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Einleitung 1

1, Finleitung

Bakterien besttzen anders als die komplex aufgebauten eukaryontischen Zellen keine intra-
zelluldre Kompartimentierung. Im Cytoplasma finden alle anabolen und katabolen Stoff-
wechselvorginge statt, wiahrend an der Cytoplasmamembran z.B. die ATP-Synthese, die
Stoffaufnahme und -abgabe oder die Reizaufnahme und Weiterleitung erfolgen. Da sehr viele
dieser Prozesse durch Proteine vermittelt werden, hat die Insertion von Proteinen in die
Membran und der Transport von Proteinen iiber die Membran eine zentrale Bedeutung fir den
Stoffwechsel der Zelle,

Bei Gram-negativen Bakterien ist der sich auflen an die Cytoplasmamembran anschlieBende
Bereich, das Periplasma, durch die duflere Membran vom umgebenden Medium abgetrennt,
wobei jedoch niedermolekulare Substanzen durch Kanalproteine tiber die #uBere Membran
diffundieren konnen. Ein solches "extrazelluldres Kompartiment" ist wegen des Fehlens einer
dufleren Membran bei den Gram-positiven Bakterien nicht zu finden, so daB3 Substanzen, die
iber die Cytoplasmamembran transportiert werden, in der Regel frei in das umgebende
Medium diffundieren konnen. Einige exportierte Proteine konnen jedoch wahrscheinlich wegen
ibrer GroBe, Ladung oder Form die vernetzte Struktur der negativ-geladenen Zellwand nicht
durchqueren (Harwood et al. 1990).

Zusammen mit allen anderen Proteinen werden Exportproteine im Zellinneren synthetisiert. Sie
unterscheiden sich ais Vorlauferproteine von den iibrigen cytosolischen Proteinen durch ein N-
terminales Signalpeptid. Der Vergleich der Signalpeptide vieler verschiedener Exportproteine
ergab zwar keine konservierten Aminosiuresequenzen es zeigte sich jedoch, dall der
stukturelle Aufbau der Signalpeptide hoch konserviert ist. Sie besitzen eine positive Ladung an
threm N-Terminus (n-Region), gefolgt von einem Bereich hydrophober Aminosiuren (h-
Region) und einer als c-Region bezeichneten Konsensussequenz. Letztere dient als
Erkennungsstelle fiir die Signalpeptidase I, die bei der Translokation des Proteins iiber die
Cytoplasmamembran das Signalpeptid vom reifen Teil des Proteins abspaltet (von Heijne 1983,
1985). Die Funktion des Signalpeptids liegt in der Einschleusung des Exportproteins in den
Proteinexport. Sie vermittelt dabei die Wechselwirkung des Vorlauferproteins mit den
Komponenten des Exportapparates (Thom u. Randall 1988, Altman et al. 1990). Unter-
suchungen von Mutationen im Signalpeptid des Maltosebindeproteins deuten darauf hin, daB
das SecA-Protein und das SecB-Protein (su.) im Bereich des Signalpeptids an das
Vorlduferprotein binden konnen (Watanabe u. Blobel 1989a, b, Akita et al. 1990). Fur die
positive Ladung sowie fiir den hydrophoben Bereich wird angenommen, daB sie die Insertion
des Vorlaufers in die Membran ermoglichen, wobei der N-Terminus an der negativ-geladenen
Innensette der Cytoplasmamembran positioniert wird (Bosch et al. 1989, Jones et al. 1990,
Yamane et al. 1990, Inouye et al. 1992). Das Entfernen der N-terminalen positiven Ladung,
das Einfuhren einer Ladung in den hydrophoben Bereich sowie das Verkiirzen oder Entfernen
des hydrophoben Bereiches fihrt zur einer drastischen Verschlechterung oder zur vélligen
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Blockierung der Proteintransiokation (Puziss et al. 1989, Nakamura et al. 1989, Borchert u.
Nagarajan 1990, 1991). Dariiber hinaus wird dem Signalpeptid auch eine Rolle bei der
Aufrechterhaltung einer transportkompetenten Konformation des neu synthetisierten Export-
proteins zugeschrieben, wobei es die Faltung des Proteins in eine stabil gefaltete und somit
transportinkompetente Struktur verlangsamt (Park et al. 1988, Liu et al. 1989).

Obwohl die beschriebenen Eigenschaften fiir alle Exportproteine mit einem N-terminalen
Signalpeptid gelten, zeigen sich jedoch Unterschiede beim Vergleich der Signalpeptide von
verschiedenen Organismengruppen (Tab.1). Die Variationen im Aufbau der Signalpeptide be-
stehen in erster Linie in ihrer unterschiedlichen Lange und in der unterschiedlichen Anzahl an
positiven Ladungen in der n-Region (von Heijne u. Abrahmsén 1989, Simonen u. Palva 1993).
Ursache hierfiir konnen spezifische Anpassungen der Signalpeptide an die Komponenten der
Exportapparate der jeweiligen Organismen sein. So schneiden die Signalpeptidasen von E.colf
und B.subtilis ein von der o-Amylase abgeleitetes Signalpeptid an unterschiedlichen Stellen
(Itoh et al. 1990). Prinzipiell ist es jedoch moglich, Exportproteine unterschiedlicher Herkunft
in heterologen Organismen zu exportieren (Breitling et al. 1989, Nakamura et al. 1989, Meens
et al. 1993).

Bakterien
Organismen  Eukarvonten Gram-negativ Gram-positiv

n-Region 4-5 5-6 7-8
Ladung +0,8 +2 +3
h-Regicn 12-18 i1-15 15-22
Ladung ¢ 0 0
c-Region 5 6 8
La,dung' polar polar polar
Linge msgesamt ~24 ~23 ~32

Tab. 1: Vergleich der Signalpeptide verschiedener Organismen. Angegeben ist die Lange der Regionen
.. in Aminos&uren sowie die Ladung (zusammengestelit nach von Heijne 1983, von Heijne u.
Abrahmsén 1989)
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Der Proteinexportapparat von E.coli

Zur Isolierung von Mutationen in den Genen von Komponenten des Exportapparates (Export-
komponenten) wurden artifizielle Exportproteine genutzt, die entweder wegen einer Mutation
im Signalpeptid (Bieker-Brady u. Silhavy, 1992) oder als Fusionsprotéin zwischen dem Signal-
peptid eines Exportproteins und der 8-Galaktosidase nur sehr schlecht exportiert werden und
in der Cytoplasmamembran stecken bleiben (Emyr et al. 1981, Ito et al. 1981, Lee et al. 1989).
Dadurch blockieren sie die Translokation aller anderen Exportproteine und fithren zum
Absterben der Zelle. Mutationen in den Exportkomponenten, die den Export der Signal-
sequenzmutanten erlauben bzw. die Fusionsproteine vom Export ausschlieBen, konnten im
secY-, secA- und secEk-Gen (Emr et al. 1981, Bankaitis u. Bassford 1985, Ryan u. Bassford
19835, Stader et al. 1989) bzw. im secd-, secB-, secD- und secE-Gen (sec fir "secretion")
isoliert werden (Oliver u. Beckwith 1981, Kumamoto u. Beckwith 1983, Gardel et al. 1987).
Die am Proteinexport in £.coli beteiligten Faktoren wurden eingehend charakterisiert und die
Ergebnisse in einem detaillierten Modell des Proteinexportes zusammengefalit (Abb. 1).

Ribosom

Abb. 1: Modell firr die Translokation von Proteinen {iber die Cytoplasmamembran von E.coli. C: Cyto-
plasma, CM: Cytoplasmamembran, P: Periplasma, SP: Signalpeptid, SP as¢: Signalpeptidase,
AP: Membranpotential. Das SecB-Protein bindei wihrend oder nach der Synthese an das Ex-
portprotein. Der Komplex aus SecB und Vorlduferprotein bindet seinerseits mit hoher Affinitét
an das membranassoziierte SecA-Protein. Die Bindung und Hydrolyse von ATP durch SecA
fithrt zur Initiation der Translokation und zur Auflésung des Initiationskomplexes verbunden
mit der Freisetzung des Vorlauferproteins von SecA und SecB. Das Signalpeptid wird durch die
Signalpeptidase abgespalten und dic weitere Translokation des Exportproteins durch das Mem-
branpotential vorangetricben. Die Loslosung des exportierten Proteins von der Membran erfolgt
wahrschemlich durch das SecD- und SecF-Protein.
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Der Transport von Proteinen kann bei Bakterien zu verschiedenen Zeitpunkten der
Proteinsynthese stattfinden. Die Proteine kénnen dabei cotranslational (wahrend der Synthese),
posttransiational (nach der Synthese) oder sowohl co- als auch posttranslational exportiert
werden (Smith et al. 1977, Smith 1980). Unabhingig vom Exportmodus mufl das
Exportprotein in emer lose gefalteten, transportkompetenten Konformation vorliegen, um mit
dem Exportapparat funktionell in Wechselwirkung treten zu k6nnen (Weiss et al. 1988,
Kusters et al. 1989). Da sich jedoch schon die wachsende Proteinkette spontan zu falien
beginnt, miissen schon wihrend der Synthese Chaperone an das Protein binden, um es in einer
lose gefalteten Konformation zu halten.

Chaperone, fiir die ein Einflull auf den Proteinexport nachgewiesen wurde, sind zum einen die
eher unspezifisch wirkenden und zu den Hitzeschockproteinen gehorenden GroEL/S-, DnaK-
und DnaJ-Proteine und zum anderen das exportspezifische SeeB-Protein (Altman et al. 1991,
Wild et al. 1992). Das im Cytoplasma Idslich vorkommende SecB-Protein, das von allen
bekannten Chaperonen den grofiten Einfluf auf den Proteinexport besitzt, hat ein Molekular-
gewicht von 16 kDa und bildet in seiner funktionellen Form ein Homotetramer (Kumamoto
1989, Kumamoto u. Nault 1989, Watanabe u. Blobel 198%a,b). Die Untersuchungen an secB™-
Mutanten zeigten, daf} SecB flir schnell wachsende Zellen mit einer hohen Proteinexportrate
essentieli ist. Es beeinfluflt dabei den Transport von vielen, jedoch nicht von allen Export-
proteinen. Als typische von SecB-abhingige Exportproteine, deren Export in secB-defizienten
Stdmmen stark verlangsamt ist, gelten der Lambdarezeptor LamB, das #uflere Membran-
protein OmpA und das Maltosebindeprotein MalE, wihrend das Ribosebindeprotein, die
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konnen (Kumamoto u. Beckwith 1983, 1985, Kumamoto u. Gannon 1988, Collier et al. 1988,
Kumamoto 1989). Durch Uberexpression der Hitzeschockchaperone kann der Exportdefekt
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von secB--Mutanten komplementiert werden, wobel diese offensichtlich ebenfalls an die
Vorliuferproteine binden und ihre Transportkompetenz zumindest teilweise erhalten (Altman
et al. 1991, Wild et al. 1992). Die Bindung von SecB an das Voriduferprotein findet
wahrscheinlich sowoh! im Bereich des Signalpeptids wie auch im reifen Teil des Proteins statt.
Einerseits kann die Deletion eines grofien Teils des hydrophoben Bereiches des Signalpeptids
zum Verlust der Bindungsfihigkeit fiir SecB fithren (Watanabe u. Blobel 1989%a, Altman et al.
1990), andererseits deuten die Untersuchungen u.a. an Deletionsmutanten des OmpA- und des
PhoE-Proteins auf die priferenzielle Bindung von SecB an B-Faltblattstrukturen im reifen Teil
des Exportproteins hin (MacIntyre et al. 1991, de Cock et al. 1992). Es wird jedoch auch die
Moglichkeit diskutiert, daB3 das Signalpeptid die Faltung des Vorlduferproteins so beemfluft,
daB - der Bindungsbereich fiir SecB im reifen Teil des Proteins exponiert wird (Weiss u.
Bassford 1990).

Neben der Erhaltung der Transportkompetenz hat das SecB-Protein die Aufgabe, das Vorldu-
ferprotein zum Translokatorkomplex in der Membran zu leiten ("Targeting”-Funktion). Der
Komplex aus Vorldufer und SecB bindet dabei mit hoher Affinitéit an das SecA-Protein, wobei
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es zur Ausbildung des Initiationskomplexes der Translokation kommt (Watanabe u. Blobel
198%b, Hartl et al. 1990). Die Bildung des Komplexes aus SecB, dem Vorlduferprotein und
SecA erfolgt in erster Linie an der Membran, kann jedoch zum Teil auch schon im Cytoplasma
stattfinden (Hartl et al. 1990, Cabelli et al. 1991, Chun u. Randall 1994, Economou u. Wickner
1994),

Das SecA-Protein hat als zentrale Komponente des Proteinexportapparates die Funktion, die
Exportproteine in den Translokator in der Cytoplasmamembran einzuschleusen. Es hat ein
Molekulargewicht von 102 kDa und kann in der Zelle sowoht als 1osliches, membranassoziertes
oder auch membraneingelagertes Protein auftreten (Cabelli et al. 1991). In-vitro-Studien von
Driessen (1993) zeigten, daB3 das SecA-Protein wihrend seiner Aktivitdt wahrscheinlich zu
Dimeren, moglicherweise auch zu héheren Oligomeren zusammentritt. Ein Hauptcharakteristi-
kum von SecA ist seine Fiahigkeit, ATP zu binden und zu hydrolysieren, weshalb es auch als
Translokations-ATP-ase bezeichnet wird (Lill et al. 1989). Es besitzt mindestens eine,
moglicherweise aber bis zu dret ATP-Bindungsstellen, von denen eine im N-terminalen Bereich
des Proteins nachgewiesen wurde und die typische Konsensussequenz fir ATP-Bindungs-
stellen besitzt (Schmidt et al. 1988, Lill et al. 1989, Mitchell u. Oliver 1993). Die intrinsische
ATP-ase-Aktivitst des SecA-Proteins wird durch die Ausbildung des Initiationskomplexes um
das acht- bis zehnfache stimuliert. Fir diese Aktivierung ist die Wechselwirkung von SecA mit
dem Vorlduferprotein sowie sauren Phospholipiden und dem SecY/E-Protein in der Membran
notwendig (Lill et al. 1989, 1990). Die Energie von ATP wird dazu genutzt, die ersten Schritte
der Proteintranslokation durchzufithren. Trifft das Vorlduferprotein mit dem SecA-Protein an
der Membran zusammen, so erhéht sich die Affinitdt von SecA fiir ATP. Die Bindung von
ATP an das SecA-Protein fiihrt zu einer Konformationsinderung, die die Insertion einer ca. 30
kDa groflen Domine des SecA-Proteins in die Membran und die gleichzeitige partielle
Translokation von ca. 20 Aminosduren des Vorlduferproteins zur Foige hat. Zu diesem
Zeitpunkt dissoziiert das SecB-Protein vom Initiationskomplex ab. Durch die Hydrolyse von
ATP 16st sich das Vorlauferprotein vom SecA und wird an den eigentlichen Translokator in der
Membran ibergeben. Gleichzeitig wird das SecA-Protein wieder von der Membran freigesetzt
(Hartl et al. 1990, Chun uv. Randall 1994, Economou u. Wickner 1994). Die weitere
Translokation des Vorlduferproteins wird hauptsichlich durch das Membranpotential getrieben
(Schiebel et al. 1991, Driessen 1992). Durch Zugabe von Ionophoren kann die Translokation
sowohl! in-vivo wie auch in-vitro blockiert werden. Beim OmpA-Protein fithrt die Inaktivierung
von SecA nach der Initiation der Translokation nicht zu einer Blockierung der Translokation,
wihrend in anderen Fillen das SecA-Protein auch noch fuir die Translokation weiterer Teile
des reifen Proteins erforderlich ist. Weiterhin zeigten In-vitro-Untersuchungen, dall das Fehlen
eines Membranpotentials durch grofie Mengen an ATP kompensiert werden kann (Chen u. Tai
1986, Yamada et al. 1989, Arkowitz et al. 1993). Der Mangel an ATP wihrend der
Transiokation fithit zu Intermediaten von teilweise translokierten Proteinen, die durch erneute
Zugabe von ATP vollstindig tiber die Membran transportiert werden (Tani et al. 1989). Es ist
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daher sehr wahrscheinlich, daB das SecA-Protein wihrend der Translokation einen
wiederholten Zyklus von Membraninsertion und -deinsertion durchlaufen kann und auf diese
Weise den Export von Vorlguferproteinen bewirkt.

Fur E.coli konnte gezeigt werden, dafB3 SecA wie andere ATP-asen durch Azid gehemmt wird
und daB es mit der héchsten Empfindlichkeit gegentiber Azid den Hauptangriffspunkt fiir die
Wachstumshemmung durch Azid darstellt. Durch Mutationen im secA-Gen kann der durch
Azid hervorgerufene letale Block im Proteinexport wieder aufgehoben werden, so dafl die
Zellen in der Lage sind, in Anwesenheit von Azid zu wachsen (Fortin et al. 1990, Oliver et al.
1990).

Die Synthese des SecA-Proteins, dessen Gen in einem aus den Genen genX-secA-mutT
bestehenden Operon liegt, richtet sich nach den Anforderungen des Proteinexpories (Schmidt
et al. 1988, 1991). Mutationen in den Komponenten des Proteinexportapparates sowie die
Uberproduktion von Exportproteinen kénnen zu einer bis zu zwanzigfach erhdhten Menge von
SecA in der Zelle fithren. Das SecA-Protein, das in einem Bereich zwischen genX und sec4 an
die eigene mRNA bindet, diffundiert bei hohem Bedarf an SecA von der mRNA ab und
ermoglicht somit seine eigene Translation (Dolan et al. 1991, Schmidt et al. 1991).

Der integrale Teil des Proteinexportapparates besteht insgesamt aus sechs Proteinen: SecE,
SecY, SecG, SecD, Sect sowie Signalpeptidase. Die zentralen Komponenten des Transloka-
tors in der Membran sind das SecY- und SecE-Protein, die sehr wahrscheinlich den eigentli-
chen Protein-fithrenden Kanal bilden. Das SecY-Protein hat ein Molekulargewicht von 49 kDa
und durchspannt mit 10 hydrophoben Helices die Membran (Akiyama u. Ito 1987, Ite 1992).

Das secY-Gen ist zusammen mit 11 weiteren Genen, die fiir ribosomale Proteine kodieren, im
sog. spe-Operon organisiert, und seine Translation ist mit der des vor thm lLegenden L15-
Protein gekoppelt (Cerreti et al. 1983). Viele verschiedene Mutationen im secY-Gen, die mit
Signalsequenzmutanten des LamB-Proteins isoliert wurden, deuten auf eine enge
Wechselwirkung des SecY-Proteins mit dem Signalpeptid hin (Ermr et al. 1981, Osborne u.
Sithavy 1993). Ebenso weisen "Photocrosslinking"-Experimente, die zur Vemetzung von
Signalpeptiden mit dem SecY-Protein fithrten, auf eine enge Nachbarschaft von Signalpeptid
und SecY wihrend der Translokation hin (Joly u. Wickner 1993). Die Funktion von SecY
erfordert ein Zusammenwirken mit dem SecE-Protein. Das secE-Gen liegt zusammen mit dem
nusG-Gen in einem Operon und kodiert fiir ein 13,6 kDa grofies Protein (Schatz et al. 1989,
Downing et al. 1990). Von den drei Transmembranbereichen des SecE-Proteins ist lediglich
der letzte Bereich mit der davor liegenden cytoplasmatischen Schleife fur die Funktion
essentiell (Schaiz et al. 1991). Wie auch beim SecY kann durch Mutationen im secE-Gen der
Exportdefekt von Signalsequenzmutanten behoben werden (Stader et al. 1989). In der Arbeits-
gruppe von Silhavy wurde in genetischen Untersuchungen die direkte Wechselwirkung von
SecY und SecE gezeigt (Bieker u. Sithavy 1990, Bieker-Brady u. Silhavy 1992). Daritber
hinaus kénnen SecY und SecE zusammen in einem Komplex aufgereinigt werden. Durch
Immunfallung mit Antikérpern gegen das SecY- bzw. SecE-Protein kann jeweils auch das
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SecE- bzw. SecY-Protein coprizipitiert werden (Joly et al. 1994). Bei der Aufreinigung des
Translokators wurde zusitzlich noch ein weiteres Protein von 12 kDa identifiziert, das
zusammen mit SecY und SecE im Komplex vorliegt (Nishiyama et al. 1993, Joly et al. 1994).
Dieses Protein, das mit dem schon frither beschriebenen Bande I-Protein identisch ist, wird
durch das secG-Gen kodiert und besitzt zwel oder drei Transmembranbereiche (Nishiyama et
al. 1993). Die biochemischen Untersuchungen lassen vermuten, dall seine Aufgabe
hauptsichlich in der Stabilisierung des Translokators in der Membran liegt. Genetische
Untersuchungen zeigten, dal3 das SecG-Protein fir den Proteinexport nur bei niedrigen
Temperaturen (25°C) essentiell ist. Es kann jedoch im in-vitro-Translokationssystem den
Proteinexport deutlich verbessern (Nishiyama et al. 1993, 1994).

Die Funktion im Proteinexport zweier weiterer Sec-Faktoren, des SecP- und des SecF-
Proteins, ist ebenfalls noch nicht eindeutig geklédrt. Thre Gene sind die einzigen Gene von
Exportkomponenten, die zusammen in einem Operon liegen. Zu diesem Operon gehéren
auflerdem noch finf weitere Gene, von denen zwei als qued- und #g7-Gen identifiziert worden
sind (Gardel et al. 1990, Reuter et al. 1991). SecD und SecF sind integrale Membranproteine
von 67 bzw. 35 kDa (Gardel et al. 1990). Wie beim secA- und secB-Gen lassen sich durch die
Expression letaler Fusionsproteine Mutationen im secD- und secF-Gen induzieren. Vielfiltige
genetische Untersuchungen in der Arbeitsgruppe von T. Silhavy sowie die Existenz von grofien
periplasmatischen Dominen sprechen fiir eine Funktion bei spiten Schritten des Proteinex-
portes (Gardel et al. 87, Bieker-Brady u. Sithavy 1992). Die Zugabe von SecD-Antikorpern
hemmt bei Spheroplasten die Freisetzung der prozessierten Proteine, was fiir einen Einfluf3 von
SecD/F auf die Faltung der exportierten Proteine spricht (Matsuyama et al. 1993). Dariiber
hinaus deutet die Existenz von konditional-letalen Mutanten von secD und secF auf ihre
Notwendigkeit fir das Uberleben der Zelle hin. Trotzdem lieB sich ihre Beteiligung am
Proteinexport in-vitro bisher nicht nachweisen (Matsuyama ef al. 1992, Pogliano u. Beckwith
1994). Der Grund hierfir liegt wahrscheinlich darin, dafl im in-vitro-Translokationssystem
nicht unterschieden werden kann, ob prozessierte Proteine an die Membran assoziert sind oder
sich frei in Losung befinden.

Dic beim Export des Vorlguferproteins stattfindende Abspaltung des Signalpeptids (Prozes-
sierung) erfolgt durch die Signalpeptidasen. Man unterscheidet die Signalpeptidase I {LepB),
die fur die Prozessierung von nicht-modifizierten Exportproteinen zustindig ist, von der
Signalpeptidase II {LspA), die fiir die Prozessierung von Lipoproteinen verantwortlich ist
(Fikes et al. 1990, Munoa et al. 1991). LepB hat eine GréBe von 37 kDa und besitzt zwei
Transmembrandominen, wahrend LspA eine Gréfle von 18 kDa und vier Transmembran-
doménen aufweist (Date u. Wickner 1981, Innis et al. 1984). Sie sind in ihrer Funktion nicht
austauschbar, da sie unterschiedliche Erkennungssequenzen besitzen (Hayashi u. Wu 1990).
Die Prozessierung der Vorlauferproteine erfolgt wahrend oder kurz nach der Translokation
und ist flir die Loslosung des Exportproteins vom Translokator und der Membran notwendig.
Das OmpA- und das MalE-Protein werden bei Abwesenheit der Signalpeptidase 1 zwar tber
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die Cytoplasmamembran transportiert, bleiben jedoch mit dem Signalpepiid an der AuBenseite
der Membran verankert (Dalbey u. Wickner 1985).

Daritber hinaus wurden Komponenten identifiziert, die Homologien zu zwel Bestandteilen des
eukaryontischen SRP ("'signal recognition particle") aufweisen. Es handelt sich hierbei um die
4,55-RNA und das Ffh-Protein ("fifty four homologue"), die der 7S-RINA bzw. dem 54 kDa-
Protein des SRP homolog sind. Das Fehlen der 4,5S-RNA und des Ffh-Proteins fuhrt in £ coli
zu Wachstums- und Proteinexporidefekten (Phillips u. Sithavy 1992), die durch die
entsprechenden eukaryontischen Faktoren partiell komplementiert werden kénnen, wihrend
umgekehrt ein Hybrid-SRP aus bakteriellen und eukaryontischen Komponenten in einem
eukaryontischen in-vitro-Translokationssystem zum Teil funktionell ist (Poritz et al. 1988,
1990, Bernstein et al. 1989, Romisch et al. 1989). Dieser SRP-homologe Weg stellt
wahrscheinlich eine Alternative zum SecB dar, der jedoch ebenfslls von den iibrigen Sec-
Faktoren (SecA/E/Y/G) abhingig ist (Phillips u. Silhavy 1992). Weiterhin besitzt das FésY-
Protein von E.coli Ahnlichkeit zur o-Untereinheit des Docking-Proteins, welches zur Bindung
des SRP an die ER-Membran dient, und die ¢~ bzw. y-Untereinheiten des Sec6l-
Proteinkomplexes weisen signifikante Ahnlichkeiten zum SecY- bzw. SecE-Protein auf
(Romisch et al. 1989, Stirling et al. 1992). Ferner hat die Signalpeptidase der Eukaryonten die
gleiche Erkennungssequenz wie die Signalpeptidase I, besteht jedoch im Gegensatz zu dieser
aus mehreren Untereinheiten (Watts et al. 1983, Bohni et al. 1988).

Die Sekretion von Proteinen ins umgebende Medium ist bei den Gram-negativen Bakterien we-
gen der duferen Membran von zusitzlichen Sekretionsfaktoren abhangig. Daher ist dic Zahl

von sekretorischen Proteinen bei Gram-negativen Bakterien sehr beschrinkt.
Im Gegensatz dazu sind Gram-positive Bakterien in der Lage, viele verschiedene Proteine in
grofien Mengen in das umgebende Kulturmedium zu sekretieren. Auf Grund dieser Eigenschaft
werden die Gram-positiven Bakterien schon seit langem fur die industrielle Gewinnung von
Fnzymen genuizt (Priest 1977, 1989). Bei der Uberproduktion und der Sekretion von
heterologen Proteinen kémnen jedoch verschiedene Probleme auftreten. Zum Einen konnen
Inkompatibilititen zwischen dem Exportprotein und dem heterologen Exportapparat die
Sekretion des Proteins behindern (Puohiniemi et al. 1992). Ferner kann die Uberprodukiion
eines potentiell exportierbaren Proteins eine Uberlastung der Exportmaschine zur Folge haben,
was zum Absterben der Zelle fithren kann (Palva et al. 1982, Saunders et al. 1987). Um die
Ursachen fiir die Limitierungen im Proteinexport der Gram-positiven Bakterien erkennen und
gezielt umgehen zu kénnen, ist es notwendig, den Mechanismus des Proteinexportes bei dieser

Klasse von Mikroorganismen im Detail zu untersuchen.

Der Proteinexportapparat von B.subiilis

Ebenso wie bei Eukaryonten und Gram-negativen Bakierien werden Exportproteine bei Gram-
positiven Bakterien mit einem N-terminalen Signalpeptid synthetisiert, das nach dem Membran-
durchtritt durch spezifische Signaipeptidasen vom reifen Teil des Proteins abgespaiten wird.
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Die Signalpeptidase von B.subtilis (SipS), ein Protein von 21 kDa, besitzt signifikante
Sequenzhomologie zur E.coli Signalpeptidase 1 sowie zu einer Untereinheit des eukaryonti-
schen Signalpeptidase Komplexes (van Dijl et al. 1992). Anders als bei E.coli ist die Signal-
peptidase SipS in B.subtilis nicht essentiell, was auf die Existenz weiterer Signalpeptidasen
hindeutet.

Die gezielte Suche nach sec-homologen Faktoren erfolgte tiber die Ahnlichkeit ihrer Gene zu
den E.coli sec-Genen und fiihrte bei B.subtilis zur Identifizierung der sec-, secY- und seck-
Gene (Suh et al. 1990, Overhoff et al. 1991, Joeng et al. 1993). Die erste Exportkomponente,
die so nachgewiesen werden konnte, war das SecY-Protein, dessen Gen zur gleichen Zeit auch
bei der Sequenzierung des spc-Operons von B.subtilis identifiziert wurde (Nakamura et al.
1990, Suh et al. 1990). Das B.subtilis SecY-Protein besitzt, analog zum E.coli SecY, eine aus
10 Transmembranberetchen bestehende Membrantopologie (Suh et al. 1990). Obwohl durch
die Expression des B.subtilis secY-Gens in E.coli secY-Mutanten eine Verbesserung des
Proteinexportes erreicht werden kann, wird der Wachstumsdefekt dieser Mutanten durch das
heterologe sec¥-Gen nicht komplementiert (Nakamura et al. 1990).

Ahnlich wie bei den secY-Genen zeigen die in der Nihe des secE-Gens von B.subtilis
gefundenen Gene rpmG, secE, nusG, rplK und rpld, die fur Transkriptions- und Translations-
faktoren kodieren, eine im Vergleich zu E.coli konservierte Anordnung auf dem Chromosom
(Jeong et al. 1993). Die Hydrophobizitatsanalyse der abgeleiteten Aminosiuresequenz ergab
eine groBe Ahnlichkeit des B.subtilis SecE-Proteins mit dem c-terminalen Transmembran-
bereich des E.coli SecE-Proteins, der fir dessen Funktion von entscheidender Bedeutung ist
(Murphy u, Beckwith 1994).

Neben den integralen Membrankomponenten des Translokators wurde bel B.subtilis auch ein
secA-homioges Gen identifiziert (OverhofY et al. 1991, Sadaie et al. 1991). In-vitro-Untersu-
chungen ergaben, daB das 90 kDa grofle B.subiilis SecA-Protein shnliche Eigenschaften wie
das £.coli SecA-Protein besitzt (Takamatsu et al. 1992, van der Wolk 1993). Dariiber hinaus
ist das B.subfilis SecA, wenn auch nur eingeschrinkt, in der Lage, den Wachstums- und
Proteinexportdefekt von F.coli secA-Mutanten zu komplementieren (Overhoff et al. 1991,
Klose et al. 1993). Aufler durch die gezielte Suche wurde das sec4-Gen auch als sog. div-Gen
identifiziert, welches nicht nur fir den Proteinexport sondern auch fiirr die Sporulation und
Kompetenzentwicklung von Bedeutung ist (Sadaie et al. 1991).

Homologe Fakioren zum SecD- und SecF-Protein wurden bislang in B.subfilis noch nicht
nachgewiesen. Es existieren jedoch Fakioren bei Gram-positiven Bakterien, die eine entspre-
chende Funktion tibernehmen kénnten. Das prs4-Gen von B.subtilis wurde iiber Mutationen
identifiziert, die zu einer reduzierien Sekretion von iiberproduzierter ¢a-Amylase fithren
(Kontinen u. Sarvas 1988). Dariiber hinaus fihrt die Ausschaltung des prs4-Gens zu einer
reduzierten Sekretion von Proteasen, wobei PrsA fur das Uberleben der Zelle jedoch nicht
essentiell ist (Kontinen et al. 1991). Da PrsA als ein Lipoprotein an der AuBenseite der
Membran verankert ist, wird angenommen, daf} es die Faltung exporiierter Proteine beeinflufit.
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Die Existenz eines in Funktion und Struktur zhnlichen Proteins bei Lactococcus lactis, das
PreM-Protein, deutet darauf hin, daB bei Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien
moglicherweise unterschiedliche Faktoren an den spéten Schritten des Proteinexpottes beteiligt
sind (Haandrikman et al. 1991).

Der Grund, warum Uniersuchungen zum Proteinexport bei Gram-positiven Bakterien bei
B.subtilis durchgefiihrt wurden, liegt darin, dafl gentechnische Methoden vor allem bei
B.subtilis gut etabliert sind. Da jedoch bei B.subfilis der Proteinexport durch den Wachstums-
zyklus stark beeinfluBBt ist, wurden systematische Untersuchung zum Proteinexport auf das
Gram-positive Bakterium Staphylococcus carnosus, das keinen vergleichbaren Wachstums-
zyklus zeigt, ausgeweitet. Hierbet wurden homologe Faktoren zum SecY- und SecE-Protein in
S.carnosis nachgewiesen. Ihre Aminosduresequenzen zeigen grofie Ubereinstimmungen mit
dem SecY bzw. SecE von B.subiilis, wihrend die Ahnlichkeit zum SecY- bzw. SecE-Protein
von F.coli geringer sind. Untersuchungen zur heterologen Komplementation von Z.coli sec-
Mutanten zeigten im Fall des SecY-Proteins, da3 zwischen den Exportkomponenten von
Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien offensichtlich signifikante Unterschiede
bestehen, die ihre Funktionalitit im heterologen System einschranken (Tschauder et al. 1992,
Tschauder 1993, Meens et al. 1993).
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Ziel der Arbeit:

Im ersten Teil der Arbeit sollte ein Gen aus dem Gram-positiven Bakterium S.carnosus isoliert
werden, das zum secA-Gen von Z.cofi und B.subtilis homolog ist. Der Vergleich der beiden
Gram-positiven SecA-Proteine mit dem E.coli SecA sollte Hinweise darauf liefern, ob und wo
Unterschiede zwischen den Exportapparaten der Gram-positiven und Gram-negativen
Bakterien vorkommen und welche Auswirkungen diese Unterschiede auf den Export

heterologer Proteine haben.

Im zweiten Teil sollte eine azidresistente Mutante von B.subiilis isoliert und die fiir die
Resistenz verantwortliche Mutation charakterisiert werden. Hierdurch sollie die Frage geklirt
werden, ob das SecA-Protein in B.subtilis analog der Situation in E.cofi den Hauptangriffs-
punkt fiir die wachstumshemmende Wirkung von Azid darstellt und ob diese Hernmung auf
einer Beeinflussung des Proteinexportes beruht.

g
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2. Material und Methoden

2.1. Bakterienstimme, Phaoen und Plasmide

Tab. 2: In der Arbeit verwendete Bakterienstimme

Genotyp Referenz
Bacillus DSMI3 Wildtyp Smith et al. (1964)
licheniformis
Staphylococcus TM300 Wildtyp Schieifer u. Fischer
CaVNOSUS (1982)
Bacillus subtilis  DB104 his, nprR2, nprE18, Aapr4 3 Kawamura u. Dol
(1984)
NIG1121 met, his Sadaie u. Narui
(1976)
NIG1152 met, his, div341%S Miyakawa u.
Komano (1981)
Escherichia coli IM109 mcrd, recAl, endAl, gyrA96, thi- Yanisch-Perron et

1, hsdR17, supE44, reldl, Aflac- al. (1985)
proAB), F'[traD36, proAB™,
lagldZAM15]

MC4100 araD39, (argF-lac), Ul69, Casadaban (1976)

oNn- £ T

relA51, rpsi30m, fibB3301,
deoCl, pisF25

MM66 MC4100(genX@nb sypFis, QOliver u. Beckwith
Tnl0, trpamby (1982)

BAI3 MC4100{secA9MD | spFts, Cabelli et al.
1rp@b zch: - Tnlo (1988)

BHB2683 N205, recA, Lamdafimm434, Hohn (1979)
clts, b2, red3, FAM4, Sam]

BHB2690 N205, recA, Lamdafimm434, Hohn (1979)

clts, b2, red3, Daml5, Sam7]
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Tab. 3: In der Arbeit verwendete Plasmide und Bakteriophagen

i4

Plasmid Resistenz

Klonierte Gene

Referenz

pUC18/pUC19 amp

pTrc9%a amp -
pHSGS576 ¢ -
pHCT9 amp, tet -
pWHI1520 amp (£.coll) -
tet (B.subtilis)
pMKL18 amp SECAE ¢,
pMKL40 amp SecAR g
pIM20 cm ompA
pLipPS1 cm lipase
PBS1 allgem. transduzierender B.subfilis Phage

Vieira u. Messing
{1982)

Amann et al. (1988)

Takeshita et al. (1987)
Hohn u. Collins (1980)
Rygus u. Hillen (1991)

Klose etal. (1991)
Klose et al. (1991)
Meens et al. {1993)
Popp (1986)

OKane et al. {1985)

amp: Ampicillin-Resistenz, cm: Chloramphenicol-Resistenz, tet: Tetracyclin-Resistenz

2.2. Medien und Losungen

LB (Luria Broth-) Medium (Miller 1972): pro[:

PH-Medium (Liebl 1986):

Mi9-Medium (Miller 1972):

autoklaviert und steril zugesetzt:

prok

pro l:

10g Trypton
5g¢ Hefeextrakt
5g NaCl

pH 7

10g Pepton

5g Hefeextrakt
5g NaCl

tg Glukose

tg XKoHPOy
pH 7.2

6g NapHPO4

3g KH»yPOy

0,5g NaCl

1g NH4Cl

pH 7.3

Iml 1M MgSO4
imi 100mM CaClp
40mi 10% Glukose

Agarplatten enthielten 1,5% Agar, Weichagar 0,8%.
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Medien zur Transformation von B.subdilis (Hardy 1985)

4*SP-Medium: pro I: 56g KoHPOy4
24¢ KHHPOy
8g (NH4)2804
4g Na3-Citrat*2H»O
4g Hefeextrakt
0,8g MgSO4*7H,0
0,8g Casamino Acids
pH 7,2

SPI-Medium: Das 4*SP-Medium wurde mit H>O (dest.) 1:4 verdiinnt. 0,5% Glukose und
falls notwendig 50pg/ml Aminosduren wurden steril zugesetzt.

SPII-Medium: SPI ohne Zugabe von Aminosduren

Sporulationsmedinm (Schaeffer et al. 1965): pro I: 8 Nuthrient Broth
Ig KCl
0,25g MgSO4*7THHO
17g Agar
980ml HyO

autoklaviert und steril zugesetzt: 10ml 100mM Ca(NQO3)2
1ml 10mM MnCly
Iml ImM FeSQOy

Viedien und Losungen zur Transduktion vor B.subiilis (Cuiting u. Hom 1590)

10*TSS (Tris Spizizen salts). pro [: 20g NH4CL
3,5g KoHPO4*3H,0
60g Tris/HCI
pH 7.5

TS8S-Agar: pro |: 100m! 10*TSS
870ml HyO
7g od. 15g Agar
autoklaviert und steril zugesetzt: 10ml MgSG4 (0,1 M)
10ml FeCl(0,4%)/Na3Citrat(0,4%)
10ml 50% Glukose o
falls erforderlich mit S0ug/m! Aminosiuren supplemeniiert

T-Base: pro [: 2g (NH4)2804
RO 18,3g KoHPO4*3H,0
6g KHyPO4
1g NazCitrat*2H)O

BHIB (brain heart infusion broth} und PAB (Penassay broth entspricht Bacto-antibiotic
medium i) Fertigmedien wurden wie vom Hersteller angegeben angesetzt.
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Medium zur radicaktiven Markierung von B.subfilis (van Dijl et al. 1991}

S7 Minimalmedinm: 20mM K-Phoshat-Puffer, pH 7
20mM Na-Glutamat, pH 7
10mM (NH4)2804
2mM MgCly
0,7mM CaCly
50pM MnCly
5uM FeClz
M ZnCly
2uM Thiamin
100mM Glukose

2.3. Verwendete Reagenzien und Berugsquellen

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

- Merck AG, Darmstadt

- Serva GmbH &Co.KG, Heidelberg

- Bethesda Research Laboratories, Bethesda, USA

- Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
radioaktive Nukleotide: - Amersham Buchler GmbH &Co.KG, Braunschweig
radioaktives 398-L-Methionin - NEN DuPont (Deutschiand), Bad Homburg
Fertigmedien/Medienkomponenten: - Difco Laboratories, Detroit, USA.

Nitrocellulose-/Neylonmembranen: - Schleicher und Schill, Dassel

2.4. Mikrobiologische Methoden

2.4.1, Kultivierung von Bakterien
Die Kultivierung erfolgte, wenn nicht gesondert aufgefiihrt, in LB-Vollmedium bei 37°C fiir
Wildtyp-Stamme und bei 30°C bei temperatursensitiven Stammen. Fir die Selektion auf Anti-

biotikaresistenz wurden, falls nicht gesondert aufgefiihrt, folgende Konzenirationen verwendet:
Ampicillin 50pg/mi, Tetracyclin 15pg/ml, Kanamycin 40pug/ml und Chloramphenicol 30ug/mi.
Zur Anzucht von B.subtilis in Mineralsalz-Medium wurde bei DB!04 50ug/ml Histidin, bet
NIG1121 und NIG1152 50ug/ml Histidin sowie 50ug/ml Methionin zugesetzt. Die Inkubation
in Flissigmedium wurde bei einem Volumen bis zu Smi in einem Reagenzglasschiittler bei 200
upm, bei einem Volumen iiber 10ml auf einem Schittler in Erlenmeyerkolben bei 130 upm
durchgefiihrt. F ' '
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2.4.2, Stammhaltung
Die Stammhaltung erfolgte in Form von Glyzerinfliissigkulturen. UNK wurden zu 50% mit

Glyzerin versetzt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert. Die
kurzfristige Aufbewahrung von Stdmmen erfolgte bei B.subtilis auf Sporulationsmedium-Agar-
platten und bei E.coli und S.carnosus auf Mineralsalzmedium-Agarplatten.

2.4.3. Transformation von Bakterien

Transformation von E.coli Stimmen (Cohen et al. 1972)

LB-Medium wurde aus einer UNK zu einer OD600 von 0,05 angeimpft und bis zur OD600
von 0,6 inkublert. Die Temperatur betrug fiir temperatursensitive Stamme 30°C, fir die
tibrigen 37°C. Die Zelien wurden durch Zentrifugation bei 5000 upm und 4°C geerntet, in 0,5
Volumen eiskalter, S0mM CaClp-Losung resuspendiert und fiir 10 min auf Eis gestellt.
AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert, in 0,1 Volumen eiskalter 50mM CaCly-
Losung resuspendiert und noch einmal fiir 60 min auf Eis inkubiert.

0,5-1pg Plasmid-DNA wurde dann zu 100pi kompetenten Zellen hinzugegeben und 30 min auf
Eis gehalten. Der anschlieBende Hitzeschock wurde 90 sek bei 42°C durchgefiihrt, Zur
Ausprigung der Antibiotikaresistenz wurde der Ansatz nach Zugabe von 2ml LB-Medium
(+0,5% Glukose) fiir 60 min bei 30°C bzw. 37°C unter guter Beliiftung inkubiert. Aliquots
(50-100ul) wurden auf Selektionsagarplatten ausplattiert. Zur Aufbewahrung der kompetenten
Zellen wurde die Zellsuspension zu 10% mit Glyzerin versetzi, in 200ul Aliquots schockge-
froren und zwei bis drel Monate bei -70°C gelagert. Fur eine Transformation wurden die

Aliquots auf Eis aufgetaut und die DNA zugegeben (5.0.).

Transformation ven B.subiilis Stimmen (variiert nach Sadaie u. Kada 1983)

Aus einer UNK des Rezipientenstammes in PAB (Penassay broth) wurde SPI-Medium ange-
impft und falls erforderlich mit 50pg/ml Methionin und Histidin supplementiert. Die Kultur
wurde bis zum Ende der exponentiellen Phase bei 130 upm im Erlenmeyerkolben mit Schika-
nen inkubiert und 1:10 in SPI mit 0,5mM CaCly und 2,5mM MgCly verdinnt. Nach 2-3 h
weiterer Inkubation (s.0.), beim Ubergang von spitexponentieller in die stationére Wachstums-
phase, wurden fur die Wildtyp Stdmme DB104 und NIG1121 ca. lug, fir NIG1152 und
MIKI10 5-10pg Plasmid-DNA mit iml kompetenter Zellen vermischt und i b bei 110 upm
weiterinkubiert. Dem Ansatz wurde 3ml LB-Medium (0,5% Glukose) zugesetzt und bei 130
upm fir 1,5-2 h inkubiert. Die Zellen wurden nach Zentrifugation (Heraeus, 15 min, RT, 5000
upm) in 0,5ml LB-Medium aufgenommen und auf LB-Selektionsplatten mit Sug/ml Tetracyclin
oder Chloramphenicol ausplattiert. Nach 24 h Inkubation wurden die Kolomen auf LB-Agar-
platten bei erhohter Antibiotikakonzentration (30pg/ml) auf ihre Resistenz getestet.
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2.4.4, In-vitro-Verpackung und Transfektion einer Cosmidgenbank von Staphylococcus
carngsus TVI300

Cosmidgenbank von Staphylococcus carnosus TM300

Fiir diese Genbank wurde chromosomale DNA von TM300 partiell mit dem Restriktionsenzym
Sau3A verdaut und in den mit BamHI linearisierten Vektor pHC79 hgiert. Die durchschnitt-
liche Insertgréfe lag bei 26000 bp. Die Wahrscheinlichkeit, dal3 das gesamte Genom von
TM300 kloniert wurde, liegt bei 99,99% (Overhoff 1991).

Herstellung von in-vitro-Verpackungsmixen (Hohn 1979)

Das Cosmid pHC79 besteht aus Teilen des Vekiors pBR322 und einem Bereich des Phagen A
einschlieBlich der "cos'-Stellen, die zur Verpackung des Cosmides in A-Phagenkopfe not-
wendig sind. Die zur Herstellung der Verpackungsmixe benutzten Stdimme BHB2688 und
BHB2690 sind A-lysogene Stimme, die jedoch die Phagenkomponenten E bzw. D nicht
synthetisieren konnen und daher getrennt nicht in der Lage sind, komplette Phagenképfe zu
bilden. Durch die Vereinigung von Aufschiissen der beiden Stdmme in Anwesenheit von
Cosmid-DNA ist es moglich, die Cosmide in die intakten Phagenkopfe einzuschliefien.

Fiir beide Stamme wurden aus einer UNK 250ml LB-Medium zu einer OD600 von 0,1 ange-
impft und bei 30°C und 130 upm bis zu einer OD600 von 0,3 inkubiert. Die Synthese der Pha-
genproteine wurde durch 15 min Inkubation im Wasserbad bei 45°C induziert und bei 37°C
und 130 upm auf dem Schutiler fortgesetzt. Bei einer OD600 von 0,7 (BHB2688) bzw. 1
(BHB2690) wurden die Kulturen auf Eis abgekithit und bei 4°C im Verhéltnis 1:1 (nach
OD600) gemischt. Die Zellen wurden zentrifugiert (Herasus, 5000 upm, 4°C, 10 min), mit
eiskaltem M9-Medium gewaschen und in 3m! Packaging-Puffer (40mM Tris/HCI pH 8, 10mM
Spermidin/3HCL, 10mM Putrescin/2HCI, 0,1% B-Mercaptoethanol, 7% Dimethylsulfoxid)
resuspendiert. Nach Zugabe von 30ul 100mM ATP erfolgte die Aliquotierung in 40ul-Portio-
nen, die in fliissigem Stickstoff schockgefroren wurden. Die Lagerung erfolgte bei -70°C.

In-vitre-Verpackung der Cosmide (Hohn 1979)

Zu 40pl gefrorenem Verpackungsmix wurden I4pl Cosmid-DNA zugesetzt und auf Eis
aufgetaut. Nach dem Auftauen wurde der Ansatz ohne Blasenbildung gemischt und 1 h bei
37°C inkubiert. Ein weiterer Verpackungsmix mit zusitzlich 10mM MgCly und 10ug/ul
DNase I wurde auf Eis aufgetaut, dem Ansaiz zugesetzt und wieder gemischt. Nach einer
weiteren Stunde bei 37°C wurden 500ul SM-Puffer (20mM Tris/HCI pH 7,6, 100mM NaCl,
10mM MgSOu4, 0,01% Gelatine) und 5ul Chioroform zugegeben und erneut geptscht. Zum
Entfernen des Chloroform wurde der Ansatz 2 min zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Gefif} iiberflihrt. Die Phagensuspension war nun gebrauchsfertig und konnte bei 4°C gelagert

werden.

SR S
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Infektion von E.coli JM109 mit verpackten Cosmiden (Sambroock et al. 1989)

JM109 wurde tber Nacht in LB-Medium mit 0,4% Maltose und 10mM MgCls zur Induktion
der Synthese des A-Rezeptorproteins LamB kultiviert. 100p! der UNK wurden mit max. 200yl
Suspension der Phagenkopfe gemischt und 30 min bei 37°C ohne Schiittein inkubiert. Nach der
Priadsorption der Phagenkopfe wurde der Ansatz mit 3ml LB-Weichagar gemischt und auf
LB-Agarplatten (50ug/ml Ampicillin) ausplattiert.

2.4.5, Transduktion ven B.subiilis mit dem Phagen PBS1

Piattenlysat (Cutting u. Horn 1990)

Mit einer Giber Nacht gewachsen Kolonie von B.subtilis NIG1121 wurden 10ml brain heart
infusion broth (BHIB) im 100m! Erlenmeyerkolben mit Schikanen angeimpft und bei 130 upm
bei 37°C bis zu einer OD600 von 1,5-2 inkubiert. Die Zellen wurden dann mikroskopisch auf
ihre Beweglichkeit kontrolliert und gegebenenfalls weiterinkubiert sowie alle 15 min erneut
kontrolliert. Die Beweglichkeit der Zellen zeigt die Bildung von Flagellen an, die fiir die
Anheftung von PBS1 an die Zelle notwendig sind.

In einem bei 40°C vorgewirmten ZentrifugengefiB wurden 0,1ml Kultur, 0,1ml einer
Verdunnungsreihe von PBS1 in T-Base und 4ml TSSA-Weichagar ohne Blasenbildung
gemischt, auf eine TSSA-Agarplatte ausgegossen und bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Der
Weichagar einer Platte, die eine nahezu vollkommene Lyse (ca. 10000 tritbe Plaques) aufwies,
wurde geerntet und in 4ml BHIB aufgenommen. Das Gefil wurde zur Suspendierung des
Agars gut geschiiitelt und 4-6 Stunden bei 4°C inkubiert. Danach wurde der Agar
abzentrifugiert (Heraeus, 5000 upm, 10 min, RT), der Uberstand abgenommen und durch
Filtration (Porendurchmesser 0,45um) oder Zugabe von Chloroform (50pi/mi) sterilisiert.

Transduzierendes Lysat (Cutting u. Horn 1990)

Von einer frischen LB-Agarplatte des Donorstammes wurden 10ml Penassay broth (PAB) in
100m! Erlenmeyerkolben mit Schikanen mit einer Kolonie angeimpft und bei 130 upm und
37°C bis OD600 von 0,5-0,7 inkubiert. Waren die Zellen zu diesem Zeitpunkt nicht beweglich,
wurden sie 15 min bei Raumtemperatur ohne Schiltteln inkubiert und die Beweglichkeit erneut
kontrolliert. Von den beweglichen Zellen wurden 0,8ml und 0,9ml mit 0,2ml bzw. 0,1m! des
Plattenlysates gemischt und auf dem Schiittler fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurden
8,5ml vorgewdrmtes PAB hinzugegeben und weitere 30 min inkubiert. Nach Zugabe von
Chloramphenicol (5pg/ml} zur Vermeidung des Bakterienwachstums wurden die Ansitze (iber
Nacht bei 37°C in Ruhe inkubiert. Die Ansidtze wurden zum AufschiuB der Zellen kurz
geschuttelt (Vortex) und Zelltrimmer abzentrifugiert (Heraeus, 5000 upm, 15 min, RT). Nach
Sterilisation:(s.0.) war die Phagensuspension zur Transduktion oder Aufbewahrung bei 4°C

bereit. -
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Bei der Herstellung des transduzierenden Lysates vom Bakterienpool der azidresistenten Klone
(siehe 3.2.1.2) wurden die vereinigten Klone in 20mt PAB aufgenommen, bei 37°C mkubiert
und fortlaufend die Beweglichkeit kontrolliert. Nach 3h wurden sie zur Herstellung des

transduzierenden Lysates eingesetzt.

Transduktion von B.subiilis NIG1152 (Cutting u. Horn 1990)

Mit einer frisch gewachsenen Kolonie von B.subtilis NIG1152 wurden 10ml brain heart
infusion broth (BHIB) in einem 250ml Erlenmeyerkolben angeimpft und bei 30°C tber Nacht
bei 80 upm inkubiert. 10ml BHIB wurden mit 2ml Kultur versetzt und bei 130 upm und 30°C
weiter inkubiert. Nach 3-4 h wurde die Beweglichkeit der Zellen erneut kontrolliert und
gegebenenfalls bei Raumtemperatur bis zur Beweglichkeit ohne Schiitteln gehalten (s.0). Zur
Transduktion wurden 1ml der B.subtilis Kultur mit 0,1m! des transduzierenden Lysates (5.0)
gemischt. Zur Kontrolle wurde 1ml Zellen ohne Phagen analog behandelt. Die Ansétze wurden
unter langsamem Schwenken 30 min bei 30°C inkubiert. Danach wurden die Zeilen bei
Raumtemperatur abzentrifugiert (Heraeus, 5000 upm, 10 min) und zweimal mit 10ml T-
Base/0,5% Glukose gewaschen. Die Zellen wurden dann in Iml T-Base/Glukose resuspendiert
und je 0,1ml auf LB-Platien ausplattiert.

2.5, Geniechnische Methoden

2.5.1. Priiparation von DNA

2.5.1.1. Prinaration chromosomaler DNA

Priparation chromosomaler DNA aus Staphylococcus cernosus THM300 und Bacifius
licheniformis DSM13

Bis auf die aufgefithrten Unterschiede erfolgte die Priparation fiir beide Organismen nach der
Methode von Rescei et al. (1987). 500ml PH-Medium wurden im 31 Erlenmeyerkolben mit 3mi
UNK beimpft und bis zur QD600 von 0,6 bei 37°C kultiviert. Die Zellen wurden geerntet
(Beckmann JA10, 15 min, 6000 upm, 4°C), mit 200ml Puffer (50mM Tris/HCI pH 7.8, 50mM
EDTA/Nay) gewaschen und in 100ml Puffer resuspendiert. Zum Aufschlufl wurde S.carnosus
TM300 Lysostaphin (20ug/ml) und Lysozym (500ug/ml) zugesetzt, wihrend B.ficheniformis
DSM13 nur mit Lysozym (500pg/ml) versetzt wurde. Nach 2 h bei 37°C erfolgte die Zugabe
von autolysierter Pronase (Img/ml) sowie 10ml 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/Iscamylalkohol (24:1) extrahiert. Der Uberstand
wurde mit 0,25 Volumen 2M LiCly-Losung versetzt, mit 2 Volumen Ethanol (-20°C)
itherschichtet und die ausfallende DNA mit einen Glasstab der Losung entnommen. Die DNA
wurde mit 70% Ethanol (-20°C) gewaschen, die tiberschiissige Fliissigkeit im Vakuum entfernt

(nicht vollkommen getrocknet) und der Niederschlag wurde vorsichtig in 200ul TE-Putfer (s.

g
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2.5.1.2) bet 4°C gelost. Die Konzentration der DNA und deren Reinheit wurde iiber die
Absorption bei 260 und 280nm bestimmt.

Priparation chromosomaler DNA aus . coli MC4100 (Kaiser u. Murray i979)

Die Zellen von 100ml UNK in LB-Medium wurden geerntet (Heraeus, 4°C, 5000 upm,
15min), mit 100ml TES-Puffer (10mM Tris/HCl pH 8, 1mM EDTA/Nap, 50mM NaCl)
gewaschen und zum Aufschluf in 3ml 25% Saccharose, 50mM Tris/HCI pH 8, 3mg/ml
Lysozym resuspendiert. Nach 30 min bei 37°C erfolgte die Lyse der Zellen durch Zusatz von
800p! 250mM EDTA/Nas pH 8 und 15 min Inkubation auf Eis sowie nachfolgender Zugabe
von 2ml Lysis-Mix (2% Triton X-100, 60mM EDTA/Nay, S0mM Tris/HCI pH 8). Der Abbau
von Proteinen erfolgte mit Pronase (100pg/mi) bei 37°C fiar 3 h. Phenolextraktion, Fallung und
weitere Aufarbeitung erfolgie wie in 2.5.1.1 beschrieben.

2.5.1.2. Priparation von Plasmid DNA

verwendete Lisungen und Puffer: Losung A: S50mM Glukose
25mM Tris/HCl pH 8
10mM EDTA/Nay
Lésung B: 0,2N NaOH
1% SDS
Lsung C: IMK-Acetat pH 4,8
TE-Puffer:  10mM Tris/HCl pH 7,8
ImM EDTA/Nay

Fillung ven Plasmid-DNA (Sambrook et al. 1989)

Die Fallung von DNA erfolgte in 70% Ethanol, 360mM K-Acetat pH 4,8 bei -20°C fiir 60 min.
AnschlieBend wurde die Losung 15 min zentrifugiert (Eppendorf, 14000 upm, 4°C), der
Niederschlag mit 1ml 70% Ethanol (-20°C) iiberschichtet, noch einmal zentrifugiert (s.0.) und
in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Die DNA wurde in TE-Puffer oder HyO aufgenommen.

Migilysat (Birnbomm u. Doly 1979)

Die Zellen aus 2ml UNK wurden fiir 8 min bei 13000 upm (Eppendorf, RT) abzentrifugiert,
zur Lyse in 100ul Lésung A resuspendiert und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann
wurden 200ul Losung B zugegeben und 5 min auf Eis inkubiert. Durch Zugabe von 150ul
Losung C und nochmaliger 5 miniitiger Inkubation auf Eis wurden chromosomale DNA und
Proteine gefillt und anschlieBend das Lysat 10 min (s.0.) zentrifugiert. Der plasmidhaltige
Uberstand wurde einmal mit 1 Volumen Phenol/Chioroform (1:1) und einmal mit 1 Volumen
Chloroform extrahiert, die Plasmid-DNA gefillt und in 20yl TE-Puffer gelost. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte iber Agarose-Gelelektrophorese.
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Priiparative Plasmidisolierung (verdndert nach Birnboim u. Doly 1979)

Ausgehend von 50ml UNK wurden die Zellen durch zehnminiitiges Zentrifugieren (Heraeus,
5000 upm, 4°C) gewonnen. Die Lyse der Zellen erfolgte in drel Schritten (s.0.): 1. Resus-
pendieren der Zellen in 7,5mi Losung A und 10 min Inkubation auf Eis; 2. Zugabe von 10ml
Losung B und weitere Inkubation fiir 10 min auf Eis; 3. Zugabe von 7,5ml Losung C und
nochmalige zehnminiitige Inkubation auf Eis. Das Enifernen der Zelltrimmer, ausgefallener
Proteine und chromosomaler DNA erfolgte durch 20 min Zentrifugation (s.0.). Dem Uberstand
wurden 15ml Isopropanol (-20°C) zugesetzt und anschlieBend 15 min abzentrifugiert (s.0.).
Der Niederschlag wurde in 2ml HyO gelost und die RNA mit 2ml 5M LiClo/50mM, Tris/HCI
pH 8 fiir 15 min auf Eis gefillt. Nach 15 min Zentrifugation (s.0.) wurde die DNA aus dem
Uberstand durch die Zugabe von 10ml Ethanol (-20°C) fur 60 min bei -20°C gefalit,
abzentrifugiert (Heraeus, 4°C, 15 min, 5000 upm) und in 400ul TE-Puffer aufgenommen. Die
restliche RNA wurde durch Zugabe von Syl RINase (10mg/mi) und 30 min Inkubation bei 37°C
verdaut und die restlichen Proteine durch Extraktion mit Phenol/Chloroform sowie Chioroform
entfernt. Die gereinigte Plasmid-DNA-Losung wurde gefallt und in 200ul TE-Puffer gelost.
Die Konzentration wurde photometrisch und durch Agarose-Gelelekirophorese bestimmt.

2.5.2. Aligemeine gentechnische Methoden

Agarose-Gelelektrophorese (Sambrook et al. 1989)
Zur Aufirennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Grofe im elekirischen Feld wurden fiir

Fragmente bis 1,5 kB Gele von 1,5-2% Agarose, bis 7 kB Gele von 1-1,5% Agarose und fiir
Fragmente tiber 7 kB Gele von 0,6-1% Agarose angefertigt. Hierzu wurde die Agarose in
TAE-Puffer aufgekocht und nach Abkihlen (55-60°C) auf Geltriger gegossen. Die DNA-
Proben wurden mit 1/10 Volumen 10%Probenpuffer versetzt und die Elekirophorese n TAE-
Puffer durchgefiihrt. Zum Anfirben der DNA wurde eine 1% Ethidiumbromididsung

verwendet.
10*TAB-Puffer: pro l: 48,4g Tris
11,42ml Essigsiure (96%)
7,44g EDTA/Nay
10¥Probenpuffer: 0,05% Bromphenolblau
0,05% Xylencyanol
50% Glyzerin

Spaliung von DNA mit Restriktionsenzymen
Die DNA wurde in den vom Enzymherstelier mitgelieferten Puffern unter den angegebenen

Bedingungen mit Restriktionsenzymen gespalten.
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Behandlung mit alkalischer Phosphatase

Zur Verhinderung von Religierungen der linearisierten Vektoren wurden vor der Ligation die
5'-Phosphatreste mit alkalischer Phosphatase entfernt. Hierzu wurde die alkalische
Phosphatase aus Kalberdarm (Boehringer Mannheim) gemil3 Anweisung verwendet.

Umwandlung ven iiberhiingenden 3'- oder 5°-Enden in glatte Enden

Uberhingende 3'-Enden von DNA-Fragmenten wurden mit der T4-DNA-Polymerase unter
Ausnutzung der 3'-5"-Exonukleaseaktivitit abgebaut (varriert nach Sambrook et al. 1989). Die
in HpO geldste DNA wurde laut Herstelleranweisung mit dem mitgelieferten Reaktionspuffer
versetzt und nach Zugabe des Enzyms 15 min bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe
eines Nukleotidmixes zu einer Endkonzentration von 33pM je Nukleotid (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP). Der Ansatz wurde weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde das
Enzym durch zehnminiitiges Erhitzen auf 70°C inaktiviert und die DNA mit
Phenol/Chloroform sowie Chioroform extrahiert und gefiilt.

Zum Auffillen von Uberhingenden 5'-Enden wurde die Klenow-DNA-Polymerase benutzt
(Sambrook et al. 1989). Die DNA wurde hierzu im Puffer (50mM Tris/HCI pH 7,5, 10mM -
Mercaptoethanol, SmM MgCly, S0ug/ml RSA) aufgenommen und der Ansatz auf 0,2mM je
Nukleotid (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) eingestellt. Die Reaktion wurde mit der Zugabe von 5
Einheiten Klenow-Enzym/1-2pug DNA gestartet und 30 min bei 37°C durchgefiihrt. Nach
Inaktivierung des Enzyms bei 70°C fur 10 min wurde die DNA aufgereinigt (s.0.).

Ligation von DNA-Fragmenten (Sambrook et al. 1989)

Im Ligationsansatz wurde ein molares Verhiltnis von Fragment zu Vektor von 3:1 eingestellt.
Der Ansatz enthielt 1/10 Volumen 10*Ligationspuffer (660mM Tris/HCI pH 7.5, 50mM
MgCly, 10mM DTE, 10mM ATP) und die vorher in HyO geldste DNA. Die Ligation erfolgte
iber Nacht bei 16°C mit 0,5 Einheiten T4-DNA-Ligase.

Isolierung von DNA aus einem Agarosegel mitiels des 'Geneclean-Kits'

Die Isolierung der DNA durch Geneclean nach Auftrennung im Agarosegel erfolgte wie in der
Produktinformation angegeben (Dianova, Hamburg). Die DNA enthaltende Agarose wurde in
2,5 Volumen 6M Nal-Losung bei 50°C gelést. Nun wurden je 3pg DNA 5Sul Glasmilch
zugegeben und der Ansatz 10 min auf Eis inkubiert. Wihrend dieser Zeit bindet die Kieselgel-
matrix der Glasmilch die DNA. Zum Entfernen des NaJ wurde die Glasmilch dreimal mit "New
Wash"-Waschlésung (im Kit enthalten) gewaschen. Vor jedem Waschvorgang wurde der
Ansatz 30 sek bei 13000 upm (Eppendorf, RT) abzentrifugiert. Nach dem letzten Waschen
wurde der Uberstand sorgfiltig entfernt und die Glasmilch in HoO oder TE-Puffer resus-
pendiert. Zum Losen der DNA von der Glasmilch wurde der Ansatz 5 min bei 50°C inkubiert.
Die Glasmilch wurde 5 min bei 13000 upm (5.0.) abzentrifugiert und der Uberstand in ein
neues EppendorfgefiB iberfithrt.
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2.5.3. Herstellung von Deletionsmutanten
Zur Einflihrung von Deletionen von einem Ende eines DNA-Fragmentes wurden die Vorschrift

und Reagenzien des "Erase a base"-Kits benutzt (Promega Corp., Madison, Putney et al
1981).

Sug DNA wurden mit Restriktionsenzymen so geschniiten, dafl an dem zu deletierenden Be-
reich ein Gberhingendes 5'- oder ein glattes Ende entstand, das von der Exonuklease III ange-
griffen werden konnte. Um das gegentiberliegende Ende gegen den Abbau zu schiitzen, wurde
hier mit Restriktionsenzymen e¢in (iberhdngendes 3" -Ende erzeugt. Nach Reinigung und Fallung
wurde die DNA in 60ui Exonuklease HI-Puffer (66mM Tris/HCl pH 8, 660uM MgCly) aufge-
nommen und die Reaktion durch Zugabe von 175 Einheiten Exonuklease II gestartet. Der
Abbau eines Einzelstranges in 3'-5'-Richtung durch die Exonuklease erfolgte nun bei 30°C mit
ca. 120 bp/min. Im Abstand von 20 sek wurden 2,5p! Probe entnommen, in 7,5pl $i-
Nuklease-Losung (12ul 7,4%S1-Puffer [0,5M K-Acetat pH 4,6, 2,5M NaCl, 10mM ZnSO4,
50% Glyzerin], 78ul HoO, 25 Einheiten St-Nuklease) Uberfilbrt und zum Abbau der
einzelstringigen DNA 30 min bei Raumtemperatur weiter inkubtert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von lpl Stop-Puffer (0,3M Tris/HCl pH 8, 50mM EDTA/Naj) beendet und die
Enzyme 10 min bei 70°C inaktiviert. Um das iberhingende 3'-Ende ebenfalls zu einem glatten
Ende aufzufiillen wurde dem Ansatz 1yl Klenow-Gemisch (30ul Puffer [20mM Trs/HCI pH 8,
100mM MgCly], 5 Einheiten Klenow-DNA-Polymerase) und Iul dNTP-Gemisch (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP, je 125uM pH 7} zugesetzt und 15 min bei 37°C inkubiert. Die Plasmide
wurden iiber Nacht bei 16°C religiert (s. 2.5.2.). Das Ausmal der Deletionen wurde durch

Agarose-Gelelektrophorese bestimmt.

2.5.4. Herstellung und Anfreinisung synthetischer Oligonuklectide

Die zur Durchfithrung der Polymerasekettenreakiion und zur Sequenzierung bendtigten Oligo-
nukleotide (Primer) wurden nach der Phosphoramiditmethode (Caruthers et al. 1987) mit dem
DNA-Syntheziser (Modell 380, Applied Biosystems) hergestellt. Die DNA wurde mit 1ml 25%
Ammoniak von der Synthesesaule eluiert und die Schutzgruppe am 3'-Ende durch Inkubation
iiber Nacht bei 60°C entfernt. Der Ammoniak wurde im Vakuum bis auf 20-30ul entfernt und
der Niederschlag in 300ul 300mM Na-Acetat pH 4,8 gelost. Nach Zugabe von 2 Volumen
100% Ethanol wurde die DNA iiber Nacht bei -70°C gefalli. Der Niederschlag wurde
abzentrifugiert (Eppendorf, 4°C, 13000 upm, 2 h) und mit 70% und 100% Ethanol gewaschen.
Die DNA wurde getrocknet und in 100ul TE-Puffer aufgenommen. Die Konzentrations-

bestimmung erfolgie photometrisch.

Zur Amplifikation des B.subiilis secA-Gens wurden folgende Primer verwendet:
OMKL23.1: GGCTCTAGAGATGATAGAGGAGCG

OMKL24. TGTGGTACACATTTGATTCACCTC
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2.5.5. Durchfiihrung der Polymerasekettenreaktion (PCR) (Saiki st al. 1988)

Die Reaktion erfolgte im DNA-Thermal-Cycler (Cetus/Perkin-Elmer). Der Reaktionsansatz
(50p1-100pl) enthielt 1/10 Volumen 10*Puffer (100mM Tris/HCI pH 8,3, 15mM MgCly,
300mM KCI, 1mg/ml Gelatine; vom Enzymhersteller mitgeliefert), 1/5 Volumen Nukleotid-
Mix (dATP, dGTP, dTTP, dCTP je 1,25 mM), je 300-400ug der Oligonukieotide, 2,5 Ein-
heiten/100p! der Tag-DNA-Polymerase und von der zu amplifizierenden DNA 5-10ng bei

Plasmiden bzw. 300ng bei chromosomaler DNA. Durch die Zugabe des Enzyms wusrde die
Reaktion gestartet und der Ansatz zur Vermeidung von Verdunstungsverlusten mit Mineralol
Uberschichtet. Bei der Synthese wurden 30 Zyklen durchlaufen, die jeweils mit der
Denaturierung der Ziel-DNA bei 92°C fiir 2 min begannen, worauf das Anlagern der Primer bei
50°C fur 1 min erfolgte. Die Synthese der DNA wurde bei 72°C fiir 2 min durchgefithrt, wobei
sich die Synthesezeit nach jedem Zyklus um 10 sek verléngerte. Nach Beendigung der
Amplifikation wurde das Ol abgenommen und der Ansatz roit 300ul Chloroform extrahiert. Die
DNA wurde gefillt und in 40pl TE gelost.

2.5.6. DNA-Sequenzierung nack der Kettenabbrach-Methede (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 dic DNA gebunden und der neu synthetisierte Strang mit c-328-
ATP markiert. Die Synthese der DNA erfolgte in vier Ansitzen, die auBer den vier Desoxy-
nukleotiden (dNTPs) zusatzlich ein Didesoxynukleotid (ddNTP) enthielten. Der statistische
Einbau des ddNTP fithrt zum Syntheseabbruch, und durch Bestimmung der Kettenlinge kann
die Position des Nukleotids bestimmt werden.

Benaturierung der DNA und Anlagerung des Primers

Zur Sequenzierung wurde doppelstringige, zirkulire Plasmid-DNA benutzt. 1,5-2ug Ziel-
DNA (max. Volumen 8uly wurden mit 40ul Denaturierungsldsung (200mM NaGH, 200mM
EDTA/Nap) versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. Die denaturierte DNA wurde nach
Zugabe von 4ul Neutralisierungslosung (2M Ammoniumacetat pH 4,8) und 100pl Ethanol
(100%, ~20°C) bei -70°C 10 min geféllt. Danach wurde der Ansatz zentrifugiert (Eppendort,
13000 upm, 10 min, 0°C) und der Niederschlag mit 70% Ethanol gewaschen. Die DNA wurde
dann in der vorgewdrmten Vakuumezentrifuge max. 2 min getrocknet.

Zu der getrockneten DNA wurden 2,5ng Primer (17mer) und 2pi 5*Reaktionspuffer (200mM
Tris/HCl pH 7,5, 100mM MgCly, 250mM NaCl) gegeben, auf 10ul mit HoO aufgefiillt und 30
min bei 37°C inkubiert.
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Sequenzreaktion: Markierung und Termination

Dem Primer-DNA-Gemisch wurde 1pl 0,1M DTT, 2ul verdiinnter Labeling-Mix (s.u.) und
0,5ul a-338-ATP (10pM, 10uCi/ul) zugesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2ul
Sequenase (Version 2.0, 1:8 verdinnt) gestartet und fiir 2-5 min bel Raumtemperatur
fortgesetzt. Der Labling-Mix enthielt in konzentrierter Form je 7,5uM der Nukleotide dGTP,
dTTP und dCTP und wurde je nach Anforderung (s. Herstellerhinweise) bis zu 1:15 verdinnt.
Die Sequenase (T7-DNA-Polymerase) wurde im Puffer (10mM Tris/HCI pH 7,5, 5SmM DTT,
0,5mg/ml RSA) verdiinnt. Zur Termination der Reaktion wurde 2,5p1 des A-, G-, T- oder C-
Terminations-Mixes (s.u.) in vier ReaktionsgefaBe gegeben und 1 min bei 37°C vorgewédrmt. Je
3,5p! des Markierungsansatzes wurden zu jedem Terminations-Mix hinzugegeben, gemischt
und 3-5 min bei 37°C inkubiert. Die Terminations-Mixe enthielten 50mM NaCl, 80uM jedes
Desoxynukleotides und 8uM des angegebenen Didesoxynukleotides. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 4ul Stop-Puffer (95% Formamid, 20mM EDTA/Naj, 0,05%
Bromphenolblau, 0,05% Xylencyanol FF) beendet. Vor dem Aufiragen von 3pul Probe auf das
Sequenzgel wurde der Ansatz fr 1 min bei 95°C erhitzt und anschliefend im Eisbad
abgekiihlt. Bis auf die Denaturierungs- und Neutralisierungslosung sowie die radioaktiven
Nukleotide waren alle Reagenzien im Sequenase-Kit (Version 2.0} von USB, Cleveland,
enthalten.

Polyacrylamid-Gelelektorphorese (Sambrook et al. 1989)
Die Apparatur zur Durchfithrung der Elektrophorese wurde von Gibco/BRL GmbH, Eggen-
stein geliefert. Vor dem Probenaufirag wurde das Gel im Vorlauf bei 1500 V fiir ca. 1 h auf
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50°C vortemperiert. Die Aufirennung der DNA-Fragmente wurde tber 1,5-3 h in 1*TBE-
Puffer durchgefiihrt. Der Harnstoff wurde durch zehnminiitiges Inkubieren in 10% Essigsdure
entfernt und das Gel anschlieBend 5 min unter flieBendem Wasser gespiilt. Danach wurde das
Gel bei 80°C getrocknet (1,5-2 h) und die Autoradiografie bei -70°C tiber Nacht durchgefiihrt
(X-Ray, Fuij).

Zusammensetzung des Sequenzgels: pro 60mi: 25,2g Harnstoff,
éml 10xTBE-Puffer
27,2ml HyO
0,3ml 10% APS
9ml Acrylamid:Bisacrylamid(19:1})
60ul TEMED

10*TBE-Puffer: pro I: 108g Tris

55g Borsiure
40ml 0,5M EDTA/Nay pH 8
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2.5.7. DNA-DNA-Hvbridisierung nach Southern
Zur Hybndisierung wurde entsprechend der Vorschrift des "DNA-labeling and detection-Kits"
(Boehringer, Mannheim) vorgegangen, der die Methode von Southern et al. (1975) zugrunde

liegt.

2.5.7.1. Hersteliung einer Disoxveenin-markierten DNA-Sonde

Die zu markierende doppelstringige DNA wurde 10 min bei 95°C denaturiert und in Eiswasser
rasch abgekihlt. Die Markierung erfolgte im Endvolumen von 20pl mit 1-3pg denaturierter
DNA (10 min, 95°C), 2ul Hexanukleotidgemisch, 2pl dNTP Markierungsgemisch und 2 Ein-
heiten Klenow-Enzym. Der Ansatz wurde iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.5.7.2, Hybridisierung von chromosomaler DNA und Plasmid-DNA

Transfer der DNA auf Nylonmembranen (variiert nach Southern et al. 1975)

Die mit Restriktionsenzymen verdaute DNA wurde in einem 0,8% Agarosegel aufgetrennt und
mit einer Vakuum-Blot-Apparatur (LKB 2016 VacuGene, Pharmacia/LKB) auf Nylonmem-
branen {beriragen. Dabel wurde das Gel jeweils 10 min mit Depurinisierungsiosung {0,25N
HCL), Denaturierungslésung (1,5M NaCl, 0,5M NaOH) und Neutralisierungslosung (IM
Tris/HCI pH 5, 2M NaCl) iiberschichtet. Die Ubertragung der DNA auf die Membran erfolgte
fir 1 h mit 20*SSC (17,5% NaCl, 8,82% Na-Citrat, pH 7). Die DNA wurde zur Fixierung auf
der Membran mit UV-Licht von 300nm fiir 3 min bestrahlt.

Hybridisierung der Ziel-DNA mit der Sonde

Die Abdeckung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte durch Prahybridisierung der
Membranen fir 4 h ber 42°C in Prihybridisierungslosung (5%SSC, 50% Formamid, 0,1% N-
Laurylsarkosinat, 0,02% SDS, 1% Blocking Reagenz [Boehringer]). Zur Hybridisierung
wurden die Membranen in Hybridisierungslosung (5*SSC, 20-40% Formamid, 0,1% N-
Laurylsarkosinat, 0,02% SDS, 1% Blocking Reagenz, 5ng-10ng DNA-Sonde pro mi) Gber
Nacht bei 42°C unter leichtem Schwenken inkubiert. Die Sonde wurde vor der Zugabe in die
Hybridisierungslosung 10 min bei 95°C denaturiert und in Eiswasser abgekiihlt. Um
tiberschiissige, ungebundene Sonde zu entfernen, wurden die Membranen zweimal 5 min bei
Raumtemperatur in 2*SSC, 0,1% SDS und zweimal 15 min bei 42°C mit 0,1*SSC, 0,1% SDS

gewaschen.

Nachweis der Sonde

Zur Vermeidung der unspezifischen Bindung des Antikérperkonjugates (s.u.) wurden die
Membranen kurz in Puffer 1 (100mM Tris/HCI, 150mM NaCl, pH 7,5) equilibriert und 30 min
in Blocking-Puffer (Puffer 1, 0,5% Biocking Reagenz) unter leichtem Schwenken bei
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Raumtemperatur inkubiert. Die Losung wurde entfernt und durch Blocking-Puffer, der Anti-
Digoxygenin-Antikorper gekoppelt an alkalische Phosphatase (1:5000, Boehringer) enthielt,
ersetzt und die Membranen 30 min unter vorsichtigem Schwenken be: Raumtemperatur
inkubiert. Ungebundene Antikorper wurden durch zweimal 15 miniitiges Waschen mit Puffer 1
bei Raumtemperatur entfernt. Nach 2 min Equilibrierung in Puffer 2 (100mM Tris/HCl pH 9,5,
100mM NaCl, 50mM MgCly) wurden die Membranen im Dunkeln mit Firbeldsung (10mi
Puffer 2, 45p! Nitroblau-Tetrazoliumchiorid 100mg/ml, 35pl 5-Brom-4-chloro-2-indolyl-
phosphat 50mg/ml) entwickelt. Die Farbreaktion wurde durch Uberfilhrung der Filter in TE-
Puffer gestoppt.

Zum empfindlicheren Nachweis der Sonde wurde AMPPD (3-[2'-Spiroadamantan]-4-methoxy-
4-[3"-phosphoryloxyl-phenyl-1,2-dioxetan) als Substrat der alkalischen Phosphatase ver-
wendet. Alle nachfolgend aufgefithrten Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefithri. Die
Membranen wurden nach Hybridisierung und Entfernen ungebundener DNA (s.0.) kurz mit
Puffer A (100mM Maleinsidure/NaOH pH 7,5, 150mM NaCl) gewaschen und 30 min in Puffer
B (Puffer A, 1% Blocking Reagenz) unter leichtem Schwenken inkubiert. Dann wurden die
Membranen in Antikérperkonjugat-Lésung (1:10000 in Puffer B) unter leichtem Schwenken
30 min inkubiert. Danach wurden die Membranen zweimal 15 min in Waschpuffer (Puffer A
mit 0,3% Tween 20) gewaschen und in Puffer 2 (s.0.) equilibriert. Die AMPPD-Vorratsiosung
(23,5mM) wurde in Puffer 2 1:100 verdiinnt und die Membranen 5 min darin inkubiert. Vor

Exposition auf einem Rontgenfilm wurden die Membranen in Hybridisierungsbeutel
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eingeschweiBt und 30 min bet 37°C priinkubiert.

2.5.7.3. Koloniechybridisierung

Die zur Hybndisierung vorgesehenen Klone wurden vereinzelt und bis zu Stecknadelkopf-
groBen Kolonien kuliiviert. Zum Transfer der Kolonien wurden Biodyne-A-Membranen (Pall
Filtrationstechnik Gmb¥H, Dreieich) auf die bei 4°C vorgekiihlten Agarplatten gelegt. Nach 1
min wurden die Membranen jeweils mit der Kolonieseite nach oben fiir 5 min in ca. 1mi Dena-
turierungslésung (5. 2.5.7.2.) gelegt, kurz auf trockenes Filterpapier abgelegt und 5 min in 1ml
Neutralisierungslosung (s. 2.5.7.2.) inkubiert. Die DNA wurde mittels UV-Bestrahlung fixiert
(5. 2.5.7.2.) und die Membranen in 2*SSC (s. 2.5.7.2.) 5 min gewaschen. Um die restlichen

Proteine und Zelltrimmer zu entfernen, wurden die Membranen tiber Nacht bei 37°C in einer
Proteinaselosung (50mM Tris/HCI pH 7,6, 0,1% SDS, 50mM NaCl, 100ug/mi Proteinase K)
geschwenkt. Danach wurden die Membranen 15 min in 2*SSC gewaschen und zur Hybridister-

ung wie bei 2.5.7.2. beschrieben eingesetzt.
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2.6. Proteinchemische Methoden

2.6.1. SDS-Polvacrylamid-Gelelektrophorese (Lammli et al. 1970)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer GroBe erfolgte in denaturierenden SDS-Polyacryl-
amidgelen. Die Konzentration an Acrylamid lag fiir die Untersuchungen der SecA-Proteine und
der Lipase bei 10%, bei den Untersuchungen des OmpA-Proteins bei 12,5%. Das Trenngel

wurde mit einem 6% Sammelgel tiberschichtet.

Trenngel: pro 30ml: 12,5/10ml Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8)
7,5ml 1,5M Tris/HCI pH 8,8
0,3ml 10% SDS
9,4ml 30% Glyzerin
0,3ml 10% APS
20u] TEMED

Sammelgel: pro 15mi: 2,5ml Acrylamid:Bisacrylamid
3,75ml 0,5M Tris/HCI pH 6,8
0,15ml 10% SDS
0,15ml 10% APS
8,45mli HpO
10ul TEMED

Die Eiekirophorese wurde bei 50mA in Laufpuffer (pro I: 30g Tris, 144g Glycin) mit 0,1%
SDS durchgefiihrt. Nach Beendigung des Laufes wurde das Gel 45 min in Coomassie-Blau
(pro I 1,75g Serva Blau R, 454ml Methanol, 92m! Eisessig) geschwenkt und der tiber-
schiissige Farbstoff mit Entfirber (30% Ethanol, 10% Eisessig) entfernt.

2,6.2. Herstellung von Gesamitzellexirakien

Gesamitzeilextrakte von E.coli (Lammli et al. 1970)

2ml einer Kultur wurden 10 min zentrifugiert (Eppendorf, 13000 upm, RT) und der Uberstand
griindlich entfernt. Die Zellen wurden in 250! Probenpuffer nach Lammli (pro 100ml: 12, 5mi
0,5M Tris/HCI pH 6,8, 20ml 10% SDS, 10ml Glyzerin, Sml B-Mercaptoethanol, ! Spatelspitze
Bromphenolblau) sorgfiltig resuspendiert. Der Aufschiuf3 der Zellen und die Denaturierung der
Proteine erfolgte durch 10 min Inkubation bei 95°C. Vor dem Aufiragen der Proben wurde der

Ansatz 10 min zentrifugiert (Eppendorf, 13000 upm).

Gesamizellextrakt von B.subilis (Kallio et al. 1986)

Sml Kultur wurden mit Iml 40% TCA fur 1 h auf Eis gefallt und der Niederschlag abzentri-
fugiert (Heraeus, 5000 upm, 20 min). Das Pellet wurde zweimal mit 80% Azcton gewaschen
und in 2ml AufschluBpuffer (20mM K-Phosphat pH 7,5, 15mM MgCly, 20% Saccharose,
ImM PMSF, Img/ml Lysozym) resuspendiert. Nach 20 min bei 37°C wurden die Zellen
abzentrifugiert und in 200ul 1% Triton X-100 resuspendiert. Darauf erfolgte die Zugabe von
200ul 2*Lammli-Puffer und die Denaturierung durch 10 min erhitzen bei 95°C.
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Kulturitberstinde (Bensadoun u. Weinstein 1976)

Die Zellen wurden durch Zentrifugieren (s.0.) vom Kulturiiberstand getrennt und die Proteine
des Kulturitberstandes in 7% TCA 1 h auf Eis gefsllt. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert,
das Pellet zweimal mit 80% Azeton gewaschen und in 200u! Lammli-Puffer resuspendiert. Die

Proteine wurden vor dem Auftragen 10 min bei 95°C denaturiert.

2.6.3. Nachweis von Proteinen mit spezifischen Antikérpern (Western-Blot)

Die zu untersuchenden Proteine wurden vor der Ubertragung auf Nitrocellulosemembranen im
denaturierenden SDS-Gel aufgetrennt (2.6.1.). Der Transfer im SemiDry-Blotting-Verfahren
wurde nach Anweisung des Herstellers mit der Apparatur von Pharmacia/LKB im diskonti-
nuierlichen Puffersystem durchgefithrt. Danach wurden die Filter zur Abdeckung unspezi-
fischer Bindungsstellen in Blot-Losung I (10mM Tris/HCL pH 7,5, 0,9% NaCl, 3% RSA) 1 h
bei 37°C geschwenkt. AnschlieBend wurden die Filter in Blot-Losung II (10mM Tris/HCl pH
7,5, 0,9% NaCl, 0,3% RSA) mit den priméren Antikorpern (1:1000) gegen das Zielprotein
{iberfithrt und noch einmal 1 h bei 37°C inkubiert. Versuche mit Antikdrpern gegen das L.coli
SecA-Protein wurden iiber Nacht bei 4°C gehalten. Die nicht gebundenen Antikérper wurden

durch zweimaliges Waschen mit Blot-Losung II entfernt. Der Nachweis der priméren
Antikorper (aus Kaninchen) erfolgte durch Bindung von Peroxidase-Antikérperkonjugaten
gegen Kaninchen IgG (sekundére Antikdrper). Dazu wurden die Membranen 1 h bei 37°C in
Rlot-Losung I mit den sekunddren Antikorpern (1:2000) inkubiert. Nun wurden die
Membranen erneut zweimal gewaschen (s.0.) und zur Farbentwickelung in Loésung I (40mM
Tris/HCl pH 7,5, 20% Ethanol, 600ug/ml Chioronaphthol, 0,15% HyO») gebracht. Nach 5-10
min wurde die Reaktion durch Waschen in TE gestoppt. (Towbin et al. 1979, Hawkes et al.
1982)

2.6.4. Pulse-chase-Fxperiment mit B subsilis (variiert nach van Dijl 1991)

Pulse-chase-Experimente dienen zur Untersuchung der Kinetik, mit der ein Vorlauferprotein in
die reife Form iberfithrt wird. Hierzu wurden alle Zellproteine mit 35S-Methionin markiert und
nach dem Zellaufschluf die Proteine von Interesse tiber Immunfillung isoliert. Die Darstellung
der Proteine erfolgte nach Aufirennung im SDS-Gel mittels Fluorografie.

Zur Markierung wurde B.subtilis aus einer UNK in $7-Medium, das mit S0pg/ml aller Amino-
sauren supplementiert war, in frischem Medium zu einer OD600 von 0,05 angeimpft und bis zu
einer QD600 von 0,7-0,9 in Erlenmeyerkolben mit Schikanen bet 130 upm inkubiert. Die Inku-
bationstemperatur wurde den experimentellen Anforderungen angepaft. Die Zellen wurden
dann zweimal in S7-Medium ohne Aminosduren gewaschen (Heraeus, 15 min, 5000 upm, RT)
und zu einer OD600 von 0,7 in S7-Medium mit allen Aminosauren auler Methionin resuspen-
diert. Nun wurden die Zellen je nach Versuchsbedingungen 45-90 min bei 130 upm weiter
inkubiert. Zur Induktion der Genexpression vom lac-Promotor wurde den Kulturen 10 min vor
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Markierung 0,5mM IPTG oder zur Hemmung mit Azid 5 min vor Markierung 1,5mM Na-Azid
zugesetzt. Die Markierung erfolgte mit 2,4ml Zellsuspension und 100pCi 33S-Methionin fiir |
min. Danach wurde 100ul Chase-Losung zugesetzt (25mg/mi Methionin, 1mg/ml Puromycin)
und zu verschiedenen Zeiten 550ul Probe genommen, die sofort zu 150ul eiskaliem TCA
(40%) gegeben wurden. Nach 30 min auf Eis wurde der Niederschlag abzentrifugiert
(Eppendorf, 13000 upm, 20 min, RT) und dreimal mit 80% Azeton gewaschen. Zum Auf-
schiufl der Zellen wurden das Pellet in Lysispuffer (10mM Tris/HCl pH 8, 25mM MgCly,
200mM NaCl, Smg/ml Lysozym) resuspendiert und 20 min bei 37°C inkubiert. Dann wurden
10ui 10% SDS zugegeben und die Zellen 10 min bei 95°C lysiert. Das Volumen des Ansatzes
wurde mit STD-Puffer (10mM Tris/HCI pH 8,2, 0,9% NaCl, 1% Triton X-100, 0,5% Na-
Desoxycholat) auf 1ml erhoht, unlosliche Bestandteile durch Zentrifugieren (Eppendorf, 15
min, 13000 upm, RT) entfernt und der Uberstand zur Immunfillung in ein neues Gefil
uberflihrt.

Die Fallung der Proteine erfoigte mit 10ul Antikérper fiir 1,5-2h bei 30°C. Zur Isolierung des
Protein-Antikorperkomplexes wurden nun 100ul Pansorbinzellen {10%, fixierte Staphyio-
coccus aureus Zellen mit exponiertem Protein A) zugegeben und 1-2 h bei 30°C leicht
geschwenkt. Die Pansorbinzellen wurden dann 3 min zentrifugiert und mit Waschlosung I
(50mM Tris/HCI pH 8, 1M NaCl, 1% Triton X-100), Waschlésung TI (50mM Tris/HCI pH
7,5, 0,5M LiCl, 0,1% SDS) und 50mM Tris/HCI pH 7,5 gewaschen. Nach der letzten
Zentrifugation wurde das Pellet in 60ul 2*Lammli-Puffer resuspendiert. Die Proben wurden 10
min bei 95°C erhitzt und in einem denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (2.6.1.).
Nach der Elekirophorese wurden die Proteine im Gel 30 min in 45% Isopropancl, 10%
Essigséure fixiert und zur spiteren Fluorografie mit Amplify (Amersham Buchler) unter
Schwenken 30 min impragniert. Das Gel wurde mit einer Vakuum-Trocknungsapparatur auf
Filterpapier getrocknet und cin Rontgenfilm (X-Ray, Fuij) ein bis mehrere Tage bei -70°C
exponiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Isolierung und Charakterisierung des sec4-homologen Gens aus Staphvlococcus
carnosus THI300

Fruhere Versuche zur Isolierung des secA-homologen Gens aus Staphylococcus carnosus

zeigten, daB3 die heterologe Komplementation von £.coli secA-Mutanten nicht zur Isolierung
des gesuchten Gens geeignet ist (Overhoff u. Freudl 1991). Demgegeniiber fithrte die DNA-
DNA-Hybridisierung mit einer E.coli secA-Sonde zur Klonierung des secA-Gens aus Bacillus
subtilis (Overhoff et al. 1991). Fur die Klonierung des sec4-homologen Gens aus S.carnosus
wurde daher in analoger Weise das B.subtilis secA-Gen als Sonde benutzt.

3.1.1. Nachweis eines sec4-homologen Bereiches in der chromosomalen DNA aus
S.carnosus und Klonierung eines hvbridisierenden DNA-Fragmentes aus S.carnosis
TRE30G

Zum Nachweis eines secA-homologen Bereiches im Chromosom von S.carnosus wurden die
chromosomale DNA des Stammes TM300, sowie zum Vergleich die chromosomale DNA aus
B.subtilis DB104 und B.licheniformis DSM13 im Agarosegel aufgetrennt und auf Nylonmem-
branen Gberiragen. Im folgenden Southern-Hybridisierungs-Experiment wurde ein 2231 Bp
DNA-Fragment des sec4-Gens aus B.subfilis als Sonde verwendet, das iiber die Restriktions-
schnittstellen Accl und PstI isoliert und mit Digoxygenin markiert wurde. Bei der Hybridiste-
rung wurden sowohl niedrige (20% Formamid, nicht dargestellt) als auch hohe (40% Form-
amid, Abb.2) Stringenzbedingungen eingestellt, wobei die erhaltenen Ergebnisse fir beide
Bedingungen identisch waren (Abb.2). Die GroBenbereiche, in denen die hybridisierenden

Banden auftraten, sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Restriktions- S.carnosus B.subtilis B.licheniformis
enzym TM300 DB104 DSM13
EcoRI 4 4kB, 1kB 5,1kB, 0,7kB, 0,5kB 1,8kB, 1,1kB
HindIil - - 1kB, 0,8kB, 0,5kB

Tab. 4: GréBe der mit einer DNA-Sonde des B.subiilis secA-Gens hvbridisierenden Banden von chro-
mosomaler DNA aus Gram-positiven Bakterien im Southern Blot. Obere Zeile: Herkunftsorga-
nismen der DNA.
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Abb. 2: Southern Hybridisierung von chromosomaler DNA und verschiedener Plasmide. Verwendete
Sonden: secA-Gen aus B.subtilis (1-8), sec4-Gen aus S.carnosus {9-13). Chromosomale DNA
aus B.subtilis DB104*EcoRI (1) und S.carnosus TM300*EcoRI (2), *HindI¥ (9), *PstI (10),
#Xbal (12), *8Sall (13) sowic B.licheniformis DSM13*HindIlI (5), *EcoRI (6). Kontroll-
plasmide mit Teilen des secAg . -Gens: pC15*EcoRI (4), pTA4*EcoRI (3). Kontrollvektor:

pHCT9 (8). Digoxygenin markierter DNA-Langenstandard A*Hindill (7,11).

Zur Klonierung des hybridisierenden Bereiches aus der chromosomalen DNA von S.carnosis
wurde nun eine Cosmidgenbank von TM300 (Overhoff u. Freudl 1991) tber DNA-DNA-
Hybridisierung nach Klonen durchsucht, die das hybridisierende Fragment enthalien Dazu
wurden die Klone der Cosmidbank nach einer in-vitro-Verpackung in Lambda-Phagenkodpfe in
E.coli IM109 transfektiert. 1000 cosmidhaltige Kione mit einer InsertgréBe von ca. 20 - 30 kB
(Overhoff u. Freudl 1991) wurden vereinzelt und in 20 Gruppen zu je 50 Klonen zusammen-
gefalt. Im Southern-Blot der EcoRI-verdauten Cosmid-DNA zeigten sich bei einem der Pools
Hybridisierungssignale bei 4,3 und 0,8 kB. Die Cosmid-DNAs der einzelnen Klone dieses
Pools wurden darauthin getrennt isoliert und im Southern-Blot analysiert. Das Cosmid pC15
{(Abb.3) zeigte spezifische Hybridisierungssignale mit der secA-Sonde (Abb.2: 4). Zur Sequen-
zierung des hybridisierenden Bereiches wurden das 4,3 kB (pTA4) und das 0,8 kB (pTAl)
EcoRI-Fragment in den Vektor pUC18 subkloniert. In der Sequenz des subklonierten
Bereiches lieflen sich zwel unvolistindige Leserahmen erkennen. Aus dem Vergleich mit dem
secA-Gen aus B.subtilis liel} sich erkennen, daf3 einer der Leserahmen fiir den N-terminalen
Teil eines SecA-homologen Proteins kodiert. Der zweite Leserahmen entsprach einem Teil des
Tetrazyclin-Resistenz-Gens des Vektors, der fiir dic Herstellung der Genbank verwendet

S IR,
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wurde. Daraus ergab sich die Lokalisation des sec4-Gens aus S.carnosus am Rand des Inserts
vont pC15, was darauf schlieBen lie, daB nur ein Teil des secA-Gens auf dem Plasmid
vorhanden war {Abb.3).

HindIH
Hpal
EcoRI EcoRI : iBstX1 FeoRI
pUCL8 sech orfl 6,7kB
FooRI
Hindli
i {Sau3A)
ii FcoRI
(Sau3A} E[ ! HindIil EcoRI Psil (Sau3A) PQES
| ) i
R [ E 16kB
pHCY9 secA orfl
tet
Avall
: {San3A)
i FEcoRI
HindIlI
Pstl Psil ! ¥eoR1 Psil
| l PR N N T l | pMAIQ
pHSGH76 sech orfl 12,1kB

Abb, 3: Schematische Darstellung der Plasmide pTA4, pC135 und pMA 10 mit verschiedenen Fragmen-
ten der chromosomalen DNA von S carnosus. tet. Tetrazyclin-Resistenz-Gen. Breite Balken:
Vektoren, diinne Balken: DNA aus S.carnosus, breite Pfeile: Lage der Gene orf! und secd

(s.u.)

Um eine geeignete Genbank zur Klonierung des gesamten secA-Gens aus S.carnosus herzu-
stellen, wurde die chromosomale DNA von S.carnosus TM300 mit verschiedenen Restriktions-
enzymen verdaut und mit einer DNA-Sonde des bereits klonierten Teils des S.carnosus secA-
Gens hybridisiert. Die DNA-Sonde bestand aus einem EcoRI/HindIII-Fragment des S.carnosus
secA-Gens, welches aus dem Plasmid pTA4 isoliert wurde. Zur Spaltung der chromosomalen
DNA wurden Restriktionsenzyme ausgewahlt, die in der bisher bekannten Sequenz des secA-
Gens keine Schnittstellen aufwiesen. Wurde die DNA mit Pstl verdaut, so konnte ein hybridi-
sierendes Fragment in der Grofle von 8,5 kB nachgewiesen werden (Abb.2: 10). Da die
Restriktionsanalyse von pC15 auf eine Pstl-Schuittstelle etwa 4 kB vor dem sec4-Gen hinwies,
solite sich das gesamte secA-Gen auf diesem 8,5 kB Fragment befinden. Daher wurde eine
partielle Genbank mit Pstl verdauter DNA im GréBenbereich von 6 - 10 kB angelegt. Hierfuir
wurde das Low-Copy-Plasmid pHSG576 verwendet, um toxische Effekte durch eine erhdhie
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Gendosis bei der Klonierung in einen High-Copy-Vektor zu vermeiden (Takeshita et al. 1987).
Die Genbank wurde in den E.coli Stamm JM109 transformiert und 400 Plasmid-tragende
Klone in einer Koloniehybridisierung mit der Sonde des secA-Genfragmentes aus S.carnosus
hybridisiert. Aus Klonen mit positivem Hybridisierungssignal wurde die Plasmid-DNA isoliert
und erneut hybridisiert. Der resultierende Klon pMAI10 (Abb.3) wies im Hybridisierungs-
experiment mit einer secA-DNA-Sonde aus B.subtilis ein identisches Bandenmuster wie die

chromosomale DNA von 5. carnosus auf,

3.1.2. Sequenzieruns des secA-Gens aus S.carnosus

Zur Sequenzierung des secA-Gens aus S.carnosus wurden verschiedene Fragmente des Inserts
von pMA10 m das pUCI18/19-Vektorsystem klomiert und mit den zugehérigen Standard-
primern sequenziert. Die Basensequenz der Bereiche, die mit dieser Methode nicht sequenziert
werden konnten, wurden mit geeigneten synthetischen Oligonukieotiden bestimmt. Es wurde
emn Bereich von 3727 Bp sequenziert, in dessen Basensequenz zwei offene Leserahmen zu
erkennen waren (Abb.4). Der erste Leserahmen reicht von Bp 56 bis 620, was einem Protein
von 188 Aminosduren entspricht. Der zweite Leserahmen kodiert fiir ein Protein von 844
Aminoséuren und erstreckt sich von Bp 1011 bis 3543, Vor dem ersten Leserahmen befindet
sich eine gute Ribosomenbindungsstelle bei Bp 42-47. Eine promotorihnliche Sequenz ist in
dem sequenzierten Bereich nicht zu erkennen, konnte sich jedoch weiter stromaufwirts
befinden (Abb.4). Im AnschluBl an den ersten Leserahmen befindet sich von Bp 636 bis 687 ein
Bereich mit einer moglichen Terminatorstruktur, Die Suche nach homologen Proteinen in der
Sequenzdatenbank zeigte, daf dieser erste Leserahmen zu 61,5% homolog zum orfl-Gen aus
B.subtilis ist. Wie in B.subtilis liegt in S.carnosus das orf{-Gen vor dem sec4-Gen. Im inter-
genen Bereich zwischen orf7 und secd, der sich iiber 391 Bp erstreckt, lassen sich fiir das
secA-Gen Konsensussequenzen moglicher Promotoren von Bp 784-813 (P1) bzw. 875-901
(P2} und eine Ribosomenbindungsstellen bei Bp 999-1004 erkennen (Abb.4). Die Computer-
analyse der sich an das secA-Gen anschlieBenden Sequenz zeigte, daf sich hier in einem Ab-
stand von 14 Bp eine Terminatorstruktur befindet, die einem rho-unabhingigen Terminator
dhnelt. Die bei Ausbildung des Terminators freiwerdende Energie wurde mit AGY =-132kJ/mol
berechnet.

Bei der Suche nach Aminosiuremustern, die spezifisch fiir Doménen mit bekannter Funktion
sind, wurden Bereiche mit Ahnlichkeiten zu ATP-Bindungsstellen entdeckt. Es handelt sich um
die Region 9OMRTGEGKT!03, die dem A-Motiv, sowie 195RPLHFAIIDEVDSIL209, die
dem B-Motiv von ATP-Bindungsistellen entsprechen (Walker et al. 1982). Vergleichbare Kon-
sensussequenzen sind auch in den SecA-Proteinen von E.coli und B.subrilis enthalten und
deuten auf eine konservierte Funktion dieser Bereiche auch in S.carnosus hin.
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3181 TCTATTCATGEANGATGEACAGACCATATCGATACAATGEATCAAT TACGTCAAGG T ATCCATT TACG T I CATACGETCAACARARCCOACTTCCOGACTATCARA
SIDGRWTDHIDTMDQLRQQIHLRSYGQQNPLRDYQ

3287 ATGRAGGECACCAACTATTTGATACAATGATGGICAATAT TEANGARGACETCAGCARATATAT CLTGAAAT CAR T TATCACAC TAGATGATGATATIGAACGTER
N E ¢ H % F D TMMV N I B E DV S KYILKS I I TV DODTUDTITZETZERD

3393 TRRRGCANANGAATATCARGEACAACATETATCAGCTGARGRIGARA N AGAA A A AGTAARACCGCAACCAGT TGTTARRGATANTCACATCCEAAGARATEATCCT
EaAa K EY Q G ¢ HV 8 A=%D G EKEUZ XKV EKZPGQ?PW YV EDNUHIGRHNTD®P

3499 TETCCATGCCECAGCEETARMAAGTATARARATTGCTGCGETAAATAGTAAGTICTAT TAGAACCAC TG T P ANATAGC T TTAAGAGAGATGC TCARTTGAAATTEE
C P £ G 5 6 KR K Y R ¥ cc G K - -

3605 GIPANCETICTAAGEECTEICAGCEETC P TTTTCAATCCARCH AR A TAT SR A ATGOTAAAATAATAGAGTAATCTGSAAA NTTARACTGEANTTGEACACA

371X TATCAARATGGRAATTAT

Abb. 4: Nukleotidsequenz des secA-Gens und des orf1-Gens aus S.carnosus, sowie die daraus abgelei-
teten Aminosduresequenzen der entsprechenden Proteine. P,Py: potentielle Promotoren des
secA-Gens; —— : -10- bzw. -35-Region der Promotoren; RBS : Ribosomenbindungsstelle:

* . ATP-Bindungsstelle A-Motiv; **: ATP-Bindungsstelle B-Motiv. Stopcodons sind durch
einen Strich () gekennzeichnet. Magliche Terminatoren sind unterstrichen ( )

3.1.3. Vergleich der Aminosiureseguenz des S.cariosus SecA-Proteins mit anderen
bekannten SecA-Proieinen

Durch Vergieich der Aminosauresequenzen homologer Proteine besteht die Maglichkeit, kon-
servierte und damit funktionell wichtige Bereiche zu identifizieren. Die Aminosiuresequenzen
von in der Sequenzdatenbank (EMBL-Sequenzdatenbank, Heidelberg) verfiigbaren SecA-
homologen Proteine wurden daher miteinander verglichen (Abb.5). Das SecA-Protein aus
S.carnosus wurde mit den SecA-Proteinen der prokaryontischen Organismen Escherichia coli
(Schmidt et al. 1988), Bacillus subtilis (Sadaie et al. 1991), Caulobacter crescentus (Kang u.
Shapiro 1994} und Syrechococcus PCCT7942 (Nakai et al. 1994), sowic mit den SecA-
Homologen aus den Plastiden der Algen Antithamnion spec. (Valentin 1993) und Paviova
lutherii (Scaramuzzi et al. 1992) verglichen. Neben dem A- und dem B-Motiv der ATP-
Bindungsstelle, die bei allen Proteinen vorhanden ist, zeigen sich vor allem im N-Terminus bis
Aminosdure 330 (S.carnosus SecA} der Proteine Bereiche konservierter Aminoséuren (Abb.5).
Der Anteil an identischen Aminosduren liegt hier bei 30,8%, wihrend im C-terminalen Rereich
aur 9% der Aminos#uren konserviert sind. Fir verschiedene Gruppen der SecA-Proteine lassen
sich jedoch auch im C-Terminus konservierte Bereiche erkennen, die sie von den tbrigen
SecA-Proteinen unterscheiden (Abb.5, umrahmte Felder). In dieser Hinsicht filli eine Liicke im
Alignment der Proteine ab Aminosiure 506 (S.carnosus SecA) auf, die zwischen zwel gut
konservierten Bereichen liegt und den Ubergang vom N- zum C-terminalen Teil der Proteine
markiert.

Die SecA-Proteine wurden weiterhin mit Hilfe des PALIGN-Programms {Myers u. Miller
1988) jeweils einzeln miteinander verglichen und der Anteil an identischen und #hnlichen
Aminosduren bestimmt. Die Prozentzahl der Summe aus identischen und #hnlichen Amino-
sauren entspricht dem Homologiegrad zwischen zwei untersuchten Proteinen und ist ein Maf

fur ihre evolutiondre Verwandtschaft (Tab.3).
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Sc Bs Ec Cc Sy At 31
Sc 729 618 595 493 45,1 47
Bs 59.8 652 626 305 474 483
Fe 466 326 66.1 36 454 443
Ce 44 47,6 52,4 42,7 45,6 43,8
Sy 33,5 358 235 303 66,3 62
At 313 33,2 317 3122 305 60,1
Pl 314 338 318 293 47.5 47

Tab. 5: Vergleich der Homologie zwischen den SecA-Proteinen. Uber der Diagonalen ist der Prozent-

-

2

3

saiz an identischen und dhnlichen Aminosduren, unter der Diagonalen der Prozentsatz der iden-
tischen Aminosiuren angegeben. Sc: S.carnosus, Bs: B.subtilis, Ec: E.coli, Cc: C.crescentus,
Sy: Svrechococcus PCCT942, At Antithamnion spec., Pl P.lutherii.

Der Verwandtschafisgrad, der sich aus diesem Vergleich ergibt, spiegelt die bekannten phylo-

genetischen Beziehungen der Organismen untereinander wieder. Je ndher sich die Organismen

im Stammbaum stehen, um so héher ist auch der Homologiegrad der SecA-Proteine. So be-

sitzen die SecA-Proteine aus den nahe verwandten Gram-positiven Bakterien S.carnosus und

B.subtilis 59,8% identische Aminosauren, wohingegen die SecA-Proteine aus S.carnosus und

den Plastiden von drntithamnion nur 31,3% Aminosiuren gemeinsam haben.

Es stellte sich nun die Frage, ob die SecA-Proteine zwischen verschiedenen Organismen aus-

tauschbar sind und in einem heterologen System ihre Funktion ausiiben kénnen. Zur Klarung

dieser Fragestellung wurden die SecA-Proteine aus S.carnosus, B.subtilis und E.coli auf ihre

Funktionalitdt in E.cofi und B.subtilis secA-Mutanten untersucht.

Abb 5: Vergleich der Aminosauresequenzen von SecA-Proteinen aus verschiedenen Organismen. Se:
Staphylococcus carnosus, Bs: Bacilius subtilis, Ec. Escherichia coli, Ce: Caulobacter
crescentus, Sy: Synechococcus PCCT942, At: Antithamnion spec., P1: Paviova lutherii. 1 :

Aminosduren mit dhnlichen Eigenschaften (I-L-M, A-5-T, N-Q,

D-E, R-K, F-Y-W). Die Umrandungen kennzeichnen verschiedene Bereiche, die nur bei

identische Amunosiuren. .

einigen der SecA-Proteinen konserviert sind. Der Vergleich wurde mit dem Computer-
programm CLUSTAL durchgefishrt (Higgins u. Sharp 1988).
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3.1.4, Funktionelle Charakterisierung der SecA-Proteine aus 8. cariosus, B.subiilis und
F.eoli in E.cofi

3.1.4.1. Expression der SecA-Proteine in F.cofi

Zur Untersuchung der physiologischen Eigenschaften der SecA-Proteine in F.coli wurde das
secA-Gen aus S.carnosus in den E.coli Expressionsvektor pTre99a kloniert. Die Expression
des secA-Gens im resultierenden Plasmid pMAI12[pTrc9%a::secAg ¢ ] (Abb.6) liegt hierbei,
vergleichbar den pUC18/19-Vektoren, unter Kontrolle des Laktose-Promotor/Operator-
Systems und ist durch IPTG induzierbar (Yanisch-Perron et al. 1985). Entsprechende
Plasmide, die das secA-Gen aus E.cofli oder B.subtilis tragen, lagen mit den Plasmiden
pMKLI18[{pUC18::secAR ¢ ] bzw. pMKLA40[pTrc9%a::secAR 5 ] (Klose et al. 1993) bereits vor
und wurden wie auch pMA12 in den E.coli Stamm MC4100 transformiert.

Pstl

“Pstl

pTre99a%kSmal
*Patl

L DL

Xbal
Abb. 6: Schema der Konstruktion von pMAT2. cat: Chloramphenicol-Acetyl-Transferase-Gen; bla: B-
Laktamase-Gen; lacl: lacl-Repressor-Gen; Py, : lac-Promotor; Pyy,: synthetischer IPTG-indu-
- -zierbarer Promotor. Ein 4 kB Hpal/Psti-Fragment aus pMAlO wurde in den mit Smal und PstI
- 'verdauten Vektor higiert. .
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Die Synthese der SecA-Proteine wurde 2 h nach Induktion mit ImM IPTG in den Gesamtzell-
extrakten aus Zellfraktionen der jeweiligen Kulturen untersucht. Nach Aufirennung in einem
denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel wurden die Proteine im Western-Blot gleichzeitig
sowohl mit Antikorpern gegen das SecA-Protein aus E.celi sowie mit Antikérpern gegen das
SecA-Protein aus B.subiilis geblottet (Abb.7).

Abb, 7: Expression der SecA-Proteine aus F.coli, S.carnosus und B.subfilis in E.coli MC4100.
Western-Blot mit Antikorpern gegen das SecA aus E.coli und aus B.subtilis. Gesamtzell-
extrakte von MC4100 mit pTrc99a (Vektor, 1,2), pMKLI18 (secd Eeo 3.4), pMAL2 (secdg .
5,6) und pMKL40 (secA g ¢ , 7.8) kultiviert mit 0,5% Glukose (1,3,5,7) oder 1mM IPTG (2.4,
6,8). Kreis: E.coli SecA-Protein. Pfeil: B.subfilis SecA und S.carnosus SecA-Protein. Entspre-
chend der OD600 der Ausgangskuituren wurden die Proteinmengen gleicher Zellzahlen aufge-
{ragen.

Unabhéngig von den Anzuchtbedingungen zeigte MC4100 mit dem Vektor allein (Abb.7: 1, 2)
eine Proteinbande bei 100 kDa (Kreis). Diese entspricht dem F.coli SecA-Protein, welches
ausgehend von der chromosomalen Kopie des secd-Gens synthetisiert wird. Banden
vergleichbarer Stdrke fanden sich auch bei den Stdmmen, die zusiizlich eine plasmidkodierte
Kopie des S.carnosus (Abb.7: 5, 6) oder B.subtilis secA-Gens (Abb.7: 7, 8) trugen. Dagegen
lieB sich in Gegenwart des Plasmids pMKL18 eine erhohte Menge an £.coli SecA-Protein auch
schon unter nicht induzierten Bedingungen nachweisen {Abb.7: 3), wihrend die Induktion mit
IPTG zu einer starken Uberexpression des E.coli SecA-Proteins fiihrte. In den Spuren 5-8
zeigte sich zusétzlich zum F.coli SecA eine Bande bei ca. 90 kDa (Pfeil), die dem S.carnosus
SecA-Protein (Abb.7: 5, 6) bzw. dem B.subiilis SecA-Protein (Abb.7: 7, 8) entspricht. Auch
hier konnte durch Induktion eine vielfach erhéhte Synthese des plasmidkodierten Proteins
erreicht werden. Die bei niedrigeren Molekulargewichten zu beobachtenden schwachen
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Banden stellen wahrscheinlich SecA-spezifische Abbauprodukte dar, die bei Uberexpression
der Gram-positiven SecA-Proteine (Abb.7: 6, 8) aufiraten. Bei reduzierter Synthese der
Proteine (Abb.7: 3, 5, 7) war dieser Abbau nicht nachzuweisen. Im Western-Blot mit
Antikdrpern gegen das L. coli SecA-Protein zeigte das . carnosus SecA vergleichbar schwache
Kreuzreaktivitit wie das B.subtilis SecA-Protein (Daten nicht gezeigt). Die dargestellten
Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit den Daten von M. Klose et al. (1993), die die
Expression des F.coli SecA bzw. des B.subtilis SecA-Proteins in £.coli IM109 beschrieben.

3.1.4.2. Heterologe Komplementation temperatursensitiver F coli secA-Mutanten

Fir das B.subtilis SecA-Protein wurde gezeigt, dafl durch eine moderate Expression dieses
Proteins der Wachstumsdefekt von temperatursensitiven £.coli sec4-Mutanten komplementiert
werden kann (Overhoff et al. 1991, Klose et al. 1993). Hieraus wurde gefolgert, daf3 das
B.subtilis SecA-Protein, wenn auch nur eingeschrankt, in E.coli funktionell ist. Wie aus den
Homologievergleichen (5. 3.1.3) hervorgeht, ist die Ahnlichkeit zwischen dem B.subtilis SecA
und dem F.coli SecA deutlich héher als zwischen S.carnosus und F.coli. Es stelite sich deshalb
die Frage, ob die groBeren Unterschiede in der Aminosduresequenz des S.carnosus SecA zum
FE.coli SecA-Protein auch zu einer Beeintrachtigung der Funktionalitdt des S carnosus SecA-
Protein in E.coli fihren oder ob trotz dieser Unterschiede die fiir die Funktion in Z.coli
wichtigen Domanen erhalten geblieben sind. Dazu wurden die E.coli Stimme BA13[secA@mb,
subFTS] (Cabelli et al. 1988) und I\/‘il\i66[genXamb, supF?S] (Schmidt et al. 1988) mit den oben
beschriebenen Plasmiden transformiert und die transformierten Stimme aus UNK auf
Vollmedium mit 0,5% Glukose oder 1mM IPTG bei der nicht permissiven Temperatur (42°C)

ausgestrichen. Das Wachstumsverhalien mit Glukose ist in Tabelle 6 zusammengefalt.

Komplementation des

Wachstumsdefektes
Stamm
secA-Allel Plasmid MM66 BAL3
pUC19/pTrcd9a - -
E.coli pMKI.18 + +
B.subfilis PMEKL40 () )
S.carnosus pMAI2 - -

Tab. 6: Komplementation der £ coli secA-Mutanten MM66 und BA13 durch pUC19/pTrc9%a
{Vektor), pMKL18(secA g . ). pMKLA0(secA g ¢ ) und pMAI2(secAg . ) in Anwesenheit von
0,5% Glukose. + Wachstum; - : kein Wachstum; (+) : eingeschrinktes Wachstum.




Ergebnisse 43

Die Vektoren allein ermoglichten kein Wachstum der Mutanten bei der nichi-permissiven Tem-
peratur, wihrend pMKL18 sowohl bei Reprimierung wie auch bei Induktion der Expression
des F.coli SecA-Proteins in der Lage war, den Wachstumsdefekt der Mutanten bei 42°C zu
komplementieren. Demgegentiber ermoglichte das SecA aus B.subtilis nur auf reduziertem
Syntheseniveau {0,5% Glukose) ein Wachstum der Mutante bei 42°C. Die Kolonien waren
hierbei deutlich kleiner als mit pMKIL 18, Das SecA-Protein aus S.carnosus konnte unter keiner
der getesteten Bedingungen den Wachstumsdefekt der Mutanten komplementieren. Auch die
Variation der Induktionsbedingungen durch verschiedene Konzentrationen an Induktor oder
Glukose fithrte nicht zur Komplementation der Mutanten.

Diesc Beobachtungen zeigen, dall das S.carnosus SecA, anders als das SecA aus B.subitilis,
unter vergleichbaren Bedingungen nicht in der Lage ist, das homologe SecA in E.coli zu
ersetzen. Um nun zu untersuchen, ob das SecA-Protein aus S.carrosus in einem niher
verwandien Organismus funktionell ist, wurde das S.carrosus secA-Gen in einer B.subtilis
secA-Mutante exprimiert und die Komplementation des Wachstums- und Proteinexportdefek-

tes der Mutante durch das S carrnosis SecA-Protein untersucht.

3.1.5. Charakterisierung des S.carnosus SecA-Proteins in B.subiilis

3.1.5.1. Expression verschiedener secA-Gene in B subiilis
Zur funktionellen Untersuchung der SecA-Proteine in B.subtilis wurden die secA-Gene aus

S.carnosus, I..coli und B.subtilis in den Expressions-Shuttle-Vektor pWH1520 kloniert. Dieser
Vektor rephziert in £.coli und B.subiilis mit hoher Kopienzahl und erméglicht die regulierbare
Expression von Genen in B.subfilis mittels des durch Xylose induzierbaren xy/4-Promotors
{Rygus u. Hillen 1991). Zur Klonierung des E.coli secA-Gens wurde ein 2,8 kB Xbal/Ndel-
Fragment aus pMKL 18 isoliert und in den mit Spel und Smal geschnittenen Vektor zum
Plasmid pWEI10 ligiert (Abb.8). PWAI1{pWHI1520::secAg . ] wurde Uber die Ligation eines
2,7 kB BstX1/Sphi-Fragmentes aus pMAI12 in den mit Spel und Sphl geschnittenen Vektor
konstruiert. PWMKL1[pWHI1520::sec4R ¢ ] triigt zwischen der Spel und Asp718-Schnittstelle
des Vektors ein PCR-Fragment des B.subiilis secA-Geng von pMKLA0 (Klose et al. 1993),
welches mit den Oligonukleotiden OMKL23.1 und OMKL24 (2.5.4.) erhalten wurde. Die
Enden des PCR-Fragmentes wurden mit Xbal und Asp718 geschnitten. In allen Fillen wurden
die Klonierungsstellen durch Sequenzierung tiberprift.
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Abb. 8: Schematischer Aufbau der zur Expression der SecA-Proteine in B.subiilis benutzten Vektoren,
xviA: Kvloseisomerase-Gen; xyIR: Xylose-Repressor-Gen; tet: Tetrazyclinresistenz-Gen;
PyyiA: xylA-Promotor

Nach der Transformation der Plasmide in den B.subtilis Wildtyp-Stamm NIG1121 und in die
temperatursensitive secd-Mutante NIG1152[div34/%] wurden Kulturen der transformierten
Stdmme 2 h mit 0,4% Xylose induziert und von der Zellfraktion Gesamtzellextrakte hergestellt.
Analog dem Vorgehen bei Icoli wurden nach Elektrophorese im SDS-Polyacrylamidgel
Western-Blot-Experimente mit Antikérpern gegen das SecA-Protein aus B.subfilis und aus
E.coli durchgefiihrt. Die Ergebnisse waren fur den Wildtyp und die Mutante identisch und sind
in Abb.9 fiir den Wildtyp dargestellt. '
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Abb. 9: Expression der SecA-Proteme aus E.coli, S.carnosus und B.subtilis in B.sublilis. Proben aus
Kulturen mit Glukose (1,3,5.7) oder Xylose (2,4,6,8) von B.subfilis NIG1121¥ b mit
pWH1520 (Vektor, 1,2), pWEL0 (secdy; o, 3,4), pWAI1 (secAg . , 5,6) und pWMKL1
{(secAdp ¢ ,7,8). Kreis: £.coli SecA-Protein; Pfeil: Gram-positives SecA-Protein. Entsprechend
der OD600 der Ausgangskulturen wurden Proteinmengen gieicher Zellzahlen aufgetragen.
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Die Expression der plasmidkodierten SecA-Proteine war in allen Fallen von der Induktion mit
Xylose abhéngig (Abb.9: 4, 6, 8). Ohne Induktion (Abb.9: 3, 5, 7) war im Vergleich mit dem
Vektor (Abb.9: 1, 2) keine Synthese der SecA-Proteine iber das chromosomal-kodierte
Niveau hinaus zu erkennen. Dabei war auffallend, daB das F.coli SecA-Protein nicht in dem
Maf wie die Gram-positiven SecA-Proteine synthetisiert wurde. Da keine Abbauprodukte des
Proteins festzustellen waren, war die verringerte Expressionsrate wahrscheinlich durch die mit
TGAGAT schlecht konservierten Ribosomenbindungsstelle vor dem E.coli secA-Gen und
damit durch eine niedrige Translationsrate bedingt. Trotzdem lag die Expressionsrate bei
Induktion bei pWE1O(secAE o) und noch in starkerem Mafie bei pWAI11(secAg ) und
pWMKL1(secAdp g ) tiber dem Niveau des chromosomal-kodierten B.subtilis SecA-Proteins.
Im weiteren wurde das Wachstumsverhalien der temperatursensitiven B.subtilis secA-Mutante
NIG1152[div341%5] in Anwesenheit der verschiedenen SecA-Proteine untersucht.

3.1.5.2. Kemplementation des Wachstumsdefektes der B subtilis sec4-Mutante NIG1152
Zum Test auf Wachstumskomplementation wurden gleiche Zellzahlen der transformierten

Stamme auf LB-Agarplatten mit 0,4% Glukose oder Xylose ausplattiert und bei 30°C sowie
42°C inkubiert. Die Ergebnisse sind in Tab.7 zusammengefalt.

NIG1152
30°C 42°C
secq-Allel Plasmid G X G X
- pWHI520 + + - -
B.subtilis PWMKLI + + + +
E.coli pWEI1LD + + - -
S.carnosus pWAITI + + + +

Tab. 7: Wachstum von B subtilis NIG1152[div341%] mit pWHI1520 (Vektor), pWMKL1(secA Bs b
pWEO(secAy . } und pWALl(secAg . } bei 30°C und 42°C nach 24 h Inkubation. + :
Wachstum; - : kein Wachstum; G- 0,4% Glukose; X: 0,4% Xylose.

Im Gegensatz zum Komplementationsverhalten in FE.coli secA-Mutanten ermoglichte das
SecA-Protein aus S.carnosus sowohl unter induzierten wie auch unter nicht induzierten
Bedingungen ein Wachstum der B.subfilis Mutante bei 42°C. Dabei war im Wachstum kein
Unterschied zum B.subtilis SecA-Protein festzustellen. Dies deutete daraufhin, daB das
S.carnosus SecA in B.subiilis in gleichem MaB wie das homologe SecA-Protein die Funktion
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im Exportapparat ausiiben kann. Demgegeniiber konnte das SecA-Protein aus f.coli den
Wachstumsdefekt nicht komplementieren. Es scheinen daher zwischen dem SecA-Protein aus
E.coli und B.subitilis Unterschiede zu existieren, die den funktionellen Austausch der Faktoren
in B.subtilis verhindern.

Um die Funktionalitit des SecA-Proteins aus S.carnosus in B.subtilis genauer zu untersuchen
und um sicherzustellen, dafl es sich bei der beobachteten Wachsturaskomplementation um die
Komplementation des SecA-spezifischen Defekies im Proteinexport handelte, wurde im
folgenden die Prozessierungskinetik von Exportproteinen in der temperatursensitiven secA-
Mutante NIG1152[secA(div34115)] unter verschiedenen Bedingungen untersucht.

3.1.5.3. Export des Sufleren Membranprofeins OmpA aus F.coli in B.subilis NIG1152

Wie von Meens et al. {(1993) gezeigt, wird das authentische pOmpA-Protein aus E.coli in
B.subtilis Wildtyp mit einer zu F.coli vergleichbaren Kinetik iiber die Cytoplasmamembran
transportiert. Um den Proteinexport in NIG1152(sec4!S) zu untersuchen, wurde das Plasmid
pIM20[pEF1:.0ompA} (Meens et al. 1993), welches das Gen fiir das mit IPTG induzierbare
pOmpA-Protein trigt, in NIG1152 Stamme transformiert, die zusétzlich die Plasmide zur
Expression der SecA-Proteine aus B.subtfilis bzw. S.carnosus oder den Vektor allein
enthielten. Mit den resultierenden Stimmen wurden Pulse-Chase-Experimente durchgefiihrt.
Dazu wurden die Stimme bei 30°C bis zur frihen exponentiellen Phase angezogen und
anschlieffend weitere 90 Minuten bei 30°C bzw. 42°C inkubiert. 10 Minuten vor der
Markierung mit 335-Met wurde die Synthese des pOmpA-Proteins induziert. Nach Zugabe
von nichtradioaktivem Methionin wurden zu verschiedenen Zeiten Chase-Proben entnommen,
das OmpA-Protein mit Antikdrpern gefillt und nach Aufirennung im denaturierenden SDS-
Polyacrylamidgel durch Fluorografie sichtbar gemacht. Die Exportkinetik des pOmpA-Proteins
in den verschiedenen Stammen bei 30°C und 42°C ist in Abb.10 dargesiellt.
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Abb. 10: Prozessierungskinetik von pOmpA in B.subiilis NIG1152[div341%5| mit den Plasmiden
pWHI520 (Vektor, 1-4, 13-16), pWMKL1 (secdp 5 , 5-8, 17-20) und pWA11 (secdq .,
9-12, 21-24) be1 30°C (1-12) und 42°C (13-24). Chasezeiten: 30 sek (1,5,9,13,17,21), 2 min
(2,6,10,14,18,22), 5 min (3,7,11,15,19,23) und 10 min (4,8,12,16, 20,24). Kreis: pOmpA;
Peil: mOmpA.

Im temperatursensitiven B.subtilis Stamm NIG1152{div341% pWMKI.1(secAg ¢ )1, der zusitz-
lich zum chromosomal-kodierten SecA(div341)-Protein das plasmidkodierte B.subtilis Wildtyp
SecA-Protein ausprigte, war bei 30°C eine Prozessierungskinetik vergleichbar der des
B.subtilis Wildtyp-Stammes zu beobachten (Abb.10: 5-8, vgl. Meens et al. 1993). Das Fehlen
des Wildtyp SecA-Proteins in NIG1152[div341% pWH1520(Vektor)] fithrte dagegen zu einer
deutlich verschlechterten Prozessierungsrate (Abb.10: 1-4). Die Mutation im chromosomalen
secA(div3415)-Gen hatte somit einen Defekt im Export des OmpA-Proteins zur Folge, der
durch zusétzlich eingebrachtes Wildtyp SecA-Protein kompensiert werden konnte. Wie die
Prozessierungskinetik von NIG1152[div347/5,pWA11(secAg )] bei 30°C zeigte, war das
S.carnosus SecA-Protein nicht in der Lage, diesen Exportdefekt zu beheben, da auch hier die
Prozessierung von pOmpA mit der gleichen Geschwindigkeit wie bei NIG1152 mit dem
Vektor allein erfolgte (Abb.10: 9-12).

Die Inkubation bei nichtpermissiver Temperatur (42°C) fiihrte bei dem nicht komplemen-
tierten Stamm NIG1152[div34/%,pWH1520] zu einer vollkommenen Blockierung der Prozes-
sierung von pOmpA (Abb.10: 13-16). Dieser Exportdefekt wurde durch das Wildtyp SecA-
Protein bei NIG1152[div341%5 pWMKL1] wieder aufgehcben, wobel hier eine schnellere
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Kinetik als bei 30°C zu erkennen war (Abb.10: 17-20). Demgegeniiber war das S.carnosus
SecA in NIG1152[div341%S pWAT1] auch bei 42°C nicht in der Lage, die Prozessierung von
pOmpA zu verbessern (Abb.10: 21-24). Wie mit dem Vektor allein zeigte die Mutante mit dem
S.carnosus SecA-Protein selbst nach 10 Minuten keine prozessierte Form des OmpA-Proteins.
Diese Daten deuten darauf hin, daB der Proteinexport auch ber Anwesenheit des S.carrosus
SecA blockiert und dafl somit das S.carnosis SecA-Protein in B.subtilis nicht funktionell war.
Wie der Wachstumsdefekt der nicht komplementierten Mutante bet 42°C jedoch zeigte, flihrt
ein derartiger Proteinexportdefekt zum Absterben der Zellen. Da die Untersuchungen zur
Wachstumskomplementation hingegen gezeigt haben, dafl der Wachstumsdefekt der Mutante
durch pWAll({secAdg ) komplementiert wurde, war der beobachtete Block in der
Prozessierung des pOmpA sehr wahrscheinlich auf eine spezifische Diskriminierung des
OmpA-Vorldufers durch das S.carnosus SecA zuriickzufiihren. Um dies zu tiberpritfen wurde
die Prozessierungskinetik der PréproLipase aus S.yicus, einem typischen Gram-positiven
Exportprotein, in B.swbiilis NIG1152{div341%] untersucht. Wie von Gotz et al. (1985) be-
schrieben, wird die Lipase als Vorlauferprotein mit einer Signalsequenz und einer Prosequenz
synthetisiert. Wahrend der Translokation des Proteins tiber die Zellmembran wird die Signal-
sequenz abgespalten. Das Propeptid wird dann bei der endgtiltigen Reifung des Proteins exira-
zelluldr abgetrennt (Wenzig et al. 1990).

3.1.5.4, Fxport der Linase aus S.hyicus in NIGI1SZ
Zur Expression der S.hyicus Lipase wurde der B.subfilis Stamm NIG1152[div3415] mit
pWH1520(Vektor), pWMKL {sec4 g ¢ ) oder pWAIl(secAg - ) zusitzlich mit dem Plasmid

rfolgt konstitutiv ausgehend

&

pLipPS1 (Popp 1986) transformiert. Die Synthese der Lipase
vom authentischen Lipasepromotor. Analog den Untersuchungen zum OmpA-Protein wurden
Pulse-Chase-Experimente durchgefithrt (Abb.11).

Die Prozessierung der S.jyicus praproLipase bei 30°C zeigte dhnlich wie beim Export des
pOmpA-Proteins eine schnellere Kinetik beim Stamm mit dem zusétzlichen B.swbiilis Wildtyp
SecA-Protein (Abb.11: 5-8) als mit dem S.carnosus SecA (Abb.11: 9-12) oder dem Vektor
allein (Abb.11; 1-4). Demgegeniiber konnte anders als beim Export des OmpA-Proteins das
S.carnosus SecA-Protein bei 42°C den SecA-spezifischen Proteinexportdefekt kom-
plementieren (Abb.11: 21-24). Der Defekt in der Translokation wurde bei B.subiilis
NIG1152[div34/%5] mit dem Vektor allein als Block in der Prozessierung der priproLipase
angezeigt (Abb.11: 13-16). Die Effizienz der Prozessierung bei der Komplementation durch
das B.subtilis SecA ist jedoch hoher als beim S.carnosus SecA (vgl. Abb.11: 17 und 21). Unter
allen Bedingungen, bei denen der Export der Lipase erfolgte, erkannte man, dall zu spateren
Chasezeiten die Menge an prozessierter proLipase abnahm. Der Grund hierfur lag in der Uber-
fuhrung der prozessierten proLipase in die reife Lipase. Proportional zur Abnahme der 86 kDa
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grofien proLipase akkummulierte in gleichem Maf die 47 kDa groBe reife Lipase (Daten nicht
gezeigt).

r

Abb. 11: Prozessierungskinetik der praproLipase aus Shyicus in B.subtilis NYG1152[div3415) mit
pWHI520 (Vektor, 1-4, 13-16), pWMKLI (secdp ¢, 5-8, 17-20) und pWA11 {secAg ., 9-
12, 21-24) bei 30°C (1-12) und 42°C (13-24). Chasezeiten: 30 sek (1,5,9,13,17,21), 2 min
(2,6,10,14,18,22} 5 min (3,7,11,15,19,23) und 10 min {4,8,12,16,20,24}. Stern: prapro-
Lipase; Kasten: proLipase.

~

Diese Ergebnisse zeigen, dal das SecA-Protein aus S.carnosus sowohl den Wachstumsdefekt
als auch den Proteinexportdefekt von B.subiilis secA-Mutanten komplementiert. Daraus kann
geschlossen werden, daf3 anders als in £.coli das S.carnosus SecA-Protein in B.subtilis funk-
tionell ist und daB es das homologe B.subtilis SecA-Protein ersetzen kann, Jedoch fithrte das
S.carnosus SecA-Protein nicht zu einer vergleichbar schnellen Prozessierung des Vorldufers
der préaproLipase wie das B.subiilis Wildtyp SecA-Protein und zeigte beim Export des
pOmpA-Proteins keine Komplementation des Exportdefekies. Beziiglich der Funktionalitit des

S.carnosus SecA-Proteins in 5.subtilis scheint es daher gewisse Einschrankungen zu geben.

bl
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3.2, Isolierung und Charakterisierung einer azidresistenten Mutante ven 8. subfilis

Fir die Translokation von Proteinen iiber die Cytoplasmamembran von E.coli ist die Hydrolyse
von ATP durch das SecA-Protein notwendig (Lill et al. 1989). Die Hemmung dieser ATP-ase-
Aktivitat des SecA-Proteins durch Azid fithrt zu einer Blockierung des Proteinexportes und damit
zum Absterben der Zellen (Oliver et al. 1990, Fortin et al. 1990), Untersuchungen an
azidresistenten Mutanten von F.coli zeigten, da3 das SecA-Protein der Hauptangriffspunkt fiir die
Wachstumshemmung durch Azid ist. Wie in /. coli besitzt auch das SecA-Protein aus B.subtilis
cine ATP-ase-Aktivitdt (van der Wolk et al. 1993), und sowohl das Zellwachstum wie auch der
Proteinexport sind bei B.subfilis durch Azid hemmbar (Meens et al. 1993).

Es sollte nun geklart werden, ob das SecA-Protein i B.subfilis analog zur Situation in F.coli der
Hauptangriffspunkt fur die inhibitorische Wirkung von Azid ist und ob Mutationen im secA-Gen
das Wachstum und den Proteinexport in Anwesenheit von Azid erméglichen kénnen. Die letale
Wirkung von Azid kénnte dann auch in B.subiilis aul eine Hemmung des Proteinexportes
zuriickgefithrt werden. Aus diesen Untersuchungen ergeben sich dariiber hinaus weitere Hinweise
darauf, ob das SecA-Protein in B.subfilis dhnlich wie bel F.coli eine zentrale Stellung im
Proteinexport einnimmt.

Um diese Fragen zu kldren, wurde eine azidresistente Mutante von B.subtilis isoliert, die fur die
Resistenz gegeniiber Azid verantwortliche Mutation bestimmt und die Eigenschafien des ver-

snderten Proteins untersucht.

3.2.1. Isolierune der azidresistenten B.subiifis Mutante MIK10 aussehend vom B.subiilis
Wildtvn NIG1121

3.2.1.1. Bestimmung der minimalen letalen Azidkonzentration fiir 8 subriiis

Die Isolierung der azidresistenten RB.subrilis Mutante erfolgte uber dic Selektion von

spontanresistenten Klonen auf azidhaltigen Agarplatten. Wenn das SecA-Protein wie in E.coli
auch in B.subtilis die hochste Empfindlichkeit gegeniiber Azid aufweist, diirfen bei der Selektion
von azidresistenten sec4-Mutanten nicht zu hohe Azidkonzentrationen eingestellt werden. Durch
Zzu hohe Konzenirationen an Azid kdnnen Mutationen in den Genen anderer ATP-asen, diec hdhere
Azidkonzentrationen als das SecA-Protein tolerieren, induziert werden. Um den Druck auf
Mutationen gezielt auf das Gen der azidempfindlichsten ATP-ase zu lenken, wurde zuerst die
minimale letale Konzentration an Azid fur B.subtilis bestimmt. Es wurden je 107 Zellen des
B.subtilis Wildtyp Stammes NIG1121 auf Agarplatten mit steigenden Konzentrationen an Azid
ausplattiert und bei 37°C inkubiert (Tab.8).
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Azidkonzentration / mM 0 0.2 0,5 1 1.3 2

Wachstum + + 63 - - -

Tab. 8: Wachstum von B.subsilis Wildtyp NIG1121 nach 24 h Inkubation bei 37°C in Gegenwart von
verschiedenen Konzentrationen an Azid. -++ : groBe Kolonien; + : kieine Kolonien; (+) : schr
kleine Kolonien; - : kein Wachstum.

Bis 0,5mM war mit steigender Konzentration an Azid eine zunehmende Hemmung des Wachs-
tums erkennbar. Bei 0,5mM war noch andeutungsweise Koloniebildung zu beobachten, wihrend
ab 1mM nur wenige spontanresistente Klone wuchsen. Die Hiufigkeit des Aufiretens der
spontanresistenten Klone war bei 1mM Azid mit 10-3 deutlich hoher als bei 2 und 3mM Azid {ca.
10-7). Dies deutet auf die Entstehung von unterschiedlichen Mutationen in einem oder mehreren

Genen hin, die zu verschieden hoher Azidresistenz fithren.

3.2.1.2. Isolierung des azidresistenten B.subrilis Stammes MIK10

Im ersten Schritt wurden spontanresistente Klone von B.subtilis NIG1121 isoliert, die gegeniiber
ImM Azid resistent waren. Dazu wurden ca. 5%108 Zellen auf LB-Agarpiatten mit ImM Azid
ausplattiert und bei 37°C inkubiert. Nach 24 h waren 908 Kolonien unterschiedlicher Grofie
gewachsen. Um aus diesen Klonen die Mutationen im sec4-Gen zu isolieren, wurden diese Klone
zusammengefalt und eine Transduktion mit dem aligemein transduzierenden Phagen PBSI
(O'Kane et al. 1985} in den temperatursensitiven B.subtilis Stamam NIG1152[secA(div34115)]
durchgefiihrt. Der Austausch des secd(div341%5)-Gens gegen cin secA-Allel, das Temperatur- und
Azidresistenz vermittelt, solite zu einem Stamm fiihren, der bei 42°C in Anwesenheit von Azid
wachsen kann. Die Transduktionsansitze wurden zuerst auf Agarplatten ohne Azid ausplattiert
und bei 42°C inkubiert. Die hier gewachsenen Klone wurden dann auf Wachstum in Gegenwart
von 1,5mM Azid getestet. Drei der Klone konnten auf Azid-Platten bei 42°C wachsen, wovon

einer (MIK10) fiir die weiteren Untersuchungen verwendet wurde.

3.2.2, Charakterisierung der Mutation im sec4-Gen von MIK19

Um die Mutation im azidresistenten B.subtilis Stamm MIK10 zu charakterisieren, wurde das
secA-Gen von MIK10 klomiert. Es wird im folgenden als sec4/0-Gen bezeichnet. Die Isolierung
des Gens erfolgte itber PCR mit den Oligonukleotiden OMKL23.1 und OMKL24 (2.5.4.) als
Primer. Da bel der Amplifikation von DNA iber PCR Fehler in der Basensequenz auftreten
konnen (Gelfand u. White 1990), wurden die ersten Schritte der Klonierung in doppelten
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Ansidtzen durchgefiihrt. Das resultierende 2,7 kB PCR-Fragment wurde mit den Restriktions-
enzymen Xbal und Asp718 verdaut und in den mit Spel und Asp718 verdauten Vektor pWH1520
zum Plasmid pWAZ1 ligiert (vgl. Abb.8). Dieses Plasmid konnte sowoh! zur Sequenzierung von
secA10 sowie zur Expression des entsprechenden Proteins genutzt werden. Die Sequenzierung
des sec4 10-Gens erfolgte tberlappend mit geeigneten Oligonukleotiden, die von der Sequenz des
Wildtyp-Gens abgeleitet waren.

Durch den Vergleich der Basensequenz von secA /0 mit der des Wildtyp secA-Gens (Sadaie et al.
1991) wurde ein Austausch von A nach G an Position 1556 gefunden (Abb.12). Diese Mutation
fubrt zum Austausch von Glutaminsdure gegen Glycin an Position 338 des SecA-Proteins und
damit zum Austausch einer Aminosdure, die in allen 7 bekannten SecA-homologen Proteinen

strikt konserviert ist.

1556
CAA GCG ATT GAA GCA AAG GAA
Q A1 E A K E
¥
GGA
G (339

B,
b4

3C LRANYTLORDVDYMVVDGEVLIVDQFTGRTMPGRRFSEGLHQATIEAKEGVQIQNESKTMASITFONY FRMYNKLAGMT
BS LEAHVAMOKDVDYVVEDGOVVIVDSFTGRIMKGRRYSEGLHQATEAKEGLEIQNESMTLATITFQNY FRMYEKLAGHMT
EC LRAHATFTRDVDYIVKDGEVIIVDEHTGRTMOGRRWSDGLHQAVEAREGVQIQNENQTLASITFONYFRLYEKLAGMT
CC  LRANILITRDRDYIVHGGEVVLIDEFTGRMMIGRRLSEGLHQAIEAKEGADIQPENQTIASVTIQNYFRLYKKLSGMT
5Y IKAKELFIKDVNYIVRGGEIVIVDEFTGRVMPGRRWSDGLHQAVESKEGVEIQPETQTIASITYQNFFLLYPKLSGMT
AT LKAREIFIKNEKDYIVENNEIVIVDEFTGRIMEGRRWSDGLHQAIEAKEKQKIQOENKTLASITYQNLFLLYEXKLSGMT
PL IKAKEFYTKDKDYLVMRNQITIVDEPFTGRILKGRRWGDGLHQAIEAKRGVIVGSETMIMASITYQNEFFLEYKELSGMT
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Abb. 12: Mutation des secA10-Gens von B.subiifis MIK10 und der Vergleich zu bekannten SecA-
homologen Proteinen. Sc: Staphylococeus carnosus, Bs: Bacillus subtilis, Ec: Escherichia coli,
Cc: Caulobacter crescentus, Sy Synechococcus PCCT942, At Antithammion spec., PL. Paviova
tutherii.

Daritber hinaus entsteht durch den Basenaustausch eine BstXI-Restriktionsschnittstelle. Diese
Schnittstelle wurde genutzt, um die Zuverldssigkeit der Klonierung von sec4A70 zu konirollieren
und um PCR-Fehler auszuschlieBen. Von zwel separaten Priparationen von chromosomaler DNA
von MIK10{secd /0] wurden je 3 Amplifikationen des sec4 /0-Genfragmentes durchgefiiirt und
das Restriktionsmuster mit dem Restriktiomsenzym BstXl mit dem des secA-Wildtyp-Gens
verglichen (Abb.13).
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Abb, 13: Vergleich der PCR-Fragmente des secAW!-Gens aus B.subtilis Wildtyp NIG1121 und secd 10-
Gens aus B.subtilis MIK10 im Restriktionsverdau mit BsiXI. PCR-Fragmente von secA™! von
pWMKLT (2,3) und secA/0 von pWAZ1 (4,5,6) oder chromosomaler DNA1 (7,8,9) und DNA2
{10,11,12). Unverdaut {2,4) oder mit BstXI geschnitten (3, 5-12). DNA-Langenstandard A
*Hindil! {1,13).

Die unverdauten PCR-Fragmente zeigten in allen Fillen eine identische Grofle von 2.7 kB.
Wihrend das Fragment des Wildtyp sec4-Gens keine BstXI-Schnittstelle aufwies, konnten alle
secA [0-Derivate in zwei Fragmente von 1,6 und 1,1 kB gespalten werden. Dies beweist, dal3 die
Mutation im sec4 /0-Gen des Plasmids pWAZT auch auf der chromosomalen Kopie des secd 10-

Gens vorhanden ist.

2.3. Physiologische Charakierisierung von B.sudiilis MIK108Isec 418 und des SecA10-

Proteins

3.2.3.1. ®xpression des SecA10-Proteins in MIK10 und im B.subsilis Wildtvp NiG1121
Wie von Y. Fortin et al. (1990) und Oliver et al. (1990) gezeigt, verhalten sich bei E.coli das
Wildtyp secA- und das azidresistente secA-Allel kodominant: Der Phinotyp wird von dem sec4-

Allel bestimmt, welches in der Zelle im UberschuB vorhanden ist. Um das Dominanzverhalten von
secA10 gegentber dem B.subfilis Wildtyp secA-Gen untersuchen zu konnen, wurden
PWAZI(secA10) und pWMKL1(Wildtyp-sec4p s ) in die B.subtilis Stamme MIK10[sec4 /0] und
NIG1121WT “transformiert und die Bxpression der plasmid-kodicrten SecA-Proteine durch

a
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Xylose induziert. Ein Western-Blot von Gesamtzeliextrakten mit anti-B.subifilis-SecA-Anti-
korpern ist in Abb. 14 dargestellt.

Die Menge an Wildtyp SecA-Protein und SecAl0-Protein ist unter reprimierten und induzierten
Bedingungen im B.subtilis Wildtyp wie auch in der Mutante identisch. Es ist kein Einflull des
secA 10-Allels auf die Expression oder Stabilitat des SecA-Proteins erkeanbar.

Sy

Abb. 14: Western Blot mit anti-B.subrilis-SecA-Antikorpern von Gesamtzellextrakten des B.subiilis
Wildtyp NIG1121 (1-6) und der B.sudtilis Mutante MIK10{secA 0] (7-12) mit pWHI1520
(Vektor, 1,2,7,8), pWMKL (WT-secdp ¢ . 3,4.9,10) oder pWAZ1 (secAl0, 5,6,11,12). Vor
dem ZellaufschluB wurden dic Kulturen 2 h mit 0,5% Glukose {1,3,5,7,9,11} oder 0,5% Xylose
(2,4,6,8,10,12) inkubiert. Entsprechend der OD600 der Ausgangskulturen wurden die Protein-
mengen gleicher Zellzahlen aufgetragen.

3.2.3.2. Einflufl von Wildtvp SecA und SecAl0 anf das Wachstum ven B.subiilis
MIK10isecAll und NIG1121 in Gesenwart von Azid

Um die Sensitivitdt der fransformierien Stdmme gegeniiber Azid zu bestimmen, wurden die
entsprechenden Zetlen auf LB-Agarplatten, die 1,5mM Azid und 0,5% Glukose oder Xylose
enthielten, ausplattiert und bei 37°C inkubiert. Das Wachstumsverhalten ist in Tabelle 9 zusam-

mengefafit.

NIG1121 MIKI10
Azid - - + + - - + +

secA-Allel Plasmid G X & X G X G
pPWHI1520 + o+ - - + =+ 4
WT pWMKLI s - e+
secAll pWAZI + + - - + + + o+

Tab. 9: Einfluf} von 1,3mM Azid auf das Wachstum von B.subfilis Wildtyp NIG1121 und B.sublis
MIKiO[SecAI 0} mit pWH1520(Vektor), pWMKLI(WT-sec4Ag ) oder pWAZ1(secA10) auf LB-
Agarplatien mit 0.5% Glukose (G) oder 0.5% Xylose (X) in An-(+) oder Abwesenheit (-) von
1,5mM Azid. +: Wachstum; - : kein Wachstum,
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Entgegen den Verhiltnissen bei L. coli war eine eindeutige Rezessivitit des sec4 10-Allels gegen-
tiber dem Wildtyp secA-Gen zu beobachten. Auch bei starker Uberexpression konnte das SecA10-
Protein in B.subtilis Wildtyp NIG1121 keine Resistenz gegeniiber Azid vermitteln. In Uberein-
stimmung damit fihrte bei der B.subfilis Mutante MIK10[sec470] selbst eine sehr geringe
Expression des Wildtyp SecA-Proteins (0,5% Glukose) wieder zur Sensitivitat gegentiber Azid.
Eine mogliche Erklarung fur das rezessive Verhalten des secd70-Allels gibt das Wachstums-
verhalten von MIK10[sec4/0] bel niedrigen Temperaturen, welches auf einen Defekt des
SecAl0-Proteins hinweist. Beim Vergleich des Wachstums von MIK10[sec4 0] bei hohen (37-
42°C) und niedrigen (25-30°C) Temperaturen wurde eine Kiltesensitivitit der Mutante
festgestellt, die um so deutlicher ausfiel, je niedriger die Inkubationstemperatur war. Wie fur
verschiedene konditional-letale Mutanten in Proteinexportkomponenten bei E.coli (de Cock et al.
1989, Overhoff 1991) und B.subiilis (Miyakawa u. Komano 1981, Yoshikawa et al. 1993)
gezeigt, ist mit dem Defekt im Proteinexport oft ecine Anomalie der Zellmorphologie verbunden.
Um zu tiberprifen, ob auch MIK10[secA {0] bel niedrigen Temperaturen eine verinderte Zellform
besitzt, wurde die Zellmorphologie von MIK10[secA/0] mit pWKLI(WT-secdg ¢} bzw. dem
Kontrollvektor pWHI1520 bei verschiedenen Temperaturen verglichen. Da MIKI0 nach dem
Animpfen in Flussigmedivm bei 25°C kein Wachstum mehr zeigte, wurden die Stimme bei 37°C
angezogen und anschlieBend auf 25°C, 30°C und 37°C geshiflet. Abb.15 zeigt die
mikroskopischen Aufnahmen der Zellen bei den verschiedenen Temperaturen.

Niedrige Temperaturen fiihrten bei MIK10[pWHI1520] zur Ausbildung von Filamenten, deren
Linge das 20-30fache der Zellen bei 37°C betrug. Demgegeniiber war die Filamentbildung bei
MIK10[pWMKL1] deutlich verringert, obwohl auch hier eine leichte Tendenz zur Verlingerung
der Zelien zu erkennen war. Im Vergleich dazu waren Wildtypzellen bei allen Temperaturen gleich
gestaltet. Die Rezessivitit des secAl0-Allels gegeniitber dem Wildtyp secd sowie die Kalte-

ensitivitit verbunden mit der Anomalie in der Zelimorphologie deuten darauthin, daf die Muta-

2]

tion im secA [ 0-Gen zu einem in seiner Funktion teilweise gestorten SecA-Protein fiihrt.
Um weitere Informationen Uber die Figenschafien des SecAl0-Mutantenproteins zu crhalten,
wurde daher die Komplementationsfihigkeit von B.subtilis secA'S-Mutanten durch SecAl0

untersucht.
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3.2.3.3, Komplementation des Wachstumsdefekies der temperatursensitiven B.subiilis
secA-Mutante NIG11521div34755] durch SecAl0

B.subtilis NIG1152[div341%5] wurde mit pWMKL1(WT-secAp g ), pWAZ1(secA 10) und
pWHI1520(Vektor) transformiert und die transformierten Stimme bei 30°C und 42°C aufihre
Sensitivitat gegen Azid getestet.

30°C 42°C
Azid - .+ 4 - -+ o+
secA-Allel Plasmid G X G X G X G X
pWHI1520 + + . - - - - -
WT pWMEL] + o+ - - + o+ - -
secAl0 pWAZ] + o+ - - + o+ - -

Tab. 10: Wachstum von B.subtilis NIG1152{div3415] mit pWH1520(Vekior), pWMKL (W T-sec4 Bs)
oder pWAZ 1{secA 10} nach 24 h auf LB-Agarplatten in An- (+) oder Abwesenheit (-} von
L5mM Azid. Gt 0,5% Glukose; X: 0,5% Xylose; + : Wachstum; - : kein Wachstum.

Obwohl SecAl0 in der Lage war, den Wachstumsdefekt der secAS-Mutante zu komplementieren,
vermittelte selbst eine hohe Expression des secA/0-Gens bei Induktion mit Xylose sowohl bei
30°C wie auch bei 42°C keine Azidresistenz. Die Anwesenheit von pWMKLI{WT-sec4R ¢)
fuhrte zum gleichen Wachstumsverhalten. Das Fehlen der Azidresistenz bei 30°C von
MIK10[pWAZ1] st durch die Dominanz des chromosomal-kodierten temperatursensitiven
secA(div341%5)-Allels gegeniiber dem secA 10-Allel beziiglich der Azidresistenz erklérbar. Dariiber
hinaus reichte offensichtlich eine geringe noch verbleibende Menge an bei 42°C aktivem
SecA(div34118)-Protein aus, um die beobachtete Empfindlichkeit gegeniiber Azid hervorzurufen,

Nach den vergieichenden Untersuchungen zum Wachstumsverhalten der B.subiilis Stimme, die
das SecAl0-Protein exprimieren, wurde nun in Pulse-chase-Experimenten untersucht, in wieweit

der Proteinexport durch das sec4 /0-Allel beeinflufit wird.

B I S
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3.2.4, Vergleich der Prozessierungskinetik des pOmpA-Proteins in B subrilis Wildtyp
NEG1121 und Bsubrilis MEK10IsecAI bei An- und Abwesenheit ven Azid

Zur Untersuchung des Proteinexportes von B.subtilis MIK10[secA 0] und dem B.subtilis Wildtyp
Stamm NIG1121 wurde die Prozessierungskinetik des pOmpA-Proteins bet 30°C und 37°C mit

und chne Azid untersucht. Die Synthese des OmpA-Proteins erfolgte ausgehend von dem Plasmid

pIM20, das hierflir in die jeweiligen Stdmme zusitzlich transformiert wurde (vgh 3.1.5.3.).

Abb. 16: Prozessierung von pOmpA in B.subrilis Wildtyp NIG1121 (1-4, 9-12) oder in der B.subtilis
Mutante MIK10{secA10] (5-8,13-16). Die Zellen wurden in Abwesenheit (1-8} oder Anwesen-
heit (9-16) von 1,5mM Azid mit 358-Met bei 30°C (A) oder 37°C (B) markiert und Chaseproben
nach 30 sek (1,5.9,13), 2 min (2.6,10.14}, 5 min (3,7,11,15) und 10 min (4,8,12,16) entnommen.
Kreis: pOmpA, Pfeil: OmpA.

Beim Vergleich der Prozessierungskinetik mit und ohne Azid zeigte der Wildtyp eine deutliche
inhibierung des Proteinexportes durch Azid. Der hemmende Effekt war bei 30°C wesentlich
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stirker ausgepragt als bei 37°C: Azid bedingte bei 30°C einen nahezu vollstindigen Block in der
Prozessierung, wihrend bei 37°C durchaus noch eine teilweise Umwandlung von Vorliufer zu
reifem Protein stattfand. Demgegeniber zeigte auch B.subtilis MIK10[secA 0] bei Anwesenheit
von Azid eine verlangsamie Prozessierung verglichen mit der Situation ohne Azid. Die
Prozessierung ist i Anwesenheit von Azid jedoch im Vergleich zum Wildtyp deutlich
beschleunigt. Die Prozessierungsrate bei MIK10 ohne Azid war dagegen sowohl bei 30°C wie
auch bei 37°C deutlich niedriger als beim Wildtyp.

Diese Ergebnisse zeigen einerseits, dafl die sec4 /0-Mutation zu einem SecA-Protein fihrt, das
verglichen mit dem Wildtyp SecA-Protein eine deutlich verringerte Empfindlichkeit gegeniber
Azid aufweist und dem Stamm MIK10 infolge dessen das Wachstum in Anwesenheit von Azid
ermoglicht. Andererseits wurde die Vermutung bestitigt, dall das SecA10-Protein teilweise in
seiner Funkiion beeintrachtigt ist.
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4. Diskussion

4.1, Isolierung und Charakierisierung des sec4-Gens aus S.carnosus

Zum Vergleich des SecA-Proteins aus Scarnosus mit den SecA-Proteinen aus £.coli und
B.subtilis wurde das secA-Gen von S.carmosus TM300 isoliert. Das Gen wurde tiber DNA-
DNA-Hybridisierung mittels einer Sonde des secA-Gens aus B.subtilis auf einem 8 kB groBen
PstI-Fragment lokalisiert und anschliefend kloniert. Auf einem internen Bereich dieses
Fragmentes von 3,73 kB, welcher das sec4-Gen sowie angrenzende Bereiche umfafite,
konnten durch Computeranalyse zwei potentielle Leserahmen identifiziert werden. Diese
zeigen in ikrer Sequenz und Organisation groBe Ahnlichkeit mit dem orf7- und dem secA-Gen
von B.subtilis. Vor beiden secA-Strukturgenen sind mogliche spezifische Promotoren zu
finden. Ebenso finden sich hinter den secA-Genen mogliche Transkriptionsterminatoren (Sadaie
et al. 1991). Hinter dem orf/-Gen lassen sich dagegen bei B.subtilis und S.carnosus nur
schwache Terminatoren erkennen. Die abgeleiteten Orfl-Proteine zeigen keine signifikante
Homologie mit dem GenX-Protein, dessen Gen bei £.cofi stromaufwiarts des sec4-Gens liegt.
Uber die Funktion von orf/ ist bisher noch nichts bekannt. Bei .coli wird fir den Bereich
zwischen genX und secd angenommen, dall die mRNA in dieser Region Sekundérstrukturen
ausbildet, die bei der Regulation der Expression des SecA-Proteins in Abhéngigkeit vom
Zustand des Proteinexportes als sogenanntes "Secretion-Responsive Element” eine Rolle
spielen (Schmidt et al. 1991). Das SecA-Protein bindet in dieser Region an die cigene mRNA
und reguliert so die Effizienz der Translation. Die Berechnung der mRNA-Faliung des
intergenen Bereiches zwischen orf/ und secd von S.carnosus und B.subtilis zeigt &hnliche
Sekundirstrukturen, die mit AGY von -115,6 bzw. -54,3 kJ/mol eine ausreichende Stabilitét
aufweisen. Es ist daher denkbar, daB bei den Gram-positiven Organismen, &hnlich wie bel
E.coli, ebenfalls eine Regulation der Expression des SecA-Proteins existiert. Zur Kldrung der
Expressionskontrolle sind jedoch Promotorkartierung, Transkriptlingenbestimmmung und

Untersuchnungen zur Proteinexpression unter verschiedenen Bedingungen notwendig.

4.1.1, Homolosieversleich des S.carnosus SecA-Proteins mit anderen SecA-homelogen
Proteinen

Das SecA-Protein aus S.carnosus hat mit 59,8% identischer Aminosduren eine gréfere
Ahnlichkeit zum SecA-Protein aus B.subtilis als zum E.coli SecA-Protein (46,6%). Dagegen
besitzen die SecA-Proteine aus B.subtilis und F.coli 52,6% identische Aminosduren. Wird der

Vergleich um weitere SecA-homologe Proteine aus anderen Gram-negativen Bakterien oder
Chloroplasten von photosynthetischen Algen erweitert, 188t sich deutlich erkennen, dal die
Abnlichkeit zwischen den Proteinen steigt, je niher sich die Herkunftsorganismen in der
Phylogenie stehen (Woese 1987).
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Der Vergleich aller bislang bekanniten SecA-Aminosiuresequenzen zeigt, daB sich die
konservierten Bereiche iiberwiegend auf den N-terminalen Bereich der Proteine beschrinken.
Ein zentraler Teilaspekt der Funktion des SecA-Proteins in F.coli und B.subtilis liegt in der
Initiation der Proteintranslokation, die mit Bindung und Hydrolse von ATP verbunden ist (Lill
et al. 1989, Schiebel et al. 1991, Klose et al. 1993, van der Wolk et al. 1993). Die fiir ATP-
asen charakteristischen Aminosduremuster der ATP-Bindungsstelle sind bei allen SecA-
Proteinen in der gleichen Region im N-Terminus lokalisieri. Wie fir das SecA-Protein aus
B.subiilis gezeigt, reicht ein 275 Aminosduren grofes N-terminales Fragment aus, um den
Wachstums- und Proteinexportdefekt der E.coli sec4-Mutante MMS52, die ein vollstindiges,
jedoch nicht funktionelles SecA-Protein mit einer Mutation im extremen N-Terminus
synthetisiert, zu komplementieren (Overhofl et al. 1991). Der C-terminale Bereich zeichnet
sich dagegen durch sehr geringe Homologie aus. Bei einigen Proteinen existieren jedoch
Bereiche identischer Aminosiduren, z.B. bei S.carriosus und B.subtilis von Aminosiure 569-
587 {(vgl. Abb. 4), die sie von anderen SecA-Proteinen unterscheiden. Der Nachweis von
essentiellen Komponenten des Proteinexportapparates, wie SecA, SecY und SecE bei
- verschiedenen Organismen (Tschauder et al. 1992, Murphy et al. 1994) und der strukturell
ghnliche Bau der jeweiligen Exportproteine zeigen, daB3 das Grundprinzip des Mechanismus
des Proteinexportes bei Bakterien hoch konserviert zu sein scheint. Jedoch scheint es
Organismus-spezifische Unterschiede zu geben, die den Export heterologer Proteine
erschweren konnten (Puohiniemi et al 1992, Simonen et al. 1992, diese Arbeit). Die
Verteilung der konservierten Bereiche in der Sequenz der SecA-Proteine ist moglicherweise
ein Indiz dafiir, daB im N-terminalen Teil Domanen mit konservierter Funktion lokalisiert sind,
wie z.B. dic Bindung von ATP. Die Unterschiede im C-Terminus konnten dagegen fir
Organismus-spezifische Eigenschaften verantwortlich sein, die z.B. fiir e¢ine Anpassung an die
unterschiedlichen Léngen der hydrophoben Bereiche und die unterschiedliche Anzahl an
positiven Ladungen in den Signalpeptiden Gram-positiver und Gram-negativer Exportproteine
von Bedeutung sind (von Heijne u. Abrahmsén 1989).

4.1.2. Komplementation des Wachstumsdefektes von E.coli secA-Mutanten
Der Defekt der L.coli sec4-Mutanten BAI3 und MMG66 beruht darauf, daB die Synthese des

SecA-Proteins bei nicht-permissiver Temperatur unter ein fur den Proteinexport und damit fiir
das Uberleben der Zelle notwendiges Niveau absinkt. In-vitro-Untersuchungen zum Wildtyp
SecA-Protein und zu mutierten SecA-Proteinen aus B.subiilis in diesen Mutanten ergaben
Hinweise auf partielle Defizienzen in der Funktionalitdt des B.subtilis SecA-Proteins in E.coli:
Obwohl fur das B.subtilis SecA-Protein prinzipiell die gleichen Eigenschaften wie fir das
E.coli SecA nachgewiesen werden konnten, zeigte sich, daf3 die Affinitét des B.subtilis SecA
zu Membranen aus L. coli sicbenmal geringer ist als die des E.coli SecA (van der Wolk 1993).
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Weiterhin kann das B.subtilis SecA nicht im gleichen Maf in die £.col/i Membran inserieren
wie das [.coli SecA-Protein. Dartiber hinaus wird durch Gram-negative Vorlauferproteine die
Translokations-ATP-ase-Aktivitat des E.coli SecA doppelt so stark aktiviert wie die des
B.subtilis SecA (von der Wolk et al. 1993).

Die Untersuchungen an E.coli secA-Mutanten zeigten, dafl das B.subtilis SecA-Protein nur bei
niedriger Syntheserate den secd-Defekt komplementieren kann, d.h. die funktionelle
Wechselwirkung des partiell aktiven SecA-Proteins mit dem FE.coli Proteinexportapparat
scheint prinzipiell méglich zu sein (Klose et al. 1993). Demgegeniiber geht die Komplementa-
tionsfahigkeit des B.subtilis SecA-Proteins bei einem hohen Syntheseniveau verloren, was
darauf hindeutet, daB3 das B.subtilis SecA-Protein unter diesen Bedingungen in inaktiver Form
vorliegt. Moglicherweise fiihrt die hohe Expressionsrate zu einer Aggregation des B.subiilis
SecA-Proteins, so daf} es fiir den Proteinexport nicht mehr zur Verfligung steht.

Anders als das B.subiilis SecA kann das SecA-Protein aus S.cornosus den Wachstumsdefekt
der E.coli secA-Mutanten unter keinen Bedingungen komplementieren. Dieses konnte auf der
Tatsache beruhen, dafl das SecA-Protein aus S.carnosus weniger Ahnlichkeit mit dem E.coli
SecA-Protein aufiveist als das SecA-Protein aus B.subiilis. Daher kénnten die fir das
B.subtilis SecA-Protein beschricbenen Defizienzen in der Funktionalitit in F.coli beim
S.carnosus SecA-Protein noch stirker ausgeprigt sein und seine funktionelle Wechselwirkung

mit dem Proteinexportapparat vollstandig verhindern.

4.1.3, Komplementation ciner B subtilis secA-Mutante

Nachdem die SecA-Proteine in £.coli eine Abstufung ihrer Funktionalitit gezeigt hatten, stellte
sich die Frage, ob sich die gieichen Unterschiede auch in B.subtilis nachweisen lassen. Bei der
Expression der SecA-Proteine in B.subtilis war die Synthese des F.coli SecA-Proteins
wahrscheinlich wegen der schlecht konservierten Ribosomenbindungstelle nicht so stark wie

die der Gram-positiven SecA-Proteine. In den bis jetzt untersuchten Beispielen konnte eine
heterologe Komplementation von Proteinexportmutanten jedoch nicht durch die starke Uber-
expression, sondern eher durch ein reduziertes Expressionsniveau des untersuchten Faktors
erreicht werden (Nakamura et al. 1990, Klose et al. 1993). Es ist daher nicht zu erwarten, dal3
die bei Induktion im Vergleich zu den Gram-positiven SecA-Proteinen schwichere Synthese
des E.coli SecA-Proteins von pWEI10 einen Einflufl auf die Komplementationsfihigkeit des
E.coli SecA hattte.

Wihrend das Z.cofi SecA-Protein nicht in der Lage war, den Wachstumsdefekt der B.subftilis
secA-Mutante zu komplementieren, konnten das homologe SecA aus B.subfilis und das SecA
aus S.carnosus sowohl unter niedriger Expressionsrate wie auch unter Uberproduktionsbedin-
gungen den Wachstumsdefekt der secA-Mutante effektiv komplementieren. Dies kann
einerseits bedeuten, dal3 das SecA-Protein aus F.coli m B.subtilis anders als das B.subtilis
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SecA in E.coli keine Wechselwirkung mit dem Exportapparat des Wirtsorganismus eingehen
kann. Andererseits kann die Moglichkeit nicht ausgeschlossen werden, da3 die hier untersuch-
ten Expressionsbedingungen zur heterologen Komplementation durch das E.coli SecA in
B.subtilis ungeeignet waren. Gegen die letzte Moglichkeit sprechen jedoch die Untersuchun-
gen von Takamatsu et al. (1992), die bei anderen Expressionsraten in der gleichen B.subtilis
secA-Mutante ebenfalls keine Komplementation mit dem F.coli SecA erreichen konnten.
Moglicherweise fehlen dem F.coli SecA wichtige Eigenschaften, die fir die Funktionalitat in
B.subtilis essentiell sind. So kann z.B. dic Wechselwirkung von SecA mit den integralen
Membrankomponenten des Exportapparates SecY/E gestdrt sein, so dal der Ubertritt des
Vorlauferproteins vom SecA an die Membrankomponenten gestdrt sein kann. Das SecA aus
S.carnosus scheint dagegen nach den in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnissen das B.subfilis
SecA-Protein voll ersetzen zu koénnen, da auch die im Western-Blot nicht nachweisbaren
Mengen an S.carnosus SecA fur die Komplementation ausreichen, Dieser Befund ist sehr
wahrscheinlich auf die hohe Ahnlichkeit der beiden Gram-positiven SecA-Proteine
zuriickzufuhren.

£.1.4, Einfiul} des SecA-Proteins aus 5. carnosus auf den Proteinexnort in B subsilis

Das AuBenmembranprotein OmpA von E.coli wird in B.subtilis Wildtyp mit vergleichbarer
Kinetik wie in E.coli exportiert (Meens et al. 1993). Demgegeniiber fiihrt der Proteinexport-
defekt der B.subtilis secA-Mutante NIG1152 schon bei permissiver Temperatur zu einer
deuthch verlangsamten Prozessierung des pOmpA-Proteins. Dieser Defekt bei 30°C, der auch
fur die o-Amylase und f3-Laktamase nachgewiesen wurde {Takamatsu et al. 1992), konnte
durch das B.subtilis Wildtyp SecA-Protein, nicht jedoch durch das SecA-Protein aus
S.carnosus, beseitigt werden. Entgegen den Ergebnissen der Wachstumskomplementation
zeigie das S.carnosus SecA keine Komplementation des Translokationsdefektes von pOmpA
bei 42°C. Auch Untersuchungen zur Lokalisierung des OmpA-Proteins zeigten, daf das
OmpA-Protein selbst nach mehreren Stunden nicht ins Kulturmedium sekretiert wurde,
sondern im Zellinneren akkumulierte (Daten nicht gezeigt) und bestétigten so die in den Pulse-
Chase-Experimente beobachtete Blockierung des Exportes des OmpA-Proteins. Wegen der
eindeutigen Ergebnisse aus der Wachstumskomplementation war es jedoch unwahrscheinlich,
daf3 der beobachtete Block in der Prozessierung den tatsichlichen Zustand des Proteinexportes
in der komplementierten B.subtilis Mutante anzeigte. Die Untersuchung der Prozessierung des
Gram-positiven Exportproteins priproLipase bestitigte diese Vermutung. Obwohl auch hier
die Prozessierung in Anwesenheit des S.carnosus SecA nicht so schnell erfolgte wie mit dem
homologen Wildtyp SecA-Protein, war der Block in der Prozessierung der Lipase bei der
nicht-permissiven Temperatur doch weitgehend aufgehoben. Das S.carnosus SecA-Protein
kann also das homologe SecA-Protein in B.subfilis ersetzen. Es scheint dabei mit dem
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Exportapparat von B.subtilis besser kompatibel zu sein als das B.subfilis SecA-Protein mit
dem FE.coli Exportapparat, da die Komplementation im ersten Fall nicht an besondere
Expressionsbedingungen gekniipft ist.
Trotzdem miissen Einschrinkungen fir die Funktionalitat des S.carnosus SecA-Proteins in
B.subtilis gemacht werden. Diese zeigen sich einmal darin, daBl auch die Prozessierung der
Lipase nicht mit der Effizienz wie beim B.subiilis Wildtyp SecA erfolgt. Die untersuchte
Lipase wurde aus einem Staphylococcus Stamm 1soliert (Popp 1986), und es ist daher unwahr-
scheinlich, daf die Erkennung des Vorliuferproteins durch das Staphylococcus SecA gestort
ist. Da die Lipase im B.subrilis Wildtyp sehr effizient exportiert wird und keine Inkompatibilitat
mit dem Exportapparat von B.subfilis aufweist (Meens et al. 1993), scheint hier eher die
Wechselwirkung des SecA-Proteins aus S.carmosus mit dem ubrigen Exportapparat von
B.subtilis nicht optimal zu funktionieren.
Ebenso wie die Lipase wird auch das pOmpA in B.subtilis Wildtyp schnell exportiert, so daf3
die Ursache fiir die Defizienz in der Tramslokation von pOmpA méglicherweise in der
Kombination des Gram-negativen Vorlaufers mit dem SecA aus S.carnosus und dem
Exportapparat von B.subtilis zu suchen ist. Hierbei konnen die Unterschiede zwischen den
Exportproteinen von Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien, wie die unterschiedliche
Linge und Ladung des Signalpeptides von Bedeutung sein (von Heijne u. Abrahamsén 1989).
Prinzipiell ist es jedoch moglich, Gram-negative Exportproteine in B.subfilis zu exportieren
{(Meens et al. 1993) und auch ein Fusionsprotein aus Signal- und Propeptid der Lipase aus
S.hyicus mit dem reifen Teil des OmpA-Protein wird bet S.carnosus ins Kulturfiltrat sekretiert
Meens 1994). Es gibt jedoch Untersuchungen zum Export von Fusionproteinen von OmpA
und OmpF mit verschiedenen Gram-positiven Signalpeptiden, die auf eine eingeschrinkte
Kompatibilitit dieser Exportproteine mit dem Gram-positiven Exportapparat hindeuten
(Simonen et al. 1992). Da der reife Teil des OmpA-Proteins sowohl in B.subtilis wie auch m
S.carnosus tiber die Membran transiokiert werden kann, ist es wahrscheinlich, dal die Biok-
kierung der Translokation des pOmpA mit dem S.carnosus SecA-Protein m B.subiilis durch
eine Stérung der frithen Schritte des Exportes verursacht wird. Der Export von OmpA ist
E.coli stark von der Anwesenheit des Exporichaperons SecB abhingig (Lecker et al. 1990,
Kumamoto 1991). Das SecB-Protein bindet hierbei an das pOmpA-Vorlduferprotein und
verhindert seine schnelle Faltung in eine transportinkompetente Konformation. Ohne SecB
erfolgt die Wechselwirkung von pOmpA mit dem Exportapparat nur sehr ineffizient (Hartl et
al. 1990). Der Export des OmpA-Proteins in B.subtilis konnte daher darauf hindeuten, dal3 cin
dem SecB vergleichbarer Faktor in B.subtilis existiert, der die Wechselwirkung von pOmpA
mit SecA, das sogenannte "Targeting”, unterstitzt. Im Fall des S.carnosus SecA i B.subtilis
besteht die Moglichkeit, dafl die Wechselwirkung des B.subtilis Chaperons mit dem S.carnosus
SecA-Proteins gestort ist.
In E.coli bindet 16sliches SecA-Protein bei Zugabe von Vorlduferproteinen mit hoher Affinitat
an die Translokatoren in der Membran (Hartl et al. 1990, Hendrick u. Wickner 1991). Die
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Initiation der Translokation erfolgt nach Binduag von ATP durch Coinsertion des SecA-
Proteins mit dem Vorlauferprotein in die Membran (Economou u. Wickner 1994, Kim et al.
1994). Das Vorlauferprotein bildet dabei wahrscheinlich mit seinem N-terminalen Bereich eine
Haarnadelstruktur aus, wobei die positiven Ladungen den extremen N-Terminus des
Signalpeptides auf der cytoplasmatischen Seite der Membran positionieren (Jones et al. 1990,
Yamane et al. 1990). Die hierfiir erforderlichen vielfiltigen Konformationsinderungen des
SecA-Proteins sind von der Bindung des Vorlauferproteins an das SecA abhingig. Das
B.subtilis SecA-Protein dringt bei der Initiation der Translokation weniger tief in die Membran
ein als das E.coli SecA (van der Wolk 1993, Breukink et al. 1992). Maglicherweise erleichtert
bei B.subiilis die Verlingerung des hydrophoben Bereiches und die hohere Ladung des
Signalpeptides der Gram-positiven Vorlauferproteine die Ausbildung der initialen Haarnadel-
struktur und die Positionierung des Vorlaufers in der Membran. Da das S.carnosus SecA nicht
optimal an den Exportapparat von B.subtilis angepalit zu sein scheint, konnte die Kombination
der mit 21 Aminosduren sehr kurzen Signalsequenz des pOmpA mit dem S.carnosus SecA
Protein in B.subtilis den beobachteten Defekt bei der Tnitiation der Translokation hervorrufen.
Moglicherweise weist das S.carnosus SecA-Protein eine gegeniiber den SecA-Proteinen von
E.coli und B.subrilis noch weiter verringerte Eintauchtiefe in die Membran auf. Dies kénnte bei
Proteinen mit kurzen Signalpeptiden dazu fithren, daf3 das Signalpeptid nicht effektiv mit dem
Translokator wechselwirken kann.

Es ist zu betonen, dal} aus dem in diesen Experimenten beobachteten Exportdefekt des OmpA-
Proteins noch keine Aussagen iber den Export des authentischen OmpA-Proteins in
S.carnosus getroffen werden kénnen. Es kann sich hierbei um den additiven Effekt einer
verschlechterien Vorlaufererkennung zwischen dem pOmpA und dem S.carnosus SecA und
einer nicht optimalen Wechselwirkung zwischen dem S.carnosus SecA und dem B.subtilis
Exportapparat handeln (s.0.). Um die Ursachen fiir die beobachteten Defizienzen im Export
des pOmpA zu Kldren, missen Experimente mit Fusionsproteinen aus dem Signalpeptid der
priprolipase und dem reifen Teil des OmpA-Proteins bzw. aus dem Signalpeptid von pOmpA
und dem reifen Teil der Lipase in B.subtilis und S.carnosus durchgefithrt werden. Eine genaue
Untersuchung derartiger Inkompatibilitdten zwischen Exportapparat und Exportproteinen ist
fur den Export von heterologen Proteinen in Gram-positiven Wirtsorganismen von groBer

Bedeutung.
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4.2, Isolierung und Charakterisierune einer azidresistenten Mutante von B subiilis

Das SecA-Protein nimmt in F.coli eine zentrale Stellung beim Export von Proteinen ein
(Cabelli et al. 1988, Cunningham et al. 1989). Es vermittelt die Ubergabe des Vorldufers an
den Traunslokator in der Cytoplasmamembran, durch den die eigentliche Translokation des
Proteins tiber die Membran erfolgt. Fiir die Uberfithrung des Exportproteins von SecA. in den
Translokator ist die Bindung und Hydrolyse von ATP durch SecA notwendig (Schiebel et al.
1991, Economou u. Wickner 1994, Chun u. Randall 1994). Durch die Zugabe von Azid wird
diese sogenannte Translokations-ATP-ase-Aktivitat des SecA-Proteins und damit auch der
Proteinexport und das Zellwachstum gehemmt (Lederberg 1950, Foriin et al. 1990, Oliver et
al. 19%0). Obwoh! es in Bakterien neben dem SecA-Protein viele weitere ATP-abhiingige
Enzyme gibt, ist die Hemmung des SecA-Proteins durch Azid in E.coli primir fir das
Absterben der Zellen verantwortlich (Ciesla et al. 1974, Nuomi et al. 1987, Fortin et al. 1990,
Oliver et al. 1990). Dies zeigen Mutationen im secA-Gen, die es der Zelle ermoglichen, bei
sonst letalen Konzentrationen an Azid wieder zu wachsen. Alle anderen ATP-abhingigen
Enzyme, die fir das Wachstum der Zelle essentiell sind, miissen daher eine hthere Toleranz
gegeniiber Azid aufweisen. Dariiber hinaus unterstreichen diese Befunde die Bedeutung eines
funktionierenden Proteinexportes fiir das Uberleben der Zelle.

Fir das SecA-Protein aus B.subtilis wurden prinzipiell gleiche Eigenschaften der Transiokati-
ons-ATP-ase-Akiivitat wie fir das £.coli-SecA-Protein nachgewiesen. (Takamatsu et al. 1992,
van der Wolk 1993). Von Meens et al. (1993) konnte gezeigt werden, daf3 auch die Transloka-
tion von Proteinen iber die Cytoplasmamembran von B.subifilis durch Azid gehemmt wird.
Durch die Isolterung einer azidresistenten sec4-Mutante von B.subfilis und die Charakterisie-
rung der fur die Azidresistenz verantwortlichen Mutation konnte die Frage geklart werden ob
analog zur Situation bet E.coli auch in B.subtilis das SecA-Protein der Hauptangriffspunkt fisr

die Azidhemmung ist.

4.2.1. Isolierung der azidresistenten Asubiilis Mutante MIK10 und Charakterigsiorung
des serA18-Gens

Die Selektion von azidresistenten Mutanten wurde schon 1950 von J. Lederberg genutzt, um

grundlegende genetische Vorgénge wie Rekombination in Bakterien nachzuweisen. Die Azid-
konzentration, ab der bei £. coli eine Wachstumshemimung zu beobachten war, lag wie auch bei
B.subtilis bei ca. 0,5mM (Ohver et al. 1990). Mit steigender Konzentration an Azid nahm bei
B.subtilis dariiber hinaus das Aufireten von spontanresistenten Klonen um den Faktor 100 ab
und lag mit 3mM Azid bei 10-7. Vergleichbare Verhiltnisse zeigten sich auch bei E.coli, wo
bei 5mM Azid eine von 108 Zellen zu einem resistenten Klon mutierte (Lederberg 1950). Die
unterschiedliche Frequenz im Auftreten von spontanresistenten Klonen bei niedrigen und hohen
Azidkonzentrationen deutet daraufhin, dafl mehrere verschiedene Mutationen fiir die Resistenz
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gegeniiber hoheren Azidkonzentrationen verantwortlich sein mussen. Sehr wahrscheinlich
miissen zusdtzlich zum secd noch weitere Gene essentieller ATP-asen zu azidresistenten
Allelen mutieren, um das Uberleben der Zelle bei diesen hohen Azidkonzentrationen zu
ermoglichen. Im Gegensatz zu E.coli ist B.subtilis ein strikt aerob wachsendes Bakierium und
braucht dementsprechend zur Bildung von ATP die FFp-ATP-ase (Berkley u. Goodfellow
1981). Da B.subtilis, anders als E.coli, keine Moglichkeit hat, den Pool an Redox-
Aquivalenten durch Garungsprozesse auszugleichen, hat die Hemmung der F1Fp-ATP-ase bei
B.sublilis grofere Bedeutung als bel E.coli (Gottschalk 1979). Das seltene Aufireten von
spontanresistenten Mutanten ab 2mM  Azid beruht daher moglicherweise auf der
Notwendigkeit einer weiteren Mutation aufierhalb des sec4-Gens in den unc-Genen der ¥1F-
ATP-ase.

Durch Transduktion von DNA azidresistenter B.subtilis Klone in den temperatursensitiven
B.subzilis Stamm NIG1152[secA(div34175)] konnte gezeigt werden, daB eine Mutation im
secA-Gen fur die Resistenz gegeniiber Azid verantwortlich ist. Hierbei erlaubt der Austausch
des temperatursensitven sec4(div341%5)-Gens gegen das Azidresistenz vermittelnde secA-Gen
(secA10) dem resultierenden Stamm MIK10[sec410] bei hohen Temperaturen und in
Anwesenheit von Azid zu wachsen. Da nach der Transduktion zuerst temperaturresistente
Klone selektioniert und anschlieBend deren Azidresistenz getestet wurde, konnte es sich bei
MIK10 nicht um eine azidresistente Mutante handeln, deren Mutation auBerhalb des secd-
Gens hegt. Die Mutation im sec410-Gen bestand in einem Austausch von A nach G an
Position 1556 in der DNA-Sequenz bzw. einem Austausch von Glutaminsiure an Position 338
zu Glycin und betraf damit eine Aminosiure, die in 6 weiteren SecA-homologen Proteinen
strikt konserviert ist. Bei £.co/i wurden vier azidresistente sec4-Allele beschrieben, die zu den
Aminosiureaustauschen R179Y, 1645G (Oliver et al. 1990), A630Y und R656C (Fortin et al.
1990) fiihrten. Diese Mutationen betreffen wie bei der in dieser Arbeit isolierten B.subiilis
secA-Mutante stark konservierte Aminosiuren. Die Mutationen sind jedoch iiber das gesamte
Protein verteilt und lassen sich nicht direkt mit den méglichen ATP-Bindungsstellen in
Ubereinstimmung bringen. Zur Erlangung der Azidresistenz ist offensichtlich keine Mutation
an einer konkreten Azidbindungsstelle notwendig, vielmehr wird sehr wahrscheinlich die
Konformation bestimmter Doménen oder des Gesamtproteins verandert. Untersuchungen zum
Resistenzverhalten gegeniiber Azid von Mutanten der aus fiinf Untereinheiten bestehenden Fi-
ATP-ase lassen analoge SchiuBfoigerungen zu (Wise et al. 1984, Senior et al. 1984).
Unterschiedliche Mutationen in der a- oder B-Untereinheit der F1-ATP-ase filhren in-vitro zu
einer erhohten ATP-ase-Aktivitat der F1-ATP-ase in Anwesenheit von Azid (Takeda et al.
1985, Nuomi et al. 1987). Hierbei scheinen die Mutationen in einer Untereinheit die
Konformation der anderen Untereinheit und damit sehr wahrscheinlich die Konformation des
gesamten Komplexes zu verindern. Daflir sprechen auch Untersuchungen von Nuomi et al.
(1987) zum EinfluB von verschiedenen Liganden auf die Konformation der Fj-ATP-ase von
E.coli, die mittels des Fluoreszensverhalten von an die 3-Untereinheit gebundenem Autovertin
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untersucht wurde. Es zeigte sich hierbei, dall Konformationsénderungen des F1-Komplex, die
durch die Zugabe von ATP, ADP oder Mg'" hervorgerufen werden, durch Azid stark
modifiziert werden.

In-vitro Analysen der ATP-ase Aktivitdt eines azidresistenten SecA-Proteins von £.coli (Azi4-
SecA) zeigten, daB die Azidkonzentration, die zu einer 50%igen Hemmung des £.cofi Wildtyp
SecA-Proteins fiihrt, das Azi4-SecA-Protein nur zu 27% hemmt (Oliver et al. 1990). Die oben
dargestellten Fakten machen es wahrscheinlich, daf3 diese verminderte Sensitivitdt des SecA-
Proteins init einer Konformationsanderung des SecA-Proteins zusammenhdngt, die zu einer
schlechteren Bindung von Azid filhrt oder die hemmende Wirkung von gebundenem Azid
abschwicht. Um jedoch genauere Aussagen iiber die Bindungsstellen von Azid und/oder tber
den Mechanismus der Azidhemmung machen zu konnen, miifiten Kristallisationen und
Strukturanalysen von ATP-asen bzw. deren azidresistenten Formen in An- oder Abwesenheit
von Azid durchgefithrt werden.

4.2.2, Charakterisierung des secA10-Aliels

Zur Untersuchung des Genproduktes von sec410 wurde das Gen induzierbar kloniert und die
Expression im B.subtilis Wildtyp sowie in B.subtilis MIK10[secA10} nachgewiesen. Alle vier
Mutationen in £.coli, die zu Azidresistenz flihren, zeigen Kodominanz gegeniiber dem Wildtyp
sec4 {Fortmn et al. 199G, Oliver et al. 1990). Die Ergebnisse von Fortin et al. (1990) deuten auf
eine Korrelation zwischen dem Dominanzverhalten und der entsprechenden Mutation hin: Je

hoher die von der jeweiligen Mutante tolerierte Azidkonzentration ist, umso gréBer muf3 die
in-trans synthetisierte Menge an Wildtyp SecA-Protein sein, um erneut eine Sensitivitdt des
Stammes gegenitber Azid zu erreichen. Zur Auspragung eines eindeutigen Phinotyps muf} ein
entsprechendes SecA-Allel in 6-10fachem UberschuB in der Zelle vorliegen (Fortin et al. 1990,
Oliver et al. 1990). Unter diesen Umstinden wird der Phinotyp des Stammes durch das
uberproduzierte SecA-Protein bestimmt. Im Vergleich zu den FL.coli Mutanten wichst
B.subtilis MIK10{secA10] nur bis 1I,5mM Azid normal und das Wildtyp secA-Gen zeigt cine
eindeutige Dominanz gegeniiber dem secd10-Allel. Kommt es bei der Koexpression beider
secA-Allele zur Ausbildung von Heterodimeren, so koénnte die Konformation des SecAl0-
Proteins im Heterodimer im Vergleich zum reinen azidresistenten SecA-Protein so verandert
sein, daB3 die Resistenz gegeniiber Azid verringert wird oder sogar verloren geht. Fur das
secA10-Allel ist es jedoch wahrscheinlicher, daf3 das in seiner Funktion partiell defekte (s.u.)
SecAl0-Protein durch das optimal-funktionelle Wildtyp SecA-Protein von den Transloka-
tionsstellen verdrangt wird und somit nicht zur Ausbildung der Azidresistenz beitragen kann,
Auf das Vorliegen einer soichen Defizienz des SecAl0-Proteins deutete zuerst der
Wachstumsdefekt von B.subtilis MIK 10[secA106] bei 30°C und 25°C hin, der bei Wachstum in

Flissigmedium besonders deutlich wurde.




Diskussion 6G

Bacillus Stimme, die unregelméaBige Zellformen ausbilden, werden auch unter dem Begriff des
Lyt*-Phénotyps (Lytic-deficient strains), zusammengefait (Harwood 1990). Unter anderem
zeigen sie die Tendenz zur Filamentbildung und verindertes Regenerationsverhalten von
Protoplasten (Decastro-Costa u. Landman 1977). Die Ursachen fiir die Ausbildung dieser
Phanotypen liegt in einer Storung der Regulation der Zellwandsynthese, hervorgerufen durch
eine Minder- oder Uberaktivitat autolytischer Enzyme oder der sie regulierenden Effektoren im
extrazelluldren Bereich der Zellwand (Ghuysen et al. 1966, Herbold u. Glaser 1975). Wie fir
die temperatursensitive B.subtilis secA-Mutante NIG1152[secA(div341tS)] gezeigt, fiihrt eine
Stoérung im Proteinexport durch eine Mutation im sec4-Gen zu einer reduzierten Sekretion von
autolytischen Enzymen und damit verbunden zu filamentdsem Wachstum (Miyakawa u.
Komano 1981, Sadaie u. Kada 1985). Entsprechend ist der Wachstumsdefekt von B.subfilis
MIiK10[sec410] verbunden mit der Filamentbildung ein Hinweis dafiir, daB durch die sec410-
Mutation ein Defekt im Proteinexport hervorgerufen wurde. Unterstiltzt wird diese Vermutung
durch den Befund, daB sich der kiltesensitive Phinotyp durch das Wildtyp secd-Gen
weitestgehend komplementieren lief3.

Die Komplementationsversuche mit der temperatursensitiven sec4-Mutante zeigten jedoch,
daf das SecAl0-Protein in der Lage ist, in vergleichbarer Weise wie das Wildtyp SecA-Protein
den Wachstumsdefekt bet hohen Temperaturen zu beheben, wobei jedoch weder bei 30°C noch
bei 42°C Resistenz gegeniiber Azid beobachtet wird. Wahrscheinlich wird bei Inkubation bei
30°C das SecAl0-Protein auf Grund seines partiellen Defektes (s.u.) vom Proteinexport durch
das SecA(div341)-Protein verdringt und kann so keine Azidresistenz vermitteln. Ein shnliches
rezessives Verhalten des sec4 10-Allels konnte auch gegeniiber dem B.subtilis Wildtyp secA-
Gen beobachtet werden. Demgegeniiber mussen an der Ausbildung des Phinotyps bei 42°C
beide SecA-Spezies beteiligt sein. Zur Erkldrung der Azidsensitivitidt bei 42°C besteht zum
einen die Moglichkeit, daB das SecA(div341)-Proteins bei 42°C nicht vollstindig inaktiviert
wird und so ein Teil des Proteins noch am Proteinexport teilnehmen kann. Die Empfindlichkeit
des Stammes gegeniiber Azid wire dann auf die Hemmung dieses im Vergleich zum SecA10-
Protein voll aktiven Anteils an SecA(div341)-Protein zuriickzufiihren. Untersuchungen von A.
Driessen (1993) zeigten, daBl sich Heterodimere aus B.subtilis Wildtyp SecA-Protein und
mutiertem SecA-Protein bilden konnen, die in ihrer Translokationsaktivitit dem Homodimer
des mutierten SecA-Proteins entsprechen. Es konnte daher auch die Ausbildung von
Heterodimeren zwischen dem azidresistenten SecAl0- und dem temperatursensitiven
SecA(div341)-Protein flir die Azidsensitivitdt verantwortlich sein. Hierbel wiirde die Faltung
von SecAl0 durch das SecA(div341)-Protein derart veriindert, daB die Azidresistenz verloren
geht, jedoch die Temperaturresistenz erhalten bleibt. Im Gegensatz dazu wurde in #hnlichen
Experimenten bet E.coli immer ein eindeutig kodominantes Verhalten der secA-Alflele
beobachtet (Fortin et al. 1990, Oliver et al. 1990). Wird in einem azidresistenten .coli Stamm
das temperatursensitive und azidempfindliche SecAS51-Protein aus E.coli MMS2 ausgehend
von einem Plasmid im Uberschuf exprimiert, so ist der Stamm bei 37°C azidresistent, da
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SecAS51 bei dieser Temperatur inaktiviert wird. Demgegeniiber kénnen die Zellen bei 30°C in
Anwesenheit von Azid nicht wachsen, da hier das azidsensitive SecAS1-Protein aktiv und im
UberschuB vorliegt (Oliver et al. 1990).

Beim Vergleich der Prozessierungskinetik bei 30°C und 37°C von B.subtilis Wildtyp und
MIK10[sec410] wurde deuthich, dal die Translokation von Proteinen bei der hoheren
Temperatur schneller erfolgie als bei niedriger Temperatur. In einer zusammenfassenden
Analyse verschiedener Proteinexportmutanten von £.coli geben Pogliano und Beckwith (1993)
gute Hinweise dafir, daf} der Proteinexport in E.coli an sich schon eine verminderte Effizienz
bei ntedrigen Temperaturen hat. So zeigten Mutation in der 5" -Region vor dem secE-Gen, die
zu einer reduzierten Synthese des SecE-Proteins fithrten, einen letalen Exportdefekt nur bei
niedrigen Temperaturen (25°C) (Schatz et al. 1991). Analog kann der Wachstumsdefekt von
B.subtilis MIK10fsec410] bei 30°C und 25°C auf einen additiven Effekt des SecAl0-Defektes
und der generellen Kéltesensitivitat des Proteinexportes zuriickzufithren sein. Demnach zeigen
diec Pulse-Chase-Experimente eindeutig, daf3 die Translokation des pOmpA bei
MiK10[sec410] im Vergleich zum Wildtyp Stamm eine verringerte Sensitivitit gegeniiber
Azid aufweist, obwohl insgesami eine Verlangsamung der Prozessierung im Vergleich zur
Situation ohne Azid zu beobachten war. Analoge Beobachtungen sind fiir azidresistente
Mutanten von £.coli von Oliver et al. (1990) beschrieben worden. Diese Mutanten zeigen bei
nicht-ietalen Azidkonzentrationen einen verlangsamten Proteinexport, ohne daBl das Wachstum
beeintrichtigt wird. In Anlehnung an die Verhilinisse bei E.coli, wo das azidresistente
SecA2Zi4_Protein eine deutlich verringerte Sensitivitit gegeniiber Azid zeigt (vgl. 4.2.1., Oliver
et al. 1990), kann die beschriebene Resistenz gegeniiber Azid an einer im Vergleich zum
Wildtyp-SecA schlechteren Bindung von Azid an das SecAlO-Protein oder an einer
verminderten Hemmung der ATP-ase Aktivitit des SecA-Proteins durch Azid liegen. Es
besteht dariber hinaus auch die Moglichkeit, dafl die Konformation des SecAl0-Proteins so
verdndert ist, daf} die ATP-ase Aktivitit schon ohne Azid gegeniiber der des Wildtyp SecA-
Proteins erhéht ist. Durch Zugabe von Azid wiirde die Hemmung in diesem Fall zu einer
Restaktivitat des SecA10-Proteins fithren, die fiir den Proteinexport gerade noch ausreicht. Die
Ergebnisse lassen somit den Schlufl zu, daf} das SecA-Protein von B.subtilis wie in £.coli den
Hauptangriffspunkt fur die Wachstumshemmung durch Azid darstellt und betonen die zentrale
Rolle des SecA-Proteins fiir den Proteinexport durch die Plasmamembran auch in Gram-

positiven Bakterien.
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3. Zusammenfassung;

Gram-positive Bakterien konnen grofie Mengen von Proteinen ins Medium sekretieren und
werden deshalb zur Herstellung von Enzymen in industriellem MaBstab verwendet. Uberrasch-
enderweise ist iber den Mechanismus des Proteinexportes bei diesen industriell bedeutenden
Bacillus Stdimmen weniger bekannt als bei dem Gram-negativen Bakterium Escherichia coli. In
der vorliegenden Arbeit wurden daher die Eigenschaften einer der zentralen Komponenten des
Exportapparates, des SecA-Proteins, von Gram-positiven Bakterien untersucht.

Mit Hilfe des secA-Gens aus B.subtilis als Sonde konnte das secA-homologe Gen von
S.carnosus isoliert werden. Das Gen von 2532 Bp kodiert fiir ein Protein mit 844 Amino-
sauren, das damit im GroBenbereich des SecA-Proteins aus B.subtilis (841 Aminosduren) liegt
und mit diesem 59,8% identische Aminosduren aufweist. Die Organisation auf dem Chro-
mosom deutet darauf hin, dall das S.carnosus secA-Gen ahnlich wie das B.subtilis secA-Gen
von einem eigenen Promotor transkribiert wird. Weiterhin wurde vor dem secA-Gen von
S.carnosus ein Gen identifiziert, das in seiner Lage und in der von im abgeleiteten Aminosaure-
sequenz grofe Ahnlichkeit mit dem orf/-Gen von B.subiilis hat. Der Vergleich des S.carnosus
SecA-Proteins mit weiteren SecA-homologen Proteinen zeigt vor allem in der N-terminalen
Region hoch konservierte Bereiche, die von Aminosiure 96-103 und 195-203 das A-Motiv
bzw. B-Motiv der ATP-Bindungsstelle umfassen. Das S.carnosus secA-Gen wurde in
verschiedenen E.coli und B.subtilis Stammen exprimiert und die physiologischen Eigenschaften
des S.carnosus SecA-Proteins wurden mit denen der SecA-Proteine aus E.coli und B.subiilis
verglichen. Im Gegensatz zum SecA-Protein aus B.subfilis zeigte das S.carnosus SecA in
E.coli secA-Mutanten keine Komplementation des Wachstumsdefektes. Die Ursache hierfur
liegt sehr wahrscheinlich in strukturellen Unterschieden zwischen dem S.carnosus SecA und
dem E.coli SecA, die eine Inkompatibilitit zwischen dem S.carmosus SecA-Protein und dem
E.coli Proteinexportapparat zur Folge haben. Demgegeniiber konnte das S.carnosus SecA
sowohl den Wachstumsdefekt ais auch den Proteinexportdefekt der B.subtilis secA-Mutante
NIG1152 komplementieren. Die Lipase aus S.Ayicus wurde hierbel mit einer guten, wenn auch
im Vergleich zum B.subtilis Wildtyp Stamm etwas verlangsamten Kinetik exportiert, wihrend
im Gegensatz dazu das dufere Membranprotein OmpA aus Z.cofi nicht exportiert wurde. Der
Defekt beim Export des OmpA-Proteins kénnte auf einer Defizienz bei der Ausbildung des
Komplexes aus dem Gram-positiven S.carnosus SecA-Proteins und dem Gram-negativen
Vorlaufer beruhen und/oder durch eine StSrung bei der Initiation der Translokation an der
Membran bedingt sein.

Durch die Selektion auf azidhaltigem Nahrmedium wurde die B.subtilis secA-Mutante MIK10
isoliert, die in Anwesenheit von Azid wachsen kann. Fiir die Resistenz gegeniiber Azid ist eine
Mutation im SecA-Protein verantwortlich, die auf in elnem Austausch der in allen SecA-
homologen Proteinen konservierten Glutaminséure in Position 338 gegen Glycin besteht. Die
Hemmung des Proteinexportes, der im Wildtyp bei Anwesenheit von Azid beobachtet wurde,
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wurde durch diese Mutation wieder aufgehoben. Das Wildtyp secA-Gen zeigt dabei beim Test
auf Azidresistenz eine deutliche Dominanz iiber das azidresistente sec4-Allel. Die Mutation
fihrte jedoch neben der Azidresistenz zu einem Wachstums- und Proteinexportdefekt bei
niedrigen Temperaturen. Diese Ergebnisse lassen den SchiuB zu, daB das SecA-Protein in
B.subtilis, wie in E.coli, den Hauptangriffspunkt fiir die Wachstumshemmung durch Azid dar-
stellt und so die hochste Empfindlichkeit aller zelluldren ATP-asen gegenitber Azid aufweist.

b B
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