300AsecG bzw. von TM300 (zur Verfiigung gestelit durch K.-
L. Schimz) wurden in einem 15%-igen SDS-Gel aufgetrennt. in einem anschlieBend

durchgefuhrten Western Blot wurde ein spezifischer S. carnosus SecG Peptidantikrper
{1:500) eingesetzt.

Bei einem doppeltem Rekombinationsereignis (ber den homologen stromaufwérts sowie
stromabwarts liegenden Bereich sollte das secG-Gen bis auf den 50 Bp langen 3 -terminalen Rest
vom Chromosom deletiert sein und an dessen Stelle das 1,6 kB groBe Markergen liegen. Fur die
PCR-Analyse wurden die Primer ScsecG1 und ScsecG?2 eingesetzt (Abb. 13; Primer ScsecG1
bindet in der 5-Region vor dem ATG-Startkodon des secG-Gens; Primer ScsecG2 bindet in der
3 -Region nach dem TAA-Stop-Kodon des secG-Gens). Von zwei unabhangigen Transformationen
wurde unter allen getesteten Erythromycin-resistenten Transformanten ein Klon gefunden, dessen
chromosomale DNA als Template, wie in Abbildung 14A gezeigt, nach der PCR mit den Primern
ScsecG1/5csecG2 zur Amplifikation eines 1,7 kB-Fragmentes fihrte, wahrend in der Kontroll-PCR
mit der chromosomalen DNA des Wildtyps das 234 Bp groBe secG-Gen amplifiziert wurde. Die
PCR mit den Primern MAT19/MAT20 ergab mit der chromosomalen DNA des isolierten Klons,
genauso wie mit der Plasmid-DNA von pDGD646 als Template (Positivkontrolle), ein 550 Bp



3. Ergebnisse 47

groBes internes Fragment des Erythromycingens. Demnach konnte mit Hilfe des Plasmids
pHSGAHIndIII::erm das secG-Gen auf dem Chromosom von S. carnosus deletiert und gegen eine
Erythromycin-Resistenzkassette ersetzt werden. Bei allen anderen Transformanten wurde wie im
S. carnosus Wildtyp TM300 das 234 Bp groBe secG-Gen nachgewiesen (nicht gezeigt). Da diese
Stamme eine stabile Resistenz in Anwesenheit des Antibiotikums aufwiesen, ist demnach das
Plasmid pHSGAHindlll::erm nur durch eine einfache Rekombination tber den stromaufwarts- oder
den stromabwarts liegenden Bereich des secG-Gens ins Chromosom von S. carnosus integriert.
Die auf genetischer Ebene Uberpriifte secG-Deletion des einen Isolats wurde mit Hilfe des S.
carnosus secG-Peptidantikérpers mit Membranvesikeln, welche einmal von der Mutante und zum
anderen vom Wildtyp prapariert wurden, im Western Blot biochemisch iberpriift (Abb. 14B).
Wahrend das SecG-Protein mit den TM300 Membranvesikeln eindeutig nachgewiesen werden
kann, fehlt die entsprechende Bande in den Membranvesikeln der Deletionsmutante. Damit war

auch biochemisch die secG-Deletion gezeigt.

3.1.4.1. Die secG-Deletionsmutante von S. carnosus ist auch bei niedrigen Temperaturen
lebensfahig

Die secG-Deletion bei E. coli (Nishiyama et al., 1994) und B. subtilis (van Wely et al., 1999) fhrt
zu einem kaltesensitiven Wachstumsverhalten. Allerdings ist diese Kéltesensitivitat im Falle von E.
coli stammspezifisch (Flower et al., 2000) und in B. subtilis nur unter Sekretionsstref3 ausgepragt.
Um zu untersuchen, ob das SecG in S. carnosus eine essentielle Bedeutung bei niedrigen
Temperaturen besitzt, wurde das Wachstum des Wildtyps mit dem der secG-Deletionsmutante bei
37 °C, 30 °C, 25 °C und 20 °C auf Festmedium verglichen (nicht gezeigt). Bei allen getesteten
Temperaturen war kein signifikanter Unterschied zwischen den KoloniegréBen von Wildtyp und der
Mutante feststellbar. Dies zeigte, dass unter den gewéhlten Bedingungen das SecG-Protein von S.

carnosus offensichtlich nicht essentiell ist.

3.1.4.2. Die Uberexpression eines Exportproteins in der secG-Deletionsmutante von S.
carnosus fihrt zu einem verzégertem Wachstum bei 20 °C

In einer secG-Deletionsmutante von B subtilis wird die leichte Kéliesensitivitat des Wachstums
durch die Uberproduktion eines Exportproteins starker ausgepragt (van Wely et al, 1999).
Wahrend also ein Basisniveau der Proteinsekretion auch bei niedrigen Temperaturen in der secG-
Delstionsmutante von B. subtilis aufrechterhalten werden kann, wird dies, so die Autoren, bei der
Uberexpression eines sekretorischen Proteins nicht ausreichend gewahrleistet. Um in der secG-
Delstionsmutante von S. carnosus TM300AsecG das Wachstum unter Sekretionsstref im
Vergleich zum S. carnosus Wildtyp TM300 untersuchen zu kénnen, wurden die beiden Stamme
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mit dem Plasmid pXRppLip2hCT transformiert. Dieses Plasmid ermdglicht die sekretorische
Expression eines Fusionsproteins, das aus dem Prapro-Anteil der Lipase (ppLip) von S. hyicus
und 2 aufeinanderfolgenden humanen Calcitoninpeptiden (2hCT) besteht (Dilsen et al., 2000). Die
Transkription des Fusionsgens befindet sich unter der Kontrolle eines mit Xylose induzierbaren xyl-
Promotor/Operators. Das Wachstum der Stdmme TM300AsecG und TM300, die das Plasmid
pXRppLip2hCT enthielten, wurde zunachst unter reprimierten (0,5% Glukose) und induzierten
(0,5% Xylose) Bedingungen bei 37 °C, 25 °C und 20 °C auf Festmedium verglichen (Tab. 4).

Tab. 4: Wachstum von TM300AsecG (PXRppLip2hCT) bei Sekretionsstre auf Festmedium.

S

Glukose Xylose
Stamm |20°c 25°c 37°c]20°c 25°c 37°C
TM300 (pXRppLip2hCT) ++ ++ ++ ++ ++ ++

TM300AsecG (pXRppLip2hCT) | ++ ++ ++ | +- ++ ++

T —

Flussigkulturen (10 pg/ml Chloramphenicol, 0,5% Glukose) von pXRppLip2hCT
enthaltenen Zelien von TM300 und von TM300AsecG wurden auf Festmedium (10 pg/ml
Chloramphenicol und 0,5% Glukose bzw. 0,5% Xylose) ausplaitiert und die GréBe der
Kolonien bei 37 °C, 25 °C und 20 °C nach 14 Stunden, bzw. 2 - und 3 -Tagen kontrolliert.
++, Koloniedurchmesser > 1mm; +/-, Koloniedurchmesser < 1mm.

Wie in Tabelle 4 dokumentiert, wird das Wachstum der pXRppLip2hCT enthaltenen Zellen von
TM300AsecG im Vergleich zum Wildtyp unter SekretionsstreB bei 20 °C leicht verzogert.
Um den auf Festmedium gefundenen Wachstumsunterschied unter Sekretionsstre 3-Bedingungen

zwischen der Mutante und dem Wildtyp genauer quantifizieren zu kénnen, wurden vergleichbare
Experimente in Fliissigmedium durchgefiihrt (Abb. 15).
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Abb. 15: Wachstum der Stimme TM300 (pXRppLip2hCT) und TM300AsecG
(PXRppLip2hCT) bei 20 °C in Fliissigmedium. Die Stdmme wurden unter reprimierten
Bedingungen (0,5% Gilukose) bei 37 °C angezogen und anschlieBend in Flissigmedium
auf eine OD von 0,01 (10 ug/ml Chloramphenicol, 0,5% Xylose) eingestellt und das
Wachstum der Zellen bei 20 °C Uber 2,5 Tage verfolgt.

Wie in Abbildung 15 dargestellt, ist das Wachstum von TM300AsecG (pXRppLip2hCT), im
Vergleich zum Wildtyp, in der Anfangphase (“lag“-Phase) leicht verzdgert. In der exponentiellen
Wachstumsphase erreicht die Mutante jedoch eine dhnliche Teilungsrate wie der Wildtyp.

Die secG-Deletionsmutante von S. carnosus ohne pXRppLip2hCT wéchst bei 20 °C auf Platte
vergleichbar wie der S. carnosus Wildtyp (Kapitel 3.1.4.1.). Dieser Befund deutet darauf hin, dass
trotz der secG-Deletion der Protein-Export bei der niedrigen Temperatur auf einem fir das
Wachstum der Zellen ausreichenden Niveau mdoglich ist. Bei Uberexpression eines Exportproteins
ist bei 20 °C offensichtlich der Export mindestens eines essentiellen Exportproteins beeintrachtigt,
was, wie in Abbildung 15 gezeigt, &hnlich wie in B. subtilis zu einer Wachstumsverzdgerung fuhrt.

3.1.4.3. Die secG-Deletionsmutante von S. carnosus weist
einen Prozessierungdefekt auf

Um den Effekt der secG-Deletion auf den Protein-Export zu untersuchen, wurde der Export
zwischen dem S. carnosus Wildtyp und der secG-Deletionsmutante bei 37 °C mit Hilfe der Pulse
Chase-Technik verglichen (Abb. 16A). Als Modellprotein wurde hierbei das Lipase-Calcitonin-
Fusionsprotein eingesetzt. Mit Hilfe eines Pulse Chase-Experimentes kann man die Kinetik, mit der
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ein Vorlauferprotein in die reife Form uberfuhrt wird (dieses entspricht der Prozessierung oder
Translokation) bestimmen. Hierzu werden alle neusynthetisierten Zellproteine mit *°S-Met markiert.
Nach ZellaufschiuB werden die Proteine von Interesse iiber Immunfallung mit einem spezifischen

Antiserum isoliert und nach SDS-PAGE autoradiographisch oder mit Hilfe eines Phosphorimagers

dargestelit.
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i Zeit nach Zugabe
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Abb. 16 : In vivo-Sekretionsverhalten des Prépro-Calcitonins in S. carnosus TM300

(pXRppLip2hCT) bzw. TM300AsecG (pXRppLip2hCT) bei 37 ° i 4
w_urden uber-.Nacht_ in .Minimalmedium bei 37 ‘PC',) aritogezogén und am r%chzgnsl\tﬂ%rpgne]ﬁ
frisches Medlum mit einer OD von 0,2 angeimpft. Nach weiterer Kultivierung bei 37 °C
wprgjen die _Zellen bei einer OD zwischen 0,6 - 0,8 geerntet und anschlieBend mit
Minimalmedium (ohne Methionin, mit 0,5% Xylose) gewaschen. Die Zellen wurden in
chhc_am Mgdlumo (ohne Methionin, mit 0,5% Xylose) resuspendiert und fiir weitere 30 -
min 'ben SZS C mkubuer’g (“ausgehungert”). AnschlieBend wurden die Zellen mit
rad!oakt!vem S-'Me't markiert (Pulse) und nach Zugabe eines UberschuB nicht
radioaktiven Methlgnms (Chas_e) wurden nach 15 -, 60 - und 120 Sekunden Proben
gz’;n?:mmen und qle Zglle_n mit TCA (8%) abgetétet. Nach dem ZellaufschluB wurde
das ug%lodnsprotem mit L|pasg>ant|korpern (der polyklonale Lipaseantikérper reagiert
aue IT}I tem Pro-Anteil der Lipase von S. hyicus) immunoprézipitiert, in einem SDS-
Gel a:: rr%r% rirI\BtA UnF? mit Hilfe eines Phosphorimagers sichtbar gemacht und mit dem
enmghnten Stém( AYTEST) ausgewertet. A Pulse Chase-Experiment mit den oben
grwanrten S Cr;;en.' B Kinetik der Prapro-Calcitonin Translokation. Um die
walicin g roin Abb, 1B6A dgrgestellten Pulse Chase-Autoradiographie
en, muBte die Anzahl der in den einzelnen Lipase-Calcitonin-Spezies
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(Prépro-Calcitonin bzw. Pro-Calcitonin) enthaltenen Methioninreste (Prapro-Calcitonin:
6 Met; Pro-Calcitonin: 4 Met) beriicksichtigt werden, welche letztlich die Signalintensitét
der Banden in der Autoradiographie bestimmt. Die Signalintensitit der einzelnen
Banden wurde deshalb beziiglich der Methioninreste normiert, indem der jeweilige
MeBwert mit einem “Normierungsfaktor* (Prépro-Calcitonin Normierungsfaktor 1, Pro-
Calcitonin  Normierungsfaktor 1,5) multipliziert wurde. Dadurch wurden die
Signalintensitaten der beiden Lipase-Calcitonin-Spezies in der Autoradiographie direkt
miteinander vergleichbar. Die Signalstérke der beiden Banden wurde mit Hilfe des
Programmes  AIDA  (RAYTEST) errechnet. Um die  Effizienz  der
Translokation/Prozessierung des Lipase-Calcitonin-Fusionsproteins zu messen, wurde
flir jeden Zeitpunkt der prozentualle Anteil des unprozessierten Vorlaufers am
insgesamt in einer Gelspur enthaltenen Lipase-Calcitonin-Fusionsproteins bestimmt.
Als Gesamtmenge an Lipase-Calcitonin-Fusionsprotein pro Spur wurde die Summe der
normierten Signalstarken von Prapro-Calcitonin und Pro-Calcitonin angesehen. Diese
wurde fur jeden Zeitpunkt als 100% angesetzt. Um die Prozessierungskinetik des
Prépro-Calcitonins zu beschreiben, wurde flr jeden Zeitpunkt der Anteil an Prépro-
Calcitonin bezogen auf die Gesamtmenge gegen die Zeit nach Zugabe von Chase
aufgetragen.

Wie in Abbildung 16A zu erkennen ist, ist die Prozessierung des Prapro-Calcitonins in der Mutante
im Vergleich zum Wildtyp leicht verzdgert. Die quantitative Auswertung ergab, dass zu allen
Zeitpunkten nach Zugabe des Chase zwischen 15% und 20% mehr Prapro-Calcitonin in den
Zellen von TM300AsecG im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen werden kann (Abb. 16B).

Die hohere in vivo-Translokationsaktivitat von TM300 im Vergleich zu TM300AsecG, zeigt, dass

das SecG-Protein am effizienten Export von Vorlauferproteinen in S. carnosus beteiligt ist.

3.1.4.4. Der Import der Préapro-Lipase in Membranvesikel der secG-Deletionsmutante von S.
carnosus ist massiv beeintrachtigt

Im E.coli-System ist die Rekonstitution der gereinigten Sec-Komponenten Y und E in
Proteoliposomen fiir eine SecA abhéngige Proteintranslokation ausreichend (Brundage et al.,
1990). Allerdings fiihrt die zusatzliche Anwesenheit des SecG-Proteins zu einer Stimulation der
Proteintranslokation. SecE, SecY, SecA und ATP sind fiir diese SecG-abhangige Stimulation
essentiell (Nishiyama et al., 1993). Im vorangegangenen Kapitel konnte gezeigt werden, dass das
SecG-Protein von S. carnosus am Protein-Export in vivo beteiligt ist. Um zu untersuchen, ob das
S. carnosus SecG-Protein bei der in vitro-Translokation eine &hnliche Rolle spielt wie das E. coli
SecG, wurde die posttranslationale Translokation der Prapro-Lipase aus S. hyicus in invertierte
Membranvesikel (IMVs) von S. carnosus Wildtyp TM300 und der S. carnosus secG-
Deletionsmutante TM300AsecG untersucht (Abb. 17). Im in vitro-System werden Membranvesikel
eingesetzt, bei denen die Orientierung der Plasmamembran und somit auch die der darin

lokalisierten Membranproteine im Vergleich zur in vivo-Situation invertiert ist (inside-out

Cytoplasmamembranvesikel). Dies bedeutet, dass die urspringliche cis-Seite  der

Cytoplasmamembran in diesen Vesikeln nach auBen weist wahrend die trans-Seite nun in das
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Lumen weist. Zugabe von SecA, ATP und einem Vorlauferprotein (Siehe Text in Legende 17) zu
den IMVs bewirken den Import des Vorlauferproteins in das Lumen. Die Signalsequenz des
Vorlauferproteins wird auch im in vitro-System wahrend oder kurz nach dem Import durch eine
Signalpeptidase abgetrennt. Der Import des Proteins kann durch einen anschlieBenden Verdau der
IMVs mit z. B. Proteinase K bestimmt werden. Proteinase K spaltet alle Proteine auBerhalb der
Membranvesikel. wahrend die Proteine im Lumen fir das Enzym nicht zuganglich sind. Setzt man
fir die Translokation ein radioaktiv markiertes Vorlauferprotein ein, kann dessen Import nach
Proteinase-Verdau und SDS-PAGE in einer Audiographie leicht nachgewiesen werden.

TM300 TM300AsecG
25°C 30°C 37 °C 25°C 30 °C 37 °C
MV PK MV PK MYV PK MV PK MY PK MV PK

Prapro-Lipase = !

Pro-Lipase

Abb. 17: Posttranslationale Translokation der Prapro-Lipase in IMVs von S. carnosus
TM300 und S. carnosus TM300AsecG. Die Synthese der Prapro-Lipase im zelifreien
System (Schimz et al, 1995) erfolgte wahrend 2 Stunden bei 30 °C. Nach der
Beendigung der Translation (durch 20uM Puromycin) wurde die Translokation durch
Zugabe von S. carnosus SecA, IMVs, ATP, NADH. sowie Puffer und lonen (Schimz ef
al., 1995) fur 1 Stunde bei den angegebenen Temperaturen durchgeflihrt. Die Ansatze
wurdgn giann halbiert; eine Halfte wurde mit eiskalter Trichloressigsaure (15% w/v) im
Verhdltnis 1:1 gemischt und im Eisbad (ber Nacht inkubiert (IMV). Die andere Halfte

wur?e vor dgar TCA~Fé’1Eiung mit 250pg/mi Proteinase K (PK) versetzt und fir 30 min bei
25 °C inkubiert. Die TCA-Pellets wurden in Gel-Loading-Puffer gelést, fur 5 min bei 96

°C erhitzt und anschlieBend im SDS-Gel aufgetrennt und die Banden autoradiographisch
dargestelit.

Es zeigte sich, dass unabhangig von der gewahiten Translokationstemperatur (25 °C, 30 “C und
37 “C) ein um den Faktor 20 erhéhter Import der Prapro-Lipase in die IMVs von S. carnosus

TM300 (Wildtyp), im Vergleich zu den IMVs von TM300AsecG, erfolgte. Erkennbar ist dieses durch
die Proteinase K-resistenten Banden (siehe dazu Text in Legende 17), die nach
Translokationsreaktion und anschlieBender Inkubation mit Proteinase K nur mit den IMVs des
Wildtyps erhalten wurden. Auch nach Inkubation mit Proteinase K kann die Prapro-Lipase
nachgewiesen werden (Abb. 17, Gelspuren PK von TM300). Der Lipase-Vorlaufer liegt demnach
entweder in einer Proteinase K resistenten Konformation auBerhalb der IMVs vor oder er befindet

sich noch im Transiokator und ist dadurch vor der proteolytischen Aktivitat des Enzyms geschutzt.
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Die dramatisch hohere Translokationsaktivitdt der Wildtyp-IMVs im Vergleich zu den IMVs der
Mutante zeigte, dass &hnlich wie in E. coli auch das S. carnosus SecG-Protein die SecA-
abhangige Proteintranslokation an der SecYE-Translokationspore massiv stimuliert.

3.1.5. Konstruktion einer secG-Austauschmutante von B. subtilis

Um zu untersuchen, ob das S. carnosus SecG-Protein die Funktionen des SecG in B. subtilis
ubernehmen kann, wurde eine secG-Austauschmutante von B. subtilis konstruiert. In dieser
Mutante ist das secG-Gen von B. subtilis auf dem Chromosom von B. subtilis gegen das secG-
Gen von S. carnosus ersetzt ist (replacement mutant secG, RMG). Erreicht wurde dies mit dem
Austauschplasmid pORIsecGSc. Fir die Konstruktion von pORIsecGSc, wurden nacheinander ein
zum B. subtilis secG stromaufwartsliegendes Fragment (yvaM), das S. carnosus secG und ein
zum B. subtilis secG stromabwartsliegendes Fragment (yvaK) in das Plasmid pORI240 (Leenhouts
et al., 1996) kloniert. Der B. subtilis Wildtyp DB104 wurde mit dem Austauschplasmid transformiert
und die erhaltenen Transformanten, wie im Material und Methodenteil (Kapitel 2.5.3.12.)
ausfiihrlich beschrieben, weiterbehandelt. Von drei unabhéngigen Experimenten wurden acht
potentielle RMG-Mutanten isoliert. Reprasentativ fiir die acht Isolate wurde der secG-Austausch in

einem Southern Blot-Experiment Uberpriift (Abb. 18).
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Abb. 18: Genetische Uberprifung der secG-Austauschmutante von B. subtilis (RMG). Die
chromosomale DNA des B. subtilis Wildtyps DB104 und der RMG. wurden mit Clal und
mit Munl vollstandig gespalten, in einem 0,8%-igem Agarosegel aufgetrennt und
anschlieBend auf eine Nylonmembran transferiert. Die Hybridisierung der Membranen

wurde mit einer Dig-markierten secG-Sonde von S. carnosus bzw. von B. subtilis
durchgefihrt. Marker: Dig-markierter A/l

Eine Clal bzw. Munl-Schnittstelle, die nur im secG-Gen von S. carnosus vorkommt (Abb. 13), tihrt,
wie in Abbildung 18 gezeigt, nach Verdau der chromosomalen DNA der RMG mit Clal bzw. Muni
und Hybridisierung mit der S. carnosus secG-Sonde zu zwei Signalen. Hybridisierungssignale, mit
chromsomal verdauter DNA von DB104 wurden unter diesen Bedingungen (30% Formamid) nicht
detektiert. Hybridisierung mit der B. subtilis secG-Sonde fiihrte nach Spaltung mit Clal bzw. Murl
zu jeweils einem starken Signal mit chromosomaler DNA von DB104 und im Falle des Clal-
Verdaus zu zwei schwacheren Signalen mit der chromosomalen DNA der RMG.

Die Ergebnisse der Southern Blot-Analysen zeigen eindeutig den Austausch des secG-Gens von

B. subtilis aut dem Chromosom von B. subtilis DB104 durch das entsprechende Gen von S

carnosus. Der Genaustausch ist in B. subtilis demnach nicht lethal.
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3.1.5.1. Nachweis des S. carnosus secG-Genproduktes in der RMG

Um die S. carnosus secG-Expression in der RMG sicherzustellen, sollte das Genprodukt mit Hilfe
des S. carnosus SecG-Antikdrpers in einem Western Blot-Experiment nachgewiesen werden.
Hiertlr wurden die Proteine der Membranvesikel von DB104, einer secG-Deletionsmutante von B.
subtilis (DBAsecG) (zur Vertligung gestelit durch van Wely, Universitat Groningen) und der RMG in
einem SDS-Gel aufgetrennt und das Western Blot-Experiment durchgetihrt (Abb. 19). In den
Membranvesikel der RMG wurde eindeutig eine Bande detektiert, die auf Grund ihrer Gréfie (9
kDa) dem S. carnosus SecG-Protein zugeordnet werden konnte. Das S. carnosus SecG-Antiserum
zeigt ein hohe Spezifitat fur das S. carnosus SecG-Protein, da keine kreuzreaktive Bande mit dem
B. subtilis SecG-Protein in der Gelspur DB104 erkennbar war.

Abb. 19: Nachweis des SecG-
Austausches in B. subtilis
durch Western Blotting.
Die Proteine der
Membranvesikel von DB104,
DBAsecG und der RMG von
B. subtilis wurden in einem
SDS-Gel (15%) aufgetrennt
und anschlieBend ein
Western Blot-Experiment
durchgefiihrt, bei dem der
Peptidantikdrper  des S
carnosus SecG-Proteins
eingesetzt wurde (1:500). Die
aufgetragenen Protein-

mengen entsprachen jeweils

14,3 - S CE einem Milliter einer Kultur mit

< SecG einer OD600 von 1.

kDa

68

43
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3.1.5.2. Die RMG ist bei niedrigen Temperaturen lebenstahig

Das Wachstum der Zellen der RMG, DB104 und von DBAsecG wurde bei 20 °C und 15 °C auf
Festmedium verglichen (Tab. 5).

| Tab. 5: Wachstum von DB104, DBAsecG und der

o o RMG auf Festmedium. Die Stdmme

Stamm 15°C 207 wurden in Flussigmedium bei 37 °C

DB104 + + angezogen und die Zellen anschlieBend auf

Festmedium ausgestrichen. Das Wachstum

DBAsecG +/- + der Zellen wurde bei 20 °C und 15 °C nach

2-  bzw. 4-Tagen  kontrolliert. +:

RMG + + Koloniedurchmesser = imm;  +/-:
Koloniedurchmesser < 1mm.

i

Wie in Tabelle 5 dokumentiert, wird bei 15 °C eine Wachstumsverzogerung bei der AsecG-

Mutante, im Vergleich zum Wildtyp und der RMG beobachtet. Dies zeigte, dass das S. carnosus
SecG-Protein die Funktionen in B. subtilis ibernehmen kann.

3.1.5.3. Das S. carnosus SecG-Protein kann den unter SekretionsstreB ausgepréagten
Wachstumsdefekt der secG-Deletionsmutante von B. subtilis komplementieren

Die in Tabelle 5 dargestelite Kaliesensitivitat des Wachstums von DBAsecG wird durch die
Uberproduktion eines Exportproteins (Amylase von B. amyloliquefaciens) weiter ausgepragt (van
Wely et al., 1999). Dies bedeutet, dass der effiziente Protein-Export von mindestens einem
essentiellen Vorlauferprotein durch die Uberproduktion des Amylasevoriaufers nicht gewahrleistet
und somit wachstumslimitierend wird. Um vergleichbare SekretionsstreB-Bedingungen zu
erreichen, wurden die Zellen von DB104, von DBAsecG und der RMG mit dem Plasmid pSX63
transformiert. Das Plasmid tragt das amyL-Gen von B. licheniformis und kodiert fiir die Amylase.
Die Transkription des Gens in den resultierenden Stammen DB104 (pSX63), DBAsecG (pSX63)
und RMG (pSX63) befindet sich unter der Kontrolle des mit Xylose induzierbaren bzw. mit Glukose
reprimierbaren xyl-Promotor/Operators. Um einen weiteren Hinweis zu erhalten, ob das S.
carnosus SecG die Funktionen des B. subtilis SecG-Proteins beim Protein-Export bernehmen
kann, wurde das Wachstum von DB104 (pSX63), DBAsecG (pSX63) und der RMG (pSX63) unter

induzierten Bedingungen zun&chst auf Festmedium bei verschiedenen Temperaturen verglichen
(Tab. 6).
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Tab. 6: Wachstum von DB104 (pSX63), RMG (pSX63) und von DBAsecG (pSX63) auf

Festmedium.
Stamm Expression 20°C 25°C 30°C 37°C
DB104 (pSX63) Pra-AmyL +++ o+ +t +ot
RMG (pSX63) Pra-AmyL +4++ 4+ 4+ 4+
DBAsecG (pSX63) Pra-AmyL +/- +/- ++ ++

Die Stamme wurden unter reprimierten Bedingungen in FlUssigkulturen (15 pg/mi
Kanamycin, 0,5% Glukose) bei 37 °C angezogen, auf Festmedium (15 ug/ml Kanamycin,
0,5% Xylose) ausgestrichen und bei den angegebenen Temperaturen inkubiert. Das
Wachstum der Zellen wurde taglich kontrolliert. +++: wachst wie DB104 (pSX63), ++:
wichst verzogert im Vergleich zu DB104 (pSX63), +/-: geringes Wachstum/sehr kleine
Kolonien im Vergleich zu DB104 (pSX63).

Es zeigte sich, daB bereits bei 37 °C eine Wachstumsverzégerung der pSX63 enthaltenden Zellen
von DBAsecG im Vergleich zu den pSX63 enthaltenden Zellen von DB104 und der RMG
beobachtet wird. Dieser Wachstumsdefekt von DBAsecG (pSX63) ist im Vergleich zu DB104
(pPSX63) und RMG (pSX63) bei 25 °C bzw. 20 °C noch weiter ausgeprégt. Um das auf
Festmedium beobachtete Wachstum bei 37 °C genauer zu untersuchen, wurde das Wachstum der
Stamme unter reprimierten (Abb. 20A) und unter induzierten (Abb. 20B) Bedingungen in

Flissigmedium bei 37 °C verglichen.
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o \ DBAsecG
—DB104
NRuG
o
=
@
Q
O
0,01 T T T T 1 )
0 2 4 6 8 10
Zeit (h)

| SX63) in
Abb. 20A: Wachstum von DB104 (pSX63), RMG (pSX63) unti DBAsecG (P .
Fliissigmedium unter reprimierten Bedingungen bei 37 °C. Die Stdémme wurden in

i ' i in frischem
Fliissigmedium bei 37 °C angezogen (15ug/ml Kanamycnn,_O,S% Glukose), in
Flﬁssigmedium (15ug/ml Kanamycin, 0,5% Glukose) auf eine OD von 0,03 eingestellt
und das Wachstum der Zellen photometrisch verfolgt.
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Abb. 20B: Wachstum von DB104 (pSX63), RMG (pSX63) und DBAsecG (pSX63) in
Fliissigmedium unter induzierten Bedingungen bei 37 °C. Die Vorgehensweise in
diesem Experiment war die Gleiche wie in Legende 20A beschrieben. Allerdings wurde
das Flissigmedium in diesem Experiment anstatt mit Glukose mit Xylose
supplementiert (0,5%).

Wie in Abbildung 20A dargestellt, verlauft das Wachstum der pSX63 enthaltenden Zellen von B.
subtilis Wildtyp DB104 und der RMG unter reprimierten Bedingungen nahezu identisch, wéhrend
die Zellen von DBAsecG (pSX63) im Vergleich dazu in der exponentiellen Wachstumsphase etwas
verzogert wachsen. Die optische Dichte der Fliissigkulturen von DB104 (pSX63) und RMG
(pSX63) wird jedoch von DBAsecG (pSX63) am Ende der exponentiellen Wachstumsphase
ebenfalls erreicht. Signifikanter ist der Wachstumsdefekt von DBAsecG (pSX63) unter induzierten
Bedingungen. Wie in Abbildung 20B gezeigt, ist sowohl die Teilungsrate als auch die maximal
erreichte optische Dichte von DBAsecG (pSX63) im Vergleich zu DB104 (pSX63) und RMG

(pSX63) deutlich geringer. Dies zeigte, dass das S. carnosus SecG-Protein den von DBAsecG
beobachteten Wachstumsdefekt verhindert.

3.1.5.4. Die RMG zeigt im Gegensatz zur secG-Deletionsmutante von B. subitilis keine
Exportdefekte der Amylase bzw. der Lipase

In B. subtilis ist ein funktioneller Protein-Export fiir das Wachstum essentiell. Aus den Resultaten in
Kapitel 3.1.5.3. kann man demnach vermuten, dass das S. carnosus SecG-Protein die Funktionen
des SecG in B. subtilis wéhrend des Protein-Exports {ibernehmen kann. Um dieses direkt zu
untersuchen, wurde der Protein-Export der Amylase in den Stdmmen DB104 (pSX63), RMG
(pSX63) und DBAsecG (pSX63) (Abb. 21 und 22) und der Export der durch pLipPS1kan kodierten
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Prapro-Lipase von S. hyicus in den Stdmmen DB104 (pLipPS1kan), RMG (pLipPStkan) und
DBAsecG (pLipPS1kan) (Abb. 23) bei 37 °C verglichen.
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Abb. 21: Amylaseexport bei 37 °C (Western Blot). Die pSX63 enthaltenden Zeilen von B.
subtilis Wildtyp DB104, RMG und DBAsecG wurden unter reprimierten (r; 0,5% Glukose)
und induzierten (i; 0,5% Xylose) Bedingungen in Flussigmedium kultiviert. Die Zellen (Z)

wurden vom Uberstand (U) getrennt. Nach einer SDS-PAGE wurde die Amylase mit
einem spezifischen Antikdérper nachgewiesen.

Hierbei zeigte sich, dass wie in Abbildung 21 dargestellt, in den Zellfraktionen und Uberstanden
von DB104 (pSX63), RMG (pSX63) und DBAsecG (pSX63) unter reprimierten Bedingungen (0,5%
Glukose) keine Amylase nachgewiesen werden kann. Induziert man jedoch die Trankription des
amyL-Gens durch Xylose (0,5%), kann das Genprodukt in den Kulturiiberstanden der drei Stamme
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zur RMG (pSX63) und DB104 (pSX63) wird die Amylase in
den Zellen von DBAsecG (pSX63) sehr ineffizient transloziert. Erkennbar ist dies durch die
massive Akkumulation der Pra-Amylase in der Zellfraktion von DBAsecG (pSX63). Dies bedeutet,
dass der beobachtete Wachstumsdefekt der Mutante bei SekretionsstreB aus einem ineffizienten

Protein-Export resultiert.
Um die Prozessierungskinetik der Amylase in den Stammen von RMG (pSX63), DB104 (pSX63)

und DBAsecG (pSX63) vergleichen zu kdnnen, wurde gin Pulse Chase-Experiment bei 37 °C

durchgefiihrt (Abb. 22).
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Abb. 22: Prozessierungskinetik der Amylase bei 37 °C (Pulse Chase-Experiment). Die

Transkription des amyL-Gens in den Zellen von DB104 (pSX63), RMG (pSX63) und
DBAsecG (pSX63) wurde 10 min vor der Markierung mit **S-Methionin durch Zugabe
von Xylose (0,5%) induziert. Nach dem Chase wurden Proben nach 15 (Spuren 1, 5 und
9), 60 (Spuren 2, 6 und 10), 120 (Spuren 3, 7 und 11) und 300 Sekunden (Spuren 4, 8
und 12) genommen und die Zellen mit TCA abgetétet. Nach AufschiuB der Zellen und
Immunprézipitation mit einem spezifischen Amylaseantikérper wurden die Proteine im
SDS-Gel (10%) aufgetrennt und autoradiographisch dargestelit.

Dabei zeigte sich, daB im Wildtyp und der RMG zu allen Zeitpunkten nach Zugabe von Chase
jeweils eine Bande gleicher GréBe nachgewiesen werden konnte. Im Vergleich dazu waren die
Banden bei der Mutante geringfiigig hoher. Da der Unterschied zwischen der Pra-Amylase und der
reifen Amylase nur 2 kDa betragt, wurden die Banden in den Gelspuren des Wildtyps und der
RMG der reifen Amylase und die Banden in den Gelspuren der Mutante der Pra-Amylase
zugeordnet. Demnach wird die Amylase im Gegensatz zu DBAsecG in den Stammen DB104
(PSX63) und RMG (pSX63) sehr schnell und effizient transloziert.

DB104 RMG DBAsecG
1 2 3 4 5 6 7 8 AL L N

Prapro-Lipase »] ..

Pro-Lipase »

reife Lipase »

Abb. 23: Prozessierungskinetik der Prépro-Lipase bei 37°C

; ‘ , (Pulse Chase-Experiment). Die
pLipPS1kan (Plasmid kodiert fir die Prapro-Lipase von S. hyicus; daspgen erc)j von

seinem eigenem Promotor konstitutiv transkribiert) enthaltenen Zellen von 8. subtilis
Wildtyp DB104, RMG und DBAsecG von B. subtilis wurden mit radioaktiven *S-
Methfonfn fur 1 Minute markiert und Proben nach Zugabe von kaltem (iberschiissigen
Methionin nach 15 (Spuren 1, 5 und 9), 60 (Spuren 2, 6 und 10), 120 (Spuren 3, 7 und
11) und 300 Sekunden (Spuren 4, 8 und 12) genommen. Nach dem Chase wurden
Proben nach 15 (Spuren 1, 5 und 9), 60 (Spuren 2, 6 und 10), 120 (Spuren 3, 7 und 11)
und 300 Sekunden (Spuren 4, 8 und 12) genommen und die Zellen mit TCA abgetotet.
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Nach AufschluB der Zellen und Immunprazipitation mit einem spezifischen
Lipaseantikérper wurden die Proteine im SDS-Gel (12,5%) aufgetrennt und
autoradiographisch dargestellt.

Ein ahnlicher Befund wurde mit der Lipase nach einem Pulse Chase-Experiment mit den Stammen

DB104 (pLipPS1kan), RMG (pLipPS1kan) und DBAsecG (pLipPS1kan) erhalten. Wie in Abbildung

23 dargestellt, verlduft die Translokation der Lipase in der RMG und DB104 mit einer

vergleichbaren Geschwindigkeit. In beiden Stammen wird die Prépro-Lipase (90 kDa) in die 86

kDa groBe Pro-Lipase prozessiert, welche dann durch Proteasen im Kulturiiberstand bis zur reifen

Lipase (46 kDa) abgebaut wird (Meens et al, 1993). Die Prépro-Lipase wird in DBAsecG -
(pLipPS1kan) sehr ineffizient transloziert. Zu keinem Zeitpunkt nach der Zugabe des Chase kann

bei der Mutante die Pro-Lipase nachgewiesen werden.

Das unterschiedliche Exportverhalten der Amylase und Lipase zwischen dem B. subtilis Wildtyp
und der RMG bzw. der AsecG-Mutante von B. subtilis zeigt eindeutig, dass das S. carnosus SecG-

Protein problemios die Funktionen des SecG beim Protein-Export in B. subtilis ibernehmen kann.

3.2. B. subtilis | S. carnosus Hybridtranslokasen als Methode fiir die
in vivo-Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen bei der Proteintranslokation
in B. subtilis

Versuche zur Sekretion von heterologen Proteinen in B. subtilis zeigen, dass es haufig Probleme
bei der Translokation Uber die Cytoplasmamembran gibt. Eine Ursache liegt vermutlich in nicht
optimalen Wechselwirkungen zwischen den Komponenten des Exportapparates und dem
Vorlauferprotein. Um diese Engpésse zu umgehen, ist es wichtig die fiir die Sekretion relevanten
Wechselwirkungen im Detail zu verstehen. Mit Hilfe von B. subtilis / S. carnosus-
Hybridtranslokasen ist dies moglich. Ausgangspunkt fir diese Arbeit war eine secA-
Austauschmutante von B. subtilis in der das secA-Gen von B. subtilis auf dem Chromosom gegen
das entsprechende Gen von S. carnosus ersetzt ist (RMA). Die Charakterisierung der RMA-
Mutante zeigte, dass eine Stdrung der Wechselwirkung zwischen dem heterologen SecA und einer
weiteren unbekannten B. subtilis Sec-Komponente vorliegt. Welche Wechselwirkung dies ist, war
nicht bekannt. Das Ziel der Untersuchungen war es, durch das gezielte Einbringen von S.
carnosus Translokasekomponenten in die RMA die gestorten Wechselwirkungen zwischen dem S.
carnosus SecA und einer B. subtilis Translokase-Untereinheit zu identifizieren.

3.2.1. Konstruktion einer secA/G-Austauschmutante von B. subtilis

Um einen Hinweis darauf zu erhalten, welche der B. subtilis Translokationskomponenten fiir die
nicht optimalen Wechselwirkungen mit dem heterologen SecA-Protein verantwortlich sein kdnnte,
wurden Kenntnisse tiber die Proteintranslokation von E. coli herangezogen. Von E. coliist bekannt,
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dass wahrend der Proteintranslokation die Membraninsertion- und Deinsertionszyklen des SecA-
Proteins mit einer Topologieinversion des SecG-Proteins gekoppelt sind (Nishiyama et al., 1996).
Die in vitro-Studien der gekoppelten Stukturwechsel von SecA und SecG wurden durch die
synthetische Lethalitat einer kaltesensitiven secA- und AsecG-Doppelmutante von E. coli in vivo
unterstiitzt (Suzuki et al, 1998). In B. subtilis wird die Proteintranslokation uber die
Plasmamembran durch ein System katalysiert, das zur E. coli Translokase homolog ist (Overhoff
et al., 1991; van Wely et al., 1999). Nimmt man fiir die Proteintranslokation in B. subtilis einen
ahnlichen Mechanismus an wie in E. coli, war es demnach denkbar, dass die fir eine effiziente
Proteintranslokation erforderlichen Inversionszyklen des B. subtilis SecG-Proteins (SecG(Bs)) -in
Anwesenheit des S. carnosus-SecA in der RMA nicht optimal sind. Um dies zu Uberpriifen, wurde
die potentiell gestdérte SecA(Sc)-SecG(Bs)-Wechselwirkung durch eine optimale SecA(Sc)-
SecG(Sc)-Wechselwirkung ersetzt. Hierfir wurde eine Austauschmutante von B. subtilis, in der
sowohl das secA-Gen als auch das secG-Gen von B. subtilis chromosomal gegen die
entsprechenden Gene von S. carnosus ausgetauscht sind, konstruiert (replacement mutant
secAlsecG, RMA/G).

Ausgangspunkt fiir die Konstruktion der RMA/G war die RMG-Mutante (Abschnitt 3.1.5.). Um in
diesem Stamm zusatziich das B. subtilis secA-Gen gegen das secA-Gen von S. carnosus
auszutauschen, wurde die Mutante mit dem durch Scal gespaltenen Plasmid pDel6 (Klein &
Freudl, in Vorbereitung) transformiert. Das Plasmid tragt den stromaufwarts liegenden Bereich
(orf183) des B. subtilis secA-Gens, dahinter eine Chloramphenicol-Resistenzkassette, das S.
carnosus secA-Gen und den stromabwérts liegenden Bereich des B. subtilis secA-Gens (prfB).
Das Plasmid pDel6 kann in B. subtilis nicht replizieren und ein ddppelter “cross-over” ins
Chromosom durch die homologen Fragmente (orf183 und prfB) ermdglicht. Der secA-Austausch in
B. subtilis wird durch die Chloramphenicol-Resistenz angezeigt.

Etwa 15 — 20 Chioramphenicol-resistente Transformanten pro 1 ug linearisiertes Plasmid wurden
nach Transformation der RMG mit dem secA-Austauschvektor erhalten. Der Austausch in der
RMG wurde durch PCR- (nicht gezeigt) und Southern Blot-Experimente (iberpriift. Fir den
Southern Blot wurde die chromosomale DNA einer potentiellen RMA/G, der RMA und vom Stamm

MKL1 mit Aval und Kspl gespalten (der Kontrollstamm MKL 1 unterscheidet sich vom Wildtyp

DB104 durch einen stromaufwarts zum secA-Gen eingebrachten  Chloramphenicol-

Resistenzmarker; Klein & Freud!, in Vorbereitung). Als Sonden wurden die secA-Gene von B.
subtilis (Abb. 24A) und S. carnosus (Abb. 24B) eingesetzt.
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Abb. 24: Southern Blot Hybridisierung von chromosomaler DNA aus der RMA/G, der RMA
und dem B. subtilis MKL1 mit dem secA-Gen aus B. subtilis und dem secA-Gen
aus S. carnosus als Sonden. Die DNA wurde mit Aval und Kspl vollstandig gespalten,
in einem 0,8% Agarosegel aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert.
AnschlieBend wurden die Membranen mit dem Dig-markierten B. subtilis secA-Gen (A)
bzw. mit dem Dig-markierten secA-Gen von S. carnosus (B) hybridisiert. Der Nachweis
der Hybridisierungssignale erfolgte mit Hilfe des “Digoxygenin labelling and detection”-
System von Roche Molecular Biochemicals.

Das Enzym Aval spaltet im secA-Gen von B. subltilis, besitzt aber keine Erkennungsstelle im secA-

Gen von S. carnosus, wahrend wiederum nur das secA-Gen von S. carnosus eine Spaltstelle fur

Ksp! enthalt.

Aufgrund der Aval-Erkennungssequenz im secA-Gen von B. subtilis, ergibt die Spaltung der
chromosomalen DNA von MKL1 mit Aval und Hybridisierung mit dem B. subtilis secA-Gen zwei
etwa 5,8 kB und 4,2 kB groBe Signale. Dagegen wurden von der potentiellen RMA/G und der RMA
unter diesen Bedingungen ein etwa 9,2 kB grofes Hybridisierungssignal erhalten (Abb. 24A). Im
Vergleich dazu werden aufgrund einer Kspl-Spaltstelle im S. carnosus secA-Gen zwei Signale mit
Kspl gespaltener DNA von der RMA und der RMA/G (Abb. 24B) und nur ein Signal vom MKL1-
Stamm (Abb. 24A) detektiert. Hybridisierungssignale von MKL1 mit dem S. carnosus secA-Gen
(Abb. 24B) wurden nicht erhalten. Offensichtlich ist eine Hybridisierung zwischen dem B. subtilis

secA-Gen und der S. carnosus secA-Gensonde unter diesen stringenten Bedingungen (30%

Formamid) nicht méglich.
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Aus den Resultaten der Southern Blot-Experimente in Abbildung 24 konnte geschlossen werden,
dass der Austausch des B. subtilis secA-Gens auf dem Chromosom der RMG gegen das secA-

Gen von S. carnosus korrekt erreicht wurde. Damit lag eine RMA/G-Mutante vor.

3.2.1.1. Die RMA/G ist ebenso wie die RMA bei 37 °C lebensféhig und zeigt ein
kaltesensitives Wachstum

Das Wachstum von MKL1, RMA, RMG und RMA/G wurde auf Festmedium bei 37 “C und 25 °C
miteinander verglichen (Abb. 25).

37°C 25 °C

Abb. 25: Wachsturn voq MKL1, RMG, RMA sowie vier isolierte RMA/G-Klone auf
Festmedium bei 37 °C und 25 °C. Die Stamme wurden in Flussigmedium bei 37 °C

angezogen und auf Festmedium ausgestrichen. Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 37
“C und 25 °C fur 16 bzw. 24 Stunden.

Wie in Abbildung 25 dargestellt, ist das Wachstum aller getesteten Stamme bei der permissiven
Temperatur (37 °C) nicht unterscheidbar. Da ein funktioneller Protein-Export fir das Wachstum der
Zellen essentiell ist. spricht dieses Ergebnis dafiir, dass die SecA- und SecG-Proteine von S
carnosus prinzipiell mit den restlichen B. subtilis Translokationskomponenten in der RMA/G
produktiv wechselwirken konnen, so dass die Translokation von extrazeliularen Proteinen, die fur
das Wachstum bei dieser Temperatur bendtigt werden, gewahrleistet ist. Diese SchiuBfolgerung
trifft ebenso f0r die RMA und RMG zu. Bei der nicht permissiven Temperatur (25 °C), findet man
dagegen nur ein Wachstum von MKL1 und der RMG-Mutante. Das ungestorte Wachstum der
RMG zeigt, dass die Wechselwirkungen zwischen dem S. carnosus SecG und den restlichen B.
subtilis Translokationskomponenten auch bei der niedrigen Temperatur nicht gestért sind (siehe
auch Kapitel 3.1.5.2.-3.1.5.4.). Im Gegensatz dazu kann die RMA/G, genauso wie die RMA, unter

diesen Bedingungen nicht wachsen. Dies Befund sowie das Verhalten der RMG bedeutet, dass die
SecA(Sc)-SecG(Bs)-Wechselwirkung in der RMA nicht gestort ist.
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Bei der RMA wird vermutet, dass die Kailtesensitivitat die Folge einer Stérung der
Wechselwirkung zwischen dem S. carnosus SecA-Protein und einer B. subtilis Translokations-
Komponente ist. Diese Stérung besteht bereits bei 37 °C, wird jedoch bei niedrigeren
Temperaturen weiter ausgepragt und fiihrt unter diesen Bedingungen zum Exportdefekt. Um zu
untersuchen, ob dies auch bei der RMA/G der Fall ist, wurden die Zellen mit dem Plasmid
pLipPS1kan transformiert. Der Export der von pLipPS1kan kodierten Lipase wurde mit Hilfe von
Western Blot-Experimenten in den Stammen MKL1 (pLipPS1kan), RMA (pLipPS1kan) und RMA/G
(pLipPS1kan) bei 37 °C und 25 °C verglichen. Das Plasmid pLipPS1kan tragt die authentische
Lipase (Prapro-Lipase) von S. hyicus, deren Expression konstitutiv Uber ihren eigenen Promotor
erfolgt. Das Ergebnis der Western Blot-Analyse zeigte, dass die Lipase in allen Stammen bei 37
°C und 25 °C mit gleicher Effizienz exportiert wurde (nicht gezeigt). Um eine sensitivere Technik im
Hinblick auf die Membrantranslokation der Lipase zu erhalten, wurde der Export des
Modellproteins mit Hilfe der Pulse Chase-Technik bei 37 °C und 25 °C (Abb. 26) untersucht.
Dieses Verfahren bietet gegeniber der Western Blot-Methode, bei der die Translokation des
Modellproteins in der Regel Uber einen langeren Zeitraum (meist mehrere Stunden) bestimmt wird,
den Vorteil, dass man die Translokation bzw. die Prozessierung des Vorlauferproteins in seine

reife Form Uber einen Zeitraum von nur wenigen Minuten verfolgen kann.

MKL1 RMA RMA/G

Zeit nach Zugabe
VOﬂChase(r?*lin) 1 3 5 10 1 3 5 10 1 3 5 10

Prapro-Lipase »
Pro-Lipase »

reife-Lipase »

Abb. 26: Prozessierungskinetik der Lipase in den Stammen MKL1 (pLipPS1kan): RMA
(pLipPS1kan)gund RMA/G (pLipPSikan) bei 25 f’C (Pt_:lse Chgse—Expenment).
Jeweils eine frische Kolonie der Stamme wurde in Minimalmedium (Zusgtz vgn
Methionin, Kanamycin 15ug/ml) verdinnt und bis zu einer QD von 0,6 bei 37 °C
kultiviert. Die Zellen wurden anschlieBend in Minimalmedium .(oh'ne Zusatz von
Methionin) gewaschen, in frischem Medium (ohne Z_usatz von Methionin) resuspend:ert
und fir weitere 40 min bei 25 °C “ausgehungert”. Die Markuerung gnd Aufarbeitung der
Proben, SDS-PAGE und Autoradiographie erfolgte wie im Material und Methodentel%
(Kapitel 2.6.5.) beschrieben. Zeitpunkte der Probenentnahme nach Zugabe von Chase:

1-, 3-, 5- und 10 Minuten.
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Es zeigte sich, dass die Prozessierungskinetik der Prépro-Lipase in den Stammen MKL1
(pLipPS1kan), RMA (pLipPSikan) und RMA/G (pLipPStkan) bei 37 °C annahernd gleich war
(nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu war der Lipase-Export in den Stammen RMA/G (pLipPS1kan)
und RMA (pLipPStkan) im Vergleich zum Kontrolistamm MKL1 (pLipPStkan) etwas verzogert.
Erkennbar ist dieses durch die gréBeren Mengen der Prapro-Lipase bei der RMA und RMA/G, im
Vergleich zu MKL1 (pLipPStkan). Dieses Resultat zeigt, dass in der RMA/G, genauso wie in der
RMA eine Storung vorliegt. Die Ergebnisse der RMA/G und der RMG zeigen jedoch eindeutig,
dass keine SecA(Sc)-SecG(Bs)-Wechselwirkung gestort ist. Es ist folglich in der RMA eine andere
Wechselwirkung zwischen dem S. carnosus SecA und einer B. subtilis Translokasekomponente
gestort.

3.2.1.2. Das Pra-OmpA-Protein von E. coli wird in der RMA/G ineffizient transloziert

Meens et al. (1994 & 1997) fanden heraus, dass das authentische OmpA-Protein von E. coli
effizient {ber die Plasmamembran von B. subtilis DB104 und S. carnosus TM300 bei 37 °C
transloziert wird. Um so erstaunlicher waren deshalb die Befunde von Klein & Freud! (in
Vorbereitung) im Hinblick auf die Membrantranslokation dieses heterologen Modellproteins in der
RMA. OmpA-Exportstudien, die mit dem Kontrollstamm MKL1, der RMA und S. carnosus TM300
bei der permissiven Temperatur von 37 °C, also der Temperatur bei der die RMA keine Defekte im
Wachstum aufwelst durchgefuhrt wurden, zeigten, dass das OmpA-Protein in B. subtilis MKL1 und
S. carnosus TM300 transloziert wurde, wéhrend in der RMA der OmpA-Vorlaufer von der
Membrantranslokation ausgeschlossen blieb. Dieses Ergebnis zeigte deutlich, dass nicht das S.
carnosus SecA-Protein per se fiir den Ausschlu des OmpA-Vorlaufers vom Protein-Export in der

RMA verantwortlich ist, sondern dieses eher das Resultat nicht optimaler Wechselwirkungen
zwischen dem heterologen SecA-Protein, dem OmpA-Vorlaufer und einer B. subtilis
Translokationskomponente ist. Um den OmpA-Export in der RMA/G untersuchen zu kdnnen,
wurden die Stamme MKL1, RMA und RMA/G mit dem Plasmid pCU3OmpAkan transformiert. Die
Transkription des ompA-Gens in den erhaltenen Stammen MKL1 (pCU30mpAkan), RMA
(PCU3OmpAkan) und RMA/G (pCU30mpAkan) kann durch Glukose (0,5%) reprimiert bzw. IPTG
(1mM) induziert werden. Der Export von OmpA wurde mit Hilfe von Western Blot- (Abb. 27A) und
Pulse Chase-Experimenten (Abb. 27B) bei 37 °C untersucht.
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Abb. 27: Vergleich des OmpA-Exports zwischen den Stammen MKL1 (pCU3OmpAkan),
RMA (pCU30mpAkan) und RMA/G (pCU30mpAkan) bei 37 °C. A Western Blot.
Die Zellen wurden in Flissigmedium (LB-Medium, 0,5% Glukose und 15ug/ml
Kanamycin) bei 37 °C kultiviert und am néchsten Morgen 1:10 in frischem
Fliissigmedium (LB-Medium, 15ug/ml Kanamycin) verdunnt. Die Transkription des
ompA-Gens wurde fur 2,5 Stunden durch IPTG (1mM) induziert. Zellfraktionen (Z) und
Uberstande (U) wurden getrennt aufgearbeitet, eine SDS-PAGE (10%) und ein
Western Blot-Experiment, in dem ein spezifischer OmpA-Antikorper eingesetzt wurde,
durchgefiihrt. Die aufgetragenen Proteinmengen entsprachen jeweils einem Milliliter
mit einer OD von 1. Mit einem “** markiert sind die spezifischen 16 bzw. 18 kDa
groBen OmpA-Spaltprodukte. B Pulse Chase. 5 ml Minimalmedium (Methionin,
15ug/ml Kanamycin) wurden mit jeweils einer frischen Kolonien der oben genannten
Stamme von Festmedium angeimpft. Die Zellen wurden dann bei einer OD von 0,7
geerntet und in Minimalmedium (ohne Methionin) gewaschen und nach Resuspension
in frischem Medium (ohne Methionin) fur weitere 30 min bei 37 °C “ausgehungen“. Die
Transkription des ompA-Gens wurde 10 min vor der Markierung mit °S-Met (Pulse)
durch IPTG (1mM) induziert. Die Aufarbeitung der Proben, SDS-PAGE (12,5%) sowie
die anschlieBende Autoradiographie sind im Material und Methodenteil (Kapitel 2.6.5.)
beschrieben. Zeitpunkte der Probenentnahme nach Chase: 15-, 60-, 120- und 300

Sekunden.

Zunichst einige Bemerkungen zum OmpA-Export in B. subtilis. Das OmpA-Protein ist eines der
Hauptproteine in der AuBenmembran von E. coli und wird in Form eines 346 Aminosauren groBen
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Vorlauferprotein synthetisiert. Der GroBenunterschied des Vorlaufers (38 kDa) und des
prozessierten reifen Proteins (36 kDa) ist nach Auftrennung in einem SDS-Gel deutlich zu
erkennen. Wie in diesem Kapitel bereits schon erwdhnt, erméglicht die authentische
Signalsequenz des OmpA-Proteins den Export des OmpA-Proteins (ber die Plasmamembran von
B. subtilis und S. carnosus (Meens et al., 1993 & 1997). Allerdings kann die reife Form nur in den
Zellfraktionen und nicht wie zu erwarten in den Kulturliberstanden von B. subtilis und S. carnosus
nachgewiesen werden. Statidessen werden zwei spezifische OmpA-Spaltprodukte, die ein
Molekulargewicht von 16 und 18 kDa besitzen, im Kulturiiberstand gefunden. Diese Spaltprodukte
entstammen beide der C-terminalen Domane des OmpA-Proteins (Dissertation A. Matzen, 2000)
und werden durch Abbau des translozierten OmpA-Proteins durch Membran- oder Zellwand-
assoziierte Proteasen gebildet (Meens et al., 1997).

Wie in Abbildung 27A dargestellt, sind in der Gelspur der Zellfraktion von MKL1 der OmpA-
Vorlaufer und deutlich intensiver das reife OmpA zu erkennen. Im Uberstand sind die spezifischen
16 und 18 kDa groBen OmpA-Spaltprodukte in groBer Menge detektierbar. Dies zeigt, dass das
OmpA-Protein im Stamm MKL1 transloziert wird. Im Vergleich dazu, findet man dieses OmpA-
Bandenmuster auch in den Gelspuren der RMA und der RMA/G. Allerdings sind hier die
Bandenintensitaten des OmpA-Vorlaufers in den Zellfraktionen im Vergleich zu MKL1 deutlich
starker und die der Spaltprodukte in den Uberstanden der Mutanten im Vergleich zu MKL1
geringer. Dies bedeutet, dass &hnlich wie in der Hybridtranslokase der RMA, auch in der RMA/G
die Wechselwirkungen zwischen dem heterologen SecA, dem OmpA-Vorlaufer und einer B.
subtilis Transiokationskomponente nicht optimal sind. Der OmpA-Exportdefekt in der RMA/G ist in
einem Pulse Chase-Experiment noch deutlicher zu erkennen (Abb. 27B). Zu allen Zeitpunkten
kann fir die RMA/G und RMA kein prozessiertes OmpA-Protein nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu findet in MKL1 eine effiziente Translokation des Modellproteins statt. Hier wird
bereits 5 Minuten nach Chase nur noch das prozessierte OmpA-Protein nachgewiesen.

3.2.2. Konstruktion einer Hybridtranslokase in B. subtilis, die das
S. carnosus SecA und SecY-Protein enthalt

Die Studien mit der RMG und RMA/G-Mutante belegen eindeutig, dass der RMA-Protein-
Exportdefekt nicht die Folge stérender SecA-SecG-Wechselwirkungen ist. Die Defekte resultieren
somit aus nicht optimalen Wechselwirkungen zwischen dem S. carnosus SecA-Protein und einer

anderen B. subtilis Translokationskomponente. Um zu untersuchen, ob die Defekte aus nicht

optimalen SecA(Sc)-SecY(Bs)—Wechselwirkungen resultieren,  sollte  eine  secA/Y-

Austauschmutante von B. subtilis konstruiert werden. Hierfiir muBte zuerst eine RMY (replacement
mutant secY) konstruiert werden, bei der das B. subtilis secY-Gen durch das entsprechende Gen
von S. carnosus chromosomal ausgetauscht ist. Die Konstruktion der RMY mit Hilfe des pORI-
Systems gelang jedoch nicht. Aufgrund der Tatsache, dass das S. carnosus SecY die Funktionen
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des SecY-Proteins in B. subtilis prinzipiell tibernehmen kann (R. Breitling, persénliche Mitteilung,
Universitdt Jena), war dieses Negativergebnis vermutlich auf ein methodisches Problem
zurtickzuflhren. Die Konstruktion der RMY wurde daher mit dieser Strategie nicht weiter verfolgt.
Statt dessen wurde, um eine secA/Y-Austauschmutante von B. subtilis zu erhalten, mit dem
Stamm DB104::pLKA2 (pSCY3) weitergearbeitet (zur Verfligung gestellt durch R. Breitling,
Universitat Jena), bei dem das secY-Gen durch eine Kanamycin-Ressistenzkassette ersetzt wurde
und daher fehlt. Der Stamm enthélt zudem das Plasmid pSCY3 (pSCY3 tragt das S. carnosus
secY-Gen, welches konstitutiv exprimiert wird). Die Mutante DB104::pLKA2 (pSCY3) zeigt im
Vergleich zu DB104 keine Wachstums- und Export-Defekte (R. Breitling, persénliche Mitteilung)
was zeigt, dass das S. carnosus SecY die Funktionen des B. subtilis SecY in B. subtilis
offensichtlich Gbernehmen kann. Um das B. subtilis secA-Gen durch das secA von S. carnosus auf
dem Chromosom von DB104:pLKA2 (pSCY3) auszutauschen, wurde die Mutante mit dem
linearisierten Plasmid pDel6 (Klein & Freudl, in Vorbereitung) transformiert. Etwa 20
Transformanten wurden pro 1 pg Plasmid erhalten. Der secA-Austausch im Chromosom von
DB104::pLKA2 (pSCY3) wurde mit Hilfe der PCR-Technik Uberprift (nicht gezeigt). Im
resultierenden Stamm RMA/Y wird die Sec-Translokase von dem SecA und SecY-Protein von S.

carnosus und den restlichen Translokasekomponenten von B. subtilis gebildet.

3.2.2.1. Die RMAVY ist bei der flir die RMA nicht permissiven Temperatur lebensfahig

Um einen Hinweis zu erhalten, ob der Protein-Exportdefekt der RMA, der bei 25 °C
wachstumlimitierend ist, aus nicht optimalen Wechselwirkungen zwischen dem S. carnosus SecA
und dem SecY von B. subtilis resultiert, wurde das Wachstum der Stdmme DB104, RMA und
RMA/Y auf Festmedium bei 37 °C und 25 °C (Abb. 28) verglichen.
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Abb. 28: Wachstum von DB104, der RMA, und sechs Klonen der RMA/Y auf Festmedium
bei 25 °C. Die Stamme wurden in Flussigmedium bei 37 “C angezogen und auf
Festmedium ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte bei 25 °C fir 24 Stunden.

Hierbei zeigte sich, dass die Stamme DB104, RMA und RMA/Y bei 37 °C gleich wuchsen {nicht
dargestellt). Interessant war dagegen das Wachstumsverhalten bei 25 “C: Wie in Abbildung 28 zu
erkennen ist, kann die RMA nicht wachsen. Die stérenden Wechselwirkungen zwischen dem S.
carnosus SecA und einer anderen B. subtiis Translokationskomponente werden bei niedrigen
Temperaturen verstarkt. Dies fihrt zu einem ineffizienten Protein-Export der wachstumslimitierend
ist. Im Gegensatz dazu wurde ein Wachstum von DB104 und auch tatséchlich von der RMAY
beobachtet. Dies bedeutet, dass die SecA(Sc)-SecY(Bs)-Wechselwirkung in der RMA gestort ist.

Eine optimale Wechselwirkung zwischen den zentralen Exportkomponenten SecA und SecY ist
also fur das Wachstum von B. subtilis essentiell.

3.2.2.2. Der Protein-Exportdefekt der RMA bei der nicht permissiven Temperatur wird durch
das Einbringen des secY-Gens von S. carnosus aufgehoben

Aufgrund der Kanamycin (Kan™)- und Chloramphenicol (Cm"™)-Resistenz der RMA/Y-Mutante
konnten keine Export-Studien mit den etablierten Modellproteinen der von pLipPS1 kodierten
Lipase (Cm"- oder Kan"-Resistenz) und dem von pCU30mpA kodierten OmpA-Protein (Cm"- oder
Kan"-Resistenz) durchgefuhrt werden. Um dennoch den Protein-Export untersuchen zu kénnen.
wurde der Stamm BMA (pWHYSc) konstruiert. Das Plasmid pWHYSc tragt das S. carnosus secY-
Gen. Die Expression des S. carnosus secY-Gens unterliegt der Kontrolle eines starken xyk
Promotor/Operators, der durch Glukose reprimiert bzw. durch Xylose induziert werden kann.
Zudem kann im Gegensatz zu einer hohen secY-Genexpression in Anwesenheit von Xylose eine
schwache Expression in Anwesenheit von Ribose erreicht werden (eigene Beobachtung). Um

zunachst einen Hinweis zu erhalten, ob die das kaltesensitive Wachstumsverhalten der RMA auch
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in der Anwesenheit von pWHYSc verschwindet, wurde das Wachstum der Kontrolistamme DB104
(PWH1520) (pPWH1520: Leerplasmid, Rygus & Hillen, 1991), DB104 (pWHYSc), RMA (pWH1520)
im Vergleich zur RMA (pWHYSc) in Anwesenheit von Ribose in Flissigmedium bei 37 °C und 25
°C untersucht (nicht dargestellt). Hierbei zeigte sich, dass alle Stamme bei 37 °C gleich wuchsen.
Der entscheidene Effekt war jedoch, dass die Verzégerung des Wachstums der RMA (pWH1520)
im Vergleich zu DB104 (pWH1520) und DB104 (pWHYSc) durch die Anwesenheit von pWHYSc
aufgehoben werden konnte. Dies war ein weiterer Hinweis auf stérende SecA(Sc)-SecY(Bs)-
Wechselwirkungen in der RMA.

Die Stamme DB104 (pWH1520), RMA (pWH1520) und RMA (pWHYSc) wurden mit pLipPS1kan
transformiert und der Export der Lipase in den resultierenden Stammen DB104 (pWH1520)
(pLipPS1kan), RMA (pWH1520) (pLipPS1kan) und RMA (pWHYSc) (pLipPS1kan) mit Hilfe der
Pulse Chase-Technik untersucht (Abb. 29).

A
DB104 (pWH1520) RMA (pWH1520) RMA (pWHY Sc)

Zeit nach Zugabe
von Chase (r?win) 1 3 5 10}t 3 5 W} 1 3 5 10

Prapro-Lipase »
Pro-Lipase »

reife-Lipase »
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B
DB104 (pWH1520)  RMA (pWH1520) RMA (pWHYSc)
55:}2?1{;2?&%?59 1 3 5 10 1 3 5 10 1 3 5 10

Prapro-Lipase »
Pro-Lipase »

reife-Lipase »

Abb. 29: Prozessierungskinetik der Pripro-Lipase in den Stdmmen DB104 (pWH1520)
(pLipPS1kan), RMA (pWH1520) (pLipPS1kan) und RMA (pWHYSc) (pLipPS1kan)
bei 37 °C (A) und 25 °C (B) (Pulse Chase-Experimente). Die Stamme wurden in
Flussigmedium (Minimalmedium mit Methionin, 10 pg/ml Tetrazyclin, 15 ug/ml
Kanamycin) bei 37 °C angezogen und die Zellen in frischem Flissigmedium auf eine oD
von 0,2 eingestelit. Die Zellen wurden weiter bei 37 °C kultiviert, dann bei einer OD von
0,8 geerntet und in Minimalmedium (ohne Methionin) gewaschen und fir weitere 40 min
bei 37 °C (A) oder 25 °C (B) “ausgehungert’. Die Markierung und Aufarbeitung der
Zellen wurde wie im Material und Methodenteil beschrieben (Kapitel 2.6.5.)
durchgefihrt. Zeitpunkte der Probenentnahme nach Zugabe der Chase-Losung: 1, 3, 5

und 10 Minuten.

Wie in Abbildung 29A zu erkennen ist, erfolgt die Prozessierung der Prapro-Lipase bei 37 °C in
allen Stammen mit einer vergleichbaren Geschwindigkeit. Im Gegensatz dazu wurde bei 25 °C
(Abb. 29B), also der Temperatur bei der das Wachstum der RMA gestort ist, ein unterschiedliches
Exportverhalten des Modellproteins gefunden. Wéhrend die Lipase-Translokation bei DB104
(pPWH1520) (pLipPS1kan) 10 min nach Zugabe des Chase volistandig erfoigt ist, verlauft der
gleiche Vorgang im Vergleich dazu bei der RMA (pWH1520) (pLipPS1kan) sehr ineffizient. Bei der
RMA (pWH1520) (pLipPS1kan) kann zu allen Zeitpunkten keine Bande nachgewiesen werden, die
der prozessierten und somit translozierten Pro-Lipase entspricht. Diese Bande 148t sich hingegen,
wenn auch in geringeren Mengen als bei DB104 (pWH1520) (pLipPS1kan), bei der RMA
(PWHYSc) (pLipPS1kan) nachweisen. Das Plasmid pWHYSc stellt also bei 25 °C den defekten
Protein-Export in der RMA zumindestens teilweise wieder her.

Um auszuschlieBen, dass die Anwesenheit von pWHYSc den Protein-Export beeintrachtigt,
wurde der Export anhand der Lipase mit den Stammen DB104 (pWH1520) (pLipPS1kan) und
DB104 (pWHYSc) (pLipPS1kan) mit Hilfe der Pulse Chase-Technik bei 37 °C und 25 °C
untersucht (nicht dargestellt). Es zeigte sich, dass das Exportverhalten der Lipase bei DB104
(PWH1520) (pLipPSikan) und DB104 (pWHYSc) (pLipPS1kan) identisch ist. Hieraus kann
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geschlossen werden, dass die S. carnosus SecY-Expression den Export von Vorlauferproteinen
nicht stort.

3.2.2.3. Der OmpA-Exportdefekt in der RMA wird durch
das secY-Gen von S. carnosus aufgehoben

Im Gegensatz zur Lipase von S. hyhicus wird das OmpA-Protein von E. coli in der RMA bei 37 °C,
also der Temperatur bei der die RMA keine Wachstumsdefekte aufweist, sehr ineffizient exportiert.
Um untersuchen zu kénnen, ob die Hybridtranslokase des Stammes RMA (pWHYSc) das OmpA-
Vorlauferprotein als Substrat akzeptiert, oder wie die RMA-Hybridtranslokase zwischen
unterschiedlichen Vorlauferproteinen bereits bei der permissiven Temperatur (37 °C) selektioniert,
wurde der OmpA-Export in den Stammen DB104 (pWH1520) (pCU30OmpAkan), RMA (pWH1520)
(pCU3OmMpAkan) und RMA (pWHYSc) (pCU30OmpAkan) bei 37 °C und 25 °C untersucht. Dies
erfolgte zunachst mit Hilfe eines Western Blot-Experimentes (Abb. 30).

DB104 (pWH1520)  RMA (pWH1520) RMA (pWHYSc)
37°C 25 °C 37 °C 25°C  37°C  25°C

z u Z u Z U Z U z Uz U
Pra-OmpA »
OmpA »
18kDa » A
16 kDa »

Abb. 30: OmpA-Export in den Stidmmen DB104 (pPWH1520) (pCU3OmpAkan), RMA
(PWH1520) (pCU30mpAkan) und RMA (pWHYSc) (pCU30OmpAkan) bei 37 °C und
25 °C (Western Blot-Experiment). Die Stamme wurden in Flussigmedium bei 37 °C
angezogen (0,5% Ribose, 10ug/mi Tetrazyklin, 15ug/ml Kanamycin), die Zellen
gewaschen und anschlieBend in frischem Medium (0,5% Ribose, 10ug/ml Tetrazyklin,
15ug/ml Kanamycin) auf eine OD von 0,5 verdinnt. Die OmpA-Expression erfolgte flr 4
Stunden bei 37 °C und 25 °C in Anwesenheit von IPTG (1mM). Die Zellen wurden vom
Uberstand getrennt und die Proteine in einem SDS-Gel (12,5%) aufgetrennt. Der
Nachweis des OmpA-Proteins erfolgte im Western Blot mit Hilfe eines spgzzuf:sgzhen
OmpA-Antikoérpers. Die aufgetragenen Proteinmengen entsprechen jeweils einem
Milliliter Kultur mit einer OD von 1. Z: Zellfraktionen; U: Uberstande. 16 kDa und 18 kDa:

OmpA-spezifische Spaltprodukte.
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Es zeigte sich, wie in Abbildung 30 dargestellt, dass die Hybridtransiokase des Stammes RMA
(PWHYSc) im Gegensatz zur RMA-Hybridtransiokase den OmpA-Vorlaufer tatsachlich wieder als
Substrat akzeptiert. Das reife OmpA-Protein und dessen Spaltprodukte werden beim Stamm RMA
(PWHYSc) (pCU3OmpAkan) im Vergleich zur RMA (pWH1520) (pCU3OmpAkan) bei beiden
untersuchten Temperaturen in deutlich gréBeren Mengen nachgewiesen. Dies deutet daraut hin,
dass in der RMA eine Stérung der Wechselwirkung zwischen dem SecA(Sc), SecY(Bs) und dem
OmpA-Vorlaufer vorliegt, welche einen effizienten Export nicht zulaBt. Ein Vergleich mit der
Wildtyp-Kontrolle zeigte allerdings auch, dass die Exporteffizienz des OmpA-Proteins beim Stamm
RMA (pWHYSc) (pCU30mpAkan) nicht optimal ist. Um diese Befunde genauer zu untersuchen,

wurde mit den gleichen Stammen ein Pulse Chase-Experiment bei 37 °C und 25 °C durchgefiihrt
(Abb. 31).

37 °C DB104 (pWH1520) RMA (pWH1520) RMA (pWHYSc)
Zeit nach Zugabe
von Chase (min) 1 3 5 10] 1 3 5 10

1 3 5 10

Pra-OmpA »
OmpA »

25 °C

Pra-OmpA »
OmpA »

Abb. 31: Prozessierungskinetik des OmpA-Proteins in den Stimmen DB104 (pWH1520)
(pCU3OmpAkan), RMA (pWH1520) (pCU30OmpAkan) und RMA (pWHYSc)
(pC}lSOmpf\kan) bei 37 °C und 25 °C (Puise Chase-Experiment). 5 ml
Minimalmedium (mit Methionin, 10ug/ml Tetrazyklin, 15ug/ml Kanamycin) wurden mit
einer frischen Kolonie der Stamme angeimpft. Die Zellen wurden bei 37 °C kultiviert und
bei einer QD von 0,4 (fur 37 °C) bzw. 0,6 (fiir 25 °C) geerntet. AnschlieBend wurden die
Zellen mit anmalmedium (ohne Methionin) gewaschen, in frischem Minimalmedium
Sohne Methuonin),resuspendiert und fir weitere 30 min bei 37 °C bzw. 25 °C
35ausvgehunge;rt“. Die Trankription des ompA-Gens wurde 10 min vor der Markierung mit

S-Met durch Zugabe von IPTG (1mM) induziert. Markierung der Zellen, Aufarbeitung
der Proben, SDS-PAGE und Autoradiographie erfolgte wie im Material und Methodenteil

(Kapitel 2.6.5.) beschrieben. Zeitpunkte der Probenentnah :
1, 3, 5 und 10 Minuten. me nach Zugabe des Chase:

Wie in Abbildung 31A zu erkennen ist, ist die Translokation des OmpA-Proteins im Stamm DB104
(PWH1520) (pCU3OmpAkan) bereits 5 Minuten nach Chase erfolgt. Im Stamm DB104 (pPWH1520)
(pCU30OmpAkan) kann zu diesem Zeitpunkt der OmpA-Vorlaufer nicht mehr nachgewiesen
werden. Im Gegensatz hierzu wird zu allen Zeitpunkten bei der RMA (PWH1520) (pCU30mpAkan)
nur das unprozessierte OmpA-Protein nachgewiesen. Der OmpA-Vorlaufer wird also, im
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Gegensatz zur Lipase (Abb. 29A), in der RMA selektiv vom Protein-Export ausgeschlossen. Die
beobachtete Vorlaufer-Diskriminierung der RMA-Hybridtranslokase wird durch das Plasmid
pWHYSc aufgehoben. Zu allen Zeitpunkten kann bei der RMA (PWHYSc) (pCU30mpAkan) das
prozessierte und somit translozierte OmpA-Protein nachgewiesen werden. Die RMA (PWHYSc)-
Hybridtranslokase akzeptiert also wieder den OmpA-Vorlaufer als Substrat. Demnach sind die
trimeren Wechselwirkungen zwischen dem SecA(Sc), SecY(Bs) und OmpA-Vorlaufer in der RMA
bei 37 °C nicht optimal. Bei 25 °C ist die OmpA-Translokation im Stamm DB104 (pWH1520)
(pCU30mpAkan), wie in Abbildung 31B gezeigt, im Vergleich zu 37 °C etwas verlangsamt. Dieses
Phanomen ist auf die intrinsische Kéltesensitivitat des Protein-Exports zuriickzufiihren (Pogliano &
Beckwith, 1993). Im Vergleich dazu wird -das OmpA-Protein in der RMA (pWH1520)
(PCU30OmpAkan) und der RMA (pWHYSc) (pCU30OmpAkan) nicht transloziert. Hieraus kann man
schlieBen, dass bei 37 °C die komplexen Wechselwirkungen zwischen der RMA (pWHYSc)-
Hybridtranslokase und dem OmpA-Vorlaufer nach wie vor nicht optimal sind und bei 25 °C weiter

ausgepragt werden.

3.2.2.4. Der Kompetenz- und Sporulationsdefekt der RMA wird durch
das secY-Gen von S. carnosus aufgehoben

Die RMA zeigt bereits bei der permissiven Temperatur (37 °C) Defekte in der Sporenbildung und
Kompetenzentwicklung. Die vorhergehenden Experimente hatten gezeigt, dass die SecA(Sc)-
SecY(Bs)-Wechselwirkung in der Mutante nicht optimal ist. Demnach ist in diesem Stamm der
Protein-Export ebenso wie die Insertion von Membranproteinen in die Plasmamembran gestort.
Man weiB, dass fir die Ausbildung der Kompetenz und Sporenbildung zahlreiche Membran- und
extracytoplasmatische Proteine benétigt werden. Wie in den Kapiteln 3.2.2.1. und 3.2.2.2.
dargelegt, stellt die Expression des S. carnosus SecY-Proteins in der RMA den Protein-Export und
das Wachstum bei 25 °C wieder her. Um =zu untersuchen, ob der Kompetenz- und
Sporulationsdefekt der RMA auch durch das S. carnosus SecY-Protein aufgehoben werden kann,
wurden diese post-exponentiellen Phanomene in den Stammen DB104 (pWH1520), RMA

(PWH1520) und RMA (pWHYSc) untersucht (Tab. 7 und Tab. 8).
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Tab. 7: Sporulationstest mit den Stammen DB104 (pWH1520), RMA (pWH1520) und RMA
(PWHYSc) bei 37 °C.

Anzahl der Kolonien (10°) | Anzahl der Kolonien (10%)] Sporulationsfrequenz
Stamm nach Chloroform ohne Chloroform (10
DB104 (pWH1520) 48,7 653 74,6 (100%)
RMA (pWH1520) 0 623 0  (0%)
RMA (pWHYSc) 1,2 420 2,9 (4%)

Die Stamme wurden in Flissigmedium (0,5% Ribose, 10 pug/ml Tetrazyklin) tiber-Nacht
bei 37 °C angezogen. Die Zellen wurden mit Sporulationsmedium gewaschen und 1:50 in
frischem Sporulationsmedium (10 pg/ml Tetrazyklin) verdiinnt und fiir weitere 24 Stunden
bei 37 °C kultiviert. Zur Bestimmung der Sporenbildung wurden 100ul Kultur mit dem
gleichen Volumen Chloroform gemischt und bei 80 °C fir 30 Minuten inkubiert (vegetative
Zellen werden hierdurch abgetétet). AnschlieBend wurden die Sporen in Fliissigmedium
verdiinnt, auf Festmedium ausplattiert und iber-Nacht bei 37 °C inkubiert. Um die
Gesamtzahl der Zellen in den Kulturen zu ermitteln, wurden diese ohne vorherige
Chloroformbehandlung ebenso in Flissigmedium verdiinnt, auf Festmedium ausplattiert
und tber-Nacht bei 37 °C inkubiert. Die in der Tabelle aufgefihrte Kolonienzahl mit bzw.
ohne Chloroformbehandlung stellt den Mittelwert von drei unabhéngigen Experimenten
dar. Die Sporulationsfrequenz entspricht dem Quotienten der Koloniezahl mit und ohne

Chloroformbehandlung. Die Sporulationsirequenz des Stammes DB104 (PWH1520)
wurde als 100% gesetzt.

Die Tabelle 7 dargesteliten Ergebnisse zeigen, dass keine Kolonien des Stammes RMA
(PWH1520) nach Chloroformbehandlung erhalten wurden. Demnach ist die Sporenbildung in
diesem Stamm defekt. Im Gegensatz dazu wird dieser Defekt in der RMA, wenn auch im Vergleich
zu DB104 (pWH1520) noch nicht optimal, durch die Anwesenheit von PWHYSc aufgehoben. Mit
dem Stamm DB104 (pWH1520) wurden 653 x 10° Zellen ohne und etwa 49 x 10° Zellen mit
Chloroformbehandlung erhalten. Somit bildete statistisch betrachtet etwa jede dreizehnte

vegetative Zelle eine Spore aus. Im Falle des Stammes RMA (PWHYSc) wird dieses wieder im
Gegensatz zur RMA (pWH1520) von jeder 350sten Zelle erreicht.

Tab. 8: Bestimmung der genetischen Kompentenz von DB104 (pWH1520). RMA (bWH1520
und RMA (pWHYSc) bei 37 °C. (P )» RMA (p )

Stamm Anzahl der Transformanten
DB104 (pWH1520) 6400 (100%)
RMA (pWH1 520) 1,3 (0,02%)
RMA (pWHYSc) 26 (0,4%)

Die Stadmme wurden mit 4

bg des Plasmids pCU3 ert_und
anschlieBend auf Festmedium ( PCUSOmpAkan transformiert un

15 ng/ml Kanamycin, 10 pg/ml Tetrazyklin) ausplattiert.
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Die in der Tabelle aufgefiihrte Kolonienzah! stellt den Mittelwert von drei unabhangigen

Experimenten dar. Die Kolonienzahl des Stammes DB104 (pWH1520) ist als 100%
gesetzi.

Die in Tabelle 8 aufgefiihrte Kolonieanzah! des Stammes DB104 (pWH1520) betrug 6400 und mit
der RMA (pWH1520) nur noch durchschnittlich 1,3. Die Anzahl der Transformanten der RMA
erhéhte sich durch pWHYSc um den Faktor 20 auf 26.

Diese Befunde zeigten, dass offensichtlich auch der Export von Proteinen, die fiir die Initiation
der Sporulation und / oder Kompetenzentwicklung in der RMA wichtig sind, durch das S. carnosus
SecY-Protein wieder ermdglicht wird. Der Sporulations- und Kompetenzdefekt der RMA wird
folglich durch eine gestérte SecA-SecY-Wechselwirkung hervorgerufen.

3.2.3. Konstruktion einer secE-Austauschmutante von B. subtilis

Wie fur SecA gezeigt, flihrte ein einzelner chromosomaler Austausch in B. subtilis durch das
entsprechende Gen von S. carnosus zu einem Protein-Exportdefekt, dessen Auswirkungen
(temperatursensitives Wachstum, Defekte in den post-exponentiellen Phanomenen) einen
experimentellen Ansatz fur in vivo-Untersuchungen an der Sec-Translokase bieten. Die
Konstrukltion einer SecE-Austauschmutante von B. subtilis (replacement mutant secE; RME) solite
einen neuen Einstieg in in vivo-Untersubhungen an der Sec-Translokase eréffnen.

Analog zur Gewinnung der RMG-Mutante, wurde auch die RME mit Hilfe des pORI-Systems
konstruiert. Hierfir wurde das Plasmid pORIsecESc konstruiert. Das Plasmid tragt den
stromaufwérts liegenden Bereich (500 Bp) des B. subtilis secE-Gens (rpmG) vor dem S. carnosus
secE-Gen und dahinter den stromabwarts liegenden Bereich (500 Bp) des B. subtilis secE-Gens
(nusG). Der Stamm DB104 wurde mit dem Plasmid pORIsecESc transformiert und mit den
erhaltenen Transformanten, wie im Material- und Methodenteil (Kapitel 2.5.3.12.) beschrieben
fortgefahren. Um den secE-Austausch im Chromosom von DB104 nachzuweisen, wurde die
chromosomale DNA der Transformanten isoliert und als Template zusammen mit fir das B. subtilis
bzw. S. carnosus SecE spezifischen Oligonucleotiden in einer PCR eingesetzt (die Oligonukleotide
ScsecE1/ScsecE2 und BssecE1/BssecE2 sind von den Nukleotidsequenzen des S. carnosus seckE

bzw. des B. subtilis secE-Gens abgeleitet) (Abb. 32).
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Abb. 32: Nachweis des secE-Gens in den
Genomen von S. carnosus bzw.
B. subtilis mit Hilfe der PCR-
Technik. Chromosomale DNA von
zwei  potentiellen  RME-Klonen
(RME1/2), von S. carnosus Wildtyp
(TM300) und B. subtilis Wildtyp,
(DB104) wurden in Anwesenheit
der Oligonukleotide ScseckE1/2 (a)
oder BssecE1/2 (b) in einer PCR
eingesetzt. AnschlieBend wurde
1/20 des PCR-Ansatzes in einem
2%-igen Agarosegels aufgetrennt
und die DNA-Fragmente durch
Ethidiumbromid sichbar gemacht

RME1IRME2TM300l DB104

Wie in Abbildung 32 dargestelit, ergab chromosomale DNA von DB104 als Template in einer PCR
mit den Oligonucleotiden ScsecE1/ScsecE2 kein nachweisbares DNA-Fragment. Mit den
Oligonucleotiden BssecE1/BssecE2 wurde jedoch ein 180 Bp groBes DNA-Fragment amplifiziert.
Chromosomale DNA von 8. carnosus TM300 als Template ergab mit BssecE1/BssecE2 kein und
mit ScsecE1/ScsecE2 ein 210 Bp groBes PCR-Fragment, welches dem S. carnosus secE-Gen
entspricht. Diese 210 Bp groBen Genfragmente wurden bei der Verwendung der Oligonukleotide
ScsecE1/ScsecE2 ebenso mit der chromosomalen DNA der potentiellen RME-Klone erhalten.
Dagegen fuhrte die PCR mit BssecE1/BssecE? bei diesen Klonen zu keinem nachweisbaren DNA-
Fragment. Die PCR-Analyse zeigt somit deutlich den Austausch des B. subtilis seck-Gens gegen
das secE-Gen von S. carnosus auf dem Chromosom von DB104. Eine RME-Mutante lag nun vor.

3.2.3.1. Die RME zeigt bereits bei 37 °C einen Wachstumsdefekt, der sich bei niedrigeren
Temperaturen weiter verstirkt

Bereits bei der Konstruktion der RME war aufgefallen, dass die Mutante kleinere Kolonien bildete
als der Wildtyp. Um den EinfluB des SecE-Austausches auf das Wachstum genauer zu

untersuchen, wurde die RME sowie der Kontrollstamm DB104 in Flissigmedium bei 37 °C und 25
“C angezogen (Abb. 33).
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Abb. 33: Wachstum von DB104 und RME in Flissigmedium bei 37 °C und 25 °C. Die
Stamme wurden bei 37 °C angezogen und die Zellen in frischem LB-Medium auf eine
OD von 0,05 verdunnt. Das Wachstum der Stamme wurde dann bei den angezeigten
Temperaturen fiir 11,5 Stunden photometrisch verfolgt.

Dabei bestitigte sich die bereits bei der Isolierung der RME gemachte Beobachtung. Die Mutante
teilte sich bei 37 °C deutlich langsamer als DB104. Bei 25 °C war dieser Defekt im Wachstum der
RME noch weiter ausgepragt. Um testen zu kénnen, ob diese Wachstumsverzogerung der
Mutante aus einem defekten Protein-Export resultiert, wurden die Stamme DB104 und RME mit
dem Plasmid pLipPS1kan transformiert und der Lipase-Export in den resultierenden Stdmmen
DB104 (pLipPS1kan) und RME (pLipPS1kan) mit Hilte der Pulse Chase-Technik untersucht (Abb.

34).

DB104 RME

Prapro-Lipase »
Pro-Lipase »

reife Lipase »

Abb. 34: Prozessierungskinetik der Prapro-Lipase in DB104 (p;.ipPSt_kap) und RM‘E
(pLipPS1kan) bei 37 °C. Flissigmedium (Minimalmedium mit Methionin, Kanamycin
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10pg/ml) wurde mit einer frischen Kolonien der Stamme angeimpit und die Zellen bei 37
°C bis zu einer OD von 0,7 kultiviert. Die Zellen wurden geerntet, in Minimalmedium
(ohne Methionin) gewaschen und in frischem Medium (ohne Methionin) flr weitere 30
min bei 37 °C “ausgehungert‘. Markierung der Zellen, Aufarbeitung der Proben, SDS-
PAGE und Autoradiographie sind im Material und Methodenteil (Kapitel 2.6.5.)
beschrieben. Zeitpunkte der Probennahme nach Chase: 15 (Spur 1 und 5), 60 (Spur 2
und 6), 120 (Spur 3 und 7) und 300 (Spur 4 und 8) sec.

Wie in Abbildung 34 gezeigt ist, wird die Lipase im Wildtyp effizient transloziert. Die Banden, die
der translozierten Pro-Lipase entsprechen sind in den Gelspuren von DB104 deutlich zu erkennen.
Im Gegensatz dazu ist in den Gelspurén der RME nur die unprozessierte Prapro-Lipase sichtbar.
Dies zeigt, dass die bereits bei 37 °C beobachtete Wachstumsverzégerung der RME auf einen
Defekt im Protein-Export zuriickzufiihren ist. Um diesen Befund weiter zu stiitzen, wurde zusétzlich
der Export des OmpA-Proteins untersucht (nicht gezeigt). Dabei stellte sich heraus, dass auch die
OmpA-Prozessierung in der RME-Mutante im Vergleich zum Wildtyp deutlich verzdgert war.

Offensichtlich sind die Wechselwirkungen des S. carnosus SecE-Proteins mit einer (oder
mehreren) Translokasekomponente(n) von B. subtilis in der RME nicht optimal was, wie gezeigt,
zu einem ineffizienten Protein-Export und damit zu einem Wachstumsdefekt fiihrt.

3.2.3.2. Der Wachstumsdefekt der RME wird durch Einbringen des
secY-Gens von S. carnosus teilweise aufgehoben

Analog zur RMA soliten auch die mit der RME erhalienen Befunde genutzt werden, um
Wechselwirkungen zwischen Komponenten der Sec-Translokase zu untersuchen. In B. subtilis
bilden SecY und SecE eine Kanal-ahnliche Struktur, die in vergleichbarer Form auch beim
eukaryontischen Sec61p-Komplex gefunden wurde (Meyer et al., 1999). Um einen Hinweis darauf
zu erhalten, ob in der RME die SecE(Sc)-SecY(Bs)-Wechselwirkungen gestort sind, wurde die
Mutante und der Kontrollstamm DB104 mit dem Plasmid pWHYSc (pWHYSc tragt das secY-Gen
von S. carnosus) und dem Leerplasmid pWH1520 transformiert. Die Hybridtranslokase des
Stammes RME (pWHYSc) enthilt die S. carnosus Proteine SecY und SecE, das B. subtilis SecY
(die chromosomale Kopie des B. subtilis secY-Gens ist nach wie vor vorhanden) sowie die
restlichen Translokationskomponenten von B. subtilis. Das Wachstum der Stamme DB104

(pPWH1520), DB104 (pWHYSc), RME (pWH1520) und RME (PWHYSc) wurde in Fliissigmedium
bei 37 °C (Abb. 35A) und 25 °C (Abb. 35B) verglichen.
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Abb. 35A: Wachstum von DB104 (pWH1520), DB104 (pWHYSc) , RME (pWH1520) und RME
(PWHYSc) in Fliissigmedium bei 37 °C. Die Stamme wurden bei 37 °C angezogen
und in frisches Flissigmedium (LB, 10 pg/ml Tetrazyklin) auf eine OD von 0,03
verdiinnt und das Wachstum photometrisch verfolgt.
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Abb. 35B: Wachstum von DB104 (pWH1520), DB104 (PWHYSc) , RME (pvyH1520) und RME
(PWHYSc) in Fliissigmedium bei 25 °C. Die Stamme wurden bei 37 °C angezogen

und in frisches Flissigmedium (LB, 10 pg/ml Tetrazyklin) auf eine OD von 0,03
verdiinnt und das Wachstum photometrisch verfolgt.



82 3. Ergebnisse

Wie in Abbildung 35A gezeigt, teilten sich die Zellen von DB104 (pWH1520) und DB104
(PWHYSc) bei 37 °C mit vergleichbarer Geschwindigkeit. Im Vergleich hierzu war das Wachstum
von RME (pWH1520) deutlich verzégert. Besonders in der Anfangsphase (‘lag*-Phase) war die
Teilungsrate der Mutante im Vergleich zum Wildtyp niedriger. Die Verz6gerung des Wachstums
der RME wurde durch das Plasmid pWHYSc teilweise aufgehoben. Der Stamm RME (pWHYSc)
teilte sich nach der “lag“-Phase mit einer hoheren Geschwindigkeit als die zugehorige
Vektorkontrolle. Die Teilungsrate des Wildtyps wurde jedoch auch von der RME (pWHYSc) nicht
erreicht. Bei 25 °C ist, wie in Abbildung 35B zu erkennen ist, die Kompensation des
Wachstumsdefektes der RME durch die Anwesenheit des S. carnosus secY-Gens noch
eindeutiger. Wahrend die Kontrolistamme DB104 (pWH1520) und DB104 (pWHYSc) nahezu
identisch wuchsen, ist die Verzégerung des Wachstums der RME (pWH1520) im Vergleich zu 37
“C stérker ausgepragt. Das Plasmid pWHYSc verhilft der RME zu einem deutlich verbesserten
Wachstum. Jedoch erreicht die Mutante trotz der Anwesenheit von pWHYSc nicht die Teilungsrate
des Wildtyps.

Das verbesserte Wachstum der RME (pWHYSc) im Vergleich zur RME (pWH1520) deutete an,
dass in der Hybridiranslokase die Wechselwirkungen zwischen den heterologen Sec-Proteinen Y
und E produktiv sind und den Protein-Export wieder effizienter vermitteln. Daraus kann man
schlieBen, dass die SecE(Sc)-SecY(Bs)-Wechselwirkungen in der RME nicht optimal sind.

Um untersuchen zu kénnen, ob das verbesserte Wachstum der RME (pWHYSc) im Vergleich zur
RME (pWH1520) aus einem effizienteren Protein-Export resultiert, wurden die Stamme DB104
(PWH1520), RME (pWH1520) und RME (pWHYSc) zusatzlich mit den Plasmiden pLipPS1kan und
pCU3OmpAkan transformiert. Der Export der durch pLipPS1kan kodierten Lipase (Abb. 36) bzw.

des durch pCU30mpAkan kodierten OmpA-Proteins (Abb. 37) wurde in den oben genannten
Stammen mit Hilfe der Pulse Chase-Technik untersucht.

DB104 (pWH1520) RME (pWH1520)  RME (pWHYSc)

Zeit nach Zugabe
von Chase {min)

1 3 5 101 1 3 5 10§ 1 3 5 10

Prapro-Lipase »
Pro-Lipase »

reife-Lipase »

Lipase in DB104 (pWH1520) (pLipPS1kan), RME
: n) RME (pWHYSc) (pLipPSikan) bei 37 °C.
mit Methionin, Kanamycin 10ug/ml) wurde mit einer frischen Kolonien

Abb. 36: Prozessierungskinetik der Prépro-
(PWH1520) (pLipPS1kan) und
Minimalmedium (
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angeimpft und die Zellen bei 37 °C bis zu einer OD von 0,4 kultiviert. Die Zellen wurden
geerntet, in Medium (ohne Methionin) gewaschen und in frischem Minimalmedium (ohne
Methionin) fir weitere 40 min bei 37 °C “ausgehungert’. Markierung der Zellen,
Aufarbeitung der Proben, SDS-PAGE und Autoradiographie sind im Material und
Methodenteil (Kapitel 2.6.5.) beschrieben. Zeitpunkte der Probennahme nach Chase: 1,
3, 5 und 10 Minuten.

Dabei zeigte sich, wie in Abbildung 36 zu erkennen ist, dass in der RME der Prozessierungsdefekt
der Lipase bei 37 °C durch das S. carnosus SecY-Protein nicht verschwindet. Bei der RME
(PWH1520) (pLipPS1kan) als auch der RME (pWHYSc) (pLipPStkan) nahm die Menge der
unprozessierten Prapro-Lipase im Vergleich zum Kontrollstamm nicht ab.

37°C  pB104 (pWH1520)  RME (pWH1520)  RME (pWHYSc)

Zeit nach Zugabe
von Chase (min} 1 3 5 10 1 3 5 10 1 3 5 10

Pra-OmpA »
OmpA » |

25 °C

Pra-OmpA »
QmpA »

Abb. 37: Prozessierungskinetik des OmpA-Proteins in DB104 (pWH1520) (pCU30mgAka::),
RME (pWH1SgO) (pCU3OmpAkan) und RME (pWHYSc) (gCUSOmpAkan) be|'37’ C
(A) bzw. 25 °C (B). Minimalmedium {mit Methionin, Kangmycuq 10ug/mi) wurde mit einer
frischen Kolonien angeimpft und die Zellen bei 37 ‘“C‘ bis zu einer OD von 0,6 kultiviert.
Die Zellen wurden geerntet, in Medium (ohne Me?hlom'n) gewaschen und in frischem
Minimalmedium (ohne Methionin) fur weitere 40 min bei der angegebenen Temperatu(;
“ausgehungert*. Markierung der Zellen, Aufarbeitung der ‘Proben, SDS~PAG\E ém
Autoradiographie sind im Material und Methodenteil (Kgpltei 2.6.11.) beschrieben.
Zeitpunkte der Probennahme nach Chase: 1, 3, 5 und 10 Minuten.

Wie in Abbildung 37 gezeigt ist, ergaben die Pulse Chase-Experimente mit den Stammen DB104
(PWH1520) (pCU30mpAkan), RME (pWH1520) (pCU30OmpAkan) und RME (pPWHYSC)
(PCU30mpAkan) einen dhnlichen Befund. Auch hier konnte die OmpA-Prozessierung in der RP{!E
durch das S. carnosus SecY-Protein weder bei 37 °C noch bei 25 °C praktisch nicht beschleunigt

werden. Wihrend beim Wildtyp 10 min nach dem Chase bei 37 °C und 25 °C kein OmpA-Vorlaufer

mehr nachgewiesen wurde (das OmpA-Protein also effizient transloziert war), akkumulieren bei

der RME (pWH1520) (pCU30OmpAkan) und RME (pWHYSc) (pCU3OmpAkan) zu diesem

Zeitpunkt noch groBe Mengen des OmpA-Vorlaufers.
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Die Hybridtransiokase des Stammes RME (pWHYSc) verbessert offensichtlich nur den Export
von einem oder wenigen zelleigenen Vorlauferproteinen, die fiir das Wachstum essentiell sind.
Welches extracytosolische Protein von der RME (pWHYSc)-Hybridtranslokase als Substrat besser

akzeptiert wird, ist nicht bekannt.

3.2.3.3. Die RME zeigt einen Defekt in der Sporenbildung und Kompetenzentwicklung, der
im Falle der Kompetenz durch das S. carnosus secY-Gen zum Teil kompensiert wird

Analog zum Vorgehen bei der RMA wurden auch bei der RME Sporenbildung (Tab. 9) und
Kompetenzentwicklung (Tab. 10) im Vergleich zum Wildtyp untersucht.

Tab. 9: Sporulationstest mit den Stammen DB104 (pWH1520), RME (pWH1520) und RME
(PWHYSc) bei 37 °C.

o ——— P — e

Starmm Anzahl der Kolonien (10°) | Anzahl der Kolonien (10°) Sporulationsfrequenz
nach Chloroform ohne Chloroform (107
DB104 (pWH1520) 203 2620 85,3 (100%)
RME (pWH1520) 4 1600 é,5 (3%)
RME (pWHYSc) 4 1680 2,5 (3%)

Dig Stamme wurden in Flissigmedium (0,5% Ribose, 10 ug/ml Tetrazyklin) tber-Nacht
bgl 37 °C angezogen. Die Zellen wurden mit Sporulationsmedium gewaschen und 1:50 in
fnsphem Sporulationsmedium (10 pg/ml Tetrazyklin) verdtinnt und fiir weitere 24 Stunden
bel_ 37 °C kultiviert. Zur Bestimmung der Sporenbildung wurden 100u! Kultur mit dem
gleichen Volumen Chloroform gemischt und bei 80 °C fiir 30 Minuten inkubiert (vegetative
Zellen werden hierdurch abgetétet). AnschlieBend wurden die Sporen in Fliissigmedium
verdiinnt, auf Festmedium ausplattiert und tiber-Nacht bei 37 °C inkubiert. Um die
Gesamtzahl der Zellen in den Kulturen zu ermitteln, wurden diese ohne vorherige
Chlor_oformbehandlung ebenso in Flussigmedium verdiinnt, auf Festmedium ausplattiert
und Uber-Nacht bei 37 °C inkubiert. Die in der Tabelle aufgeflihrte Kolonienzahl mit bzw.
ohne Chloroformbehandiung stellt den Mittelwert von drei unabhéangigen Experimenten
dar. Die Sporulationsfrequenz entspricht dem Quotienten der Koloniezahl mit und ohne

Chloroformbehandiung. Die Sporulationsfrequenz des Stammes DB104 (PWH1520)
wurde als 100% gesetzt.

Die in Tabelle 9 dargestellten Ergebnisse der Sporenanalyse zeigen, dass nur wenige Kolonien mit
der RME-Mutante nach Chloroformbehandiung erhalten wurden. Dies zeigte, dass die RME,
genauso wie die RMA, Defekte bei der Sporulation aufweist. Die Sporulationsfrequenz der RME

war gegeniber dem Wildtyp um 97% erniedrigt und wurde durch die Anwesenheit des secY-Gens
von S. carnosus nicht beeinfluBt.
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Tab. 10:Bestimmung der genetischen Kompetenz der Stamme DB104 (pWH1520), RME
(pWH1520) und RME (pWHYSc) bei 37 °C.

T U——

Stamm Anzahl der Transformanten
DB104 (pWH1520) 15000 (100%)
RME (pWH1520) 13 (0,09%)
RME (pWHYSc) 78 (0,5%)

Die Stamme wurden mit 5 ng des Plasmids pLipPS1kan transformiert und anschlieBend

auf Festmedium (15 pg/ml Kanamycin, 10 pg/ml Tetrazykiin) ausplattiert. Die in der
Tabelle aufgefihrte Kolonienzahl stellt den Mittelwert von zwei unabhéngigen
Experimenten dar. Die Kolonienzah! des Stammes DB104 (pWH1520) ist als 100%

gesetzt.

Die in Tabelle 10 aufgeflihrten Ergebnisse der Analyse der Kompetenzentwicklung ergab, 15000
Kolonien von DB104 (pWH1520). Mit dem Stamm RME (pWH1520) waren es durchschnittlich nur
noch 13 Kolonien. Die Anzahl der Transformanten der RME wurde durch die Anwesenheit des S.
carnosus secY-Gens um den Faktor 6 auf 78 erhéht. Der Kompetenzdefekt der RME wird folglich
unter anderen durch eine gestérte SecE(Sc)-SecY(Bs)-Wechselwirkung hervorgerufen.

Somit wird die Funktion der RME-Hybridtranslokase durch das S. carnosus SecY offensichtlich

nur fir bestimmte Vorldufer-Substrate verbessert.
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4. Diskussion

4.1. Klonierung und Charakterisierung des secG-Gens von Staphylococcus carnosus

Im ersten Teil der vorliegenden Dissertation wurde das secG-Gen von S. carnosus kloniert und
das zugehérige Protein funktionell charakterisiert.

4.1.1. Isolierung des secG-Gens von S. carnosus und Sequenzanalyse auf DNA und
Proteinebene

1999 wurde von van Wely et al. das erste Gram-positive secG-Gen kloniert. Unter Verwendung
des secG-Gens von B. subtilis als heterologer Sonde wurde aus einer S. carnosus-Genbank ein
850 Bp groBes DNA-Fragment isoliert, welches fiir ein potentielles SecG-Homologes kodiert. Das
S. carnosus secG-Gen kodiert fiir ein 78 Aminoséuren langes Polypeptid. 90 Nukleotide
stromabwérts von secG befindet sich ein weiteres Gen, dessen Sequenz allerdings nicht
vollstandig auf dem isolierten DNA-Fragment enthalten ist. Diese Teilsequenz kodiert fir 98
Aminosauren, die Homologien (74 %) zum N-Terminus des YvaK-Proteins von B. sublilis zeigen,
welches wiederum Ahnlichkeiten zu Carboxylesterasen aufweist. In B. subtilis scheint secG das
erste Gen eines Operons zu sein (van Wely et al., 1999). Die auf secG folgenden fiinf Gene (yvaK,
yvad, yval, ssrA, yvaQ) dieses Operons sind bisher noch nicht untersucht.

Die Homologie zwischen dem S. carnosus SecG und B. subtilis bzw. E. coli SecG liegt bei 82%
bzw. 23%. Im Vergleich zum B. subtilis SecG (76 Aminos&uren) ist das'S. carnosus SecG-Protein
zwei Aminoséuren langer und im Vergleich zum E. coli SecG um 32 Aminosauren am C-Terminus
verklrzt. Das heiBt, dass das SecG-Protein zwar zwischen Gram-positiven und Gram-negativen
Bakterien konserviert ist, aber doch auch Unterschiede vorhanden sind, die fiir Wechselwirkungen
des SecG-Proteins mit anderen Komponenten des Translokationsapparates von Bedeutung sein
kdnnten.

Laut Topologievorhersage besitzt das Protein in Analogie zu den SecG-Proteinen von E. coli uﬁd
B. subtilis zwei Transmembransegmente (TMS). Fiir das E. coli SecG wurde mit Hilfe von PhoA-
Fusionen, gezeigt, dass sich sowohl der N- als auch C-Terminus im Periplasma befinden (siehe
Abb. 3) (Nishiyama et al., 1996). Dass es sich beim S. carnosus SecG-Homologen um ein
Membranprotein handelt, konnte experimentell bestétigt werden: Mit Hilfe eines spezifischen
Peptidantikorpers lieB sich das Protein sowohl in der Cytoplasmamembran des S. carnosus
Wildtyps nachweisen, als auch in der entsprechenden Fraktion eines E. coli-Stammes, der das S.
carnosus SecG-Protein von einem “high-copy“-Plasmid exprimierte. Im SDS-Gel lief das Protein

bei etwa 9 kDa, was mit der theoretisch berechneten molaren Masse des S. carnosus SecG-
Proteins von 8,1 kDa gut Uibereinstimmt.
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4.1.2. Funktionelle Expression des S. carnosus SecG-Proteins in
der E. coli secG-Deletionsmutante KN370

Die E. coli secG-Deletionsmutante KN370 zeigt einen kaltesensitiven Phanotyp (Nishiyama et al.,
1994). Bei 37 °C wird kein Export- und Wachstumsdefekt beobachtet, wihrend bei 20 °C die
secG-Deletion zu einer Beeintrachtigung der Translokation einiger Vorlauferproteine fiihrt. Als
Folge der Akkumulation von Vorlduferproteinen zeigt die Mutante bei 20 °C einen
Wachstumsdefekt.

In Anwesenheit des Plasmides pSecGEc, welches das secG-Gen von E. coli tragt, wurde das
Wachstum von KN370 bei der nicht permissiven Temperatur wieder hergestellt. Im Gegensatz
dazu wurde kein Wachstum erhalten, wenn die E. coli-Mutante mit dem Plasmid pSecGSc
transformiert wurde (pSecGSc tragt das S. carnosus secG-Gen). Eine Komplementation des
kéltesensitiven Wachstums von KN370 fand allerdings auch durch das B. subtilis SecG-Protein
nicht statt (van Wely et al.,, 1999; eigene Beobachtung). Diese Daten zeigen, dass die Gram-
positiven SecG-Proteine die Funktionen des SecG in E. coli nicht Gbernehmen kdnnen. Man weiB,
dass fiir das E. coli SecG die Anderung der Membrantopologie fiir die Funktion des Proteins eine
wichtige Rolle spielt. Es wurde festgestellt, dass die Inversion der SecG-Topologie mit der SecA-
Membraninsertion und -deinsertion gekoppelt ist (Nishiyama et al., 1996). Man vermutet, dass
durch die SecG-Topologieinversion der Energieaufwand fiir die katalytischen Zyklen des SecA-
Proteins reduziert und hierdurch die Proteintranslokation stimuliert wird. Obwohl bisher keine
direkte SecA-SecG-Wechselwirkung gezeigt werden konnte, deuten verschiedene Ergebnisse
biochemischer und genetischer Anséatze auf eine Wechselwirkung zwischen beiden Proteinen hin
(Matsumoto et al., 1998; Mori et al., 1998; Ramamurthy et al, 1998; Suzuki et al, 1998). Als
mogliche Kontaktstelle wurde das cytosolische Segment des SecG-Proteins postuliert (Nishiyama
et al., 1996). Diese Region ist sehr Glycin-reich und enthélt eine Nettoladung von +1. Desweiteren
wurden secG-Mutanten isoliert, die im cytosolischen Bereich veréndert waren (Bost & Belin, 1995)
und die Reste Thr-41, Leu-42 und Phe-43 betraf. Die Mutanten zeigten einen typischen Sec-
Phanotyp, d. h. der Export von Vorlduferproteinen war durch die secG-Mutationen -beeintréchtigt.
Dies verdeutlicht zusatzlich die Wichtigkeit der cytoplasmatischen Doméne fiir die SecG-Funktion.
Ein auffalliger Unterschied zwischen dem E. coli- und dem B. subtilis- bzw. S. carnosus SecG-
Protein besteht in der Gesamtanzahl der positiven und negativen Ladungen im cytosolischen
Segment. Sie betragt bei E. coli insgesamt 3 (Nettoladung +1) und bei B. subtilis bzw. S. carnosus
8 (Nettoladung +2). Mdglicherweise sind in diesem Bereich notwendige Wechselwirkungen
zwischen den Gram-positiven SecG-Proteinen und dem SecA von E. coli gestort. Dariiber hinaus
sind das B. subtilis und S. carnosus SecG im Vergleich zum E. coli SecG am C-Terminus um 34
bzw. 32 Reste verkiirzt. Dieser Unterschied ist moglicherweise bedeutsam fur die Effizienz der
einzelnen Wechselwirkungen des SecG-Proteins mit anderen Translokase-Untereinheiten und wie
fiir E. colikiirzlich berichtet wurde auch mit sich selbst. So wurde durch das gezielte Einfiihren von
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Cysteineresten im C-terminalen Bereich des SecG-Proteins eine Disulfidverbriickung zwischen
zwei SecG-Muteinen erhalten (Abb. 3) (Nagamori et al., 2000), was zeigt, dass sich innerhalb der
Translokase zwei SecG-Molekille in unmittelbarer Nahe zueinander befinden. Die Vernetzung
beeintrachtigte die SecG-Funktion nicht, d. h. auch das SecG-Dimer durchlief die
Topologieinversionen, die an den In- und Deinsertionszyklus des SecA-Proteins gekoppelt sind
und somit die Effizienz der Proteiniranslokation gewéhrleisten. Die Tatsache, daB eine
Komplementation des kaltesensitiven Wachstumsverhaltens von KN370 mit den SecG-Proteinen
von B. subtilis und S. carnosus nicht maglich ist, spricht dafiir, dass auch diese SecG-SecG-
Wechselwirkung, welche bei den Gram-positiven Proteinen aufgrund des Fehlens der C-terminalen
Domane nicht stattfinden kann, zur Effizienz der Proteintranslokation in E. coli beitragen konnte.
Auf der anderen Seite wurde von Nishiyama ef al. (1996) gezeigt, dass die letzten 30 Reste des E.
coli SecG-Proteins nicht fiir die Funktion essentiell sind. Dies deutet letztlich darauf hin, dass die
Wechselwirkungen zwischen den TMS 1, 2 sowie der cytosolischen Region des E. coli SecG-
Proteins und den anderen Komponenten des Proteinexportapparates optimal aufeinander
abgestimmt sind.

Dass Anzahl und Typ der Translokase-Untereinheiten bei Gram-negativen und Gram-positiven
Mikroorganismen konserviert, die Wechselwirkungen zwischen diesen allerdings in jedem
Organismus spezifisch sind, zeigten auch die Untersuchungen zur Komplementation konditiona\ér
E. coli secA-, secY- und secD/F-Mutanten mit plasmidkodierten secA, secY und secDF-Genen von
S. carnosus. So konnten weder das SecA (Klein et al., 1995), das SecY (Tschauder 1993) noch

das SecDF-Protein (R. Kappes, persdnliche Mitteilung) die entsprechenden Proteine in E. colf
funktionell ersetzen.

4.1.3. Konstruktion und Charakterisierung einer secG-Deletionsmutante von S. carnosus

Um die Funktion des S. carnosus SecG-Proteins in Bezug auf den Protein-Export untersuchen zu
konnen, wurde eine secG-Deletionsmutante von S. carnosus konstruiert (Kapitel 3.1.4.). In dieser
Mutante wurde das secG-Gen auf dem Chromosom durch ein doppelies “cross-over“-Ereignis
gegen einen Resistenzmarker ausgetauscht. Die AsecG-Mutante wurde anschlieBend im Western
Blot-Verfahren biochemisch (berpriift. Das SecG-Protein wurde

im  Wildtyp eindeutig
nachgewiesen, wéhrend bei der Mutante die entsprechende Bande fehlte.

Im Gegensatz zu den enisprechenden Mutanten von E. coli (Nishiyama et al., 1994) und B. subtilis
(van Wely et al., 1999) fiihrte die secG-Deletion in S. carnosus nicht zu einem Kkaltesensitiven
Wachstumsverhalten. Die isolierte Mutante war auch bei niedrigen Temperaturen lebensféhig.

Dies zeigt, dass bei S. carnosus der Protein-Export unter physiologischen Bedingungen auch in
Abwesenheit des SecG-Proteins ermdglicht wird. Da nur ein einzelner Klon isoliert wurde, kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass. diese Mutante neben der SecG-Deletion eine
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Suppressor-Mutation trégt, welche den erwarteten Phanotyp der secG-Deletion unterdriickt. Es
gibt jedoch einige Aspekte, die gegen eine Suppressor-Mutation sprechen: So ist die
Wahrscheinlichkeit, gleichzeitig einen doppelten “cross-over* sowie eine Suppressor-Mutation im
Genom von S. carnosus zu erhalten, statistisch betrachtet extrem niedrig (107 — 10°®). Weiterhin ist
es in diesem Zusammenhang wichtig zu erwéhnen, dass die Abwesenheit von SecG nicht bei allen
E. coli-Stammen zu einem kaltesensitiven Phéanotyp fithrt. Die Kailtesensitivitit ist also
stammspezifisch (Bost & Belin 1995; Nishiyama et al., 1994). Der Grund hierfiir ist zur Zeit noch
unklar. Auffallig ist jedoch, dass nur Derivate von E. coli W3100 M25 durch die secG-Deletion
einen konditional lethalen Phanotyp aufweisen, wahrend dies bei anderen Stammen nicht der Fall
ist (MC1000, MC4100, BL21).. Weil der Stamm W3100 M25 aus einer chemischen Mutagenese
hervorgegangen ist, wird vermutet, dass bisher uncharakterisierte Mutationen in Kombination mit
der secG-Deletion einen konditional lethalen Phanotyp verursachen (Flowers et al., 2000). Dariiber
hinaus wurde auch fiir das B. subtilis secG-Gen gezeigt, dass seine Deletion unter
physiologischen Bedingungen nicht lethal ist (van Wely et al., 1999). Diese Daten deuten darauf
hin, dass in Gram-positiven Bakterien, wie auch in einigen E. coli-Stdmmen (siehe oben), der
Export von flir das Wachstum essentiellen Proteinen unter physiologischen Bedingungen auch in
Abwesenheit des SecG-Proteins gewahrleistet ist.

Es konnte aber gezeigt werden, dass die Proteinsekretion in der S. carnosus AsecG-Mutante bei
Uberproduktion eines sekretorischen Proteins (Lipase-Calcitonin-Fusionsprotein; Dilsen et al.,
2000) gestort ist. So wurde unter diesen Bedingungen eine Wachstumsverzégerung der AsecG-
Mutante im Vergleich zum S. carnosus Wildiyp bei 20 °C beobachtet. Dies zeigte, dass das S.
carnosus SecG zumindestens bei SekretionsstreB in Kombination mit niedrigen Temperaturen fir
ein effizientes Wachstum benbtigt wird. Ein &hnliches Phanomen wurde fiir die secG- (van Wely et
al, 1999) und eine secDF-Deletionsmutante (Bolhuis et al, 1998) von B. subtilis berichtet.
Bezuglich der SecG-Funktion bedeutet dies, dass die Gram-positiven SecG-Proteine benétigt
werden, um eine hohe Sekretionskapazitat zu gewahrleisten. Dieser Punkt ist aus
biotechnologischer Sicht interessant, da ein Produktionsstamm, der das SecG-Protein

tiberexprimiert, méglicherweise eine effizientere Sekretionsleistung besitzen konnte.

Bei E. coli (Nishiyama et al., 1993) und B. subtilis (Swaving et al., 1999) stimuliert SecG die in
vitro-Proteintranslokation verschiedener Vorlauferproteine. Um vergleichbare Hinweise auf eine
Beteiligung des S. carnosus SecG-Proteins am Protein-Export zu erhalten, wurde die in vitro-
Proteintranslokation in invertierte Membranvesikel des S. carnosus Wildtyps (WT-IMVs) und
AsecG-IMVs untersucht. Als Modellprotein wurde hierbei die Prapro-Lipase von S. hyicus
gingesetzt, von der bekannt ist, dass sie in WT-IMVs importiert werden kann (Schimz et al., 1995).
Es zeigte sich, dass der Import der Prapro-Lipase in IMVs, die nachweislich das SecG-Protein

enthielten, um den Faktor 20 im Vergleich zu AsecG-IMVs erhoht ist. Dies Ergebnis zeigte, dass

fiir eine effiziente in vitro-Proteintranslokation in S. carnosus-Vesikel das SecG-Protein absolut
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erforderlich ist. Aus den in vivo (Kapitel 3.1.4.3.) und in vitro-(3.1.4.4.) Protein-Exportstudien kann
eindeutig auf eine Beteiligung des S. carnosus SecG-Proteins am Protein-Export geschlossen
werden. Auffallig ist jedoch die Diskrepanz die zwischen der SecG-Abhangigkeit in vivo und in vitro
besteht. Bei E. coli weiB man, dass der Protonengradient (iber die Plasmamembran (“proton motiv
force*, PMF) und SecG unterschiedliche Aufgaben bei der Proteintranslokation Ubernehmen und
die Translokationseffizienz auf unterschiedliche Weise stimulieren (Hanada et al., 1996). Zudem ist
bekannt, dass in Abwesenheit der PMF das SecG-Protein fir die in vitro-Proteintranslokation eine
deutlich wichtigere Rolle spielt. Im Gegensatz zur in vitro-Situation wird in vivo die PMF stéandig
erneuert. Dies konnte bedeuten, dass die starke SecG-Abhéangigkeit der in vitro-
Proteiniransiokation, die analog zu E. coli auch bei S. carnosus beobachtet wurde, auf einer
zumindest erniedrigten PMF beruhen kénnte.

4.1.4. Das S. carnosus SecG-Protein kann optimal mit den Translokase-Untereinheiten von
B. subtilis wechselwirken

Zur weiteren funktionellen Charakterisierung des S. carnosus secG-Gens wurden die
Eigenschaften der in dieser Arbeit konstruierten RMG-Mutante von B. subtilis (Kapitel 3.1.5.) mit
einer secG-Deletionsmutante DBAsecG von B. subtilis (van Wely et al., 1999) und dem B. subtilis
Wildtyp DB104 verglichen. Auf dem Chromosom der RMG ist das B. subtilis secG-Gen durch das
entsprechende Gen von S. carnosus ausgetauscht. Der Nachweis des S. carnosus secG-
Genprodukies in der RMG wurde mit Hilfe der Western Blot-Technik erbracht (Kapitel 3.1.5.1.).
Mehrere experimentelle Befunde zeigen, dass das S. carnosus SecG optimal mit den
Exportkomponenten von B. subtilis wechselwirkt: 1. Die secG-Deletion in B. subtilis fithrte bei
Temperaturen unterhalb von 20 °C zu einem verzdgerten Wachstum auf Festmedium. Dies wurde
bei der RMG nicht beobachtet. 2. Bei der Uberexpression eines Exportproteins wurde bereits bei
37 °C ein deutlicher Wachstumsdefekt der AsecG-Mutante im Vergleich zum Wiidtyp und der RMG
auf Fest- und in Flissigmedium beobachtet. Diese Ergebnisse zeigen, dass die RMG-
Hybridtranslokase einen effizienten Protein-Export vermitteln kann. Dieser wurde anhand der o-
Amylase aus B. licheniformis (AmyL) und der S. hyicus Prapro-Lipase im Detail ﬁntersucht. Von
beiden Proteinen ist eine effiziente Membrantranslokation im B. subtilis Wildtyp berichtet worden
(Herbort 1996; Meens et al., 1993). Mit Hilfe von Western Blot- und Pulse Chase-Studien wurde
festgestellt, dass es bei der AsecG-Mutante zu einer Akkumulation von AmyL-Vorlaufer kommt.
Dies deutet darauf hin, dass das beeintréchtigte Wachstum der AsecG-Mutante die Folge einer
Uberlastung des zelluldren Sekretionsapparates ist, der durch die AmyL-Uberexpression
hervorgerufen wird. Der Uberproduzierte AmyL-Vorlaufer konkurriert vermutlich mit zelleigenen
Vorlauferproteinen um die (bedingt durch die Abwesenheit des SecG-Proteins) ineffizient
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funktionierenden Exportstellen. Der gestérte Export essentieller Proteinen kénnte demnach den
Wachstumsdefekt bedingen.

Ahnlich wie bei AmyL war auch die Translokation der Lipase durch die secG-Gendeletion in B.
subtilis bereits bei 37 °C beeintrachtigt. Im Vergleich dazu verlief die Translokation des
Modellproteins in der Wildtypkontrolle und der RMG deutlich effizienter.

Die Untersuchungen zum Wachstum und Protein-Export von DBAsecG und RMG zeigten, dass
das S. carnosus SecG optimal mit den Exportkomponenten von B. subtilis wechselwirken und die
Funktionen des SecG-Proteins in B. subtilis ibernehmen kann. Wie bereits erwahnt, ist eine SecG-
Topo'logieinversion fur die Funktion des E. coli Proteins von Bedeutung (Nishiyama et al., 1996). In
Analogie dazu kann man mit groBer Wahrscheinlichkeit annehmen, dass das S. carnosus SecG-
Protein diese Topologieinversionen auch in B. subtilis  durchfiilhren kann, welche die
Membraninsertion -deinsertionszyklen des SecA-Proteins unterstiitzen.

4.2. Bacillus subtilis | Staphylococcus carnosus Hybridtranslokasen als Methode fiir die in
vivo-Untersuchung von Protein-Protein-Wechselwirkungen bei der Proteintranslokation

Die Wechselwirkuhgen zwischen den Translokase-Untereinheiten und den zelleigenen
(homologen) sekretorischen Proteinen sind in jedem Organismus funktionell aufeinander
abgestimmt, also produktiv. Dies flhrt dazu, dass homologe Proteine wie beispielsweise
Amylasen, Lipasen und Proteasen, welche die Gattung Bacillus in groBen Mengen sekretiert, mit
Hilfe dieser Bakterien im industriellen MaBstab gewonnen werden kénnen (Ferrari et al., 1993).
Versuche, dieses ausgepragte Sekretionsvermdgen fiir die Gewinnung heterologer Proteine zu
nutzen, verliefen dagegen haufig entduschend. Ein EngpaB stellten hierbei unter anderem
vermutlich nicht optimale Wechselwirkungen zwischen dem heterologen Vorlauferprotein und der
Translokase dar (Simonen & Palva, 1993). Als Folge dieser Storungen wurden die Proteine nur
ineffizient oder sogar, wie im Falle eines Pra(Amylase)-Interferon-Fusionproteins, iberhaupt nicht
exportiert (Schein et al., 1986). Welche Wechselwirkungen zwischen Translokase und
Vorlauferprotein fiir eine erfolgreiche Membrantranslokation bestimmend sind, ist noch unklar.

Der zweite Teil der vorliegenden Dissertation befaBte sich mit Wechselwirkungen, die wahrend der
Membrantranslokation 1. zwischen den einzelnen Translokase-Untereinheiten und 2. zwischen der
Translokase und dem Vorlauferprotein stattfinden. Diese Arbeiten wurden mit Hilfe von B. subtilis /
S. carnosus-Hybridiranslokasen in B. subtilis in vivo durchgefiihrt. Den Ausgangspunkt bildeten die
Eigenschaften einer secA-Austauschmutante von B. subtilis (RMA), in der das B. subtilis secA-Gen
auf dem Chromosom gegen das secA-Gen von S. carnosus ausgetauscht worden war (Klein &
Freudl, in Vorbereitung). Ein Vergleich der Primérsequenzen der SecA-Proteine von B. subtilis
(SecA(Bs)) und S. carnosus (SecA(Sc)) zeigt, dass beide Proteine eine vergleichbare
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Domanenstrukiur sowie eine ahnliche Ladungsverteilung und Hydrophopbizitatskurve besitzen.
Allerdings sind etwa 40% der Reste unterschiedlich (die Gesamthomologie betragt 73%). Dies (4Bt
vermuten, dass sich die Oberflachenstrukturen beider SecA-Proteine zumindest geringflgig
unterscheiden. Die RMA-Hybridtranslokase besteht aus dem S. carnosus SecA-Protein und den
membranintegralen Translokase-Untereinheiten von B. subtilis und vermittelt bei 37 °C den Export
aller extracytosolischen Proteine, die fiir das Wachstum erforderlich sind. Das ungesitrie
Wachstum der RMA bei 37 °C zeigt, dass das heterologe SecA mit den B. subtilis Export-
Komponenten im Prinzip produktiv wechselwirken kann. Bei 25 °C hingegen zeigt die RMA einen
deutlichen Wachstumsdefekt. Daraus kann geschlossen werden, dass bereits bei 37 °C
bestehende geringe Storungen der Wechselwirkungen zwischen den Oberfiachen des SecA(Sc)
mit anderen Komponenten des B. subtilis Exportapparates bei niedrigeren Temperaturen verstérkt
und wachstumslimitierend werden. Welche Wechselwirkungen im Detail gestort sind, ist
unbekannt.

Untersuchungen zum Protein-Export in der RMA haben gezeigt, dass die Translokation
bestimmter Vorlduferproteine bei der permissiven Temperatur eingeschrénkt ist. Betroffen sind
hiervon ein heterologes Protein aus E. coli (OmpA) und verschiedene Fakioren, welche fiir die
Sporenbildung und Kompetenz in B. subtilis wichtig sind (siehe unten). Im Gegensatz dazu wird
die S. hyicus Lipase, die ein typisches Gram-positives Expori-Protein darstellt, in der RMA effizient
transloziert. Wie oben erwahnt, wird vermutet, dass auch der Export bestimmter homologer

Proteine in der RMA zumindest signifikant eingeschrankt ist. Diese Vermutung beruht auf der

Beobachtung, dass die RMA bereits bei 37 °C Defekte in der Sporulation und

Kompetenzentwicklung aufweist, die in der postexponentiellen Wachstumsphase von B. subtilis zu
beobachten sind. Bei der Sporulation handelt es sich um einen Differenzierungsvorgang, der als
Antwort auf z. B. Nahrstoffmangel eingeleitet wird, wahrend die natiirliche Kompetenz die Fahigkeit
ist, extrazellulare DNA aufzunehmen (Dubnau, 1991; Magnuson et al., 1994: Msadek, 1999). Es
wurden zwei Peptide, PhrA und CSF (“competence and sporulation stimuling factor®), identifiziert,
die bei hoher Zelldichte im extrazelluliren Medium von B. subtilis akkumulieren und eine
pheromonahnliche Wirkung ausiiben. Diese Peptide werden von B. subtilis als Vorlauferprotein
synthetisiert und vermutlich iber den Sec-abhéngigen Exporiweg sekretiert. Im AnschiuB daran
werden die Proteine prozessiert und als Pentapeptide wieder in die Zelle aufgenommen, wo sie an
der Regulation der Sporulationsinitiation beteiligt sind (Lazazzera et al., 1997). Der CSF-Faktor
stimuliert zudem die Expression der Gene, weiche fiir die Ausbildung der Kompetenz nétig sind.
Da S. carnosus weder Sporen bildet noch eine natiirliche Kompetenz besitzt, ist es durchaus
moglich, dass in der RMA eine  spezifische Wechselwirkung solcher
regulatorischerVorlauferpeptide mit dem heterologen SecA nicht stattfinden kann.

Die Beobachtung, dass in der RMA offensichtiich nur ganz bestimmte Proteine vom Export
ausgeschlossen sind, deutet darauf hin, dass spezifische Eigenschaften des Vorlauferproteins
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einen erheblichen EinfluB darauf haben, ob es in der RMA-Situation exportiert wird oder nicht. Die
strukturellen Eigenschaften eines Vorldufers werden unter anderem durch seine Signalsequenz
beeinfuBt (Kapitel 1.1.1.). Diese verzégert beispielsweise die Faltung des Vorlaufers in seine
Tertiarstruktur und erméglicht hierdurch seine Wechselwirkung mit den Export-Komponenten.
Signalsequenzen weisen generell nur eine geringe Ahnlichkeit auf Sequenzebene auf. Um
auszuschliessen, dass der OmpA-Exportdefekt auf dessen Signalsequenz (SSompa) beruht, wurde
anstelile der SSompa die Lipase-Signalsequenz (SS.,) vor den reifen Teil des OmpA-Proteins
fusioniert und die SSompa vor die Lipase. Dies hatte allerdings keinen EinfluB auf das
Exportverhalten des OmpA-Proteins bzw. der Lipase in der RMA. (M. Klein, personliche
Mitteilung). Dies zeigte, dass nicht spezielle Eigenschaften der Signalsequenz fiir den ineffizienten
OmpA-Export in der RMA verantwortlich ist, sondern offensichtlich der gesamte Vorlaufer fiir den
Export eine wichtige Rolle spielt. Desweiteren belegte die effiziente OmpA-Membrantransiokation
im S. carnosus-Wildtyp (Meens et al., 1993 & 1997), dass auch das S. carnosus SecA nicht per se
fir den Exportdefekt verantwortlich ist. Stattdessen kann man hieraus folgern, dass in der RMA
eine komplexe Wechselwirkung gestért sein muB, an der mindestens drei Partner beteiligt sind:
SecA(Sc), OmpA-Vorlaufer (PraOmpA) und eine unbekannte Komponente des B. subtilis
Exportapparates (SecX(Bs)). Das priméare Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die gestdrte
SecA(Sc)-SecX(Bs)-Wechselwirkung in der RMA zu optimieren, indem SecX(Bs) durch SecX(Sc)
ersetzt wird. Wenn dies méglich ist kann man die Aussage ireffen, dass SecA(Sc) und SecX(Sc)

miteinander sowie mit dem Exportprotein wechselwirken.

In E. coli gibt es Hinweise darauf, dass SecA und SecG funktionelle Partner sind (Nishiyama et al.,
1996; Matsumoto et al., 1998; Mori et al., 1998; Ramamurthy et al., 1998; Suzuki et al., 1998).
Analog zu E. coli kénnten diese Wechselwirkungen auch in B. subtilis und S. carnosus far die
Proteintransiokation wichtig sein, so dass eine gestorte SecA(Sc)-SecG(Bs)-Wechselwirkung in
der RMA fir die Wachstums- und Exportdefekte verantwortlich sein kénnte. Desweiteren sind in E.
coli auch konkrete SecA-SecY-Kontakte demonstriert worden (Manting et al., 1997; Snyders et al.,
1997), so dass auch diese Wechselwirkung in B. subtilis und S. carnosus fur den Protein-Export

von Bedeutung sein konnte und moglicherweise in der RMA nicht optimal funktioniert.

4.2.1. Die SecA-SecG-Wechselwirkung ist flir den Wachstums- und
Proteintranslokationsdefekt der RMA nicht verantwortlich

Um zu untersuchen, ob der beobachtete konditionale Exportdefekt und das kéltesensitive
Wachtsumsverhalten der RMA die Folge einer nicht optimalen Wechselwirkung zwischen dem S.

carnosus SecA und dem SecG-Protein von B. subtilis ist, wurde zusétzlich zum S. carnosus SecA

auch das SecG-Protein von S. carnosus in die RMA eingebracht (Kapitel 3.2.1.). Auf diese Weise

sollte die SecA-SecG-Wechselwirkung in der resultierenden RMA/G optimiert werden. Das
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Einbringen des S. carnosus SecG-Proteins in die RMA flihrte allerdings nicht zum Verschwinden
der beobachteten Wachstums- und Export-Defekte. Es wurden jedoch auch keine neuen
Phanotypen bei der RMA/G-Mutanite festgestellt. Die RMA/G verhielt sich wie die RMA, d. h. die
RMA/G zeigte ebenfalls einen konditionalen Protein-Exporidefekt dessen Folge ein kaltesensitives
Wachstumsverhalten war. Interessanterweise zeigte das Verhalten einer RMG-Mutante (Kapitel
3.2.1.1.), dass das S. carnosus SecG-Protein, im Gegensatz zum SecA, mit den Translokase-
Untereinheiten von B. subtilis optimal wechselwirken kann. Das Wachstums- und Exportverhalten
der RMG-Mutante entsprach dem eines B. subtilis Wildtypstammes. Somit kann aus den mit der
RMG und der RMA/G-Mutante erhaltenen Ergebnissen gefolgert werden, dass die SecA(Sc)-
SecG(Bs)-Wechselwirkung in der RMA nicht gestort ist. SecG stellt folglich nicht die gesuchte
Komponente SecX dar.

In E. coli wird die N-terminale Doméane des SecA-Proteins (Mori et al., 1998) und der cytosolische
Bereich des SecG-Proteins (Nishiyama et al., 1996) als potentielle Kontakistelle zwischen beiden
Proteinen postuliert. Analog zu E. coli kénnten auch in B. subtilis und S. carnosus das SecA und
SecG-Protein in diesen Regionen wechselwirken. Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, sind
die SecA-SecG-Wechselwirkungen weder in der RMG noch in der RMA gestort. Dies bedeutet,
dass die fir die funktionellen Wechselwirkungen relevanten Kontakte sich zwischen den
entsprechenden B. subtilis und S. carnosus Proteinen in der RMA und RMG ausbilden kénnen. Ein
Vergleich auf Ebene der Primarsequenz zwischen dem N-Terminus der SecA-Proteine bzw. den
cytosolischen Regionen der SecG-Proteine von B. subtilis und S. carnosus zeigt, dass diese
Bereiche gut uUbereinstimmen und sehr hydrophob sind. Daher kann man vermuten, dass diese

hydrophoben Wechselwirkungen in B. subtilis und in S. carnosus fiir die Proteintranslokation eine
wichtige Rolle spielen.

4.2.2. Eine gestérte Wechselwirkung zwischen dem S. carnosus SecA und dem SecY-
Protein von B. subtilis bedingt in der RMA Export- und Wachstumsdefekie

Wahrend in E. coli ein direkter SecA-SecG-Kontakt nicht bekannt ist, ist dieser fiir SecA und SecY
demonstriert worden (Manting et al., 1997; Snyders et al., 1997). In B. subtilis gibt es Hinweise
darauf, dass eine SecA-SecY-Wechselwirkung fiir die Sporenbildung benétigt wird (Kobayashi et
al., 2000). Eine konkrete Funktion dieser Wechselwirkung im Zusammenhang mit Wachstum und
Protein-Export ist in Gram-positiven Bakterien jedoch nicht bekannt.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die SecA(Sc)-SecG(Bs)-Wechselwirkung in der RMA
nicht gestort ist, wurde im weiteren untersucht, ob eine nicht optimale SecA(Sc)-SecY(Bs)-
Wechselwirkung in der RMA fiir den Protein-Exportdefekt verantwortlich ist. Um eine optimierte
SecA(Sc)-SecY(Sc)-Wechselwirkung in der RMA zu erméglichen, wurde zusatzlich zum S.
carnosus SecA das SecY-Protein von S. carnosus in die RMA eingebracht. Die Anwesenheit des
S. carnosus SecY-Proteins in der RMA filhrte dann in der Tat zum Verschwinden des Wachstums-
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und Export-Defektes. Dies zeigte, dass die RMA-Defekte auf einer gestdrten SecA(Sc)-SecY(Bs)-
Wechselwirkung beruhen. Somit wurde in Gram-positiven Bakterien zum ersten Mal eine fiir die
Physiologie und insbesondere fiir den Protein-Export wichtige SecA-SecY-Wechselwirkung
aufgezeigt. Im Gegensatz zur SecA-SecG-Wechselwirkung ist also die Wechselwirkung zwischen
den zentralen Komponenten SecA und SecY fir einen effizienten in vivo-Protein-Export absolut
notwendig. Die Stérung der SecA(Sc)-SecY(Bs)-Wechselwirkung in der RMA beruht vermutlich auf
geringfugig unterschiedliche Oberflacheneigenschaften (Ladungen, hydrophile und hydrophobe
Doménen) der SecA-Proteine von B. subtilis und S. carnosus. SecY und SeckE bilden eine Pore
(siehe Abb. 39), in die SecA vermutlich wahrend der Proteintranslokation inseriert. Die Oberflachen
zwischen SecA(Bs) und SecY(Bs) sind im Verlauf der Evolution optimal aufeinander abgestimmt
worden. Bei der SecA(Sc)-SecY(Bs)-Wechselwirkung natirlich nicht der Fall. Da jedoch das S.
carnosus SecA prinzipiell die Eigenschaften des B. subtilis SecA-Proteins auf Ebene der
Primarsequenz besitzt, zeigt das Verhalten der RMA, dass bereits kleinste Anderungen im SecA
(und vermutlich auch im SecY) einen dramatischen Effekt auf das Exportverhalten bestimmter
Vorlaufer hat. Bedingt durch eine unterschiedliche Oberfldchenbeschaffenheit des S. carnosus
SecA-Proteins kénnte (a) (Abb. 38, Punkt 2) die Bindungsaffinitét zum SecY-Protein von B. subtilis
gegeniiber der Wildtypsituation verringert und / oder (b) (Abb. 38, Punkt 3) die SecA(Sc)-Insertion
in die B. subtilis Translokationspore gestért sein. Der letzte Aspekt ist besonders fir die
Ausbildung des Translokations-Initiationskomplexes wichtig, der eine Grundvoraussetzung fir die

nachfolgende Membraniranslokation des Vorlauferproteins ist.

_—
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Abb. 38: Die einleitenden Schritte der Proteintranslokation in der secA-Austauschmutante
von B. subtilis (RMA). 1: Bindung zwischen S. camosus SecA und Vorlauferprotein. 2:
Bindung des SecA(Sc)-Vorlduferprotein-Komplexes — an die Innenseite der
Plasmamembran durch Wechselwirkung mit dem B. subtilis SecY-Protein (Y). 3:
Insertion des SecA(Sc)-Vorlaufer-Komplexes in die B. subtilis Translokationspore (=
Ausbildung des Initiationskomplexes). Dabei wird ein N-terminaler “Loop* des Vorldufers,
welcher die Spaltstelle der Signalpeptidase enthalt, auf der AuBenseite der Membran
exponiert. Der Stern markiert die Schritte, die in der RMA gestort sein kénnten. CM:
Cytoplasmamembran

Nicht gestért ist in der RMA vermutlich der Bindungsschritt zwischen dem SecA(Sc)-Protein und
den Vorlauferproteinen (hiervon ausgenommen kénnten allerdings bestimmte Vorlaufer sein, die
fiir die Initiation der Sporulation und Kompetenz in B. subtilis von Bedeutung sind (siehe Kapitel
4.2.)). Hierfiir spricht, dass der OmpA-Vorlaufer im S. carnosus Wildtyp exportiert wird. Dies zeigt,
dass im S. carnosus Wildtyp eine produktive SecA(Sc)-PraOmpA-Wechselwirkung stattfindet, so
dass dies analog auch in der RMA der Fall sein sollte. Die SecA-Vorlaufer-Bindung konnte bereits
im Cytosol (Abb. 38, Punkt 1) oder, wie fir E. coli gefordert, an der CM (Abb. 38, Punkt 2)
erfolgen. Fiir eine Bindung im Cytosol spricht die Tatsache, dass B. subtilis kein SecB-Homologes
besitzt. In E. coli bindet SecB den Vorlaufer zu einem post-translationalen Zeitpunki und verzogert
so dessen Faltung in eine Tertiarstrukiur. Hierdurch wird der Vorlaufer in einer exportkompetenten
Konformation gehalten. Zudem ist das SecB fiir das Protein-Targeting notwendig (siehe Kapitel
1.1.2.2.). Diese Aufgaben kénnte in Gram-positiven Bakterien das SecA-Protein tibernehmen. In
diesem Zusammenhang sind die Befunde von Herbort et al. (1999) erwidhnenswert, die
herausfanden, dass die SecA-Menge in B. subtilis am Ende der exponentiellen Wachstumsphase
ein Maximum erreicht. In dieser Phase werden auch verstarktextracytosolische Enzyme sekretiert.
Demnach scheint die secA-Expression auf den Beginn der groBten Sekretionsaktivitat hin optimiert
zu sein. Es wird deshalb vermutet, dass das zum Ende der exponentiellen Wachstumsphase im
UberschuB vorliegende SecA-Protein an die Vorlaufer bindet, um diese - analog zu SecB in E. coli
-zunachst im Cytosol “abzupuffern” und in einer exportkompetenten Konformation zu halten.

Auch Schritt 2 (Abb. 38), also die Bindung des SecA-Vorldufer-Komplexes an das
membrangebundene SecY, konnte in der RMA gestort sein. Eine niedrige SecA(Sc)-SecY(Bs)-
Affinitat wirde das Zeitfenster fir eine funktionelle Wechselwirkung zwischen SecA, dem an SecA
gebundenen Vorlaufer und SecY deutlich verkleinern und dadurch die Einleitung der Translokation
unwahrscheinlicher machen. In diesem Zusammenhang sollte erwéhnt werden, dass in E. coli
bestimmte Mutationen im secY-Gen eine erhohte SecA-SecY-Affinitat zur Folge haben.Dies fiihrt
dazu, dass der Export von Proteinen mit defekten Signalsequenzen méglich wird, wahrend dies im
E. coli Wildtyp nicht funktioniert (Manting et al., 1999; van der Wolk et al., 1998). Dies bedeutet
offensichtlich, dass eine verbesserte Bindung zwischen SecA und SecY die “proof-reading”
Aktivitat (Uberprifungsmechanismus) der Translokase umgeht. Hieraus kénnte man nun
schliessen, dass in der RMA-Hybridtranslokase die SecA-SecY-Affinintat gegeniiber der B.



4. Diskussion o7

subtilis-Wildtypsituation verringert und damit die “proof-reading“-Aktivitat entsprechend erhoht ist.
Als Folge davon werden insbesondere heterologe Vorlaufer von der RMA-Hybridtranslokase als
Substrat nicht mehr akzeptiert.

Sehr wahrscheinlich ist in der RMA jedoch hauptsachlich Schritt 3, also die Ausbildung des

Initiationskomplexes, gestért. Damit dieser Schritt erfolgreich verlaufen kann, miissen mindestens
drei Komponenten, namlich SecA, SecY und insbesondere auch das Vorlauferprotein, funktionell
zusammenwirken. Der in der RMA vorliegende Exportdefekt betrifft jedoch nur ganz bestimmte
Vorlaufer (z. B. OmpA), wéahrend andere Proteine (z. B. die Lipase) problemlos transloziert
werden. Er ist also vorlauferspezifisch. Daraus kann geschlossen werden, dass man die SecA- .
SecY-Wechselwirkung nicht isoliert betrachten darf, sondern das Vorlauferprotein als
gleichberechtigten Partner in dieses komplexes Wechselwirkungssystem mit einbeziehen muB. Auf
diesen Punkt soll im néchsten Kapitel detaillierter eingegangen werden. .
Untersuchungen zum Protein-Export zeigten, dass die Exporteffizienz des Stammes RMA/Y immer
noch niedriger ist als beim B. subtilis Wildtyp. Daraus kann man schliessen, dass noch mindestens
eine weitere Stoérung vorhanden sein muB. Vorstellbar wére, dass durch das Einbringen des S.
carnosus SecY-Proteins zwar die gestérte SecA(Sc)-SecY(Bs)-Wechselwirkung durch eine
optimale SecA(Sc)-SecY(Sc)-Wechselwirkung ersetzt wurde. Gleichzeitig kbnnte in diesem Stamm
aber eine andere Wechselwirkung - beispielsweise zwischen dem eingebrachten S. carnosus
SecY und dem SecE-Protein von B. subtilis - neu aufgekommen sein. Hierfiir sprechen
Ergebnisse, die im Verlaufe dieser Arbeit erhalten wurden und eindeutig zeigen, dass aufler einer
optimalen SecA-SecY- auch eine funktionell abgestimmte SecE-SecY-Wechselwirkung (siehe
Kapitel 4.2.5.) fiir den Protein-Export notwendig ist. Es ist somit durchaus denkbar, dass fur eine
effiziente Proteintranslokation optimale Wechselwirkungen zwischen allen zentralen Translokase-
Untereinheiten erforderlich sind, wobei zusatzlich die Natur des Vorlaufers eine Rolle spielt.

4.2.3. Die Ausbildung eines funktionellen Translokations-Initiationskomplexes, bestehend
aus SecA, SecY und Vorlduferprotein, ist fiir eine effiziente Proteintranslokation essentiell

Die Daten der vorliegenden Arbeit belegen, das ein friiher Schritt der Proteintranslokation in der
RMA, vermutlich der Ubergang von Schritt 2 zu Schriti 3 (Abb. 38), gestort ist. Bei E. coli hat man
gefunden, dass bereits die erstmalige Insertion des SecA-Proteins, die bei der Bildung des
Initiationskomplexes erfolgt, ausreicht, um die Prozessierung des Vorlauferproteins durch die
Signalpeptidase zu ermdglichen (Schiebel et al., 1991; siehe Abb. 38, Punkt 3). Analog zu E. coli
kénnte dies auch bei B. subtilis und S. carnosus der Fall sein. Das OmpA-Vorlauferprotein wird in
der RMA-Mutante nicht prozessiert. In Anwesenheit des S. carnosus SecY-Proteins funktioniert
dieser Schritt allerdings wieder und das OmpA wird nachweislich transioziert (Kapitel 3.2.2.3.).
Dies kénnte bedeuten, dass die SecA(Sc)-Insertion in die B. subtilis SecY/E-Pore in der RMA
gestort ist, so dass die Spaltstelle der OmpA-Signalsequenz der Signalpeptidase nicht effizient
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genug prasentiert wird. (Schiebel et al. 1991). Dies bedeutet, dass in der RMA im Falle des OmpA-
Proteins die Ausbildung des Translokations-Initiationskomplexes signifikant gestort sein muB.
Dieser besteht aus mindestens drei gleichwertigen Partnern: SecA, SecY und dem
Vorlauferprotein. In der RMA ist eine dieser Wechselwirkungen gestért, was zu einer Verstarkung
des “proof-readings® fiihrt. Fiir eine erfolgreiche Translokation ist also die Ausbildung dieses
trimeren Komplexes notwendig.

in E. coli wird dagegen fiir den einleitenden Schritt der Proteintranslokation nur die SecA-SecY-
Bindungsstabilitat als kritisch angesehen (van der Wolk ef al., 1998). Es wird vermutet, dass eine
erhohte SecA-SecY-Affinitat auch zu einer effizienteren Einleitung der Proteintranslokation fihrt.
Die in dieser Arbeit erhaltenen Befunde zeigen jedoch, dass 1. die SecA-SecY-Wechselwirkung
nicht unabhéngig vom Vorlauferprotein, also isoliert betrachtet werden kann und 2. der
Translokations-Initiationskomplex aus SecA, SecY und Vorlduferprotein gebildet wird, wobei
strukturelle Eigenschaften des Vorlauferproteins fiir die Stabilitat des trimeren Komplexes eine
wichtige Rolle spielen. Damit hat sich die Verwendung von B. subtilis / S. carnosus-
Hybridtranslokasen als Werkzeug zur Untersuchung der bakteriellen Proteintransiokation mehr als
bewahrt.

Die biotechnologische Bedeutung dieser Ergebnisse fiir Ansatze zur Sekretion von heterologen
Proteinen wird im Kapitel 4.2.6. diskutiert.

4.2.4. Die Funktion der Sec-Translokase ist fiir die Sporenbildung und
Kompetenzentwicklung von B. subtilis essentiell

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen zur Sporulation zeigten, dass etwa jede
dreizehnte vegetative Zelle des B. subtilis Wildtyps unter bestimmten Bedingungen eine Spore
ausbildet. Die RMA sporulierte dagegen nicht. Der Sporulationsdefekt der RMA, der bereits bei der
permissiven Temperatur (37° C) zu beobachten ist, 148t sich wahrscheinlich auf einen zumindest
stark eingeschrénkten Export pheromonéhnlich-wirkender Peptide (wie z. B. PhrA oder CSF
(‘competence and sporulation stimuling factor)) zuriickfilhren. Deren Akkumulation im Medium
und Wiederaufnahme in die Zelle ist fur die Initiation der Sporulation entscheidend. Dariiberhinaus
ist es auch mdglich, dass die mit 40 (CSF) bzw. 44 Aminos&uren (PhrA) (Solomon et al., 1996)
relativ kurzen Vorlauferpeptide nicht effizient mit dem S. carnosus SecA wechselwirken kénnen
und deswegen schlechter exportiert werden (siehe Abschnitt 4.2.). Gegen diese Vermutung spricht
allerdings, dass der Sporulationsdefekt der RMA zumindest teilweise in Anwesenheit des secY-
Gens von S. carnosus verschwindet. Dieser Befund ist ein sehr guter Hinweis darauf, dass die
Membrantranslokation homologer extracytosolischer Proteine, welche fir die Initiation der
Sporenbildung essentiell sind, aufgrund einer gestorten SecA(Sc)-SecY/(Bs)-Wechselwirkung in
der RMA nicht effizient ablauft. In diesem Zusammenhang sind folgende Daten erwihnenswert:
Die sogenannte secA12-Mutante von B. subtilis (Asai et al., 1997) zeigt ebenso wie die RMA einen
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Sporulationsdefekt. Interessanterweise vermuteten die Autoren zunichst, dass das B. subtilis
SecA bei der Sporulation eine regulatorische Funktion unabhéngig vom Protein-Export austibt. Der
Sporulationsdefekt der secA12-Mutante wurde jedoch durch Mutationen im secY-Gen suppremiert
(Kobayashi et al., 2000). Die Suppressormutationen filhrten zu Austauschen in den TMS 2, 7 und
10 des SecY-Proteins. Daraus wurde geschlossen, dass diese TMS bei der SecA-SecY-
Wechselwirkung eine wichtige Rolle spielen. Zudem wurde angenommen, dass sich wahrend der
Peptidtranslokation ein trimerer Komplex, bestehend aus SecA, SecY und der Signalsequenz des
Vorlauferpeptids bildet. Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzt und
spricht gegen eine regulatorische Funktion des SecA-Proteins bei der Sporenbildung.

Die Untersuchungen zur Kompetenz zeigten, dass die Transformationsrate der RMA im Vergleich
zum Wildtyp um den Faktor 5330 verringert war. Der Kompetenzdefekt der RMA beruht analog
zum Sporulationsdefekt sehr wahrscheinlich auf einem verminderten Export bestimmter
Vorlauferproteine wie beispielsweise CSF (“‘competence and sporulation stimuling factor”), die
nach Wiederaufnahme in die Zelle die Initiation der Kompetenzentwicklung regulieren (Lazazzera
et al., 1999). Die Kompetenz der RMA wurde in Anwesenheit des S. carnosus secY-Gens um den
Faktor 20 erhéht. Dieser Befund deutet auf einen leicht verbesserten Export von
kompetenzspezifischen Proteinen in der RMA durch das S. carnosus SecY-Protein hin.

Die Resultate, die aus den Untersuchungen zur Sporulation und Kompetenz erhalten wurden,
stehen im Einklang mit den Befunden von Kobayashi et al. (2000) (siehe oben). Sie deuten darauf
hin, dass SecA keine direkte Funktion bei der Sporulation Ubernimmt, sondern dass ein
reibungsloses Funktionieren der Sec-Translokase sowohl fiir die Sporenbildung als auch fir die

Kompetenzentwicklung in B. subtilis essentiell ist.

4.2.5. Auch eine funktionelle SecE-SecY-Wechselwirkung ist in B. subtilis fur die
Membrantranslokation von Vorlauferproteinen von Bedeutung

Die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten belegen, dass eine funktionelle Wechselwirkung
zwischen den zentralen Komponenten SecA und SecY fur den Protein-Export absolut notwendig
ist. Hingegen ist das akzessorische SecG nicht essentiell, tragt allerdings durch seine Anwesenheit
zU einer Stimulation der Proteintranslokation bei (Stichwort: “molekulare Schmiere“). Im Gegensatz
zum SecG ist das SecE-Protein eine essentielle Komponente des bakteriellen
Proteinexportapparates. Zahlreiche Studien in E. coli deuten eine enge Beziehung zwischen dem
SecE- und dem SecY-Protein an (siehe Kapitel 1.3.). Die konkrete Funktion des SecE-Proteins ist
in Bakterien allerdings unbekannt.

Wie fiir das SecA gezeigt, kann in B. subtilis bereits ein einzelner Austausch eines sec-Gens
gegen das entsprechende Gen von S. carnosus zu Defekten filhren, die einen experimentellen

Ansatz fiir in vivo-Untersuchungen zum bakteriellen Protein-Export bieten (Klein & Freudl, in

Vorbereitung). Um einen Hinweis auf die Funktion des SecE-Proteins erhalten zu kénnen, wurde
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analog zur RMA eine SecE-Austauschmutante von B. subtilis (RME) konstruiert. In dieser Mutante
ist das B. subtilis secE-Gen auf dem Chromosom gegen das entsprechende Gen von S. carnosus
ausgetauscht (Kapitel 3.2.3.). Die Homologie zwischen dem S. carnosus SecE-Protein und dem
SecE von B. subtilis liegt bei 61% (54% Identitét) (Meens et al., 1994). Beide Proteine besitzen ein
TMS mit einer davor liegenden cytoplasmatischen Doméane, was zeigt, dass sie prinzipiell ahnlich
aufgebaut sind. Dennoch unterscheiden sich die Seck-Proteine von S. carnosus und von B.
subtilis in 39% der Reste. Dies |aBt vermuten, dass, bedingt durch die unterschiedliche
Priméarsequenz, die SecE(Sc)-Struktur gegenuber der SecE(Bs)-Struktur geringfligig veréndert ist.
Im Gegensatz zur RMA zeigt die RME bereits bei 37 °C einen deutlichen Wachstumsdefekt. .
AuBerdem ist bei dieser Mutante nicht nur der Export des OmpA-Proteins aus E. coli, sondern
auch der Export der S. hyicus Lipase stark beeintrachtigt. Im Gegensatz zur RMA besitzt die RME
demnach keine Vorlaufer-Spezifitat. Diese Befunde deuten darauf hin, dass in der RME ein
wesentlich massiverer Exportdefekt vorliegt als in der RMA. Vermutlich als Folge des gestérten
Protein-Exports wies die RME wie die RMA Defekte in der Spbrenbildung und
Kompetenzentwicklung auf. Dies steht im Einklang mit der Vermutung, dass ein reibungsloses
Funktionieren der B. subtilis Sec-Translokase fiir die Sporenbildung und Kompetenz von
Bedeutung ist (Kobayashi et al., 2000; diese Arbeit, Kapitel 4.2.4.).

Die mit der RME erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass das S. carnosus SecE nur bedingt die'
SecE-Funktion in B. subtilis ibernehmen kann. Dies ist um so erstaunlicher, da das S. carnosus
SecE mit einer vergleichsweisen geringeren Ahnlichkeit zum E. coli SecE von 44% (26% Identitat)
den Kkaltesensitven Wachstums- und Protein-Export-Defekt einer E. coli éecE—Mutante
komplementieren kann (Meens et al., 1994). Auch das B. subtilis SecE komplementiert das
kaltesensitive Wachstumsverhalten dieser Mutante (Jeong et al., 1993). Dies zeigt, dass die Gram-
positiven SecE-Proteine mit den restlichen Komponenten des E. coli-Proteinexportapparates
produktiv. wechselwirken kénnen. Die Diskrepanz zwischen diesen Ergebnissen und dem
Verhalten der RME kann nicht erklart werden.

Fur den Wachstums- und Export-Defekt der RME kénnte mdglicherweise der folgende Aspekt
verantwortlich sein: So fiihrt in E. coli ein Basenaustausch unmittelbar vor dem ATG-Startkodon
des secE-Gens zu einem kéltesensitiven Wachstumsverhalten und es konnte gezeigt werden,
dass das Verhalten dieser E. coli secE-Mutante auf einer Reduktion der SecE-Menge um etwa
60% gegentiber dem Wildtypstamm beruht (Schatz et al., 1991). Beeintréchtigt werden kénnte die
S. carnosus secE-Expression in der RME durch folgende Tatsache: Bei der RME-Konstruktion
wurde die Basensequenz zwischen der Ribosombindestelle und dem ATG-Startkodon des S.
carnosus secE-Gens im Vergleich zur Wildtypsequenz verandert. Dies kénnte in der RME-Mutante
analog zur erwéhnten E. coli-Mutante zu einer reduzierten secE-Expression fiihren. Da kein
geeigneter S. carnosus SecE-Antikérper zur Verfiigung stand, konnte die Expression des S.
carnosus seckE-Gens in der RME nicht direkt Uberpriift werden. Es kann somit nicht
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ausgeschlossen werden, dass die S. carnosus SecE-Menge in der RME gegeniiber der SecE-
Menge im B. subtilis Wildtyp erniedrigt ist. Gegen diese Mbglichkeit sprechen jedoch folgende
Punkte: (a) Ahnlich wie bei der RME-Konstruktion wurde auch bei der RMG der Sequenzbereich
zwischen Ribosomenbindestelle und ATG-Startkodon gegeniiber der B. subtilis Wildtypsituation
geringfiigig verandert. Dies hat allerdings nachweislich keinen EinfluB auf die secG(Sc)-Expression
in der RMG. (b) Durch das Einbringen des S. carnosus secY-Gens konnte das Wachstum der
RME signifikant verbessert werden. Dies zeigte, dass der Wachstums- und Export-Defekt der RME
auf einer nicht optimalen SecE(Sc)-SecY/(Bs)-Wechselwirkung beruhen muB und vermutlich nicht
auf eine verringerte SecE(Sc)-Menge zuriickgeht. Eine funktionelle SecE-SecY-Wechselwirkung
ist also neben der SecA-SecY-Wechselwirkung fiir den Export absolut notwendig. Die Stérung der
SecE(Sc)-SecY(Bs)-Wechselwirkung  beruht sehr wahrscheinlich auf einer  geringfiigig
unterschiedlichen Struktur des SecE(Sc)-Proteins im Vergleich zum B. subtilis SecE. Im B. subtilis-
Wildtyp sind die SecE(Bs)-SecY(Bs)-Kontaktflachen optimal aufeinander abgestimmt. Analog zu E.
coli kénnten dies folgende Regionen sein (siehe auch Kapitel 1.3., Abb. 3B): (a) Die SecY-C4- und
SecE-C2-Domane, (b). das SecE-TMS 3 und die SecY-TMS 2,7 und 10 sowie (c) die
periplasmatische Domé&ne 2 (P2) von SecE und die SecY-P1-Domane. Diese potentiellen
Kontaktflachen sind zwischen dem SecE(Sc) und dem SecY(Bs) natiirlich nicht optimal
aufeinander abgestimmt. Das Verhalten der RME zeigt nun, dass bereits kleinste Verdnderungen -
die SecE-Proteine von- S. carnosus und B. subtilis sind sich prinzipiell sehr &hnlich - zu einem
massiven Wachstums- und Protein-Export-Defekt fithren kénnen. Folgende fiir die Einleitung der
Proteintranslokation wichtige Schritte kénnten in der RME gestért sein: 1. Die effiziente Bildung
des Translokations-Initiationskomplexes 2. Die Verdrangung der SecE-Transmembrandomane von
seiner SecY-Bindestelle durch das Signalpeptid eines translozierenden Vorlauferproteins (siehe
Abb. 40).

Fir die Storung des erstgenannten Vorgangs konnten geringfiigig unterschiedliche strukturelle
Eigenschaften der SecE-Proteine von S. carnosus und B. subtilis verantwortlich sein. SecY und
SecE bilden einen Kanal und sind demnach eng miteinander assoziert (Abb. 39).

, — o — - ——

: nenmikroskopische Aufnahmen des SecY_/E Komplexes von j
ABE-9 Fl\;livc;? et al., 1999). }\)NeiB: SecY und SecE. In der Mitte des Komplexes (schwarz) Q|e
potentielle P(;re in die vermutlich das SecA-Protein wahrend der Proteintranslokation in-

und deinseriert.
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Bedingt durch die genannten Unterschiede zwischen den beiden SecE-Proteinen kénnte sich auch
die raumliche Strukiur des SecY(Bs)-Proteins und somit die Struktur der gesamten RME-
Translokationspore andern. Hierdurch ware die Effizienz der SecA(Bs)-Insertion sehr
wahrscheinlich herabgesetzt. Analog zur RMA wurde auch in der RME der OmpA-Vorlaufer nur
sehr ineffizient prozessiert (sieche Abschnitt 4.2.3.). Dies zeigt, dass auch in der RME vermutlich
ein friher Schritt der Proteintranslokation, wie beispielsweise die Bildung des Translokations-
Initiationskomplexes, massiv gestort ist.

Von Plath et al. (1998) wurde ein Modell zur Einleitung der Proteintransiokation entwickelt,
weiches analog auch fiir B. subtilis und S. carnosus zutreffen kénnte (Abb. 40). Von den Autoren
wurden systematische “cross-linking“-Studien durchgefithrit, die chemische Vernetzungen
zwischen der Signalsequenz eines Vorlauferproteins und der Hefe-Translokase hervorbrachten. Es
wurde postuliert, dass die Signalsequenz eines Vorlauferproteins und Sss1p, das SecE-Homologe
der Hefe, an die gleichen Oberflachen des Sec61p, dem SecY-Homologen, bindet. Sss1p/SecE
kénnte demnach die Translokationspore in Abwesenheit eines Vorlauferproteins verschlossen
halten (Abb. 40, Punkt 1). Die Insertion der Signalsequenz wiirde zur Verdringung von
Sss1p/SecE von seiner Sec61p/SecY-Bindestelle fiihren und auf diese Weise die
Translokationspore fiir das zu translozierende Polypeptid 6ffnen (Abb. 40, Punkt 2). Ein VerschiuB
der Translokationspore ist filr die Zelle zweifelsohne essentiell, da ein unregulierter DurchfluB von
lonen beispielsweise den lebendswichtigen Protonen-Gradienten (PMF) zerstoren konnte . Wie

bereits eingangs erwéhnt, ware es demnach auch denkbar, dass in der RME der eben geschilderte
Verdrangungsschritt gestor ist.
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Abb. 40 Modell der einleitenden Schritte der Proteintransiokation in der secE-

Austauschmutante von B. subtilis (RME). Die einzelnen Punkte sind im Text erlautert.
SecE(Sc): SecE-Protein von S. carnosus; Y: SecY-Protein von B. subtilis; CM:
Cytoplasmamembran. Der Stern deutet die Stérung der dynamischen SecE(Sc)-

SecY(Bs)-Wechselwirkung an.

Im Gegensatz zum Wachstumsdefekt verschwand in der RME der Protein-Exportdefekt beztiglich
der Proteine OmpA und Lipase in Anwesenheit des S. carnosus SecY-Proteins nicht. Das gleiche
gilt fir den Sporulationsdefekt. Dagegen war die Ausbildung der natirlichen Kompetenz in

Gegenwart von SecY(Sc) leicht verbessert. Dies zeigt,

dass die Funktion der RME-

Hybridtranslokase durch das SecY(Sc) zumindest fiir bestimmte Vorlaufersubstrate verbessert ist.
Es miissen aber nach wie vor Stérungen vorliegen. Vermutlich ist durch das Einbringen des S.
carnosus SecY-Proteins in die RME die gestorie SecE(Sc)-SecY(Bs)-Wechselwirkung durch eine
optimale SecE(Sc)-SecY(Sc)-Wechselwirkung ersetzt worden. Gleichzeitig ist im Stamm RME
(PWHYSc) (das Plasmid tragt das S. carnosus secY-Gen) vermutlich eine gestorte
Wechselwirkung zwischen dem SecY(Sc) und dem SecA(Bs)-Protein neu aufgekommen. Hierflr
sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit, die eindeutig zeigen, dass eine funktionell abgestimmte

SecA-SecY-Wechselwirkung flir den Protein-Export notwendig ist.

Um untersuchen zu kénnen, ob fir einen effizienten Protein-Export optimale Wechselwirkungen
zwischen den zentralen Komponenten SecA, SecY, SecE und dem Vorlauferprotein ausreichend
sind, miiBte man in die Stamme RMA (pWHYSc) und RME (pWHYSc) zusétzlich das SecE(Sc)

bzw. SecA(Sc)-Protein einbringen.
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4.2.6. Biotechnologische Bedeutung der erzielten Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass die geringfligige Stérung der SecA(Sc)-SecY(Bs)-
Wechselwirkung in der RMA zu einer ineffzienten Membrantranslokation des OmpA-Proteins fiihrt,
wahrend die Lipase exportiert wird. Dies I1aBt die SchluBfolgerung zu, dass fiir die im B. subtilis und
S. carnosus Wildtyp stattfindene Membrantranslokation des OmpA-Proteins eine optimale SecA-
SecY-Wechselwirkung absolut notwendig ist. Wahrend es sich bei der S. hyicus Lipase um ein
typisches Exportprotein Gram-positiver Bakterien handelt, kann OmpA als Vorlaufer aus einem
Gram-negativen Bakterium als ein guter Vertreter fir heterologe Exportproteine angesehen
werden. Dies kdnnte bedeuten, dass bei einer ineffizienten Sekretion heterologer Proteinen in den
Wildtypen von B. subtilis bzw. auch S. carnosus die Wechselwirkung zwischen den drei
gleichwertigen Partnern SecA, SecY und Vorldufer optimiert werden miiBte. Um dies zu erreichen
ware es beispielsweise vorstellbar (a) eine ungerichtete Mutagenese im SecA und / oder SecY-
Protein durchzufiihren oder (b) gezielt Reste im SecA oder SecY auszutauschen. Hinweise,
welche Reste beispielsweise in den Gram-positiven SecY-Proteinen fiir den Export wichtig sein
kénnten, kommen aus E. coli. So wurde gezeigt, dass der in vitro-Protein-Export um den Faktor 3
— 4 durch eine Mutation im TMS 7 von SecY verbessert wurde (Manting et al., 1999). Der in vivo-
Export eines heterologen Fusionsproteins wurde durch das Einbringen der SecY-Variante PrlA4
gar um den Faktor 9 verbessert (Perez-Perez et al., 1994). Das PrlA4-Protein weist je eine

Mutation im TMS 7 und 10 auf. Analog zu E. coli kénnte demnach auch in B. subtilis und S.
carnosus das TMS 7 von SecY fiir den Protein-Export von Bedeutung sein.
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5. Zusammenfassung

Versuche zur Sekretion von heterologen Proteinen in Gram-positiven Bakterien zeigen, dass es
haufig Probleme bei der Translokation tber die Cytoplasmamembran gibt. Die Ursache hierfr liegt
vermutlich in nicht-optimalen Wechselwirkungen zwischen den Translokase-Untereinheiten (Sec-
Komponenten) und dem zu exportierenden Protein. In der vorliegenden Dissertation wurde mit
Hilfe von Bacillus subtilis / Staphylococcus carnosus-Hybridtranslokasen solche, fiir die Sekretion
von heterologen Proteinen relevanten Wechselwirkungen im Detail untersucht. Ausgangspunkt der
Arbeiten war eine secA-Austauschmutante von B. subtilis (RMA), in der das B. subtilis secA-Gen
gegen das entsprechende Gen von S. carnosus auf dem Chromosom ausgetauscht ist. Der
Austausch fihrt zu einer gestorten Wechselwirkung zwischen dem S. carnosus SecA-Protein
(SecA(Sc)) und mindestens einer B. subtilis Translokase-Untereinheit (SecX(Bs)). Die Folge dieser
Stérung ist ein konditionaler Protein-Exportdefekt, der ein kaltesensitives Wachstum zur Folge hat.
Zudem wird ein heterologes Vorlauferprotein (Pra-OmpA von Escherichia coli) selektiv vom
Protein-Export in der RMA ausgeschlossen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch das gezielte
Einbringen weiterer S. carnosus Translokasekomponenten in die RMA die gestorten SecA(Sc)-
SecX(Bs)-Wechselwirkungen zu identifizieren.

Fur die geplanten Untersuchungen war es notwendig, das bislang noch fehlende S. carnosus
secG-Gen zu klonieren. Die Klonierung eines mit einer B. subtilis secG-Sonde reagierenden DNA-
Fragmentes und die anschlieBende funktionelle Charakterisierung ergab, dass S. carnosus ein zu
den SecG-Proteinen von E. coli und B. subtilis homologes Protein besitzt, welches fiir eine
effiziente in vivo und in vitro-Proteintranslokation erforderlich ist.

Die Charakterisierung einer secG-Austauschmutante von B. subtilis (RMG), in der das B. subtilis
secG-Gen auf dem Chromosom gegen das secG-Gen von S. carnosus ausgetauscht ist zeigte,
dass das S. carnosus SecG-Protein optimal mit den restlichen Translokase-Untereinheiten von B.
subtilis wechselwirken kann. Die RMG verhielt sich wie ein B. subtilis Wildtypstamm und nicht wie
die oben erwadhnte RMA-Mutante, in der eine Wechselwirkung zwischen dem S. carnosus SecA
und einer weiteren B. subtilis Sec-Komponente gestort ist. Der weitere Austausch des B. subtilis
secG-Gens gegen das entsprechende Gen von S. carnosus auf dem Chromosom der RMA
(RMA/G), fiihrte nicht zum Verschwinden der RMA-Phénotypen. Die konstruierte RMA/G-Mutante
verhielt sich wie die RMA. Dieses Ergebnis, sowie das Verhalten der RMG-Mutante zeigten, dass
die SecA(Sc)-SecG(Bs)-Wechselwirkung in der RMA nicht gestort ist.

Durch das Einbringen des S. camosus SecY-Proieins in die RMA wurde hingegen der
kaltesensitive Phanotyp sowie die selektive Diskriminierung des heterologen OmpA-Vorlaufers
vom Protein-Export aufgehoben. Dies zeigt, dass die SecA(Sc)-SecY/(Bs)-Wechselwirkung in der
RMA gestort ist. Die erhaltenen Ergebnisse zeigen dariber hinaus, dass der OmpA-Vorlaufer (wie
sehr wahrscheinlich alle sekretorischen Proteine) in einer “friihen* Phase der Proteintranslokation
von SecA und SecY gleichzeitig gebunden wird, das Vorlauferprotein also ein gleichwertiger
Bestandteil eines mindestens trimeren Komplexes, bestehend aus Vorlaufer, SecA und SecY-
Protein ist, bei dem die Struktur des Vorlaufers eine wichtige Rolle spielt. In einem vergleichbaren
Ansatz wurde dariiber hinaus gezeigt, dass auBer einer optimalen SecA-SecY-Wechselwirkung
auch eine optimal abgestimmte Wechselwirkung zwischen dem SecE und SecY-Protein fiir eine
effiziente Proteintranslokation von Bedeutung ist.

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse lassen die SchiuBfolgerung zu, dass die haufig
beobachtete, ineffizient ablaufende oder vollig ausbleibende Membrantranslokation von
heterologen Proteinen in Gram-positiven Wirtsbakterien auf einer ineffizienten bzw. unproduktiven

Bildung eines Translokationsinitiationskomplexes, bestehend aus Vorlaufer, SecA, SecY und (sehr
wahrscheinlich) SecE beruht.
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