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EINLEITUNG

1. Einleitung

Die Grundvoraussetzung fiir einen geregelten Stoffwechsel und Energiehaushalt in Zellen ist
die Kompartimentierung. Sowohl eukaryotische als auch prokaryotische Zellen sind von
mindestens einer Membran umgeben, die aus einer Phospholipid-Doppelschicht besteht.
Diese Membranen dienen zum einen als Permeabilititsbarriere fiir beispielsweise
cytoplasmatische Molekiile. Zum anderen ist es jedoch fiir die Zelle iiberlebensnotwendig,
dass ein gezielter Stoffaustausch zwischen verschiedenen Kompartimenten stattfinden kann,
da die Proteine und damit auch die Funktion der Kompartimente meist vollig unterschiedlich
sind. Wahrend eukaryotische Zellen sich in bis zu zehn kompartimentierte Organellen
einteilen lassen, finden sich bei prokaryotischen Zellen meist nur drei solcher Kompartimente
(bei Gram-positiven Bakterien: Cytoplasma, Cytoplasmamembran und Zellwand). Fiir das
Uberleben von Zellen ist es essentiell, dass ein beidseitiger Austausch mit dem extrazelluliren
Raum stattfinden kann, um Verdnderungen der Umweltbedingungen wahrnehmen und darauf
reagieren zu konnen. Fiir den gezielten Austausch von Stoffwechselprodukten und anderen
Molekiilen verfligen die Organismen daher {iber verschiedene Transportsysteme, die z.B. aus
membranstidndigen Multiprotein-Komplexen gebildet werden. Bei Bakterien werden alle
Proteine im Cytoplasma synthetisiert und miissen daher fiir den als Sekretion bezeichneten
Transport vom Cytoplasma zu dem Bestimmungsort in einem der anderen Kompartimente
markiert werden, um von der jeweiligen Transportmaschinerie erkannt zu werden. Zu diesem
Zweck werden Proteine, die fiir die Sekretion bestimmt sind, als Vorlduferproteine mit einem
N-terminalen Signalpeptid (SP) synthetisiert, das von der Export-Maschinerie erkannt wird
(von Heijne, 1990).

Im Folgenden sollen die verschiedenen Mechanismen fiir die Proteinsekretion in Bacilli am
Beispiel des Modellorganismus B. subtilis vorgestellt werden. Bei B. subtilis handelt es sich
um ein Gram-positives, ubiquitdr vorkommendes Bakterium, das genetisch gut zugéinglich ist
und dessen Genom vollstiandig entschliisselt wurde (Kunst ez al., 1997; Barbe et al., 2009).

1.1 Mechanismen fiir die Proteinsekretion in Bacillus

Gram-negative Bakterien verfiigen {iber eine innere und eine duBere Zellmembran und lassen
sich daher in vier verschiedene Kompartimente unterteilen (Cytoplasma, innere Membran,
Periplasma und duflere Membran). Vertreter der Gram-positiven Bakterien, zu denen auch
B. subtilis gehort, sind noch einfacher strukturiert und besitzen statt einer dulleren Membran
eine fiir die meisten Molekiile durchldssige Zellwand und somit keinen periplasmatischen
Raum. Dennoch existieren auch in B. subtilis zahlreiche verschiedene Mechanismen, um
einen Proteintransport zwischen diesen drei Kompartimenten zu gewihrleisten. Ein Grofteil
der sekretierten Proteine wird tiber die Sec-abhiéngige Sekretion transportiert, die in 1.2
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detailliert dargestellt wird. Neben dem Sec-Weg sind noch mindestens drei weitere, Sec-
abhéngige Proteinexportwege in B. subtilis bekannt, iiber die eine kleine Anzahl von
spezifischen Proteinen sekretiert wird. Einer der Sec-unabhéngigen Proteinexportwege besteht
aus einem ABC-Transportsystem (ATP-Binding Cassette), das flir die Sekretion der von
einigen Bacillus-Arten produzierten Peptid-Antibiotika verantwortlich ist (Nakano & Zuber,
1990). Ein Beispiel fiir ein ribosomal produziertes Lantibiotikum, das mit einem Signalpeptid
fiir ein ABC-Transportsystem synthetisiert wird, ist ,,Sublancin 168 von B. subtilis 168, das
im sunT-sunS Operon kodiert ist und tiber ABC-Transporter sekretiert wird (Paik ef al.,
1998). Die fiir die Ausbildung der natiirlichen Kompetenz von B. subtilis benotigten Com-
Proteine, die Ahnlichkeiten zu den Typ IV-Pili-Proteinen aus Gram-negativen Bakterien
aufweisen (Chung et al., 1998), werden hingegen iiber das sog. Com-System sekretiert, von
speziellen Signalpeptidasen prozessiert und in der Membran verankert (Dubnau, 1997).

In vielen Gram-negativen Bakterien wurde neben den Mechanismen fiir die Sekretion von
ungefalteten Proteinen auch ein Transportsystem identifiziert, welches Proteine in ihrer
nativen Konformation transportiert. Aufgrund der spezifischen Merkmale der N-terminalen
Signalpeptide wurde dieses System als Tat-System (Twin Arginin Translocation) bezeichnet.
Uber den Tat-Weg werden iiber einen Protonengradienten als Energiequelle vor allem
Proteine transportiert, die einen Cofaktor benétigen, der bereits widhrend der Translation
integriert wird (Jongbloed et al., 2002). Die in B. subtilis identifizierten Komponenten, die
aufgrund von Homologie-Untersuchungen dem Tat-Weg zugeordnet werden, weisen jedoch
im Vergleich zu dem in E. coli bekannten Tat-Weg einige Unterschiede auf. Der Tat-Weg, der
auch als ApH-Weg bezeichnet wird, wurde zuerst in den Thylakoidmembranen von
Chloroplasten entdeckt (Settles er al., 1997). Die meisten Untersuchungen zum Tat-Weg
wurden jedoch inzwischen in E. coli durchgefiihrt. Daher soll im Folgenden kurz auf die
Unterschiede zwischen E. coli und B. subtilis in diesem Bereich eingegangen werden. Vier
Gene von E. coli werden dem Tat-Weg zugeordnet. Dabei handelt es sich zum einen um die
Operon-Struktur aus den drei Genen tatA, tatB und tatC, sowie um das monocystronisch
vorliegende tatE (Bogsch et al., 1998; Dalbey & Robinson, 1999). Zwar wurde im fatABC-
Operon ein weiterer Leserahmen identifiziert, der flir das als TatD bezeichnete Protein
kodiert, allerdings konnte anfangs kein direkter funktioneller Zusammenhang zwischen TatD
und der Tat-Translokase identifiziert werden (Wexler et al., 2000). Inzwischen wurde jedoch
postuliert, dass TatD eine Funktion in einem Kontrollsystem ausiibt, das mit dem Tat-System
verkniipft ist (Matos et al, 2009). Die TatABCE-Proteine scheinen hingegen alle
membranstindig zu sein und als Translokase in der Cytoplasmamembran zu fungieren. Im
Gegensatz zu den meisten anderen Organismen, in denen ein Tat-System identifiziert wurde,
verfuigt B. subtilis Homologie-Untersuchungen zu Folge iiber mehrere TatA- und TatC-
Homologe, die als TatA., TatA4 und TatA, sowie auBerdem als TatCq und TatC, bezeichnet
werden (Kunst et al., 1997). Das Homologon zu dem in E. coli identifizierten TatB scheint in
B. subtilis jedoch zu fehlen (Pop et al., 2002). Die Signalpeptide von Tat-sekretierten
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Proteinen sind im Durchschnitt 14 Aminoséduren ldnger als Sec-Signalpeptide und verfiigen
aulerdem tber die charakteristische Twin-Arginin-Konsensus Sequenz R-R-X-Z-Z
(R=Arginin; X=beliebige AS; Z=hydrophobe AS) in der N-Domine (Tjalsma et al., 2000).
Die Prozessierung der Signalpeptide erfolgt, wie auch bei den Sec-Signalpeptiden, tiber Typ
[-Signalpeptidasen. Fiir B. subtilis wurden 69 Signalpeptide identifiziert, die potentiell vom
Tat-System erkannt werden. Allerdings konnte bisher nur fiir zwei dieser Proteine mit
potentiellen Tat-SP tatsdchlich nachgewiesen werden, dass die Translokation {iber das Tat-
System erfolgt. Dabei handelt es sich um das Protein PhoD (Jongbloed et al., 2002) und um
YwbN (Jongbloed et al., 2004). Einiges deutet jedoch darauf hin, dass nicht allein das SP fiir
die Tat-Spezifitit des sekretierten Proteins verantwortlich sein kann. So wurde das SP von
YwbN vor verschiedene Proteine kloniert und die Sekretion dieser Proteine in B. subtilis
untersucht. Dabei haben Kolkman et al. (2008) festgestellt, dass einige Proteine Tat-abhéngig,
andere aber auch Tat-unabhéngig sekretiert werden. Fiir LipA und zwei weitere Proteine aus
B. subtilis wurde trotz des potentiell Tat-abhidngigen SP eine strikt Sec-abhéngige Sekretion
nachgewiesen (Jongbloed et al., 2002). Allerdings konnte inzwischen gezeigt werden, dass
wenn LipA stark tiberexprimiert wird, die Sekretion dann vor allem {iiber das Tat-System
erfolgt (Kouwen et al., 2009).

1.2 Der generelle Sekretionsweg fiir ungefaltete Proteine (Sec-Weg) in
Bacillus subtilis

Die meisten der fiir den Export bestimmten Proteine werden in Bakterien in ungefalteter Form
iiber den Sec-Weg sekretiert. Der Mechanismus der Sec-Sekretion wurde bisher am besten im
Gram-negativen Organismus E. coli untersucht (Driessen, 1994; den Blaauwen & Driessen,
1996; Driessen et al., 1998). Die Komponenten des Sec-Systems in E. coli bestehen aus
verschiedenen, membranstindigen und membrandurchspannenden Proteinen, die die
Translokationspore bilden, sowie aus cytoplasmatischen Komponenten, die fiir die Erkennung
und den Transport zur Membran verantwortlich sind. Da in B. subtilis fir die meisten dieser
Komponenten Homologe identifiziert wurden, geht man davon aus, dass der Mechanismus
der Sekretion weitgehend hoch konserviert ist (Nakamura et al., 1990; Jeong et al., 1993,
Oguro et al., 1995; van Wely et al., 1999; Kakeshita et al., 2000). Allerdings sind auch
signifikante Unterschiede zwischen beiden Organismen bekannt, auf die in der folgenden
detaillierten Darstellung des Ablaufs der Sekretion tiber den Sec-Weg eingegangen werden
soll.
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1.2.1 Erkennungssequenz fiir die Sekretion: Das N-terminale Signalpeptid

Proteine, deren Bestimmungsort nicht im Cytoplasma liegt, werden als sog. Vorlduferproteine
mit einer N-terminalen Erkennungssequenz, dem Signalpeptid (SP) synthetisiert, die von
Komponenten der Sekretionsmaschinerie erkannt wird (von Heijne, 1990). In B. subtilis
wurden fiir die in 1.1 beschriebenen unterschiedlichen Sekretionsmechanismen auch
Signalpeptide mit unterschiedlichen Eigenschaften identifiziert, die von Tjalsma et al. (2000)
zusammengefasst wurden. Obwohl Signalpeptide generell alle die gleiche Funktion erfiillen
und alle von der jeweiligen Translokationsmaschinerie erkannt werden miissen, weisen sie
kaum Sequenzhomologien untereinander auf. Stattdessen ist jedoch eine gemeinsame
Doménenstruktur und somit eine Strukturhomologie erkennbar (von Heijne, 1990). Die
meisten Signalpeptide lassen sich in drei funktionell unterschiedliche Doménen einteilen. Der
detaillierte Aufbau eines Signalpeptids ist im Folgenden anhand der héaufigsten
Erkennungssequenz fiir den Proteinexport, dem Sec-Signalpeptid dargestellt (Abb. 1). Die
positiv geladene N-Doméne eines Signalpeptids interagiert mit den Phospholipiden der
Cytoplasmamembran und dem SecA-Protein (Akita et al., 1990), die hydrophobe N-Doméne
durchspannt die Phospholipid-Doppelschicht in einer a-helicalen Struktur (Briggs et al.,
1986) und die C-Domine besteht aus der Konsensus-Sequenz A-X-A (X = beliebige AS). Die
Prozessierung des Vorlduferproteins erfolgt durch eine Typ I Signalpeptidase, die das
Signalpeptid vom reifen Protein abspaltet. Helix-brechende Aminosduren (z.B. Prolin) am
Ende der H-Doméne sind relativ hdufig und erleichtern vermutlich das Abspalten der
Signalsequenz durch die spezifische Signalpeptidase (Paetzel ef al., 1998).

ca. 28 AS

positive Ladung hydrophober Kern N-Terminus des

Substratproteins

Abb. 1: Schematische Ubersicht iiber die Domiinenstruktur eines typischen Sec-Signalpeptids. Ein
Signalpeptid besteht aus drei funktionellen Doméznen. Der positiv geladenene N-Doméne, die mit den
Phospholipiden der Cytoplasmamembran interagiert, einer hydrophoben H-Doméine, die in die Membran
inseriert und der C-Doméne mit der Erkennungssequenz A-X-A fiir Typ I Signalpeptidasen (X = beliebige AS).
Die Schnittstelle der Signalpeptidasen ist mit einem Pfeil markiert. Die Léinge eines B. subtilis Sec-SP variiert
zwischen 19-44 Aminosduren und liegt den Vorhersagen zur Folge durchschnittlich bei 28 AS. Die erste
Aminosdure am N-Terminus des reifen Proteins wird als ,,+1“-Position bezeichnet und ist oft ein Alanin.
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Ein vereinfachtes Modell ohne die beteiligten Komponenten der Sekretionsmaschinerie fiir
den Ablauf der Insertion von Signalpeptiden in die Cytoplasmamembran ist in Abb. 2
dargestellt.
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Abb. 2: Modell des Ablaufs der Insertion von Signalpeptiden in die Cytoplasmamembran (modifiziert
nach Tjalsma et al., 2000 und van Roosmalen ef al., 2004). (A) Die positiv geladene N-Domine des SP (rot)
interagiert mit den negativ geladenen Phospholipiden an der Innenseite der Cytoplasmamembran. Die H-
Domine des SP (blau) inseriert durch Ausbildung von a-helicalen Strukturen in die Phospholipid-Doppelschicht
der Cytoplasmamembran. (B) Durch die Insertion des SP wird der erste Teil des Vorlduferproteins (schwarz)
mittransloziert und das SP durchspannt die Membran. Wihrend oder kurz nach der Translokation des
Substratproteins durch die Komponenten der Translokationsmaschinerie (aus Ubersichtsgriinden hier nicht
dargestellt) wird das SP an der exponierten C-Doméne (Erkennungssequenz ,,AXA“; X = beliebige AS) durch
eine Signalpeptidase (SPase) abgespalten und das Substratprotein freigesetzt. (C) Das in der
Cytoplasmamembran verbleibende Signalpeptid wird durch Signalpeptid-Peptidasen (SPPase) degradiert und das
Substratprotein erlangt seine native Konformation.

Neben den Sec-Signalpeptiden lassen sich weitere Klassen von SP in B. subtilis identifizieren,
die von den verschiedenen Transportmechanismen erkannt werden. Die ebenfalls von der
Sec-Maschinerie translozierten Lipo-Proteine verfiigen beispielsweise tiber durchschnittlich
etwas kiirzere SP mit einer sog. ,Lipobox“, die als Erkennungssequenz fiir Typ II
Signalpeptidasen dient (L-X-X-C; X = beliebige AS). Nach der Translokation wird das
Cystein der ,,Lipobox* durch Lipide modifiziert, so dass das Cystein nach der Prozessierung
durch Typ II Signalpeptidasen an der Membran fixiert wird und als Membrananker fiir das
Substratprotein dient (Tjalsma et al., 2000).

Einige sekretierte Proteine aus Gram-positiven Bakterien, wie z.B. Proteasen, werden mit
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einem weiteren N-terminalen Peptid synthetisiert, das nach der Sekretion abgespalten wird.
Dieses zwischen Signalpeptid und reifer Protease lokalisierte und als Propeptid bezeichnete
Element dient als intramolekulares Chaperon und unterstiitzt die Faltung der Protease (Kojima
et al., 1998). Das Propeptid wird autokatalytisch nach der Translokation iiber die
Zellmembran abgespalten und dient aulerdem als Inhibitor, der dafiir sorgt, dass die Protease
nicht bereits verfritht im Cytoplasma aktiviert wird (Shinde et al., 1993; Takagi & Takahashi,
2003).

1.2.2 Signalpeptiderkennung und Transport zum Translokon

Die Signalpeptide der ribosomal synthetisierten Proteine, die fiir den Export bestimmt sind,
werden wihrend der Translation von Komponenten der Translokationsmaschinerie erkannt
und gebunden. In B. subtilis spielt dabei das sog. SRP (Signal Recognition Particle), welches
das Substratprotein in einer exportkompatiblen, ungefalteten Konformation hilt, eine zentrale
Rolle (Park et al., 1988; Liu ef al., 1989). Das SRP ist ein hochkonservierter Protein-RNA
Komplex, der auch in Siugetieren identifiziert wurde. In Sdugern besteht das SRP aus sechs
verschiedenen Proteinen, die einen Komplex mit einer strukturbildenden RNA bilden (Althoff
et al., 1994). Die in Prokaryoten identifizierten SRP-Komplexe bestehen meist aus weniger
Komponenten. Das SRP in B. subtilis wird aus zwei Proteinen und der scRNA (small
cytoplasmic RNA) gebildet. Bei den Proteinen handelt es sich um das Protein HBsu Protein,
welches als Dimer vorkommt und das fiir die Zelle essentielle Fth-Protein (Fifty four
homologue), das seinen Namen aufgrund der Homologie zum 54 kDa Protein des SRP von
Sdugern erhalten hat. Bei der scRNA handelt es sich um das Homologon der in E. coli
identifizierten 4,5S RNA des SRP (Struck er al., 1988). Das Fth-Protein verfiigt iiber eine
GTPase Aktivitdt und bildet einen Komplex mit der scRNA in vivo (Nakamura ef al., 1994).
Es lasst sich in verschiedene Dominen unterteilen und scheint eine Konformationsidnderung
bei der Bindung an das Signalpeptid zu durchlaufen (Ahn et al., 2009). Die ca. 300 AS
umfassende G-Doméne mit konservierten GTP-Binderegionen geht eine Interaktion mit dem
SRP-Rezeptor Protein FtsY ein (Powers & Walter, 1995; Macao et al., 1997; Farmery et al.,
1998). In einer Studie von Bradshaw ef al. (2009) wurde weiterhin vermutet, dass die
Bindung des SRP an das Signalpeptid die Komplexbildung mit FtsY beschleunigt. Die
deutlich kiirzere, Methionin-reiche M-Domine ist fiir die Bindung des Signalpeptids
(Takamatsu et al., 1997) und auch fiir die Bindung an die scRNA verantwortlich (van Wely et
al., 2001). Durch die Bindung an das SRP im Cytoplasma wird das Substratprotein in einem
ungefalteten Zustand gehalten und mit Hilfe des SRP-Rezeptors FtsY zur
Translokationsmaschinerie des Sec-Apparates transportiert (Abb. 4). In E. coli existiert neben
dem SRP ein weiteres cytoplasmatisches Protein, welches diese Aufgabe tibernimmt und als
SecB bezeichnet wurde. Allerdings findet dieser Prozess post-translational und nicht wie beim

SRP co-translational statt. Bei SecB handelt es sich um ein Chaperon, das an den reifen Teil
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des Vorlduferproteins post-translational bindet und so dessen ungefalteten Zustand aufrecht
erhilt (Kumamoto & Francetic, 1993). Das SecB-Protein besitzt eine Affinitdt zum SecA-
Protein und auf diese Weise wird das Substratprotein zur Sec-Pore transportiert (Fekkes et al.,
1997). Da der co-translationale Weg iiber das SRP und der post-translationale Weg tiber SecB
an der Sec-Pore zusammentreffen (Valent ez al., 1998), wurde vermutet, dass B. subtilis tiber
ein SecB Homologon verfligt. Allerdings konnte in B. subtilis kein eindeutiges SecB
Homologon identifiziert werden, was moglicherweise in Zusammenhang mit den in Vergleich
zu E. coli meist starker hydrophoben SP von B. subtilis stehen konnte, da stiarker hydrophobe
SP in E. coli meist vom SRP und nicht von SecB erkannt werden (Valent et al., 1995; Valent
et al., 1997). AuBBerdem werden in E. coli tiber den SecB-Weg vor allem Proteine sekretiert,
die an der dulleren Membran lokalisiert sind (Diamond & Randall, 1997), welche in B. subtilis
nicht vorhanden ist. Dennoch wurde von Mueller et al. (1992) das CsaA-Protein von
B. subtilis als Suppressor einer E. coli SecA-Mutante identifiziert und damit in den Focus als
mogliches SecB-Homologon geriickt. Inzwischen konnte gezeigt werden, dass CsaA
Chaperon-dhnliche Aktivititen zeigt und Affinitdt zu Signalpeptiden sowie zu SecA aufweist
(Mueller et al., 2000; Mueller et al., 2000b). Zwar zeigen CsaA und SecB aus E. coli kaum
Sequenzhomologien, allerdings fiihrt in beiden Fillen eine abgeschwichte Expression dazu,
dass einige Proteine nicht mehr auf einem nachweisbaren Niveau sekretiert werden (van Wely
et al., 2001). Inzwischen wurde die Kristallstruktur von CsaA in B. subtilis aufgeklart
(Shapova & Paetzel, 2007). Dennoch konnte die Funktion von CsaA im Zusammenhang mit
der Sekretion in B. subtilis bisher nicht endgiiltig geklart werden.

1.2.3 Die Translokation iiber die Sec-Pore

Das fiir den Export bestimmte Vorlduferprotein wird mit Hilfe des SRP und des SRP-
Rezeptors FtsY zur Sec-Pore transportiert und bindet dort an das fiir die Zelle essentielle
SecA-Protein. Das SecA-Protein ist der Motor flir die Translokation des Substratproteins
durch die Membran und kommt als Monomer und auch als Dimer im Cytosol und
membrangebunden vor (Zimmer et al., 2006). Untersuchungen haben gezeigt, dass SecA
seine Funktion bei der Proteintranslokation auch in monomerer Form erfiillen kann (Or et al.,
2005). Aufgrund von Homologie- und Komplementations-Untersuchungen geht man davon
aus, dass der Ablauf der Translokation in E. coli und B. subtilis sehr dhnlich ist (Tjalsma et
al., 2004). Das SecA-Protein bindet sowohl das Substratprotein als auch das Signalpeptid. Es
gab zahlreiche Untersuchungen, um die Bindedomine fiir das Signalpeptid und das
Substratprotein selber zu identifizieren (Musial-Siwek et al., 2007). Gelis et al. haben 2007
postuliert, dass das SecA-Protein eine Bindetasche ausbilden kann, in der die Signalpeptide
der Vorlduferproteine gebunden werden, wenn diese eine a-Helix ausbilden. Laut einer
aktuellen Studie von Auclair ef al. (2010), in der versucht wurde die Bindetasche fiir das SP
mit Hilfe der Methode des Forster-Resonanzenergietransfers (FRET) zu identifizieren, liegen
die fuir die Bindung des SP verantwortlichen Positionen jedoch auf etwa 20 % des gesamten
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SecA-Proteins verteilt. Nachdem SecA an das Substratprotein gebunden hat, beginnt ein
katalytischer Zyklus bei dem durch Konformationsédnderung des SecA-Proteins unter ATP-
Verbrauch das Substratprotein durch die Cytoplasmamembran tranloziert wird (Abb. 3).
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Abb. 3: Modell des katalytischen Zyklus des SecA-Proteins an der Sec-Pore (modifiziert nach Van Wely et
al., 2001). (A) Durch den Austausch von ADP gegen ATP wird eine Konformationsdnderung des SecA-Proteins
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hervorgerufen und SecA inseriert teilweise in die Sec-Pore (SecYEG). Dabei werden 20-30 Aminoséuren des an
SecA gebundenen Substratproteins iiber die Membran transloziert. (B) Die Hydrolyse des ATP zu ADP bewirkt
die Deinsertion von SecA aus der Pore und die Freigabe des Substratproteins. Das SecA-Protein an der Pore
kann nun durch Hydrolyse eines weiteren ATP mit cytosolischen SecA-Molekiilen ausgetauscht werden.
(C) Durch die erneute Bindung eines SecA-Molekiils an das teilweise translozierte Substratprotein wiederholt
sich der katalytische Zyklus, bis das Vorlduferprotein vollstindig durch die Membran geschleust wurde.

Fiir die Translokation des ungefalteten Substratproteins durch die Cytoplasmamembran ist ein
Protein-Kanal in der Membran verankert. Dieser hydrophile Translokationskanal wird aus den
Proteinen SecY, SecE und SecG gebildet (Akimaru et al., 1991; Manting et al., 2000). Das
SecY-Protein ist in B. subtilis iiber 10 Transmembransegmente in der Cytoplasmamembran
verankert, wihrend das kleinere SecE-Protein nur einen Transmembrananker aufweist. Diese
beiden fiir die Zelle essentiellen Proteine bilden zusammen die Kernstruktur der Sec-Pore, die
aus einer oligomeren Ringstruktur besteht und Ahnlichkeiten zur eukaryotischen Sec61p im
endoplasmatischen Retikulum aufweist (Meyer et al, 1999). Das {iber zwei
Transmembransegmente verankerte SecG Protein hingegen ist nicht essentiell, verbessert aber
die Translokationseffizienz, indem es seine Konformation @ndert und so den SecA-Zyklus
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(Abb. 3) energetisch begiinstigt (Nishiyama et al., 1993; Nishiyama et al., 1994). Neben den
bereits beschriebenen Proteinen sind einige weitere Komponenten direkt oder indirekt an der
Sekretion {iber den Sec-Weg beteiligt. So iiben beispielsweise die Proteine SecDF und YajC
verschiedene unterstiitzende Funktionen aus und interagieren mit den zentralen Komponenten
des Sec-Apparats (Economou et al., 1995; Duong & Wickner, 1997; Bolhuis et al., 1998;
Samuelson et al., 2000; Nouwen & Driessen, 2002; Yuan et al., 2010).

1.2.4 Freisetzung und Faltung des Substratproteins

Wihrend oder kurz nach der vollstindigen Translokation des Substratproteins wird das N-
terminale Signalpeptid durch Signalpeptidasen abgespalten (Abb. 2) und das reife Protein
freigesetzt (Dalbey & Robinson, 1999). Wihrend in den meisten Eubakterien, Archaea und
Hefen nur jeweils eine Signalpeptidase fiir diesen Vorgang vorhanden ist (Goffeau et al.,
1997; Smith et al., 1997), wurden in B. subtilis funf verschiedene, genomisch kodierte Typ I
Signalpeptidasen mit paralogen Funktionen identifiziert (Kunst et al., 1997). Diese wurden als
SipS, SipT, SipU, SipV und SipW bezeichnet, wovon jedoch nur SipS und SipT essentiell
sind (Tjalsma et al., 1999). Die Interaktion von Signalpeptidasen und Signalpeptiden wurde
inzwischen auch auf struktureller Ebene untersucht (Kim et al., 2008; Choo et al., 2008D).
Lipid-modifizierte =~ Vorlduferproteine (Lipo-Proteine) werden durch eine Typ I
Signalpeptidase, die als Lsp bezeichnet wurde, prozessiert (Pragai et al., 1997). Nach der
Prozessierung verbleibt das Signalpeptid in der Membran und wird durch Signalpeptid-
Peptidasen degradiert (Bolhuis ef al., 1999).

Nach der Freisetzung erlangt das Substratprotein im Zellwandbereich seine native
Konformation mit der Unterstiitzung von Faltungshelfern, die an der duBeren Seite der
Cytoplasmamembran lokalisiert sind. Einer dieser Faltungshelfer ist das PrsA-Protein, das
iber eine Lipidmodifikation in der Membran verankert ist (Kontinen et al., 1991; Kontinen &
Sarvas, 1993; Kim et al., 2005). Das PrsA-Protein ist fiir B. subtilis essentiell und wurde
aufgrund von Sequenzhomologien der Parvulin-Familie von Peptidy-Prolyl-cis/trans-
Isomerasen (PPlasen) zugeordnet (Vitikainen et al., 2004). PPlasen katalysieren die cis/trans
Isomerisation von Peptidyl-Prolyl-Bindungen in Proteinen (Rahfeld et al, 1994). In
B. subtilis wurden auBerdem drei verschiedene Proteine identifiziert (BdbA, BdbB und
BdbC), die fir Disulfid-Oxidoreduktasen kodieren und die Ausbildung von Disulfid-
Briickenbindungen in sekretierten Proteinen katalysieren (Chung et al., 1998; Bolhuis ef al.,
1999). Interessanterweise wurde in B. subtilis bisher jedoch nur ein sekretiertes Protein mit
einer Disulfidbriickenbindung identifiziert (ComC).

Eine Ubersicht iiber den gesamten Ablauf der Sekretion iiber den Sec-Apparat ist in Abb. 4
dargestellt. Der Begriff der ,Proteinsekretion® wird in dieser Arbeit mit dem Begriff
»Proteinexport® gleichgesetzt, auch wenn die Abldufe der einzelnen Schritte der Sekretion
nicht im Detail untersucht wurden, sondern nur der generelle Proteinexport.
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Ablaufs der Proteinsekretion iiber den Sec-Apparat in B. subtilis.
(A) Der Protein-RNA-Komplex des SRP bindet wihrend der Proteinbiosynthese an das N-terminale
Signalpeptid (SP) von fiir den Export bestimmten Proteinen und bewirkt so die Beibehaltung der ungefalteten
Konformation, um die Substratproteine exportkompetent zu halten. (B) Mit Hilfe des SRP-Rezeptor-Proteins
FtsY wird der Komplex aus SRP und Substratprotein zur Membran transportiert und dort das Signalpeptid und
Teile des reifen Proteins an den Translokationsmotor SecA gebunden. (C) Durch Konformationséinderung im
katalytischen Zyklus des SecA-Proteins (Abb. 3) wird das Substratprotein unter ATP-Verbrauch durch die
Membranpore transloziert. (D) Nach der Freisetzung der Peptidkette durch das Abspalten der SP durch eine Typ
I Signalpeptidase (Sip) erlangt das Substratprotein mit Hilfe von Faltungshelfern (z.B. PrsA) seine native
Konformation.
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1.3 Bacillus als Wirt fiir die extrazellulire Proteinproduktion

Fiir die bakterielle Proteinproduktion im industriellen Malistab werden je nach Zielprotein
unterschiedliche Organismen eingesetzt. Die hdufigsten Produktionswirte sind Escherichia
coli und Gram-positive Organismen der Gattung Bacillus (Westers et al., 2004). Die
Proteinproduktion in E. coli erfolgt fast immer intrazelluldir im Cytoplasma, weshalb die
Zellen fiir die Gewinnung des Zielproteins aufgeschlossen werden miissen (Sorensen &
Mortensen, 2005; Graumann & Premstaller, 2006). Fiir eine wirtschaftliche Proteinproduktion
im industriellen Mafstab sind neben einer hohen Proteinausbeute auch der Aufwand und die
Kosten fiir die Aufreinigung des Zielproteins entscheidend. Die Lyse von E. coli-Zellen im
groBBen Maf3stab ist ein aufwindiger Prozess und es kommt hinzu, dass das Produkt durch die
zahlreichen Wirtsproteine aus dem Cytoplasma verunreinigt wird. Weitere Nachteile der
Proteinproduktion im Cytoplasma sind, dass das Zielprotein zahlreichen cytoplasmatischen
Enzymen mit proteolytischer Aktivitdt ausgesetzt ist und dass bei einer starken
Uberexpression die Bildung unléslicher Proteinaggregate, sog. Einschlusskorper (,,inclusion
bodies®), zu verringerten Produktausbeuten fithren. Daher ist die Sekretion von
rekombinanten Proteinen direkt in das Medium, d.h. deren extrazelluldre Produktion, eine
interessante Alternative, durch die der Zellaufschluss tiberfliissig wird und lediglich eine
einfache Fest-Fliissig-Trennung von Zellen und Medien durchgefiihrt werden muss.
Zusitzlich ist die Aufreinigung des Zielproteins stark vereinfacht, da zum einen keine
»inclusion bodies*“-Bildung im Kulturiiberstand auftritt und des Weiteren deutlich weniger
Wirtsproteine das Produkt verunreinigen. Zwar gibt es Ansétze, eine Sekretion von
rekombinanten Proteinen in E. coli zu ermoglichen, allerdings sind diese meist mit
schwerwiegenden Nachteilen in Bezug auf das Wuchsverhalten in der Kultivierung der
modifizierten Stdmme verbunden (Choi & Lee, 2004; Ni & Chen, 2009; Sommer et al.,
2010). Fur die Sekretion von Proteinen werden daher Gram-positive Organismen bevorzugt,
da diese nur iiber eine Membran verfiigen, wihrend in Gram-negativen Bakterien zwei
Zellmembranen tiberwunden werden miissen. Insbesondere Organismen der Gattung Bacillus
werden, aufgrund ihrer Fihigkeit, mehrere Gramm pro Liter Zielprotein in den
Kulturiiberstand sekretieren zu konnen, bevorzugt fiir die extrazelluldre Proteinproduktion im
industriellen Malstab eingesetzt (Schallmey et al, 2004). Die Einstufung der nicht-
pathogenen, Endotoxin-freien Bacillus-Arten als GRAS (generally regarded as safe) durch
die ,,Food and Drug Administration* und die Verfiigbarkeit von kostengiinstigen Nahrmedien
und Verfahren flir die Hochzelldichte-Kultivierung von Bacillus machen diese Organismen zu
einem langjdhrig bewdhrten und oft verwendeten Produktionswirt fiir homologe und
heterologe Proteine in industriellen Prozessen (Westers et al., 2004). Bacillus sekretiert
natiirlicherweise verschiedene hydrolytische Enzyme wie Proteasen, Amylasen und Lipasen,
u.a. um auf verdnderte Umweltbedingungen reagieren zu konnen und komplexe Néhrstoffe in
der Umgebung der Zelle zu hydrolysieren und so in eine Import-kompatible Form
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umzuwandeln. Wie von Schallmey et al. (2004) zusammengefasst, werden viele dieser
hydrolytischen Enzyme industriell in mikrobiellen Fermenationsprozessen produziert. Neben
B. subtilis kommen dafiir weitere Wirte, wie B. amyloliquefaciens und B. licheniformis, mit
vorteilhaften Eigenschaften fiir die Produktion des jeweiligen Zielproteins zum Einsatz.
Neben den homologen Enzymen aus Bacillus werden aber auch zahlreiche heterologe
Proteine bis hin zu Membran-Proteinkomplexen mit Bacillus-Wirten produziert und die
Vorteile von Bacillus als bakterieller Expressionswirt fiir die extrazelluldre Proteinproduktion
ausgenutzt (Wong, 1995; Li ef al., 2004; Westers et al., 2004; Ferreira et al., 2005; Vitikainen
et al., 2005; Fu et al., 2007; Zweers et al., 2008; Ozdamar et al., 2009). Den bedeutendsten
Anteil an der weltweiten Enzymproduktion haben jedoch hydrolytische Enzyme wie
Proteasen, Amylasen und Lipasen. Die Hauptanwendung dieser Enzymklassen ist bei Wasch-
und Reinigungsmittel zu finden, weshalb diese Enzyme jahrlich im Tonnenmalstab
produziert werden. Des Weiteren finden Proteasen beispielsweise Anwendung in zahlreichen
Prozessen der Lebensmittel- und Futtermittelindustrie, zur Produktion von Lederwaren
(Veredelung, Weichen und Beizen von Rohleder) und auch in organischen Synthesen (Rao et
al., 1998; Bordusa, 2002; Gupta ef al., 2002; Haki & Rakshit, 2003; Olempska-Beer ef al.,
2006; Lageiro et al., 2007). Etwa 60 % aller kommerziell produzierten Enzyme werden mit
verschiedenen Bacillus-Wirten produziert (Fu et al.,, 2007). Wahrend die extrazellulédre
Produktion homologer Enzyme meist zu sehr hohen Proteinausbeuten im Bereich von
mehreren Gramm pro Liter fithrt (Schallmey ef al., 2004), erweist sich die Expression und
Sekretion von heterologen Proteinen in Bacillus als oftmals deutlich weniger effizient und es
gibt zahlreiche bekannte Engpisse, die zu vergleichsweise geringen Proteinausbeuten fiihren
(Bolhuis ef al., 1999b; Li et al., 2004; Fu ef al., 2007). Wie von Nijland & Kuipers (2008)
zusammengefasst, treten wihrend des gesamten Prozesses der Protein-Synthese, von der
Transkription {iber die Translation, die Sekretion und anschlieBende Prozessierung, sowie die
Faltung des Proteins in die native Konformation, potentielle Engpidsse auf, die zu reduzierten
Proteinausbeuten fithren konnen. Daher gibt es verschiedene Ansétze, diesen Engpédsse durch
Modifikation des Expressionssystems entgegen zu wirken (Fu et al.,, 2007). Einer der
wichtigsten potentiellen Engpédsse ist die Auswahl eines Signalpeptids, das vor das zu
sekretierende Protein fusioniert wird und einen groBen Einfluss auf die Sekretionseffizienz
des Zielproteins hat. In Tab. 1 sind beispielhaft einige Fusionen aus SP und verschiedenen
Proteinen in B. subtilis dargestellt, die eine erfolgreiche heterologe Proteinsekretion bewirken
konnten. Dabei wurden sowohl wirtseigene SP (wie z.B. SacB, NprE und NprB), als auch
vereinzelt wirtsfremde SP aus Gram-negativen Organismen und auch ein pflanzliches
Signalpeptid erfolgreich fiir die Sekretion in B. subtilis eingesetzt (Tab. 1). Inzwischen wurde
weiterhin gezeigt, dass ein bakterielles SP auch in Pflanzen funktionell sein kann (Moeller et
al., 2009).
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Tab. 1: Ubersicht iiber beispielhaft ausgewiihlte, heterolog in B. subtilis produzierte Proteine. Angegeben
sind jeweils Bezeichnung und Ursprungs-Organismus des Proteins, der B. subtilis-Stamm der als
Produktionswirt verwendet wurde und das jeweils vor das heterologe Protein fusionierte Signalpeptid (SP).

Protein Ursprung Produktions-Wirt | SP* Referenz
a-Amylase B. licheniformis B. subtilis DB403 | BLA (Heng et al., 2005)
Cutin Fusarium solani pisi B. subtilis Epr | (Brockmeier ef al., 2006)
utinase usarium solani pisi TEB1030 p ockmeier et al.,
Proinsulin Human B. subtilis DB431 | NprE (Olmos-Soto &

Contreras-Flores, 2003)

Methyl Parathion

Hydrolase Plesiomonas sp. B. subtilis WB800 | NprB (Zhang et al., 2005)

Cystatin Soja B. subtilis WB600 | KerA (Kang et al., 2004)

a-Amylase (AmyQ) | B. amyloliquefaciens B. subtilis 1012 | BAA (Phan et al., 2006)

B. subtilis

Interleukin-3 Human WB700/WBS00 Lat (Westers et al., 2006)
. Dioscoreophyllum B. subtilis
Monellin cumminsii DB104/DB403 SacB (Chen et al., 2007)
Alkalische E coli B. subtilis Pla (Ribbe & Nagarajan,
Phosphatase - con BG4103/BE1500 1992)
Protease Dichelobacter nodosus | B. subtilis DB403 | BprV (Wang et al., 1993)

*Erlduterungen: BLA: B. licheniformis a-Amylase; BAA: B. amyloliquefaciens o-Amylase; Lat: modifiziertes
AmyL; Pla: pflanzliches SP.

Wie in Tab. 1 erkennbar, werden unterschiedliche SP fiir die Sekretion heterologer Proteine in
B. subtilis eingesetzt. Oftmals werden SP von bekanntermallen stark sekretierten Proteinen
des jeweiligen Wirts vor das entsprechende Zielprotein fusioniert, um ebenfalls eine
maximale Sekretion zu erreichen (Fu et al., 2007; Nijland & Kuipers, 2008). Inzwischen
konnte aber in mehreren Studien zur Identifizierung der optimalen SP fiir das jeweilige
Zielprotein in verschiedenen Expressions-Wirten gezeigt werden, dass diese Strategie meist
nicht zielfiihrend ist und oft SP von véllig unbekannten Wirtsproteinen dennoch sehr gute
Sekretionsleistungen bewirken (Brockmeier et al., 2006; Mathiesen et al., 2009; Watanabe et
al., 2009). Die Vorhersage liber die Effizienz eines SP mit einem bestimmten Zielprotein in
Bacillus ist daher bisher nicht moglich.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Gram-positive Organismen der Gattung Bacillus werden seit Jahrzehnten fiir die industrielle
Produktion von Proteinen eingesetzt, da sie in der Lage sind, gro3e Mengen von Protein in
den Kulturiiberstand zu sekretieren, was einen aufwéndigen Zellaufschluss, der bei der
intrazelluldren Produktion notwendig ist, tiberfliissig macht (Schallmey et al., 2004). Fiir die
extrazelluldre Produktion von hydrolytischen Enzymen werden vor allem B. subtilis und
B. licheniformis eingesetzt, die sich mit kostengiinstigen N&hrmedien in effizienten
Hochzelldichte-Fermentationen kultivieren lassen und in der Lage sind, mehrere Gram pro
Liter des Zielproteins in den Kulturiiberstand zu sekretieren. Gerade fiir die extrazellulédre
Produktion von heterologen Proteinen gibt es jedoch zahlreiche Engpdsse und einen
dementsprechend hohen Bedarf, die Abldufe der Sekretion zu optimieren (Fu et al., 2007;
Nijland & Kuipers, 2008). Einer dieser Engpédsse ist die Auswahl eines Signalpeptids, das
einen effizienten Export des Zielproteins erlaubt. Bisher durchgefiihrte Studien zur
Identifikation von Signalpeptiden, die einen gesteigerten Proteinexport bewirken, wurden
ausschlieflich mit wirtseigenen Signalpeptiden durchgefiihrt. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollte erstmals untersucht werden, ob sich die Diversitédt der verfiigbaren Signalpeptide
fur einen Wirt durch die Verwendung von wirtsfremden Signalpeptiden effizient erhohen
lasst. Um eine Aussage dartiber treffen zu konnen, ob wirtseigene Signalpeptide gegeniiber
wirtsfremden von der Sekretionsmaschinerie des jeweiligen Wirtes bevorzugt werden, sollte
eine Signalpeptid-Bank mit allen Signalpeptiden aus B. licheniformis konstruiert werden.
Diese sollte im direkten Vergleich mit den Signalpeptiden aus B. subtilis in Bezug auf ihre
Exporteffizienz mit einem heterologen Zielprotein im Wirt B. subtilis durchmustert werden.
Aullerdem sollte in dieser Arbeit erstmals untersucht werden, ob sich die Methode des
Signalpeptid-Screenings auch effizient in einem Organismus anwenden ldsst, der
anwendungstechnisch interessante Eigenschaften aufweist und bereits auf eine maximale
Sekretionsleistung optimiert wurde. Dafiir wurde ein industriell relevanter Stamm von
B. licheniformis ausgewihlt und die Signalpeptid-Bank aus B. subtilis verwendet, um den
Export von zwei heterologen Serinproteasen aus B. lentus und B. gibsonii zu optimieren.

Als weiterflihrendes Ziel sollten auBBerdem die Exportleistungen verschiedener Fusionen aus
der Serinprotease Subtilisin BPN‘ und einer Auswahl unterschiedlicher wirtseigener und
wirtsfremder Signalpeptide in mehreren Bacillus-Wirten miteinander verglichen werden.
Dabei sollte untersucht werden, ob sich die Exporteffizienzen der verschiedenen Konstrukte,
die im Screening-Wirt B. subtilis ermittelt wurden, auf zwei verschiedene B. licheniformis
Staimme tibertragen lassen.

Im letzten Teil der Arbeit sollte aulerdem eine neue Methode entwickelt werden, die auf der
Strategie des Hochdurchsatz-Screenings flir die Identifikation von effizienten Signalpeptiden
aufbaut und eine weitere Optimierung der auf diese Weise identifizierten, effizienten

Signalpeptide ermoglicht.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders
angegeben, von den folgenden Firmen in p.A.-Qualitét bezogen:

Antibiotika: Carl Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Chemikalien: Alfa Aesar (Ward Hill, USA), Bachem (Weil am Rhein), Difco (Detroit,
USA), Fluka (Sternheim), New England Biolabs (Schwalbach), Merck (Darmstadt), Serva
(Heidelberg), Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Carl Roth (Karlsruhe)

Enzyme: Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England Biolabs (Schwalbach) und
MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. Weitere Enzyme wurden von den folgenden Firmen
bezogen: Die ,,Phusion® High Fidelity“-DNA-Polymerase von New England Biolabs
(Schwalbach). Die Shrimp Alkaline Phosphatase und die T4-DNA-Ligase von Roche
(Mannheim), Lysozym von Serva (Heidelberg).

Medienkomponenten: Alfa Aesar (Ward Hill, USA), Carl Roth (Karlsruhe), Difco (Detroit,
USA), Merck (Darmstadt)

Antikorper: Der Zweitantikorper (Ziege-Anti-Kaninchen-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat)
wurde von der Firma BioRad (Miinchen) bezogen.

2.2 Bakterienstimme und Plasmide

Tab. 2: Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme.

Stamm Genotyp Quelle / Referenz
B. amyloliquefaciens .
ATCC 23844 Wildtyp ATCC, USA
B. licheniformis . . . .
DSM13 Wildtyp (identisch zu ATCC 14580) DSMZ, Braunschweig

Henkel AG & Co., KGaA,

B. licheniformis H101 Diisseldorf

Henkel AG & Co., KGaA,

B. licheniformis H402 B. licheniformis H101 aprE mpr Diisseldorf

B. licheniformis DSM13

B. licheniformis MW3 hsdR1 hsdR2

(Waschkau et al., 2008)

B. subtilis 168 trpC2 (Kunst et al., 1997)

B. subtilis 168 his nprE aprE bpf ispl

B. subtilis TEB1030 lipA lipB

(Eggert et al., 2003)
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Fortsetzung Tab. 2:

E. coli DH5a

supE44 A(lacZYA-argF)U196
(D80AlacZM15) hsdR17 recAl endAl
gyrA96 thi-1 relAl

(Woodcock et al., 1989)

Tab. 3: Ubersicht iiber die verwendeten Plasmide.

Plasmid

Genotyp

Quelle /
Referenz

pBSMul3

E. coli — Bacillus shuttle Plasmid ColE1 repB Km'
Amp" Ppan

(Brockmeier et
al., 2006)

pBSMul5

pBSMul3 verkiirzt; Bacillus Plasmid repB Km"
Prpanr

diese Arbeit

pBSMul5A

pBSMul5 mit 1062 Bp Gen von Protease A aus B.
lentus ohne Signalpeptid tiber EcoRI und BamHI
kloniert

diese Arbeit

pBSMul5A_subC

pBSMul5A mit Signalpeptid subC aus B.
licheniformis iiber Hindlll und EcoRI kloniert

pBSMul5A-ss*

pBSMul5A mit jeweils einem der 173
verschiedenen B. subtilis SP kloniert tiber Hindlll
und EcoRI

diese Arbeit

pBSMul5B

pBSMul5 mit 1062 Bp Variante von Protease A
ohne Signalpeptid iiber EcoRI und BamHI kloniert

diese Arbeit

pBSMul5B_subC

pBSMul5B mit Signalpeptid subC aus B.
licheniformis tiber Hindlll und EcoRI kloniert

diese Arbeit

pBSMul5BPN

pBSMul5 mit 1074 Bp apr-Gen (BPN*) aus B.
amyloliquefaciens ATCC 23844 ohne Signalpeptid
tiber EcoRI und BamHI kloniert

diese Arbeit

pBSMulSBPN_wtSP

pBSMul5BPN mit dem wildtypischen apr-
Signalpeptid aus B. amyloliquefaciens ATCC
23844 tiber HindlIll und EcoRI kloniert

diese Arbeit

pBSMul5BPN_witSPkk

pBSMul5 mit 1149 Bp apr-Gen (BPN*) inklusive
Signalpeptid aus B. amyloliquefaciens ATCC
23844 tber Hindlll und BamHI ohne Kupplung
kloniert

diese Arbeit

pBSMul5BPN-ss*

pBSMul5BPN mit jeweils einem der 173
verschiedenen B. subtilis SP und auflerdem jeweils

einem der 220 verschiedenen B. licheniformis SP
kloniert tiber HindlIIl und EcoRI

diese Arbeit
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Fortsetzung Tab. 3:

pBSMul5B mit jeweils einer der 24 verschiedenen
pBSMul5B-sB** kiinstlich konstruierten SP kloniert tiber Hindlll
und EcoRI

pBSMul5B mit jeweils einem der 220
pBSMul5B-ss* verschiedenen B. licheniformis SP kloniert {iber diese Arbeit
Hindlll und EcoRI

pBSMul5 mit 1062 Bp Gen von Protease L aus B.
pBSMul5L gibsonii ohne Signalpeptid iiber EcoRI und BamHI | diese Arbeit
kloniert

pBSMul5L mit Signalpeptid subC aus B.

pBSMulSL_subC licheniformis tiber Hindlll und EcoRI kloniert diese Arbeit
pBSMul5L mit jeweils einem der 173
pBSMul5L-ss* verschiedenen B. subtilis SP kloniert iber Hindlll | diese Arbeit

und EcoRI

* 88 steht fiir das jeweils im Mix klonierte Gemisch aus den 173 SP von B. subtilis 168 (Details: Brockmeier
et al., 2006) bzw. den 220 SP von B. licheniformis DSM13 (Details: siche Anhang).
** sB* steht fiir jeweils eins der 24 kiinstlich konstruierten SP (Nr. 1-24).

2.3 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden tiber die Firmen Thermo Scientific
(Dreieich) oder Metabion (Martinsried) in HPLC-gereinigter und lyophilisierter Form
bezogen und sind im Detail in Tab. 4 aufgefiihrt. Die DNA wurde im jeweils vom Hersteller
angegeben Volumen A. dest. aufgenommen, so dass eine Konzentration von 100 pmol/ul
erreicht wurde.

Tab. 4: Ubersicht iiber die verwendeten Oligonukleotide*. Restriktionsschnittstellen sind unterstrichen, Start-
und Stopcodons sind mit kursiv gedruckten Buchstaben markiert. Die Ribosomenbindestelle ist durch fett
gedruckte Buchstaben gekennzeichnet. Wenn abweichend zur Originalsequenz des zu amplifizierenden Gens
eine stille Mutation, z.B. zur Eliminierung einer Restriktionsschnittstelle, im Oligonukleotid vorgenommen
wurde, so ist diese Base Rot markiert.

Bezeichnung Nukleotidsequenz (5 — 3¢) Merkmale
A dn ATATGGATCCTTAGCGTGTTGCCGCTTCTGC BamHl
- Stopcodon
A _up ATATGAATTCGCTGAGGAAGCAAAAGAAAA EcoRI
A _ecotov dn | GATTGAGCTTGCACCTGAATTTCCAGATGC gezielte
Mutation
A _ecotov up | TTGTTGTAGCGGCATCTGGAAATTCAGGTGC ﬁiﬁféfn
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Fortsetzung Tab. 4:

BPN dn | ATATGGATCCTTACTGAGCTGCCGCCTGTACG BamHI
- E— Stopcodon

BPN up ATATGAATTCGCAGGGAAATCAAACGGGG EcoRI

L dn ATATGGATCCTTAGCGCGTTGCTGCATCTGC Bamtl
- - Stopcodon

L up ATATGAATTCGCTGAGGAAGCAAAAGAAA EcoRI

L ecotov dn | TAGGTATGTGCTTTGAATGCCAACACCAGG gezielte
— - Mutation
L eco#ov up | ATTGTTGCACCTGGTGTTGGCATTCAAAGC gezielte
Mutation

L hind#ov dn | ACTCTCCTGGTACAAAGCTGGCTCCCCCAC gezielte
- - Mutation
L hind#ov up | ATTCGTGGGGGAGCCAGCTTTGTACCAGGA gezielte
- - Mutation

SubC_dn ATATGAATTCAGCTGCAGAAGCGGAATCGCTGAA EcoRI
ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGATGAGGAAAA | el

SubC _up S ——— RBS,

- AGAGTTTT

Startcodon

wtSP_dn ATATGAATTCAGCCGCCTGGGCAGAGGATGTGCT EcoRI
wiSP ATATAAGCT TAAGGAGGATATTATGAGAGGCAA Hﬁ“%“’

_up AAAAGTATGG ’
Startcodon

*Alle Oligonukleotide, die fiir die Amplifikation der B. licheniformis DSM13 Signalpeptide und fiir die
Konstruktion der kiinstlichen Signalpeptide mittels PCR verwendet wurden, sind im Anhang in Tab. 17
aufgelistet.

2.4 Anzucht und Lagerung von Bakterien

Alle Ndhrmedien wurden fiir 15 min bei 121 °C und 200 kPa autoklaviert. Hitzelabile
Komponenten wie Antibiotika wurden mit CME-Membranfiltern mit einem
Porendurchmesser von 0,22 pm oder 0,45 um (Carl Roth, Karlsruhe) sterilfiltriert und dem

autoklavierten Medium ab einer Temperatur von unter 60 °C zugesetzt.
2.4.1 Néhr- und Indikatormedien
LB-Fliissigmedium (Sambrook ef al., 1989):

10 g/l NaCl, 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt
In A. dest. gelost und autoklaviert.
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Zur Herstellung von Festmedien wurde dem entsprechenden Medium vor dem Autoklavieren
1,5 % (w/v) Agar hinzugefligt.

416-Medium:
10 g/l NaCl, 20 g/l Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 2 M Sucrose
Trypton, Hefeextrakt und NaCl wurden in 900 ml H,O (A. dest.) gelost und autoklaviert.

Die Sucrose-Losung wurde getrennt autoklaviert und 100 ml dem Medium steril zugesetzt.

Skim-Milk — Indikatormedium:

Zur Herstellung von Skim-Milk-Agarplatten wurde dem LB-Medium zusitzlich 1 % Skim-
Milk (w/v) zugesetzt. Dafiir wurde eine 5 %ige (w/v) Skim-Milk-Losung getrennt
autoklaviert (15 min, 121 °C, 200 kPa, Referenzvolumen nicht grof3er als das der Skim-Milk-
Losung, um den Autoklaviervorgang moglichst kurz zu halten).

2.4.2 Medien fiir die Transformation von Bacillus subtilis iiber die natiirliche
Kompetenz (Anagnostopoulos & Spizizen, 1961; Young & Spizizen, 1961)

Paris-Medium:

60 mM K,;HPO4, 40 mM KH,POy, 3 mM Naj-Citrat, 1 % (w/v) Glukose, 20 mM K-Glutamat,
2,2 mg/l FeqmNHy-Citrat, 0,1 % (w/v) Casaminoacids, 20 mg/l Tryptophan, 3 mM MgSO4

In A. dest. gelost und autoklaviert.

2.4.3 Medien fiir die Protoplastentransformation von Bacillus subtilis (modifiziert
nach Chang & Cohen (1979))

4 x PAB:
70 g/l “Bacto-Antibiotic Medium 3
In A. dest. gelost und autoklaviert.

2 x SMM:

500 ml 2 M Sucrose, 20 ml 1 M MgCl,, 480 ml 40 mM Maleinsdure

Alle Losungen wurden getrennt autoklaviert und steril gemischt und der pH mit NaOH auf 6,5
eingestellt.

SMMP:
Es wurden gleiche Mengen 2 x SMM und 4 x PAB steril gemischt.

SMMP + BSA:
Es wurden 2 g BSA in 100 ml SMMP gelost und die Losung anschlieend sterilfiltriert.
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40 % (w/v) PEG/SMM-Losung:

1,15 g/l Maleinsdure wurden in 250 ml A. dest. gelost, mit 1 M NaOH auf pH 6,5 eingestellt,
anschliefend 400 g PEG6000 zugegeben und unter Warmezufuhr gelost, auf 740 ml mit A.
dest. aufgefiillt und autoklaviert. Nachtrdglich wurden 250 ml 2 M Sucrose und 10 ml 1 M
MgCl, steril zugegeben.

DM3-Agar:

40 g/l Agar, 35 g/l K;HPO4 und 15 g/l KH,HPO,, 203 g/l MgCl,, 50 g/l Casaminoacids,
100 g/1 Hefextrakt, 200 g/l Glukose, 20 g/l BSA, 118 g/l Bernsteinsdure

Der pH-Wert der Bernsteinsdure-Losung wurde mit NaOH auf 7,3 eingestellt. Die BSA-
Losung wurde sterilfiltriert, alle anderen Losungen wurden getrennt voneinander autoklaviert,
auf ca. 60 °C vortemperiert und in folgenden Mengen steril gemischt:

200 ml Agar

100 ml Phosphatpuffer

20 ml MgCl,

50 ml Casaminoacids

50 ml Hefeextrakt

30 ml Glukose

5 ml BSA

500 ml Bernsteinsdure

Vor dem Giellen erfolgte die Zugabe des entsprechenden Antibiotikums.

2.4.4 FB-Medium fiir die Hochzelldichte-Fermentation von Bacillus subtilis (Park
etal., 1992)

Fiir die Anzucht von B. subtilis in Fed-Batch-Fermentationen wurde folgendes Medium
verwendet:

4 g/l KoHPOy, 4 g/l KHyPO4, 7 g/l NaaHPOu, 1,2 g/1 (NH4)SO4, 0,2 g/l NH4CL, 5 g/1 Pepton,
0,5 g/l K-Glutamat, 0,5 g/l Tryptophan.

Die verschiedenen Komponenten wurden in A. dest. gelost und im Fermenter autoklaviert.
Nachtrédglich wurden folgende getrennt autoklavierte Losungen steril zugegeben:

10 ml MgSO4 (100 g/I), 1 ml CaCl, (40 g/I), 20 ml Glukose (500 g/1) und 5 ml
Spurenelementlésung bestehend aus:

8 g/l FeSOy, 2 g/l MnSOy, 0,8 g/l CoCl,, 0,4 g/l NaMoOs, 0,4 g/l ZnSO4, 0,2 g/l AICIL, 0,2 g/
CuCl,, 0,1 g/l H3;BOs.

Die Komponenten fiir die Spurenelementlosung wurden in autosteriler 5 M HCl gelost.
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2.4.5 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Die Anzucht von E. coli, B. subtilis und B. licheniformis erfolgte, wenn nicht anders
angegeben, in LB-Medium bei 37 °C. Dabei wurden Stimme mit Plasmid-kodierten
Resistenzmarkern unter dem entsprechenden Selektionsdruck kultiviert (siehe Tab. 5).
Kulturen bis zu einem Volumen von 5 ml wurden im Reagenzglas und gréfere Volumina im
Erlenmeyerkolben (Kulturvolumen max. 1/5 des GefilBvolumens) mit Schikanen auf einem
Rundschiittler (150-180 UpM) bebriitet. Ubernachtkulturen wurden mindestens 16 h
inkubiert. Hauptkulturen wurden, wenn nicht anders angegeben, jeweils aus einer
Ubernachtkultur auf eine O.D.g00 von 0,01 angeimpft. Die Zelldichte von Kulturen wurde
turbidometrisch in einem Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von 600 nm gegen das
entsprechende Medium als Referenz ermittelt. Zur Durchmusterung der Signalpeptid-
Bibliotheken wurden die plasmidtragenden B. subtilis bzw. B. licheniformis Klone in
Deepwell-Mikrotiterplatten mit 96 Kavititen und einem Fassungsvermodgen von 2,2 ml
(Greiner Bio-One, Frickenhausen) in einem Volumen von 1 ml LB-Medium angezogen und
20 h bei 600 UpM auf einem Mikrotiterplattenschiittler (Timix 5, Edmund-Biihler,
Hechingen) bebriitet. Fiir die Inokulation von Kulturen wurden grundsétzlich Einzelkolonien
von Agarplatten verwendet, die am Vortag frisch beimpft und dann 1 x iiber Nacht (UN)
inkubiert wurden. Zur dauerhaften Lagerung von Bakterien wurden Ubernachtkulturen (UK)
mit 10 % (v/v) sterilem Glycerol vermischt und bei -80 °C gelagert.

Tab. 5: Antibiotika-Konzentrationen zur Selektion der verschiedenen Bakterienstimme.

Antibiotikum Konzentration (ng/ml)
E. coli B. subtilis B. licheniformis
Kanamycin - 50 50
Ampicillin 100 --- -

2.5 Hochzelldichtefermentation von Bacillus subtilis im Fed-Batch
Verfahren

Die Hochzelldichtefermentation von B. subtilis wurde in einem Glaskorper-Fermenter
,Labfors 3 mit 7,5 Liter Totalvolumen (Nutzvolumen maximal 5 Liter) der Firma Infors
(Bottmingen, Schweiz) durchgefiihrt. Als Kulturmedium wurden 2 Liter des unter 2.4.4
beschriebenen Hochzelldichte-Mediums von Park ef al. (1992) verwendet und 50 pg/ml
Kanamycin zugegeben. Die Begasung erfolgte mit Druckluft und fiir die Zufiitterung (Feed)
wurde eine Glukose-Losung mit 500 g/l verwendet. Die Temperatur und der pH-Wert der
Kultur wurden automatisiert tiberwacht und reguliert. Fiir die Regulation des pH-Wertes
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wurden je nach Bedarf Phosphorsdure (4 N) oder Base (10 % (w/v) Ammoniak) zudosiert.
Der Sauerstoffpartialdruck wurde je nach Prozessphase tiber die Feed-Rate, die Begasung,
sowie teilweise auch iiber die Riihrergeschwindigkeit reguliert.

Als Vorkultur wurde eine frische Einzelkolonie von B. subtilis in 4 ml selektives LB-Medium
tiberimpft und 8 h bei 37 °C und 180 UpM inkubiert. Fiir die Hauptkultur (500 ml
Schikanekolben, 37 °C, 180 UpM) wurden 400 pl der Vorkultur in 40 ml FB-Medium
(50 ug/ml Kanamycin) iiberimpft und UN inkubiert. Fiir die Inokulation des Fermenters
wurden die gesamten 40 ml der Hauptkultur verwendet.

Der in dieser Arbeit entwickelte Fermentationsprozess ldsst sich in zwei Phasen unterteilen. In
der ersten Phase, der Batch-Phase, wird keine Glukose-Losung zugefiittert und der
Sauerstoffeintrag (gesteuert iiber Rithrer und Begasung) relativ gering gehalten. In dieser
Phase ist die Zelldichte relativ gering und keine starke Begasung oder hohe
Riihrergeschwindigkeit erforderlich, um den Sauerstoffpartialdruck konstant zu halten. Es
handelt sich um die Anwachsphase, in der ein exponentielles Wachstum der Bakterien
erreicht wird, bis die Hauptkohlenstoffquelle Glukose, im Batch-Medium verbraucht ist. Um
das Einbrechen des Zellwachstum zu verhindern, wird daher die Zufiitterung von Glukose
gestartet. Der Zeitpunkt, an dem die Glukose im Batch-Medium verbraucht wurde, ist
eindeutig an einem plotzlichen Anstieg des Sauerstoffpartialdrucks zu erkennen. Gesteuert
iiber die Kontrollsequenz beginnt erst zu diesem Zeitpunkt die externe Zufiitterung der
Glukose-Losung, um den Glukose-Uberschuss in der Kultur so gering wie moglich zu halten
und die zweite Phase, die Fed-Batch Phase der Fermentation wird eingeleitet. Die
Zudosierung der Glukose wurde an den Sauerstoffpartialdruck der Kultur gekoppelt. Stieg der
Sauerstoffpartialdruck deutlich iiber den Sollwert, so wurde die Glukose-Zufuhr erhoht und
umgekehrt. Der Sollwert des Sauerstoffpartialdrucks wurde zu Beginn der Batch-Phase auf
40 % und nach 22 h auf 30 % festgelegt, so dass sich die Kultur stets im aeroben Bereich
befand.

Die fiir die Regulation des beschriebenen Prozesses verwendete Kontrollsequenz ist im
Anhang dargestellt (Abb. 30).

2.6 Isolierung von Nukleinsduren

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des Miniprdp-Kits der Firma Fermentas
(St. Leon-Rot) sowie des Miniprdap- und Midiprép-Kit der Firma Qiagen (Hilden) nach
Herstellerangaben.

Genomische DNA wurde mit Hilfe des DNeasy Tissue Kits der Firma Qiagen (Hilden) nach
Herstellerangaben isoliert.

Fiir die Isolation von Nukleinsduren aus Bacillus wurden die Zellen im Resuspensionspuffer
des jeweiligen Kits nach der Zugabe von 100 pg Lysozym fiir 30 min bei 37 °C inkubiert, um
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eine vollstindige Zelllyse zu gewéhrleisten.
Die Konzentrationsbestimmung von DNA-Priparationen erfolgte durch analytische Agarose-
Gelelektrophorese.

2.7 Gelelektrophorese von Nukleinsiuren

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Analyse von DNA sowie der gezielten
praparativen Isolierung von DNA-Fragmenten durchgefithrt. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte nach der bei Sambrook ez al. (1989) beschriebenen Methode. Es wurde
0,5 x TBE (45 mM Tris-Base; 45 mM Borat; 1,25 mM EDTA, pH 8,3) als Elektrophorese-
Puffer verwendet. Als Langenstandard diente die ,,1 kb-ladder von der Firma Invitrogen
(Karlsruhe).  Zur  Dokumentation  der  Elektrophorese-Ergebnisse ~ wurde  das
Videodokumentationssystem G:BOX der Firma Syngene (Frederick, USA) verwendet.

Die Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des ,,omni-pure-
OLS"™-Kits* der Firma Omni Life Science (Bremen) und im Falle von DNA-Fragmenten, die
kleiner als 200 bp waren, unter Verwendung des ,,QIAex II gel extraction“-Kit der Firma
Qiagen (Hilden) nach Herstellerangaben.

2.8 In vitro Rekombination von DNA

Die Restriktion von DNA, Modifikation von DNA-Enden und Ligation von DNA-
Fragmenten wurde nach Sambrook et al. (1989), sowie nach Angaben der Hersteller der
jeweiligen Enzyme in den mitgelieferten Puffern durchgefiihrt.

2.9 Methylierung von Plasmid-DNA (Donahue ef al., 2000)

Fiir einige Bakterienstimme mit Restriktions-Modifikationssystemen ist es erforderlich, die
Plasmid-DNA vor der Transformation mit Stamm-eigenen Enzymen zu methylieren. Dazu
wurde der Rohextrakt des Stammes nach der Methode von Donahue et al. (2000) aufbereitet
und die Plasmid-DNA vor der Transformation damit methyliert.

Fiir die Methylierung von Plasmid-DNA wurde 1 Volumen DNA-L6sung (1-5 pg Plasmid-
DNA) mit 1 Volumen Zellextraktiiberstand gemischt und S-Adenosylmethionin in einer
Endkonzentration von 200 pM zugegeben. Der Ansatz wurde 1 h bei 37 °C inkubiert und im
Anschluss daran die Plasmid-DNA mit Hilfe des Miniprap-Kits der Firma Qiagen (Hilden)
aufgereinigt.

23



MATERIAL UND METHODEN

2.10 Transformation von Bakterienzellen mit Plasmid-DNA
2.10.1 Transformation von Escherichia coli

Die Herstellung von transformationskompetenten E. coli-Zellen, sowie die Transformation
mit Plasmid-DNA wurden nach der RbCI-Methode (Hanahan, 1983) durchgefiihrt.

2.10.2 Transformation von Bacillus subtilis iiber die natiirliche Kompetenz
(Anagnostopoulos & Spizizen, 1961; Young & Spizizen, 1961)

Zur Transformation von B. subtilis Zellen mit Plasmid-DNA wurde eine modifizierte
Methode nach Anagnostopoulos & Spizizen (1961) verwendet. Hierzu wurden B. subtilis
Kulturen in 5 ml Paris-Medium bis zu einer O.D.g00 = 1,0 bei 37 °C inkubiert. Die Kultur
wurde dann in 0,5 ml Aliquots aufgeteilt und nach Zugabe von jeweils 1 pg Plasmid-DNA fiir
weitere 6 h bei 37 °C bebriitet. Die Selektion der Transformanten erfolgte anschlieend auf

selektiven Agarplatten.

2.10.3 Protoplastentransformation von Bacillus subtilis (modifiziert nach Chang
& Cohen (1979))

Zur Herstellung von B. subtilis Protoplasten wurden 30 ml 416-Medium in einem 500 ml
Erlenmeyerkolben mit Schikanen mit einer frischen Einzelkolonie beimpft und UN bei
180 UpM und 37 °C inkubiert, um damit am folgenden Tag die Hauptkultur (40 ml 416-
Medium, 500 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen) auf eine O.D.gpp von ca. 0,1 anzuimpfen.
Die Hauptkultur wurde ebenfalls bei 180 UpM bis zu einer O.D.g00 von 0,4-0,5 kultiviert und
die Zellen anschlieBend durch Zentrifugation (3200 x g, 20 min, 4 °C) geerntet, in 5 ml
SMMP resuspendiert und in ein steriles 13 ml Rundbodenrdhrchen (Sarstedt, Niirnbrecht)
tiberfiihrt. AnschlieBend wurden 200 pl Lysozymlosung (10 mg/ml) zugesetzt und die Zellen
bei 80 UpM und 37 °C fiir 30 min inkubiert. Die Kontrolle der Protoplastierung erfolgte
mikroskopisch und bei einem Anteil von 80 % - 90 % protoplastierten Zellen wurden 9 ml
SMMP zugegeben. Die Supension wurde vorsichtig gemischt, 10 min bei Raumtemperatur
(RT) und 3000 x g zentrifugiert und im Anschluss in 2,5 ml SMMP resuspendiert. Die zu
transformierende Plasmid-DNA (0,2-1 pg P1. DNA) wurde in maximal 25 pl Elutionspuffer
oder A. dest. aufgenommen und mit 1 Volumen 1 x SMM versetzt. Fiir die Transformation
wurden 500 pl der Protoplastensuspension verwendet. Das DNA/Protoplasten-Gemisch
wurde zu 1,5 ml 40 % PEG-Losung gegeben, vorsichtig gemischt und 2 min bei RT inkubiert
bevor 5 ml SMMP+BSA zugegeben und erneut vorsichtig gemischt wurde. Nach der
Zentrifugation mit 2000 x g fiir 10 min bei RT wurde der Uberstand abgenommen und 1 ml
frisches SMMP+BSA zugegeben. Vor dem Ausplattieren auf selektiven DM3-Agarplatten
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wurden die Ansdtze bei 37 °C und 150 UpM fiir 2-3 h inkubiert. Die DM3-Agarplatten
wurden 2-3 Tage bei 37 °C bebriitet.

2.10.4 Transformation von Bacillus licheniformis mittels Elektroporation
(Vehmaanperae, 1989; Brigidi ez al., 1991)

B. licheniformis wurde mittels Elektroporation mit Plasmid-DNA transformiert. Dazu wurden
30 ml 416-Medium (500 ml Schikanekolben) mit einer frischen Einzelkolonie beimpft und
UN bei 180 UpM und 37 °C inkubiert. Die Hauptkultur (40 ml 416-Medium, 500 ml
Schikanekolben) wurde auf eine O.D.gp9 von ca. 0,15 angeimpft und ebenfalls bei 180 UpM
bis zu einer O.D.go0 von 0,5-0,7 kultiviert. Die Zellernte erfolgte mittels Zentrifugation bei
3200 x g und 4 °C fiir 20 min, um das Zellpellet anschlieBend 2 x mit 40 ml und 1 x mit 10 ml
gekiihltem EP-Puffer (272 mM Sucrose; 1 mM MgCl,. 7 mM KH,POy; pH 7,4) zu waschen.
Bei jedem Waschschritt wurde jeweils, wie schon zuvor zentrifugiert und die Suspension stets
auf Eis gekiihlt. SchlieBlich wurde das Zellpellet in 1 ml gekiihltem EP-Puffer resuspendiert,
in 100 pl Aliquots aufgeteilt und bis zur Lagerung bei -80 °C auf Eis gekdihlt.

Fiir die Transformation wurden 0,25-1 pg Plasmid-DNA in einem Volumen von 5-10 pl
A. dest. oder Elutionspuffer verwendet. Als Elektroporator diente das Gerét ,,ECM 630 der
Firma BTX (Holliston, USA). Nach erfolgter Elektroporation in vorgekiihlten
Elektroporationskiivetten mit 2 mm Spaltbreite (1,2 kV, 129 Q, 50 uF) wurde sofort 1 ml
416-Medium zugegeben und die Ansédtze dann fiir 3 h bei 37 °C und 150 UpM bebriitet. Im
Anschluss daran wurden die Ansdtze auf selektiven LB-Agarplatten ausplattiert und 2 Tage
bei 37 °C inkubiert.

2.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
2.11.1 Standard-PCR

Die PCR zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde nach Saiki et al. (1988)
durchgefiihrt. Es wurden standardmiBig PCR-Ansdtze mit einem Volumen von 50 pl
angesetzt, die sich wie folgt zusammensetzten: 1-5 ng Plasmid oder 10-50 ng genomische
DNA als Matrizen-DNA, 25 pmol von jedem Oligonukleotid, 0,2 mM dNTPs und 1 U
,Phusion® High Fidelity“-DNA-Polymerase im Reaktionspuffer des Herstellers. Die PCR
wurde in dem PCR-Automaten ,,Mastercycler” ep gradient“ der Firma Eppendorf (Hamburg)
und wenn nicht anders angegeben mit dem folgenden Programm durchgefiihrt: 1 x (3 min,
98 °C), 35 x (1 min, 98 °C; 0,5 min, 58 °C; 1 min, 72 °C abhéngig von der Lénge des zu
amplifizierenden DNA-Fragments), 1 x (7 min, 72 °C). Alle PCR-Produkte wurden mittels
Agarose-Gelelektrophorese (2.7) aufgereinigt.
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2.11.2 Overlap Extension-PCR (Ho et al., 1989)

Die ortsgerichtete Mutagenese von DNA-Fragmenten nahe des 5°- oder 3‘-Terminus wurde
mittels Standard-PCR (2.11.1) und mutagenisierter Oligonukleotiden durchgefiihrt.

Basenaustausche, die sich mit dieser Methode nicht erreichen lieBen, wurden mittels Overlap-
Extension-PCR nach Ho e al. (1989) durchgefiihrt. Dabei wurden zwei Standard-PCRs mit
mutagenisierten Oligonukleotiden durchgefiihrt, so dass das zu amplifizierende DNA-
Fragment an der Stelle, wo der Basenaustausch erreicht werden sollte, unterteilt wurde. Die so
amplifizierten vorderen und hinteren Enden des DNA-Fragments bildeten an dieser Stelle
einen homologen Bereich aus, der den iiber die mutagenisierten Oligonukleotide eingefiigten
Basenaustausch enthélt. In einer dritten Standard-PCR wurden diese beiden PCR-Produkte
dquimolar anstatt der Oligonukleotide eingesetzt und aufgrund des iiberlappenden Bereichs
kam es zu einer Uberlappungs- und spiteren Auffiillreaktion, so dass wieder das DNA-
Fragment in der vollen Lange und mit dem zielgerichteten Basenaustausch vorlag.

2.12 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde als Auftragsarbeit von der Firma Sequiserve
(Vaterstetten) und Microsynth (Balgach, Schweiz) durchgefiihrt.

2.13 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden nach der Methode von Bradford (1976) spektralphotometrisch
bei 595 nm bestimmt (UV1800, Shimadzu, Kyoto, Japan). Als Referenzsubstanz diente eine
definierte Konzentrationsreihe von Rinderserumalbumin (BSA).

2.14 Prizipitation von Proteinen (Peterson, 1977)

Fiir die Prazipitation von Proteinen mittels Trichloressigsdure (TCA), wurden die Proben mit
0,1 Volumen 1 %iger (w/v) Natriumdesoxycholat-Losung vermischt und 10 min bei RT
inkubiert. Nach der Zugabe von 0,1 Volumen 70 %iger (w/v) Trichloressigsdure wurden die
Ansitze gemischt und wieder fiir 10 min auf RT inkubiert. Nach der Zentrifugation (15 min,
20000 x g, RT) wurde das Sediment mit 80 % (v/v) Aceton gewaschen und getrocknet.
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2.15 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in Anwesenheit von
SDS in einem diskontinuierlichen Gelsystem nach Laemmli (1970), bestehend aus einem
5 %igen Sammel- und einem 12,5 %igen Trenngel. Als Molekulargewichtsstandard diente der
»Broad Range Protein Marker der Firma New England Biolabs (Schwalbach). Die
Proteinproben wurden in SDS-Probenpuffer (,,Roti® Load 1% Carl Roth, Karlsruhe)
aufgenommen und vor dem Auftragen auf das Gel fiir 5 min bei 98 °C denaturiert. Die
elektrophoretische Trennung erfolgte in SDS-Laufpuffer (14,4 g/l Glycin; 3 g/l Tris; 1 g/l
SDS) in der Gelapparatur ,,Mini PROTEAN Tetra Electrophoresis System®™ (BioRad,
Miinchen) bei einer Spannung von 80-160 V). Die aufgetrennten Proteine wurden mit
Coomassie Brilliant Blue R-250 (Fluka, Sternheim) gefiirbt.

2.16 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Die durch SDS-PAGE (2.15) aufgetrennten Proteine wurden unter Verwendung der von
BioRad (Miinchen) hergestellten Apparatur ,,Mini Trans-Blot Cell“ auf eine Sequiblot-PVDEF-
Membran (BioRad, Miinchen) {ibertragen. Der Proteintransfer erfolgte mittels Elektroblot in
einem nach Dunn (1986) beschriebenen Puffer (10 mM NaHCOs; 3 mM NayCOs; 20 % (v/v)
Methanol) bei 150 mV fiir 15 min und 300 mV fiir weitere 20 min. Die PVDF-Membran
wurde anschlieBend fiir 1 h bei 30 °C in TBST-Puffer (50 mM Tris/HCI pH 6,8; 150 mM
NaCl; 1 mM MgCl,; 0,2 % (v/v) Tween 20) mit 5 % (w/v) Milchpulver blockiert. Die auf der
PVDF-Membran fixierten Proteine wurden nun, nach zwei Waschschritten mit TBST-Puffer,
mit dem jeweiligen in TBS-Puffer (50 mM Tris/HCI pH 6,8; 150 mM NaCl; 1 mM MgCl,)
verdiinnten spezifischen Antiserum 1 h bei 30 °C inkubiert. Dabei wurde das Antiserum fiir
Protease BPN‘ 1:2000 und das Antiserum fiir Protease A und B 1:500 verdiinnt (beide
Antiseren wurden von der Firma Henkel AG & Co, KGaA (Diisseldorf) zur Verfiigung
gestellt). Durch Waschen mit TBST-Puffer wurde ungebundenes Antiserum von der PVDEF-
Membran entfernt und im folgenden Schritt 1 h bei 30 °C mit dem 1:5000 in TBST-Puffer
verdiinnten zweiten Antikorper (Ziege-Anti-Kaninchen-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat,
BioRad, Miinchen) inkubiert. Durch erneutes Waschen mit TBST-Puffer wurden nicht
gebundene Antikorper entfernt und das ,,ECL Western Blotting Substrate® (Pierce, Rockford,
USA) fiir die Peroxidase-Reaktion verwendet. Die Detektion der Lumineszenz erfolgte mit
Hilfe des Luminographen ,LB 980“ (Berthold, Bad Wildbad) nach den Angaben des
Herstellers. Bei Bedarf wurden die Proteine auf der PVDF-Membran mit Hilfe einer
Amidoschwarz-Farbelosung (0,1 % (w/v) Amidoschwarz; 40 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v)
Essigsdure) fir 10 min angefarbt. Durch Entfirben des Hintergrunds mit einer
Entféarberlosung (40 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsdure) wurden die Proteinbanden auf
der PVDF-Membran sichtbar gemacht.
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2.17 Spektralphotometrische Methode zu Bestimmung der proteolytischen
Enzymaktivitit

Fiir die spektralphotometrische Bestimmung der proteolytischen Aktivitdt im Kulturiiberstand
wurde das Peptidsubstrat suc-Ala-Ala-Pro-Phe-para-Nitroanilid (AAPF-pNA) der Firma
Bachem (Weil am Rhein) verwendet (DelMar et al., 1979). Durch proteolytische Aktivitét
wird das Substrat in AAPF und pNA gespalten. Die Freisetzung des pNA aus dem
Peptidsubstrat verursacht eine Zunahme der Absorption bei 405 nm, deren zeitlicher Verlauf
ein MaB fiir die enzymatische Aktivitét ist. Um zu gewdhrleisten, dass sich die Messung der
Enzymaktivitdt auf einen auswertbaren linearen Bereich der Aktivitdtskurve bezieht, wurden
entsprechende Verdiinnungen der Kulturiiberstinde im Reaktionspuffer (0,1 M Tris; 0,1 %
(w/v) Brij®35; pH 8.6) hergestellt. Von der jeweiligen Verdiinnung wurden 25 ul in
Mikrotiterplatten (96 Kavitdten, F-Boden, glasklar, Greiner Bio-One, Frickenhausen)
vorgelegt und 175 pl Reaktionspuffer zugegeben. Fiir die Erstellung der Substratlosung
wurden 21 mg AAPF-pNA in 0,3 ml wasserfreiem DMSO gelost und mit 5,7 ml
Reaktionspuffer vermischt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 ul der Substratlosung
und unverziiglichem Mischen gestartet. Die Aufnahme der Absorptionskinetik erfolgte iiber
S min bei 30 °C, widhrend alle 0,5 min mit dem Spektralphotometer ,,SpectraMAX 250
(Molecular Devices, Sunnyvale, USA) ein Messpunkt aufgezeichnet wurde. Als Nullwert
wurde ein Testansatz mit LB-Medium anstelle von Kulturiiberstand verwendet. Die
Auswertung der Daten wurde mit der SOFTmax Pro 3.0 Software (Molecular Devices,
Sunnyvale, USA) vorgenommen. Jede Messung wurde mindestens in Doppel- oder
Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die proteolytische Aktivitit in U/ml (umol * min™ * ml™)
berechnet sich wie folgt:

dE/min * V * F

U/ml =
d * g405 * Proben Vol.

dE/ min: Absorptionssdnderung pro Minute (gemessen in mOD/min)
V: Gesamtvolumen des Testansatzes = 0,25 ml

F : Verdiinnungsfaktor der Enzymlosung

€405: Absorptionskoeffizient bei 405 nm = 8,48 cm? / pumol

d: Lichtweg durch die Losung =V /1* * 1/n=0,65 cm

Proben Vol.: Proben Volumen = 0,025 ml
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2.18 Hochdurchsatz-Screening von Signalpeptid-Bibliotheken

Zur Erstellung der jeweiligen Signalpeptid-Bank wurden die mittels PCR (2.11.1)
amplifizierten Signalpeptide (SP) dquimolar gemischt und dann in den Expressionsvektor
pBSMul5 (Tab. 3) kloniert. Der Vektor enthielt bereits das entsprechende Sekretionstarget
und im Folgenden wurde Bacillus iiber Protoplastentransformation (2.10.3) transformiert. Die
Zellen wurden auf selektiven Agarplatten (Kanamycin) vereinzelt und nach der Inkubation bei
37 °C (1 x UN) eine qualitative Untersuchung des Proteaseexports anhand der Hofbildung auf
Skim-Milk-Agarplatten (2.4.1) durchgefiihrt. Fiir die quantitative Bestimmung der Export-
Effizienz wurden die Einzelkolonien direkt von den Skim-Milk-Agarplatten in Deepwell-
MTP (96 Kavititen mit je 1 ml selektiven LB-Medium) iiberfithrt. Dabei wurde jede
Einzelkolonie parallel in mindestens zwei Kavitéten iiberfiihrt, um eine Doppel- oder auch
Dreifach-Bestimmung durch die Mehrfach-Anzucht des jeweiligen Klons zu erhalten und so
falsch-positive bzw. falsch-negative Klone soweit wie moglich ausschlieBen zu konnen. Fiir
das Beimpfen der Deepwell-MTP wurden ausschlieBlich Klone verwendet, die 1 x UN bei
37 °C inkubiert wurden. Nach der Anzucht fiir 20 h bei 37 °C (2.4.5) wurden alle Klone auf
LB-Agarplatten repliziert und anschlieBend die Zellen mittels Zentrifugation sedimentiert
(3200 x g, 20 min, 4 °C). Alle folgenden Pipettierschritte wurden mit Hilfe von
Mehrkanalpipetten (Eppendorf, Hamburg) durchgefiihrt, wobei der ,,reverse pipetting“-Modus
verwendet wurde und keine Volumina kleiner als 15 pl pipettiert wurden. Es wurde jeweils
das kleinste Volumen in der MTP vorgelegt und die groeren Volumina dazu gegeben und die
MTP bei jedem Verdiinnungsschritt 10 Sekunden im Spektralphotometer ,,Spektramax 250
(Molecular Devices,Sunnyvale, USA) gemischt. Fiir die Erstellung der entsprechenden
Verdiinnungen wurde der Kulturiiberstand per Mehrkanalpipette abgenommen und in
Mikrotiterplatten (96 Kavitdten, F-Boden, glasklar, Greiner Bio-One, Frickenhausen)
tiberfiihrt. Die Bestimmung der proteolytischen Aktivitét erfolgte wie in 2.17 beschrieben im
»Spektramax 250 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) und die Auswertung wurde mit
Hilfe der Software ,,SOFTmax pro 3.0“ vorgenommen. Die Korrelation von Proteinmenge
und ermittelter Proteaseaktivitit wurde insgesamt fiir mindestens 35 Konstrukte mittels SDS-
PAGE (2.15) oder Western-Blot Analyse (2.16) iiberpriift. Fiir die Ermittlung der
Sekretionseffizienz der verschiedenen Klone wurde in jeder MTP-Anzucht ein internes
Benchmark-Konstrukt mit angezogen. Die im Kulturiiberstand ermittelte proteolytische
Aktivitit des Stammes mit dem Benchmark-Konstrukt wurde als 100 % definiert und die
proteolytische Aktivitit im Kulturiiberstand der Stimme mit den anderen Konstrukten dazu in
Relation gesetzt.
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2.19 Computerprogramme und Datenbanken

Die Analyse von DNA- und Aminosduresequenzen erfolgte mit Hilfe des
Computerprogramms ,,CLONE Manager for Windows Version 9 (Scientific and Educational
Software, Cary, USA). Homologievergleiche wurden mit den BLAST-Algorithmen des
»National Center for Biotechnology Information*“-Servers (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) durchgefiihrt (Altschul et al., 1997). Alignments wurden mit
Hilfe der Software BioEdit (Hall, 1999) und des ClustalW2 Alignment Tools (Larkin ef al.,
2007) erstellt. DNA-Sequenzinformationen von B. subtilis, B. licheniformis und B.

amyloliquefaciens wurden iber die NCBI Genomdatenbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=genome) bezogen. Zur Identifizierung und

Analyse von Signalsequenzen wurde der SignalP 3.0 Algorithmus verwendet (Bendtsen e al.,
2004). Vorhersagen fiir die Sekundirstruktur von Proteinen wurden auf Basis der
Aminosduresequenzen mit Hilfe des PsiPred Servers (Jones, 1999) durchgefiihrt. Als
Software zur Auswertung der spektralphotometrischen Daten wurde ,,SOFTmax pro 3.0%
verwendet. Zur Steuerung der Fermentationsprozesse wurde die Software ,IRIS 5.02% der
Firma Infors (Bottmingen, Schweiz) verwendet.

In dieser Arbeit wurden Ergebnisse mit Hilfe eines Scanners, einer digitalen Kamera sowie
einer Videodokumentationsanlage digitalisiert und elektronisch in das Manuskript
eingebunden. Wihrend der Datenerfassung und der Datenverarbeitung wurden keine
inhaltlichen Anderungen der Abbildungen vorgenommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Homologie-Untersuchungen der fiir die Sec-Sekretion relevanten

Komponenten von Bacillus subtilis und Bacillus licheniformis

Da im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Bacilli als Sekretionswirte in Bezug auf die
Interaktion mit wirtseigenen und wirtsfremden Signalpeptiden untersucht werden sollten,
wurden zundchst Homologie-Untersuchungen der fiir die Sekretion tiber den Sec-Apparat
relevanten Komponenten durchgefithrt. Dazu wurden die Sequenzdaten aus den
Genomprojekten von B. subtilis 168 (Kunst et al., 1997) und B. licheniformis DSM13 (Rey et
al., 2004; Veith et al., 2004) verwendet. Der Ablauf der Sekretion eines Proteins iiber den
Sec-Apparat in B. subtilis wurde in den letzten Jahren detailliert untersucht und beschrieben
(1.3). Die im Folgenden dargestellten Homologie-Untersuchungen zwischen B. subtilis und
B. licheniformis wurden auf Basis der Aminosduresequenzen durchgefiihrt und die im
Alignment mit ClustalW2 (Larkin et al., 2007) ermittelten Sequenzidentititen in Prozent
angegeben.

3.1.1 Hohe Homologie der cytoplasmatischen Sec-Komponenten

Alle an der Sekretion iiber den Sec-Apparat beteiligten cytoplasmatischen Komponenten in
B. subtilis 168 sind homolog auch in B. licheniformis DSM13 vorhanden (Veith et al., 2004).
In Tab. 6 ist der Grad der Homologie in Prozent fiir die einzelnen Komponenten dargestellt.
Die Funktion der einzelnen Komponenten ist in 1.2 beschrieben.

Tab. 6: Untersuchung der Sequenzidentititen von cytoplasmatischen Komponenten des Sec-Apparates von
B. subtilis und B. licheniformis auf Basis der Aminoséuresequenzen im Alignment mit ClustalW2 (Larkin et al.,
2007). Fiir die RNA-Komponente scr (scRNA) wurde die Sequenzhomologie anhand der Nukleotidsequenz
ermittelt.

Bezeichnung Identitit [%]

SecA 91
Fth 91
scr 90
HBsu 98
FtsY 82
CsaA 77
SecY 83
SecE 83
SecG 84
SecDF 84
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Es wird deutlich, dass die cytoplasmatischen Komponenten groftenteils relativ hohe
Homologien aufweisen (durchschnittlich 84,4 %). Die Proteine SecA und Fth sind unter den
in Tab. 45 aufgefiihrten Komponenten die einzigen, die direkt an der Bindung des SP
wihrend des Ablaufs der Translokation beteiligt sind. Beide weisen mit 91 % eine sehr hohe
Homologie in B. subtilis und B. licheniformis auf. Das Ffh-Protein ist Bestandteil des SRP
und bindet das SP des Substratproteins wéahrend der Translation am Ribosom. Die Region der
Aminoséduren 297-337 wurde im Fth-Protein in B. subtilis als SP-Bindedomine identifiziert
(Kurita ef al., 1996; Takamatsu ef al., 1997). Wie in Abb. 5 dargestellt, unterscheidet sich die
SP-Bindedoméne des Ffh-Proteins von B. subtilis und B. licheniformis in vier Positionen,
wobei es sich um Austausche mit dhnlichen Aminosduren handelt.

Ffh Bs MAFEGLADRLQQTISKIRGKGKVSEQDVKEMMREVRLALLEADVNFKVVKDFVKKVSERA 60
Ffh Bl MAFEGLADRLQQTISKIRGKGKVTEQDVKEMMREVRLALLEADVNFKVVKDFVKKVSERA 60
- Kk K Kk kK ok kA ok ok Ak ok Ak ok Ak kA sk Ak ok Ak ok Ak ok Ak Kk k k Kk ok kK ok Kk ok Rk K Kk kR kK kK
Ffh Bs VGQDVMKSLTPGQQVIKVVQEELTELMGGEESKIAVAKRPPTVIMMVGLQGAGKTTTSGK 120
Ffh Bl VGQDVMKSLTPGQQVIKVVKEELTELMGGEESKIAAAKRPPTVIMMVGLQGAGKTTSTGK 120

PR RS E SRR RS R RS SIS S EEE R R e R e R e SRR EEEEEEEEEEEEEE RS S IS

Ffh Bs LANLLRKKHNRKPMLVAADIYRPAAIKQLETLGKQLDMPVFSLGDQVSPVEIAKQAIEKA 180
Ffh Bl LANLLRKKHNRNPLLVAADIYRPAAIKQLETLGKQLDMPVFSLGDKVSPVEIAKQATIEKA 180
B R R R R R B T AR e
Ffh Bs KEEHYDYVILDTAGRLHIDHELMDELTNVKEIANPEEIFLVVDSMTGQDAVNVAKSFNEQ 240
Ffh Bl KEDHHDYVLIDTAGRLHIDEELMDELEQVKETAQPEEIFLVVDSMTGQDAVNVAKSFNEQ 240
B R R R I P
Ffh Bs LGLTGVVLTKLDGDTRGGAALSIRAVTINTPIKFAGLGEKLDALEPFHPERMASRILEMGD 300
Ffh Bl LGVTGVILTKLDGDTRGGAALSIRAVTINTPIKFAGMGEKLDALEPFHPERMASRILEMGD 300
- KK g Kk Kk kK ok kK ok kK ok kK ok ok Kk ok Kk ok Kk ok Kk ok K s kR R Rk R R R R Rk R Rk R Rk Rk R kK
Ffh Bs VLTLIEKAQASVDEDKAKELEQKMRTMSFTLDDFLEPLGQVRNMGPLDELLOMMPGAGKM 360
Ffh Bl VLTLIEKAQANVDEEKAKELEQKMKNMSFTLDDFLEPLGQVRNMGPLEDLIQMMPGAGKM 360
- R P R S P I
Ffh Bs KGLKNIQVDEKQLNHVEAIIKSMTVLEKEQPDI INASRRKRIAKGSGTSVQEVNRLLKQF 420
Ffh Bl KGLKNVKVDEKQLSHIEAIIKSMTGKEKEQPEIINASRRKRIAKGSGTSVQEVNRLLKQFEF 420
- KA KKK e Kk R KKk ke Rk kR kok Kk kok Kk ok s kok Kk Rk kR kR kR R kR R R Rk R Rk kxR ok kK
Ffh Bs DEMKKMMKQOMTNMSKGKKKGFKLPFM 446
Ffh Bl EEMKKMMKQMTNMTKGKKKGFKLPFM 446

ckk kA KA A KA A I Ak e kkhk Ak Kk hkhkk*x

Abb. 5: Alignment der Aminosiuresequenz des Ffh-Proteins aus B. subtilis (Bs) und B. licheniformis (Bl).
Das Alignment wurde mit Hilfe des ClustalW2 Alignment Tools erstellt (Larkin et al., 2007). Dargestellt sind
die Sequenzen des Fth-Proteins und die ermittelte Identitét (,,*“) sowie Aminosduren mit teilweise dhnlichen
Eigenschaften (,,:“ und ,,.) an der jeweiligen Position. Die Aminosdurepositionen 297-337 umfassen die SP-
Bindedoméne und wurden eingerahmt.

Neben dem Fth-Protein ist auch das SecA-Protein direkt an der Bindung des SP beteiligt. Die
fur die SP-Bindung zustindige Region des SecA-Proteins ist immer noch umstritten.
Inzwischen wurden zahlreiche Studien zur Identifikation der Doménen des SecA Proteins, die
fur die Bindung des SP und des reifen Substratproteins zustidndig sind, in E. coli und
B. subtilis durchgefiihrt (Musial-Siwek et al., 2007). Zuletzt wurde versucht, die Bindetasche
fir das SP mit Hilfe der Methode des Forster-Resonanzenergietransfers (FRTE) zu
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identifizieren (Auclair et al., 2010), wonach vermutet wurde, dass die flir die SP-Bindung
zustdndigen Positionen iiber grof3e Teile des SecA-Proteins auf etwa 20 % aller Positionen
verteilt liegen. Bisher wurde angenommen, dass sich die SP-Bindedomine von SecA auf eine
spezielle Region eingrenzen ldsst. Da somit nicht klar ist, welcher Bereich des SecA-Proteins
die SP-Bindedomine umfasst, wurde im Folgenden auf einen detaillierten Homologie-
Vergleich der SecA-Proteine aus B. subtilis und B. licheniformis verzichtet. Mit 91 %
Sequenzidentitét ist die Homologie des SecA-Proteins jedoch ebenfalls - wie auch schon beim
Ffh-Protein - sehr hoch.

3.1.2 Nicht alle Komponenten des Sec-Apparates weisen hohe Homologien auf

Neben den in 3.1.1 betrachteten cytoplasmatischen und translokationskanal-bildenden
Komponenten des Sec-Apparats sind weitere Komponenten an der Sekretion beteiligt, die
deutlich schwichere Homologien zwischen B. subtilis und B. licheniformis zeigen. Wéhrend
B. subtilis iiber funf verschiedene Signalpeptidasen verfiigt, wurden in B. licheniformis nur
vier gefunden, da fiir SipU kein Homologon identifiziert werden konnte (Voigt et al., 2009).
Die vier Signalpeptidasen, die homolog vorhanden sind, weisen mit durchschnittlich 63 %
eine deutlich geringere Homologie auf als die bisher betrachteten Sec-Komponenten (Tab. 6).
Die Signalpeptidase SipS ist sogar nur zu 47 % homolog in beiden Organismen.

Tab. 7: Untersuchung der Sequenzidentitit von Komponenten des Sec-Apparates von B. subtilis und
B. licheniformis auf Basis der Aminosduresequenzen im ClustalW2-Alignment (Larkin ef al., 2007).

Bezeichnung Identitit [%)]

SipS 47
SipT 75
SipU /

SipV 67
SipW 63
PrsA 67
SppA 71
TepA 89

Neben den Signalpeptidasen wurden in Tab. 7 aulerdem die Signalpeptid-Peptidasen, die fiir
den Abbau des Signalpeptids verantwortlich sind, und das Faltungshelfer-Protein PrsA, das an
der AuBlenseite der Cytoplasmamembran lokalisiert ist, aufgefiihrt. Dabei wird deutlich, dass
auch das PrsA-Protein, wie auch schon die Signalpeptidasen, eine geringere Homologie als
die cytoplasmatischen Sec-Komponenten aufweist.
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3.1.3 Sequenzunterschiede der homolog vorkommenden Signalpeptide

In der Veroéftentlichung von Voigt et al. (2006) wurden alle sekretorischen Proteine von
B. licheniformis DSM13 mit Hilfe von SignalP 2.0 (Nielsen et al., 1997) vorhergesagt. Um zu
ermitteln, wie viele der sekretierten Proteine homolog in B. subtilis vorkommen, wurden im
Folgenden die Daten aus dem Genom-Projekt von B. subtilis 168 (Kunst et al., 1997)
verwendet und anhand der annotierten Proteine alle homolog in B. licheniformis
vorkommenden sekretorischen Proteine bestimmt. Insgesamt konnten so 71 homolog
vorkommende sekretorische Proteine identifiziert und jeweils in Alignments die prozentuale
Sequenzidentitdt ermittelt werden (Tab. 8).

Tab. 8: Untersuchung der Sequenzidentitit der SP von den homolog in B. subtilis und B. licheniformis
vorkommenden sekretorischen Proteinen auf Basis der Aminosduresequenzen. Die Homologien wurden mit dem
Alignment Tool ClustalW2 (Larkin et al., 2007) ermittelt.

SP Identitit [%] SP Identitit [%] SP Identitit [%]
TasA 92 YIxW 50 PbpX 23
AspB 90 YpmS 50 YvnB 23
YocH 86 YpuD 50 YqzG 22
YpcP 86 YqfZ 50 Yrv] 22
YpjP 86 AprE 48 YoqH 21
PbpB 85 YdM 48 YndA 20
YkwD 76 FliL 47 YveB 20
YojL 76 PbpD 46 Pel 19
YhjA 74 YrrR 46 YbdN 19
YwoF 74 LytC 45 YkvV 19

SpollQ 72 YbbC 43 YxiA 19
SpollR 70 Bpr 33 YbbE 17
YqzC 68 YdhT 33 YwmD 17
YpmB 66 Y1}S 33 YhcR 15
SacB 65 YrrL 33 YwtD 15
LytE 63 YunA 33 AbnA 12
YwtC 63 YvpA 33 YvgO 12
YkvT 61 YwtF 33 GlpQ 11

Vpr 57 NucB 31 LytD 11
YIbL 57 YgxM 30 Mpr 6
Y{kD 56 YoaW 29 YwaD 6
YvcE 53 LytB 28 PelB 4
BglC 51 Yurl 28 YckD 3
YdjN 50 Epr 26

Im Durchschnitt sind alle 71 SP zu 41,7 % identisch. Wie in Tab. 8 dargestellt, gibt es jedoch
sehr groBe Abweichungen in der Ahnlichkeit der SP bei der Betrachtung der
Aminosduresequenzen. Wéhrend die schwach homologen SP teilweise nur zu 3-10 %
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identisch sind, gibt es einige SP, die mit bis zu 92 % sehr hohe Homologien in beiden
Organismen aufweisen, wie z.B. die SP von TasA und AspB.

Da die homolog vorkommenden SP jedoch teilweise deutliche Unterschiede in der Linge
aufweisen, ist eine Aussage tiber die reine Homologie auf Aminosduresequenzebene wie in
Tab. 8 jedoch nicht immer aussagekriftig. In Abb. 6 sind beispielhaft einige Alignments von
verschiedenen SP gezeigt, die dies verdeutlichen. Daflir wurden die Daten der Signalpeptid-
Vorhersagen von Tjalsma et al. (2000) fur B. subtilis und von Voigt et al. (2006) fur
B. licheniformis verwendet.

AspB Bs MKLAKRVSALTPSTTLAITAKA 22
AspB Bl MNLAKRVSALTPSATLAITAKA 22

kekkkkhkhkkkhkhkkkhkk o kkkkhkkkxk*k

TasA Bs MGMKKKLSLGVASAALGLALVGGGTWA 27
TasA Bl MGTKKKLGLGVASAALGLALVGGGTWA 27

*k kkkk Ak hkkhkhkkhk Ak Ak Ak kA Ak h kK

PbpB Bs MIQOMPKKNKEFMNRGAAILSICFALFFFVILGRMA--—-—————-— 34
PbpB Bl —-—--MPKKNKFMNRGAAILSICFALFFEFVIVGRFAFIQATGKVNG 41

Ahkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkkhhkokk ok

LytE Bs MKKQIITATTAVVLG-ALFA----- 19
LytE Bl MKKQVITAASAVVLGSTLFAGAASA 25

hhkhkkoehkkkheookhkhkrkh o *k*k

YpmB Bs MRKKALIFTVIFGIIFLAVLLVSASIYKSAMA 32
YpmB Bl MGKKTLIFILIFGIIFLTALLAGA-——-—-—-—-—-— 24

* Ak ekkk ok khkAkhkkhkKk o kK *

GlpQ Bs MRKNRILALFVLSLGLLSF---MVTPVSA 26
GlpQ Bl MKR-LVRSIFLITAAIAAFGFGFSGHAEA 28

* oo . . e ek o oo . .« % . *

Abb. 6: Alignment der Aminosiuresequenzen verschiedener SP aus B. subtilis (Bs) und B. licheniformis
(BI). Das Alignment wurde mit Hilfe des ClustalW2 Alignment Tools erstellt. Dargestellt sind die Sequenzen der
SP des jeweiligen Organismus und die ermittelte Identitdt (,,**) sowie Aminosduren mit teilweise #hnlichen
Eigenschaften (,,:“ und ,,.) an der jeweiligen Position.

Fiir die SP AspB und TasA wurden im Alignment Sequenzhomologien von tiber 90 %
ermittelt (Tab. 8), wie auch in Abb. 6 deutlich wird. Bei Betrachtung des Alignments von dem
SP PbpB wird deutlich, dass die SP im iiberlappendenden Bereich ebenfalls
Sequenzidentititen von iiber 93 % aufweisen. Da das SP PbpB in B. subtilis laut Vorhersage
aber nur 34 Aminosduren und in B. licheniformis 41 Aminosduren lang ist, kommt es an

beiden Seiten zu Sequenziiberhidngen im Alignment und es wurde nur eine Gesamtidentitét
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von 85 % ermittelt, da bei dem Alignment der N-terminale Uberhang anscheinend nicht
beachtet wurde. Wenn man jedoch den nicht iiberlappenden, endstdndigen Bereich ebenfalls
mit berechnen wiirde, ldge der ermittelte Wert fiir die Gesamtidentitdt bei nur ca. 65 %.
Weitere Beispiele dafiir, dass die homologen SP teilweise deutliche Unterschiede in der
vorhergesagten Linge des SP im jeweiligen Organismus aufweisen, sind die SP LytE und
YpmB. Dementsprechend lassen nicht in alle in Tab. 8 ermittelten Werte eindeutige Schliisse
zu und die so ermittelten Sequenzhomologien sollen nur als Ubersicht dienen, wihrend in
Einzelfillen das Alignment im Detail betrachtet werden muss.

Es ist bekannt, dass sich SP vor allem in den strukturellen Eigenschaften ihrer Doménen sehr
stark dhneln (Abb. 1). Daher war durchaus zu erwarten, dass die Sequenzhomologien der
meisten SP nicht besonders hoch sein wiirden, wie in Tab. 8 bestdtigt wurde. Am Beispiel des
Alignments von GIpQ (Abb. 6) wird deutlich, dass sich die SP in beiden Organismen trotz
einer Sequenzidentitidt von nur 11 % dennoch strukturell sehr stark #hneln, da sich an den
meisten Positionen im SP strukturell hnliche Aminosduren finden.

3.1.4 Die Verteilung der Aminosiuren an den ,,+1“-Positionen der sekretierten
Proteine ist in beiden Organismen sehr dhnlich

Die erste Aminosdure im ,reifen Protein ohne Signalpeptid, wird als ,,+1“-Position
bezeichnet (Abb. 1). Es ist bekannt, dass der Bereich in der direkten Nachbarschaft der C-
Domiéne des SP einen direkten Einfluss auf die Sekretionseffizienz des sekretierten Proteins
haben kann (Choo & Ranganathan, 2008). Daher sollte im Folgenden die Haufigkeiten der

verschiedenen Aminosduren an der ,,+1%“-Position in beiden Organismen untersucht werden.

35 4
30 A
25
20 ~

15 A O B. subtilis

B B. licheniformis

Hiufigkeit [%]

10 A

A DEFGHTII KT LMNZPOQORSTVWY

"+1"-Position

Abb. 7: Prozentuale Hiufigkeit der Aminosiuren an den ,+1%“-Positionen der sekretierten Proteine in
B. subtilis 168 und B. licheniformis DSM13. Es wurden jeweils alle sekretierten Proteine untersucht, die ein SP
mit Schnittstelle fir Typ I Signalpeptidasen aufwiesen (Tjalsma et al., 2000; Voigt et al., 2006) und die
prozentuale Haufigkeit der Aminosduren (Ein-Buchstabencode) ermittelt.
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Die Haufigkeit der verschiedenen Aminosduren an der ,,+1“-Position der sekretierten Proteine
ist in B. subtilis und B. licheniformis iiberwiegend sehr dhnlich (Abb. 7). Mit 25-30 % stellt
Alanin (A) die hdufigste Aminosdure an der ,,+1“-Position der sekretierten Proteine in beiden
Organismen dar. Mit 8-12 % Héufigkeit folgen die Aminosduren Glutamat, Lysin, Glutamin
und Serin.

Fir den in Abb. 7 dargestellten Vergleich wurden nicht nur die homolog in beiden
Organismen vorkommenden Proteine, sondern alle sekretierten Proteine herangezogen. Daher
ist es durchaus iiberraschend, dass sich die Verteilung der Aminosduren an dieser Position
sehr stark dhnelt.

Die Homologie-Untersuchungen der an der Sekretion beteiligten Komponenten von
B. subtilis und B. licheniformis haben gezeigt, dass die meisten Komponenten hohe
Ahnlichkeiten aufweisen, jedoch vor allem die Signalpeptidasen deutlich schwicher
homolog sind. Die Homologie der homolog in beiden Organismen vorkommenden
Signalpeptide lag durchschnittlich bei ca. 42 % und war mit bis zu 91 % teilweise
iiberraschend hoch.

3.2 Optimierung der heterologen Proteinsekretion in Bacillus licheniformis

Der Begriff der ,,Proteinsekretion® wird in dieser Arbeit mit dem Begrift ,,Proteinexport®
gleichgesetzt, auch wenn die Abldufe der einzelnen Schritte der Sekretion nicht im Detail
untersucht wurden, sondern nur der generelle Proteinexport.

Aufgrund ihrer Fdhigkeit, groe Mengen des {iberexprimierten Proteins direkt in den
Kulturiiberstand sekretieren zu konnen, gehodren Organismen der Gattung Bacillus (v.a.
B. subtilis, B. amyloliquefaciens und B. licheniformis) zu den bevorzugten Organismen fiir die
industrielle, extrazelluldre Produktion hydrolytischer Enzyme (Gupta et al., 2002; Schallmey
et al., 2004). Zwar stehen inzwischen effiziente Expressions- und Sekretionssysteme fiir
Bacilli zur Verfugung, dennoch gibt es weiterhin zahlreiche Engpédsse im Sekretionsablauf
und einen dementsprechend hohen Bedarf fiir die Optimierung derselben (Li et al., 2004; Fu
et al., 2007). Vor allem fiir die Sekretion von heterologen Proteinen ist einer dieser Engpésse
die Erkennung durch die Komponenten des Sec-Apparates und der damit verbundende
Transport zur Cytoplasmamembran, sowie die darauf folgende Translokation. Fiir diesen
Prozess ist die Auswahl eines effizienten Signalpeptids von entscheidender Bedeutung. Fiir
die bisher veroffentlichten Ansdtze zur Identifikation und Anwendung effizienter
Signalpeptide wurden bisher zumeist Stdmme ausgewihlt, die in erster Linie
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molekularbiologisch leicht zu handhaben waren (Brockmeier et al., 2006; Fu et al., 2008;
Mathiesen et al., 2009; Watanabe et al., 2009; Caspers et al., 2010). Die fiir die industrielle
Produktion von Enzymen verwendeten Stdmme sind jedoch meist auf besonders hohe
Expressions- und Sekretionsleistung ausgelegt und molekularbiologisch oft schwerer
zuginglich (Maurer, 2004). Um zu untersuchen, inwieweit sich auch die Sekretionsleistung
von Hochleistungs-Sekretionsstimmen durch ein Signalpeptid-Screening optimieren lésst,
wurde im Folgenden ein Signalpeptid-Screening im Stamm B. licheniformis H402 mit zwei
verschiedenen, anwendungstechnisch interessanten alkalischen Subtilisin  Proteasen
durchgefiihrt. Dabei sollte aulerdem erstmals untersucht werden, ob sich die Proteinsekretion
mit Hilfe von wirtsfremden Signalpeptiden optimieren lédsst. Inzwischen wurden zwar diverse
Ansitze zur Identifikation effizienter Signalpeptide verdffentlicht, allerdings wurden in Form
einer Signalpeptid-Bank bisher ausschlieBlich wirtseigene oder mutagenisierte SP eingesetzt
(Brockmeier et al., 2006; Fu et al., 2008; Mathiesen et al., 2009; Watanabe et al., 2009,
Caspers et al., 2010). Eine Signalpeptid-Bank mit 173 SP aus B. subtilis konnte erfolgreich
fiir die Optimierung der heterologen Proteinsekretion in B. subtilis angewendet werden
(Brockmeier et al., 2006). Im Folgenden soll untersucht werden, ob sich mit Hilfe dieser
Signalpeptid-Bank auch die Proteinsekretion vom Hochleistungs-Sekretionsstamm
B. licheniformis H402 optimieren ldsst. Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Methoden
zur Durchmusterung von Signalpeptid-Banken, wurden in dieser Arbeit ein Screening mit 173
SP aus B. subtilis im Wirt B. licheniformis durchgefiihrt und daher erstmals wirtsfremde SP
fiir die Sekretionsoptimierung verwendet.

3.2.1 Klonierung der Proteasen A und L in den Bacillus-Vektor pBSMul5

Fiir die Durchmusterung der Signalpeptid-Bank sollten die Subtilisin Proteasen ProtA aus
B. lentus und ProtL aus B. gibsonii iiber EcoRI und BamHI in den Bacillus-Vektor pBSMul5
kloniert werden. Dafiir war es erforderlich, eine intern in protA vorkommende EcoRI-
Schnittstelle zu eliminieren. Dies wurde mit Hilfe von Overlap-Extension-PCR (2.11.2) und
der Primer ,,A eco#ov_up“ und ,,A eco#ov_dn“ sowie der beiden nicht modifizierten
Primern ,,A_up“ und ,,A dn“ durchgefiihrt. Fiir die Klonierung von profLL mussten eine
EcoRI- sowie eine Hindlll-Schnittstelle in zwei aufeinanderfolgenden Durchgéngen von
Overlap-Extension PCRs entfernt werden. Dafiir wurden die Primer , L. eco#ov up®,
»L_eco#ov_dn®, ,,L hind#ov_up“ und ,,L. hind#ov_dn* konstruiert und in Kombination mit
den Primern ,,L up* und ,,L_dn*“ die Schnittstellen tiber das Einfligen von stillen Mutationen
entfernt (2.11.2). Die Eliminierung der Schnittstellen wurde mit Hilfe von
Restriktionsanalysen und Sequenzierung (2.12) tiberpriift. Die PCR-Produkte wurden mittels
Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt, mit den Endonukleasen FEcoRI und BamHI
hydrolysiert und anschlieBend mit dem ebenfalls hydrolysierten Zielvektor pBSMul5 ligiert
(2.8). Das Konstrukt mit protA wurde als pBSMul5A und das Konstrukt mit profL als
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pBSMul5L bezeichnet. Das Benchmark-Signalpeptid SubC wurde mit Hilfe der Primer
»SubC_up*“und ,,SubC _dn*“ amplifiziert und in pPBSMul5A bzw. pPBSMul5L kloniert.

Fiir die Identifikation von verbesserten SP fiir beide Sekretionstargets sollte die Signalpeptid-
Bank mit 173 SP aus B. subtilis (Brockmeier et al., 2006) eingesetzt werden. Dafiir wurde ein
Gemisch aller SP tiber Hindlll und EcoRI in den Bacillus-Vektor pBSMul5 mit dem
entsprechenden Sekretionstarget kloniert. Die detaillierte Klonierungsstrategie ist in Abb. 8

dargestellt.
A
RBS spacer Signalpeptid (SP) Kupplung Propeptid (PP)
N H | ¢ (
i Hindlll -3 -2 -1 +1 EcoRI
AAGCTTAAGGAGGATATT |ATG . - v v e e e e eee e ee e e GCTGAATTC
Met. .ottt AlaGluPhe

reife Protease

pBSMul5
4676 Bp

Abb. 8: Schema der Klonierungsstrategie fiir das Signalpeptidscreening im Bacillus-Vektor pBSMul5
(modifiziert nach Brockmeier ef al., 2006). (A) Alle SP wurden mit einer N-terminalen HindlIll-
Restriktionsschnittstelle, einer standardisierten Ribosomenbindestelle (RBS) gefolgt von einer Spacer-Region
und dem standardisierten Startcodon fiir Methionin amplifiziert. Zwischen SP und N-Terminus des
Sekretionstargets wurde eine Kupplung mit einem Alanin an der ,+1“-Position und der FEcoRI-
Restriktionsschnittstelle angefiigt. (B) Vektorkarte des Bacillus-Vektors pPBSMul5 mit dem starken, konstitutiven
Hpall-Promotor, dem jeweiligen Sekretionstarget kloniert iiber EcoRI und BamHI, sowie der Kanamycin-
Resistenz-Kassette und dem Replikationsprotein repB fiir Bacillus.
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3.2.2 Optimierung des Exports von zwei Proteasen in einem Bacillus licheniformis
Hochleistungs-Sekretionsstamm

Bei den in Abschnitt 3.2.1 klonierten Proteasen handelt es sich um anwendungstechnisch
interessante Proteasen des Subtilisin-Typs. Im Folgenden sollte untersucht werden, ob sich
der Export dieser Proteasen in einem Hochleistungs-Sekretionsstamm wie B. licheniformis
H402 weiter optimieren ldsst. Da B. licheniformis H402 iiber ein Restriktions-
Modifikationssystems verfiigt, welches fremde Plasmid-DNA effektiv degradiert, erwies sich
die Transformation des Stammes als sehr aufwendig und ineffizient, was das SP-Screening
erheblich erschwerte. Fiir die Durchfithrung des SP-Screenings mit Protease A aus B. lentus
und Protease L aus B. gibsonii wurde die Klonierung der Signalpeptid-Bank daher in
B. subtilis vorgenommen. Dafiir wurden pBSMul5A bzw. pBSMul5L mit den Endonuclease
HindIll und EcoRI hydrolysiert und mit dem Gemisch der 173 SP aus B. subtilis ligiert. Im
darauffolgenden Schritt wurde B. subtilis TEB1030 mit den Ligationsansdtzen mittels
Protoplastierung transformiert (2.10.3), die auf DM3-Agarplatten generierten Transformanten
auf LB-Agarplatten iiberstempelt und UN inkubiert. AnschlieBend wurden die Klone von den
LB-Agarplatten abgeschwemmt und die Plasmid-DNA aus diesem Gemisch der
Transformanten isoliert (2.6). Vor der Transformation von B. licheniformis H402 mittels
Elektroporation (2.10.4) wurde die Plasmid-DNA mit stamm-eigenen Enzymen methyliert
(2.9). Im Genom von B. licheniformis H402 sind die Gene der extrazelluldren Proteasen AprE
und Mpr deletiert, um eine moglichst geringe proteolytische Hintergrundaktivitit im
Kulturiiberstand zu erzielen. Fiir die durchgefiihrten SP-Screenings wurde teilweise ein
Vorlduferstamm verwendet (B. licheniformis H101), der nicht {iber diese Deletionen verfiigte.
Fir die im Folgenden beschriebenen Arbeiten konnten jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den verwendeten Stimmen festgestellt werden und daher wurde die
Verifizierung der im Screening ermittelten Ergebnisse ausschlieBlich in B. licheniformis H402
durchgefiihrt.

Im Fall von Protease L wurden nur 86 B. licheniformis Klone in DW-MTP kultiviert und die
Signalpeptid-Bank aus B. subtilis bisher nicht vollstindig abgedeckt. In Tab. 9 ist eine
Ubersicht tiber die Anzahl der Transformanten von B. subtilis und B. licheniformis sowie
Angaben zur Hofbildung der Transformanten auf LB-Agarplatten mit Skim-Milk und die in
DW-MTP angezogenen Klone gegeben.
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Tab. 9: Ubersicht iiber die Anzahl der Transformanten von B. subtilis und B. licheniformis, die hofbildenden
Klone und die in DW-MTP Anzuchten kultivierten Klone aus dem SP-Screening mit Protease A und L.

Organismus/Enzym Transformanten Hofbildner DW-MTP Anzucht
Protease A
B. subtilis ca. 400 ca. 280 /
B. licheniformis ca. 780 ca. 345 218
Protease L
B. subtilis ca. 700 ca. 500 /
B. licheniformis ca. 230 ca. 200 86

Von allen in DW-MTP kultivierten Klonen wurde die proteolytische Aktivitit (2.17) im
Kulturiiberstand mit dem Substrat AAPF bestimmt, in Relation zu der proteolytischen
Aktivitdt des Benchmark-Konstruktes mit SP SubC aus B. licheniformis (NCBI Accession
Number: X91260.1) gesetzt und anhand dessen die Sekretionseffizienz der verschiedenen
Konstrukte ermittelt. Bei SubC handelt es sich um ein etabliertes SP fiir die Sekretion von
Protease A und L. Die im SP-Screening ermittelten Sekretionsleistungen flir verschiedene
Konstrukte aus Protease A mit unterschiedlichen SP im Wirt B. licheniformis wurden in Abb.
9 dargestellt.

A Protease A Protease L

400 A

350 -

300 - I
250 A J

200 ~

HH

—H
_|
I

150 A I

HH

100 A

relative Proteaseaktivitit [%]

SubC sYncM sYral sYwmC sMpr SubC sYwmC  sYral

- - - - M M
B T D R Gy A e — —

Abb. 9: Proteolytische Aktivitit im Kulturiiberstand von B. licheniformis H402 der im SP-Screening
identifizierten Konstrukte mit den besten Sekretionsleistungen fiir die Sekretion von Protease A und L.
(A) Dargestellt ist jeweils die relative proteolytische Aktivitdt mit dem Substrat AAPF im Kulturiiberstand der
Konstrukte mit verschiedenen SP aus B. subtilis fiir Protease A und Protease L. Das ,,s* vor dem Namen des
jeweiligen SP (z.b. sMpr) gibt an, dass das SP aus B. subtilis stammt. Bei ,,SubC* handelt es sich um das
Konstrukt aus pBSMul5A bzw. pPBSMul5L mit dem Benchmark-SP SubC aus B. licheniformis. (B) Bestimmung
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der Proteinmenge von Protease A und L im Kulturtiberstand mittels SDS-PAGE Analyse. Die gesamten Proteine
aus jeweils 75 ul Kulturtiberstand wurden mittels TCA-Proteinfillung aufkonzentriert und aufs Gel aufgetragen.
Das Molekulargewicht der gezeigten Bande des Proteinmarkers (M) lag bei 27 kDa.

Wie in Abb. 9 erkennbar konnten sowohl fiir Protease A, als auch fiir Protease L
Signalpeptide identifiziert werden, die eine deutlich verbesserte Sekretion als das Benchmark-
SP SubC in B. licheniformis H402 bewirkten. Fiir Protease L konnte die Sekretionsleistung
von B. licheniformis H402 mit pBSMul5L _sYwmC um 80 % auf 180 % gesteigert werden.
Fiir Protease A wurde mit pPBSMul5A sYncM ein Konstrukt identifiziert, das eine Erh6hung
der Sekretionsleistung des Stammes auf ca. 300 % bewirken konnte. In SDS-PAGE Analysen
wurde die Korrelation von Proteinmenge im Kulturiiberstand und extrazelluldrer
proteolytischer Aktivitdt untersucht (Abb. 9, B). Die zu erwartenden Molekulargewichte
beider Proteasen wurden anhand der Aminosduresequenz berechnet. Nach der erfolgreichen
Translokation sollte im Kulturiiberstand nur die reife Protease, ohne Signalpeptid und ohne
Propeptid vorliegen. Dementsprechend wurde fiir Protease A ein Molekulargewicht von
27 kDa und fiir Protease L ein Molekulargewicht von 27,4 kDa ermittelt. Die in Abb. 9
gezeigte Bande des Proteinmarkers lduft auf einer Hohe, die laut Herstellerangaben einem
Molekulargewicht von 27 kDa entspricht. Die Proteinbanden, die in den verschiedenen
Stammen mit den Signalpeptid-Konstrukten eine deutlich Zu- bzw. Abnahme zeigten, laufen
daher auf der erwarteten Hohe und dementsprechend kann davon ausgegangen werden, dass
es sich um die jeweilige Protease handelt. Die Proteinmenge der Proteasen im
Kulturiiberstand korreliert in den meisten Féllen sehr gut mit der ermittelten proteolytischen
Aktivitdt (Abb. 9, B).

3.2.3 Untersuchungen zum Einfluss des N-Terminus der Substratproteine auf die
Sekretionseffizienz mit verschiedenen Signalpeptiden

Die in Abschnitt 3.2.2 eingesetzten Proteasen A und L verfiigen tiber das gleiche Propeptid
(sieche Anhang) und sind insgesamt (ohne Signalpeptid) zu 83 % auf
Aminoséduresequenzebene identisch. Das Propeptid wird nach erfolgreicher Translokation
autokatalytisch abgespalten und die reife Protease erlangt erst dann die endgiiltige
Konformation und wird aktiviert. Es ist bekannt, dass der N-Terminus des Substratproteins
einen Einfluss auf die Sekretionseffizienz hat (Choo & Ranganathan, 2008). Daher sollten im
Folgenden gezielt verschiedene SP mit potentiell unterschiedlichen Sekretionseffizienzen vor
Protease A und L kloniert und die Sekretionsleistungen mit beiden Proteasen verglichen
werden.

Dafiir wurden vier verschiedene SP aus B. subtilis und auch sechs SP aus B. licheniformis
mittels PCR amplifiziert und iiber die Restriktionsschnittstellen Hindlll und EcoRI in
pBSMul5A bzw. pBSMul5L kloniert. AnschlieBend wurden B. subtilis (2.10.3) bzw.
B. licheniformis (2.10.4) mit den Konstrukten transformiert, die Klonierung mittels
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Sequenzierung {berpriift und die Klone in Mehrfachbestimmungen in DW-MTP kultiviert
(2.4.5). Anhand der proteolytischen Aktivitdit im Kulturiiberstand (2.17) wurde die
Sekretionseffizienz der einzelnen SP mit der jeweiligen Protease ermittelt und in Relation zur
Sekretionsleistung des Benchmark-SP SubC gesetzt (Abb. 10).
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Abb. 10: Darstellung der Sekretionsleistung von zehn verschiedenen Signalpeptiden mit Protease A und
Protease L in B. licheniformis H402 zur Untersuchung des Einflusses vom N-Terminus des sekretierten
Proteins. Dargestellt ist jeweils die in Relation zum Benchmark-SP SubC ermittelte, proteolytische Aktivitdt mit
dem Substrat AAPF im Kulturiiberstand von verschiedenen Konstrukten mit SP aus B. subtilis und
B. licheniformis mit Protease A (graue Balken) und Protease L (schwarze Balken). Die Fehlerbalken geben die
prozentuale Standardabweichung zwischen den Werten aus voneinander unabhingig durchgefiihrten MTP-
Anzuchten an. Ein ,,s° vor dem Namen des SP gibt an, dass das SP aus B. subtilis stammt, wihrend ein ,,d*
B. licheniformis DSM13 als Herkunft definiert.

Wie in Abb. 10 dargestellt, wiesen die verschiedenen SP sehr dhnliche Sekretionseffizienzen
fiir die beiden ausgewihlten Proteasen A und L auf. Wahrend z.B. mit SP dB1i01595 fiir beide
Proteasen keine Sekretion erreicht werden konnte, wies SP sYwmC und dBglC mit beiden
Proteasen sehr gute Sekretionseffizienzen auf. Auch die Sekretionseffizienzen der tibrigen SP
waren mit beiden Proteasen sehr &hnlich.

AufBlerdem konnte gezeigt werden, dass sich die Sekretionsleistung flir zwei verschiedene
Proteasen im Stamm B. licheniformis H402 sowohl mit wirtsfremden SP aus B. subtilis, als
auch mit wirtseigenen SP aus B. licheniformis (dBgIC) effizient steigern lieB3.
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3.2.4 Konstruktion der Signalpeptid-Bank mit 220 Bacillus licheniformis DSM13
Signalpeptiden

Nachdem in Abschnitt 3.2 gezeigt werden konnte, dass der Export verschiedener Proteasen
auch mit wirtsfremden SP siginifikant gesteigert werden konnte, sollte im Folgenden im
groBeren MaBstab untersucht werden, welche Sekretionsleistungen sich mit SP aus
verschiedenen Organismen in unterschiedlichen Bacillus-Wirten erreichen lassen. Dafiir
sollten alle SP aus B. licheniformis DSM13 fiir die Konstruktion einer neuen SP-Bank
amplifiziert werden. Fiir die Konstruktion der SP-Bank wurden die Signalpeptid-Vorhersagen
von Voigt et al. (2006) verwendet. Fiir alle dieser 220 Signalpeptide wurde eine
Erkennungssequenz fiir Typ I Signalpeptidasen vorhergesagt (siche Anhang, Tab. 15). Fiir 19
der 220 SP wurden von Voigt et al. (2006) potentielle Tat-Erkennungssequenzen identifiziert.
In B. subtilis wurde bisher von 69 SP mit potentiellen Erkennungssequenzen fiir die Tat-
Sekretion nur fiir zwei Proteine (PhoD und YwbN) eine Tat-abhingige Sekretion
nachgewiesen und flir 13 dieser SP hingegen eine Sec-Sekretion (Jongbloed ef al., 2002;
Kolkman et al., 2008). Da die Vorhersage von Tat-abhingig sekretierten Proteinen bisher
schwierig scheint, wurden auch die SP der potentiell Tat-sekretierten Proteine aus
B. licheniformis DSM13 fur das geplante SP-Screening mit amplifiziert.

Fiir die Erstellung der Signalpeptid-Bank wurde die genomische DNA von B. licheniformis
DSM13 isoliert (2.6) und insgesamt 220 Signalpeptide von B. licheniformis DSM13 mittels
PCR amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden anschlieBend {iber Agarose-Gelelektrophorese
(2.7) aufgereinigt und in einer weiteren Agarose-Gelelektrophorese in Bezug auf
Konzentration und Fragment-GroBe kontrolliert und dquimolar vermischt. Alle fiir die
Amplifikation der einzelnen SP konstruierten Primer sind im Anhang (Tab. 17) aufgefiihrt.
Der so erstellte SP-Mix wurde im Gemisch in den Vektor pBSMul5 kloniert, der das jeweilige
Zielprotein enthielt. Fuir die Bestimmung der Religationsrate wurden 30 Klone willkiirlich,
mit und ohne Hof gepickt und in Restriktionsanalysen iiberpriift, ob jeweils erfolgreich ein SP
kloniert wurde. Dabei wurde eine Religationsrate <10 % ermittelt. Der vollstandige Ablauf
der Signalpeptid-Bank-Konstruktion ist schematisch in Abb. 11 dargestellt.
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Abb. 11: Konstruktion der Signalpeptid-Bank mit 220 B. licheniformis DSM13 Signalpeptiden. (A) Fiir die
Konstruktion der Primer wurden die SP-Vorhersagen von Voigt ef al. (2006) verwendet. (B) Die SP wurden alle
mittels PCR und der genomischen DNA von B. licheniformis DSM13 amplifiziert. (C) Alle PCR-Produkte
wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese und anschlieBender Gelelution aufgereinigt. (D) Mit Hilfe einer

weiteren Agarose-Gelektrophorese wurden Grofe und Konzentration des gereinigten PCR-Produkts kontrolliert.
(E) Nach der Aufkonzentration von schwach konzentrierten Eluaten, wurden alle SP dquimolar vermischt.
(F) Der Mix aller 220 SP wurde mit den Restriktionsenzymen HindlIll und EcoRI hydrolysiert und in den Vektor
pBSMul5 mit dem entsprechenden Zielgen kloniert.

Der Export von zwei anwendungstechnisch interessanten Subtilisin-Proteasen konnte
in einem B. licheniformis Hochleistungs-Sekretionsstamm teilweise um das Dreifache
im Vergleich zum Benchmark-Stamm gesteigert werden. Dafiir wurde eine
Signalpeptid-Bank mit wirtsfremden Signalpeptiden aus B. subtilis Signalpeptiden
verwendet. Fiir die Erhohung der Diversitit der verfiigharen Signalpeptid-Banken
wurden aulBlerdem 220 Signalpeptide aus B. licheniformis DSM13 mittels PCR
amplifiziert, aufgereinigt und die Fragmentgrofie sowie DNA-Konzentration
kontrolliert. Des Weiteren wurde untersucht welchen Einfluss der N-Terminus des
Substratproteins auf die Exporteffizienz mit verschiedenen Signalpeptiden hat.
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3.3 Wirtsfremde Signalpeptide zur Optimierung der heterologen
Proteinsekretion von Bacillus

Als Modell-Protein fiir die Untersuchung der heterologen Proteinsekretion in verschiedenen
Bacillus-Wirten mit SP aus unterschiedlichen Organismen wurde das Subtilisin ,,Bacillus
Protease Novo type* (BPN*) aus B. amyloliquefaciens ATCC 23844 (Tab. 2) ausgewihlt. Bei
Subtilisin BPN® handelt es sich um eine alkalische Protease, die der Klasse der Serinproteasen
zugeordnet wird. Serinproteasen finden beispielsweise eine breite Anwendung in der
Waschmittelindustrie und werden daher jdhrlich im TonnenmalBlstab produziert (Maurer,
2004). Daher ist der Bedarf an Methoden zur Optimierung der Sekretion dieser Enzyme sehr
groB3.

Des Weiteren ergab sich daraus die interessante Fragestellung, ob sich Muster erkennen
lassen, die darauf hindeuten, dass wirtseigene Signalpeptide gegentiber wirtsfremden
bevorzugt werden. Daher sollte auBerdem die Sekretionseffizienz von Konstrukten mit BPN*

und verschiedenen SP in unterschiedlichen Bacillus-Wirten miteinander verglichen werden.
3.3.1 Klonierung von Subtilisin BPN‘ und dem Benchmark-Signalpeptid

Fiir die folgenden Arbeiten war es erforderlich, das ausgewdhlte Modellprotein Subtilisin
BPN°* aus B. amlyoliquefaciens ATCC 23844 (NCBI Accession Number: K02496.1) in den
Bacillus-Expressionsvektor pPBSMul5 zu klonieren. Daflir wurde die genomische DNA von
B. amyloliquefaciens isoliert (2.6) und BPN‘ mittels PCR (2.11.1) und den Primern
»BPN_up®“und ,,BPN dn* (Tab. 4) amplifiziert. Dabei wurden die Primer so konstruiert, dass
nur das Propeptid und der reife Teil von BPN* ohne das Signalpeptid amplifiziert wurden.
Das PCR-Produkt wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese und anschlieBender Elution
gereinigt (2.7), mit den Endonukleasen EcoRI und BamHI hydrolysiert und in den ebenfalls
mit EcoRI und BamHI hydrolysierten Zielvektor pBSMul5 kloniert. Im Anschluss daran
wurde das so konstruierte Plasmid pPBSMul5BPN mittels Protoplastentransformation (2.10.3)
in B. subtilis TEB1030 eingebracht und sequenziert (2.12).

Um zu untersuchen, ob sich durch die Verwendung verschiedener SP Steigerungen der
Sekretionsleistung von BPN°® erreichen lassen, sollte das wildtypische SP von BPN‘ mit
Ursprung in B. amyloliquefaciens als Benchmark-SP amplifiziert werden. Dieses Benchmark-
SP fiir Subtilisin BPN* wird im Folgenden als ,,wtSP* bezeichnet (sieche Anhang, Tab. 16).
Fiir die Amplifikation des ,,wtSP* wurden die Primer ,,wtSP_up* und ,,wtSP_dn*“ verwendet,
das aufgereinigte PCR-Produkt (2.11.1) und der Zielvektor pPBSMulSBPN wurden mit Hindlll
und EcoRI hydrolysiert und das ,,wtSP* vor das Subtilisin BPN* kloniert. Das konstruierte
Plasmid wurde als pBSMul5SBPN_wtSP bezeichnet und diente als Benchmark-Konstrukt,
dessen Sekretionseffizienz im Screening der SP-Banken als 100 % definiert wurde (2.18).
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3.3.2 Die Kupplung zwischen Signalpeptid und Propeptid hat einen hohen
Einfluss auf den Proteaseexport

Alle in dieser Arbeit fiir das Screening klonierten SP wurden nach der in Abb. 8 dargestellten
Klonierungsstrategie vor das entsprechende Zielenzym kloniert. Dabei wurde eine Kupplung
von 9 Basenpaaren verwendet, die eine FEcoRI-Schnittstelle beinhaltet und fiir das
standardisierte ,,+1“-Alanin kodiert (Abb. 8). Nach der Translokation des sekretierten Proteins
iiber die Cytoplasmamembran wird das SP durch die Signalpeptidasen abgespalten. Bei der
hier gewihlten Klonierungsstrategie bleiben dabei drei Aminosduren am Propeptid zuriick. Es
ist denkbar, dass diese zusétzlichen drei Aminosduren am N-Terminus einen Einfluss auf die
Eigenschaften des sekretierten Proteins haben. Bei den in dieser Arbeit verwendeten
Zielproteinen handelt es sich ausschlieBlich um Proteasen mit einem N-terminalen Propeptid.
Die drei zusitzlichen Aminosduren aus der Kupplung verdndern daher das Propeptid der
reifen Protease. Das Propeptid ist ein Faltungshelfer, der autokatalytisch nach der
Translokation des Proteins abgespalten wird. Es hat einen direkten Einfluss auf die
Aktivierung und die Faltung der reifen Protease (Takagi & Takahashi, 2003).

Somit verdndert die Kupplung nicht die reife Protease, sondern das Propeptid. Dennoch sind
Fille bekannt, wo eine Verdnderung des Propeptids auch die Eigenschaften der reifen
Protease beeinflussen kann (Shinde er al., 1997). Daher sollte im Folgenden untersucht
werden, ob die Kupplung einen Einfluss auf die Proteaseaktivitdt von Subtilisin BPN* hat.
Dafiir wurde Subtilisin BPN* mit seinem wildtypischen SP aus B. amyloliquefaciens ohne
Kupplung amplifiziert. In einer PCR-Reaktion wurden dafiir die Primer ,,wtSP_up“ und
»BPN dn®“ eingesetzt (2.11.1), das aufgereinigte PCR-Produkt mit Hindlll und BamHI
hydrolysiert und in den Zielvektor pBSMul5 kloniert. Das so konstruierte Plasmid wurde als
pBSMul5BPN_wtSPkk bezeichnet. Nach der Transformation von B. subtilis TEB1030
(2.10.3) wurden der Stamm mit Plasmid pBSMul5SBPN_wtSP (kloniert wie in Abb. 8) und
pBSMul5BPN_wtSPkk (kloniert ohne Kupplung zwischen SP und PP) parallel in DW-MTP
kultiviert, um die Proteaseaktivitit im Kulturiiberstand zu ermitteln (2.17).
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Abb. 12: Einfluss der im Hochdurchsatz-Screening verwendeten Kupplung auf den Protease-Export von
Subtilisin BPN¢. (A) Dargestellt ist jeweils die relative proteolytische Aktivitdt im Kulturiiberstand mit AAPF
als Substrat von B. subtilis TEB1030. Bei ,,wtSP* handelt es sich um pBSMulSBPN_wtSP, bei dem die
Kupplung eingefiigt wurde und bei ,,wtSPkk* handelt es sich um das Konstrukt aus BPN‘ und dem wtSP, bei
dem keine Kupplung zwischen SP und PP eingefiigt wurde. Die Fehlerbalken geben die prozentuale
Standardabweichung zwischen finf voneinander unabhédngigen Anzuchten in verschiedenen DW-MTP an.
(B) Untersuchung der Proteinmenge im Kulturiiberstand in einer SDS-PAGE Analyse. Dafiir wurden 20 pg
Gesamtprotein aufgetragen. Die gezeigte Bande des Proteinmarkers (M) entspricht laut Herstellerangaben
27 kDa. (C) Bestimmung der Proteinmenge im Kulturiiberstand mittels Western-Blot Analyse und spezifischen
Antikorpern flir Subtilisin BPN‘. Anhand des Proteinmarkers auf der nachtriglich gefirbten PVDF-Membran
des Western-Blots wurde fiir das detektierte Signal ein Molekulargewicht von etwa 26 kDa ermittelt.

Wie in Abb. 12 (A) erkennbar wurde fiir das Konstrukt ohne Kupplung eine ca. 4x erhohte
proteolytische Aktivitdt im Kulturiiberstand detektiert. Dies deutet darauf hin, dass entweder
die Sekretion oder die Faltung und Aktivierung bzw. die Konformation der reifen Protease
selber durch das Einfligen der Kupplung beeintridchtigt wurden. Um zu untersuchen, ob die
verringerte proteolytische Aktivitdt im Kulturiiberstand beim Stamm der das Konstrukt mit
Kupplung enthilt, auf einen Export-Effekt oder auf eine verdnderte Konformation der reifen
Protease zuriickzufiihren ist, wurden die Proteinmengen im Kulturiiberstand untersucht. Dazu
wurde eine SDS-PAGE Analyse (Abb. 12, B) und zusitzlich eine Western-Blot Analyse mit
spezifischen Antikorpern fur Subtilisin BPN“ durchgefithrt (Abb. 12, C). Dabei konnte
gezeigt werden, dass die proteolytische Aktivitdt im Kulturiiberstand mit der in der SDS-
PAGE und Western-Blot Analyse ermittelten Proteinmenge in etwa korreliert. Somit ist die
spezifische Aktivitdt von Subtilisin BPN‘ nicht verdndert und die Kupplung hat
dementsprechend einen negativen Einfluss auf den Export von Subtilisin BPN*. Trotz des
negativen Einflusses der Kupplung war die Proteaseaktivitidt immer noch gut detektierbar und
da die SP aus B. subtilis und B. licheniformis unter den gleichen Bedingungen gescreent
werden sollten, wurde die in Abb. 8 beschriebene Klonierungsstrategie fortgesetzt.
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3.3.3 Signalpeptid-Screening im Wirt Bacillus subtilis mit wirtseigenen und
wirtsfremden Signalpeptiden

Nachdem bisher ausschlieflich Signalpeptid-Banken mit wirtseigenen Signalpeptiden im
groBen Malstab fiir die Identifizierung effizienter SP durchmustert wurden, sollte im
Folgenden untersucht werden, ob es moglich ist, die heterologe Proteinsekretion im Wirt
B. subtilis TEB1030 durch das Screening von wirtsfremden Signalpeptiden zu optimieren.
Dafiir wurde das in 3.3.1 klonierte Modell-Protein Subtilisin BPN‘ verwendet. Dabei war
insbesondere interessant, wie effektiv sich die wirtsfremden Signalpeptide einsetzen lassen,
und ob sich die Sekretionseffizienzen der Konstrukte in verschiedenen Bacillus-Wirten

unterscheiden.

3.3.3.1 Die besten Exportleistungen wurden unter anderem mit wirtsfremden
Signalpeptiden erreicht

Fir die Optimierung der Proteinsekretion von BPN°® sollten 173 B. subtilis-SP und 220
wirtsfremde SP aus B. licheniformis auf ihre Sekretionsleistung hin untersucht werden. Im
Hochdurchsatz-Screening im Wirt B. subtilis TEB1030 sollten die Signalpeptide mit den
hochsten Sekretionseffizienzen im Vergleich zum Benchmark-Konstrukt
pBSMul5BPN_ wtSP identifiziert werden. Dafiir wurden alle SP aus B. subtilis und aus
B. licheniformis vor die Protease BPN‘ kloniert (Abb. 11). Im Anschluss daran wurde
B. subtilis TEB1030 mittels Protoplastentransformation (2.10.3) mit den Konstrukten
transformiert und die Proteaseaktivitdt aller Klone qualitativ auf Skim-Milk-Agarplatten
tiberpriift (2.4.1). Fiir das Screening der 173 B. subtilis SP wurden insgesamt ca. 970
Transformanten erzeugt, von denen ca. 515 Klone eine eindeutige Lysehof-Bildung auf Skim-
Milk-Agar aufwiesen. Von den hofbildenden Klonen wurden insgesamt 330 Klone in DW-
MTP angezogen und die Proteaseaktivitdt im Kulturiiberstand spektralphotometrisch ermittelt
(2.17). Damit wurde fuir die Signalpeptid-Bank der B. subtilis-SP eine 5x-Abdeckung auf
Skim-Milk-Agar und eine 2x-Abdeckung im Fliissigaktivitétstest erzielt. Fiir das Screening
der 220 B. licheniformis SP zeigten ca. 480 der 950 erzeugten Transformanten eine eindeutige
Hofbildung auf Skim-Milk-Agar. Fiir die spektralphotometrische Bestimmung der
proteolytischen Aktivitdt im Kulturiiberstand mit AAPF als Substrat wurden insgesamt 420
Klone in DW-MTP kultiviert. Somit wurde die SP-Bank in 4x-Abdeckung auf Skim-Milk-
Agar und in ca. 2x-Abdeckung im Fliissigaktivitdtstest gescreent.

Bei beiden SP-Screenings zeigten somit ca. 50 % der Transformanten eine eindeutige
Hofbildung auf Skim-Milk-Agar nach einer UN-Inkubation. Davon ausgehend, dass keine
Konstrukte in der Ligation und Transformation benachteiligt oder bevorzugt werden, deutet
dies darauf hin, dass etwa 50 % der SP eine gute und die iibrigen keine oder nur eine sehr
schwache Sekretion von BPN* bewirken, da die Religationsrate unter 10 % lag.
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In Abb. 13 ist beispielhaft die Auswertung der proteolytischen Aktivitit aller Klone auf einer
der MTP aus dem Screening dargestellt. Es wurde jeweils spektralphotometrisch die
proteolytische Aktivitdit im Kulturiiberstand ermittelt (2.17). Da fiir die quantitative
Bestimmung der proteolytischen Aktivitidt ausschliefSlich Klone mit Lysehof verwendet
wurden, war in den meisten Féllen auch im Kulturiiberstand eine deutliche proteolytische
Aktivitdt detektierbar.
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Abb. 13: Beispielhafte Darstellung der proteolytischen Aktivitit im Kulturiiberstand von B. subtilis aller
Klone von einer typischen MTP aus dem Signalpeptid-Screening. Dargestellt ist jeweils die proteolytische
Aktivitdt im Kulturiiberstand von B. subtilis TEB1030 unter Verwendung von AAPF als Substrat. Die gezeigten
Werte sind Mittelwerte von drei voneinander unabhingigen Anzuchten in derselben DW-MTP. Die Fehlerbalken
geben die absolute Standardabweichung an. Bei ,,wtSP“ handelt es sich um das Benchmark-Konstrukt
pBSMul5BPN_wtSP mit dem wildtypischen SP von Subtilisin BPN‘. Die 31 gescreenten Klone mit
verschiedenen SP aus dem Signalpeptid-Mix sind nummeriert.

Wie anhand der 31 in Abb. 13 dargestellten Klone erkennbar, wurde im Rahmen des
Screenings ein breites Spektrum an Proteaseaktivitdt im Kulturiiberstand detektiert. Neben
Klonen, die eine dhnliche hohe Proteaseaktivitit im Kulturiiberstand aufwiesen wie das
Konstrukt mit dem Benchmark-SP (,,wtSP*), wurden auch Klone mit deutlich verringerten
Sekretionsleistungen identifiziert. Die Mehrheit der gescreenten Konstrukte mit den
verschiedenen SP aus dem Signalpeptid-Mix zeigen jedoch verbesserte Sekretionsleistungen
im Vergleich zum Benchmark-Konstrukt pPBSMul5SBPN_wtSP, was fiir die in Abschnitt 3.2
durchgefiihrten SP-Screenings nicht der Fall war.

Nachdem beide SP-Banken mit den B. subtilis- und B. licheniformis-SP mehrfach abgedeckt
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wurden, konnten die Konstrukte mit den besten Sekretionseffizienzen fiir die Sekretion von
Subtilisin BPN® im Wirt B. subtilis TEB1030 definiert werden. In Abb. 14 sind die
Sekretionseffizienzen der acht besten SP, die im Hochdurchsatz-Screening ermittelt wurden,
in Relation zum Benchmark-SP ,,wtSP* dargestellt. Insgesamt konnte die Sekretionsleistung
im Vergleich zum Benchmark-Konstrukt ,,wtSP*“ von 100 % auf ca. 700 % gesteigert werden.
Interessanterweise zeigten dabei nicht nur SP aus dem Screening-Wirt B. subtilis die besten
Sekretionseffizienzen, sondern auch wirtsfremde SP aus B. licheniformis. So wurde das
Konstrukt aus Subtilisin BPN‘ und dem in der Genomdatenbank als ,,B1i00338* bezeichnete
SP aus B. licheniformis DSM13 (dBli00338) als eines der effizientesten SP fiir die Sekretion
von Subtilisin BPN® identifiziert.
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Abb. 14: Ermittlung der acht Konstrukte mit den hochsten Sekretionsleistungen aus dem Hochdurchsatz-
Screening mit Subtilisin BPN‘ im Wirt B. subtilis TEB1030 und allen SP aus B. subtilis und
B. licheniformis. Die proteolytische Aktivitit des Benchmark-Signalpeptids ,,wtSP* wurde als 100 % definiert
und in Relation dazu die Sekretionseffizienz der anderen BPN‘-SP-Fusionen ermittelt. Die ermittelten
Sekretionseffizienzen wurden mehrfach reproduziert und die hier angegebenen Mittelwerte in mindestens zwei
voneinander unabhéngigen Anzuchten in verschiedenen MTP bestimmt. Die Fehlerbalken geben die prozentuale
Standardabweichung zwischen diesen Anzuchten an. Die auf der X-Achse angegebenen Namen stehen jeweils
fiir ein SP aus B. subtilis (gekennzeichnet mit einem ,,s%, z.B. sYbdN) oder B. licheniformis (,,d*, z.B. dYoaW).

Die acht effizientesten SP (Abb. 14) wiesen eine Steigerung der Sekretionsleistung im
Bereich von maximal 7x (dB1i00338, sYbdN) bis 4x (sYdjM) auf. Die Konstrukte mit SP
dMntA und dResA wurden als Kontroll-Konstrukte mitgefiihrt, um zu zeigen, dass auch SP
identifiziert wurden, die #hnliche oder auch schwichere Sekretionsleistungen wie das
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Benchmark-SP bewirken.

Um zu tiberpriifen, ob die Proteinmenge von Subtilisin BPN‘ im Kulturiiberstand mit der
detektierten Proteaseaktivitdt tibereinstimmt, wurden jeweils 10 pg Gesamtprotein mittels
TCA-Féllung (2.15) fiir die SDS-PAGE Analyse aufkonzentriert. Fiir den immunologischen
Nachweis von BPN* in der Western-Blot Analyse (2.16) hingegen wurden nur je 15 pl
Volumen des Kulturiiberstands von B. subtilis TEB1030 verwendet. Die
Wachstumsunterschiede der verschiedenen Stimme wurden spektralphotometrisch ermittelt
(2.4.5), um Effekte durch stark unterschiedlichen Wuchs auszuschlieBen. Die Abweichungen
in den Zelldichten lagen dabei unter 10 %. Untersucht wurden sechs verschiedene B. subtilis
TEB1030 Stimme mit Konstrukten aus dem SP-Screening, dem Benchmark-Konstrukt
(,,WtSP*) sowie dem Stamm mit dem Leervektor als Negativkontrolle (Abb. 15).
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Abb. 15: Korrelation von Proteaseaktivitiit und Proteinmenge im Kulturiiberstand von B. subfilis
TEB1030. Die relative Proteaseaktivitit wurde in Bezug zum Benchmark-Konstrukt mit dem wtSP in
mindestens zwei voneinander unabhingigen Anzuchten in der DW-MTP ermittelt. Die Fehlerbalken geben die
prozentuale Standardabweichung zwischen aus diesen Anzuchten ermittelten Werten an. (A) Fiir die SDS-PAGE
Analyse wurden jeweils 10 pg Gesamtprotein aufgetragen. Die gezeigte Bande des Proteinmarkers (M)
entsprach laut Herstellerangaben 27 kDa. (B) Fiir die Western-Blot Analyse wurden je 15 pl Volumen des
Kulturiiberstands und spezifische Antikorper fiir BPN verwendet.
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Subtilisin BPN‘ ohne SP und ohne PP hat ein kalkuliertes Molekulargewicht von 27,6 kDa.
Das Molekulargewicht der tiber den Proteinmarker in der SDS-PAGE Analyse ermittelten
Banden (Abb. 15, A) stimmte daher mit dem erwarteten Molekulargewicht von BPN° {iberein.
Fiir die in Abb. 15 (A) dargestellten Banden aus der SDS-PAGE Analyse wurden die gleichen
Molekulargewichte ermittelt wie fiir die Signale aus dem immunologischen Nachweis von
BPN°* mittels spezifischer Antikorper (Abb. 15, B).

Wie in Abb. 15 erkennbar, korrelierte die ermittelte proteolytische Aktivitdt in den meisten
Féllen mit der detektierten Proteinmenge im Kulturiiberstand. Wahrend sich bei der Western-
Blot Analyse die Proteinmengen der Stimme mit den hochsten Sekretionsleistungen (400-
700 %) teilweise nicht mehr eindeutig unterscheiden lieBen, waren diese Unterschiede auf der
SDS-PAGE Analyse jedoch deutlich erkennbar. Bei den Konstrukten mit geringeren
Sekretionsleistungen (dMntA, dResA und wtSP) wurden hingegen die unterschiedlichen
Proteinmengen im Kulturiiberstand sehr deutlich auch in der Western-Blot Analyse
abgebildet. Der Leervektorstamm zeigte wie erwartet kein Signal auf der entsprechenden
Hoéhe der Membran.

Im Folgenden sollte tiberpriift werden, ob Subtilisin BPN® intrazelluldr nachweisbar ist und ob
sich die Stimme mit den stark unterschiedlichen Sekretionsleistungen in Bezug auf das
Vorkommen von intrazellulirem BPN*‘ unterscheiden und sich so Hinweise auf mogliche
Ursachen fiir hohe oder niedrige Sekretionsleistungen finden lassen.

Dafiir wurde jeweils das Volumen einer Kultur geerntet, was einer ODggo von 5 entsprach und
der Zellaufschluss durch Zugabe von Lysozym und Ultraschall durchgefiihrt. Nach der
Ermittlung der Proteinkonzentration mittels Bradford-Proteinbestimmung (2.13) wurden
20 ug Gesamtprotein fiir den immunologischen Nachweis von Subtilisin BPN‘ in der
Western-Blot Analyse verwendet (2.16).

Die Blot-Membran wurde nachtriglich mittels Amidoschwarz-Féarbung eingeférbt (2.16) und
so anhand des Proteinmarkers die in Abb. 16 angegebenen Molekulargewichte ermittelt.

& ~34 kDa

—
= = —— _— <28 kDa

Abb. 16: Immunologischer Nachweis von intrazelluliirem BPN‘ mittels Western-Blot Analyse.
1: Leervektor; 2: wtSP; 3: dB1i00338; 4: sYbdN; 5: dResA; M: Proteinmarker; 6: Kontroll-Kulturiiberstand von
dBli00338. Die Molekulargewichte wurden anhand des nachtriglich auf der Blot-Membran gefirbten
Proteinmarkers ermittelt. Aufgetragen wurden jeweils 20 pg Gesamtprotein des Rohextrakts.
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Die in Abb. 16 dargestellten Ergebnisse des intrazelluldren Nachweises von BPN* waren auch
nach Wiederholung der Western-Blot Analyse nicht eindeutig auswertbar. Bei der Bande in
Spur 6 handelt es sich um BPN‘ im Kulturiiberstand von B. subtilis TEB1030 mit dem
Konstrukt pBSMul5SBPN_dBli00338 ohne Propeptid und ohne SP (erwartetes
Molekulargewicht: 27,6 kDa). In den Spuren 1-6 wurden die Proteine des Rohextrakts des
jeweiligen Stammes aufgetragen. Auch in diesen Proben wurde ein unterschiedlich intensives
Signal auf der gleichen Hohe wie der des BPN‘ im Kulturiiberstand detektiert. Die
Signalstidrke auf der beschriebenen Hohe war in Spur 3 und 4 (dB1i00338 und sYbdN)
deutlich erhoht. Allerdings konnte dieses Signal auch im Rohextrakt des Leervektorstammes
(Spur 1) identifiziert werden, daher handelt es sich dabei moglicherweise auch um ein
anderes, intrazelluldr vorkommendes Protein, das mit den gewahlten Antikdrpern schwach
detektierbar war. Wie in Abb. 15 erkennbar, konnte im Kulturiiberstand des
Leervektorstammes wie erwartet kein Signal auf der Hohe von BPN‘ im Kulturiiberstand
detektiert werden.

AuBer in Spur 3 wurde aullerdem bei allen Proben ein weiteres Signal auf Hohe von ca.
34 kDa detektiert. Dieser Effekt war im Kulturiiberstand ebenfalls nicht aufgetreten und es
wire daher moglich, dass es sich dabei um unreifes BPN* mit Propeptid handelt (erwartetes
Molekulargewicht: ca. 36,2 kDa).

3.3.3.2 Vorhersage iiber die Effizienz der Signalpeptide nicht moéglich

Um zu untersuchen, ob systematische Ahnlichkeiten zwischen den SP zu erkennen sind, die
ursdchlich fiir die besonders effiziente Sekretion von Subtilisin BPN°® sein konnten, wurden in
Tab. 10 die Funktionen der Wildtyp-Proteine in B. subtilis bzw. B. licheniformis aufgefiihrt,
sofern diese bekannt waren. Dabei wurde deutlich, dass im Fall der hier aufgefiihrten SP
keinerlei Zusammenhang zwischen der urspriinglichen Funktion des Wildtyp-Proteins und
dem MaB der Sekretionseffizienz des jeweiligen SP fiir die Sekretion von Subtilisin BPN*
erkennbar war. Auch die Untersuchung der Homologien der Wildtyp-Proteine mit Subtilisin
BPN* erbrachten diesbeziiglich keine neuen Erkenntnisse. Alle Wildtyp-Proteine (deren SP
hier untersucht wurden) wiesen nur eine sehr schwache Homologie zu Subtilisin BPN* auf (3-
11 % auf Aminosdureebene) und es war nicht erkennbar, dass eine hohere Homologie auch zu
einem verbesserten Proteinexport gefiihrt hat.
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Tab. 10: Ursprung und Funktion der Wildtyp-Proteine, von denen die im Hochdurchsatz-Screening
identifizierten Signalpeptide abstammen. Angegeben wurde jeweils die Exporteffizienz in Prozent (Effizienz),
die Funktion des Wildtyp-Proteins im Ursprungs-Organismus, sofern diese bekannt war und die jeweilige
,,2NCBI Accession Number*.

Effi- NCBI Accession
zienz Name Funktion des Wildtyp-Proteins Ursprung des Wildtyp-Proteins ” «
[%] Number
733 | dBIi00338 putative Chitinase B. licheniformis YP_089989
686 sYbdN unbekannt B. subtilis NP_388086
562 sSacC Levanase (Wanker et al., 1995) B. subtilis NP_390581
445 sYurl Ribonuclease B. subtilis NP_391134
431 dBl1i02820 putative Phosphoesterase B. licheniformis YP 079963
422 dYoaW unbekannt B. licheniformis YP 079183
408 dYdhT 3-Mannanase B. licheniformis ACX94051
347 sYdjM unbekannt B. subtilis NP 388506
123 dMntA Mangan-Transport B. licheniformis YP 080639
43 dResA Thiol-Disulfid-Oxidoreductase B. licheniformis YP_079620
100 wtSP alkalische Protease (BPN*) B. amyloliquefaciens K 02496

Fiir die weiterfithrende Charakterisierung der im Hochdurchsatz-Screening identifizierten SP
wurden die Aminosduresequenz, die Linge des SP, der tiber SignalP 3.0 ermittelte D-Score,
die Ladung der N-Doméne und die Hydrophobizitit untereinander verglichen (Tab. 11).
Dabei wurde deutlich, dass die acht besten SP keine signifikanten Ahnlichkeiten in Bezug auf
diese Eigenschaften aufwiesen. Die Hydrophobizitit war bei den besten acht SP relativ
dhnlich und lag bei 48-58 %. Anhand der Vorhersage liber SignalP 3.0 (Bendtsen ef al., 2004)
lasst sich die Wahrscheinlichkeit vorhersagen, dass es sich bei der untersuchten Sequenz um
ein Signalpeptid handelt. Sequenzen mit einem D-Score von >0,5 werden als Signalpeptid
klassifiziert und die Wahrscheinlichkeit, dass es sich dabei um ein funktionales SP handelt,
steigt mit der Anndherung an den D-Score von 1. Es konnte gezeigt werden, dass alle acht SP
tiber einen hohen D-Score (0,86-0,93) verfiigen. Die beiden Kontrollkonstrukte mit den SP
dMntA und dResA, welche eine Sekretionseffizienz auf oder unter Benchmarkniveau
aufwiesen, verfligen hingegen {iber einen deutlich niedrigeren D-Score (0,617-0,783).
Allerdings verfiigt das Benchmark-SP wtSP tiber einen der héchsten D-Scores aus Tab. 11
(0,93) und dennoch nur iiber eine relativ schwache Sekretionsleistung. Somit konnte hier, wie
auch schon zuvor von Brockmeier ef al. (2006) postuliert, bestétigt werden, dass der D-Score
allein als Vorhersage fiir die Effizienz eines SP nicht ausreicht.
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Tab. 11: Eigenschaften und Sequenz der im Hochdurchsatz-Screening identifizierten Signalpeptide.

Effi- .. Hydro-
] N ] . Linge D- Ladung N- -

zienz Name Aminosiuresequenz des Signalpeptids a .> b | phobizitit
o (AS) | Score® | Domiine E
[%] (%)
733 | dBIi00338 MLINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKA 32 0,897 3 53
686 sYbdN MVKKWLIQFAVMLSVLSTFTYSASA 25 0,930 2 48
562 sSacC MKKRLIQVMIMFTLLLTMAFSADA 24 0,927 3 58
445 sYurl MTKKAWFLPLVCVLLISGWLAPAASASA 28 0,915 2 68
431 | dBI1i02820 MRMKRLRMRKHLLIAVCTLALLLSSPIVSDA 31 0,936 6 52
422 dYoaW MKKIVCLMVFSIMTAFGIHIQPAEA 25 0,864 2 56
408 dYdhT MKKNIVCSIFALLLAFAVSQPSYA 24 0,870 2 58
347 sYdjM MLKKVILAAFILVGSTLGAFSFSSDASA 28 0,915 2 57
123 dMntA MKWKQTLAIAAALILILAAGCSSKSSS 27 0,783 2 59
43 dResA | MKKKRFYIRTGILLVLLAALGYTLYSAVFQNTESV | 35 0,617 5 51
100 wtSP MRGKKVWISLLFALALIFTMAFGSTSSAQA 30 0,930 3 57

*Der D-score wurde mittels SignalP 3.0 berechnet (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP).
" Fiir die Berechnung der Netto-Ladung der N-Domiine wurden die Aminosiuren D und E als -1, R und K als +1 und alle anderen AS als 0
definiert.
¢ Der prozentuale Anteil der hydrophoben Aminoséuren in jeder Signalsequenz wurde berechnet, indem folgende AS als hydrophob definiert
wurden: G, A, V, L, I, M, F, W und P. Alle anderen AS wurden als hydrophil definiert.

Da tiber die Primérstruktur und die {ibrigen Charakteristika keine Vorhersage zur Effizienz

eines SP moglich war, wurde als weiterfiihrende Untersuchung die Sekundirstruktur,

basierend auf der Aminosduresequenz der Fusionen aus SP und BPN*, mit Hilfe des PsiPred-

Servers vorhergesagt (Jones, 1999). Dafiir wurden die Aminosduresequenzen von allen in

Tab. 11 aufgefiihrten SP (in Fusion mit BPN‘) verwendet, um die Sekundérstrukturen

vorherzusagen. In Abb. 17 wurden beispielhaft die Ergebnisse der PsiPred-Vorhersagen fiir
die SP dBI1i00338, dResA und wtSP dargestellt.
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Abb. 17: Sekundir -

cont : 11122n]11100030000000000090020000300a0 00 | Stroukturverhersage von
dBli00338 pred. . drei Signalpeptiden. Die

Pred: CCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCE _
AA: MLINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKAAEFAGKSN | Verwendung des PsiPred-
1.0 2.0 3I{) 4’ o | Servers erstellt und basiert

auf Wahrscheinlichkeiten.
Die Ho6he der blau
conf : 11320030333333333330001305933930093 500000k dargestellten Balken ist

A

Vorhersage wurde unter

dResA Pred: 4] ) direkt proportional zur
Pred: CCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCccccccccCcC | Verlisslichkeit der
AA: MKKKRFYIRTGILLVLLAALGYTLYSAVFQNTESVAEFAG
' ' i A ' Vorhersage an der
10 20 30 40

entsprechenden  Position.

Der rote Pfeil markiert

cont : 111a003033333333030039309229333293300300¢ | jeweils  die  potentielle

WiSP Pred: — g ) Schnittstelle der Signal-
Pred: CCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCC | peptidasen.

AA: MRGKKVWISLLFALALIFTMAFGSTSSAQAAEFAGKSNGE

10 20 3 6 40
Legende
g = Helix Conf. ]_ sl ]] [ = Verldsslichkeit der Vorhersage

Pred. = Vorhergesagte Sekund:rstruktur

— =Caoll AA = Aminosiduresequenz

Die Sekundirstrukturen sind laut der PsiPred-Vorhersage fiir alle in Tab. 11 aufgefiihrten SP
sehr dhnlich. Fiir alle SP wurde eine Helixstruktur, die sich durch die H-Doméne des SP zieht,
vorhergesagt. Dabei verfiigen sowohl die acht SP mit den besten Sekretionseffizienzen, als
auch die Kontroll-SP dResA und dMntA, sowie das Benchmark-SP wtSP {iber diese
Eigenschaft, wie in Abb. 17 beispielhaft dargestellt wurde. Auch auf Ebene der potentiellen
Sekundirstrukturen konnten also keine signifikanten Unterschiede zwischen besonders
effizienten und weniger optimalen SP identifiziert werden.

Mit die besten Exporteffizienzen fiir die Sekretion von Subtilisin BPN* im Wirt B.
subtilis wurden mit wirtsfremden Signalpeptiden aus B. licheniformis erreicht. Dabei
konnten keine signifikanten Gemeinsamkeiten zwischen den Signalpeptiden mit den
hochsten Exportleistungen identifiziert werden, die eine Vorhersage der
Exporteffizienzen erlauben wiirden.
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3.3.4 Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus dem MTP-Screening auf Produktions-
systeme im grofleren Maflstab

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Sekretionsleistung von B. subtilis TEB1030 fiir das
heterologe Enzym Subtilisin BPN® im MTP-MalBstab deutlich verbessert werden konnte,
sollte untersucht werden, inwieweit diese Ergebnisse auf groflere Systeme tibertragbar sind.
Dafiir wurden Stimme mit unterschiedlich hohen Sekretionsleistungen aus dem
Hochdurchsatz-Screening ausgewdhlt und im  Schiittelkolben bzw. in Fed-Batch

Fermentationen kultiviert und die Sekretionsleistungen verglichen.

3.3.4.1 Die in Mikrotiterplatten-Anzuchten ermittelten Sekretionseffizienzen
konnten in Kolbenanzuchten bestitigt werden

Fiir eine erste Untersuchung der Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus der MTP in einen
groBeren Mallstab wurden vier Stimme mit unterschiedlich guten SP ausgewihlt und im
Schiittelkolben fiir 24 h in selektivem LB-Medium kultiviert (2.4.5). Nach 4, 5, 6, 8 und 24 h
wurden jeweils Proben entnommen und die Wuchsdichte sowie die Proteaseaktivitdt im
Kulturiiberstand ermittelt. Dabei sollte {iiberpriift werden, ob die Stdamme mit hohen
Sekretionsleistungen moglicherweise im Wuchs benachteiligt sind und ein verdndertes
Wuchsverhalten aufweisen. Um aussagekriftige Ergebnisse zu erhalten, wurden die
verschiedenen Stdmme in zwei voneinander unabhéngigen Anzuchten kultiviert und jeweils
Mittelwerte aus beiden Anzuchten verwendet.

Die Zelldichte zu den verschiedenen Zeitpunkten wurde spektralphotometrisch (2.4.5)
ermittelt. Dabei zeigte keiner der untersuchten Stimme ein deutlich verdndertes
Wuchsverhalten.

In Abb. 18 ist die Proteaseaktivitdt im Kulturiiberstand (2.17) der einzelnen Stimme zu den
verschiedenen Zeitpunkten dargestellt. Dabei wurde deutlich, dass die Sekretionsleistungen zu
den verschiedenen Zeitpunkten sehr dhnlich waren und sich im Verlauf von 24 h kaum
Unterschiede feststellen lieBen.
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Abb. 18: Proteolytische Aktivitit im Kulturiiberstand der Stimme aus einer Kolbenanzucht mit
ausgewihlten Konstrukten aus dem Hochdurchsatz-Screening. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der
ermittelten proteolytischen Aktivitit mit dem Substrat AAPF aus zwei voneinander unabhingigen
Kolbenanzuchten. Die Fehlerbalken geben die absolute Standardabweichung zwischen diesen Anzuchten an. Fiir
die Kolbenanzucht wurden Stimme mit verschiedenen Konstrukten aus pBSMul5BPN und Signalpeptiden mit
unterschiedlich hohen Exportleistungen ausgewéhlt.

In Abb. 18 wird deutlich, dass sich die in der MTP ermittelten Sekretionseffizienzen in der
Kolbenanzucht bestdtigen lieBen. Wihrend die SP dB1i00338 und sYbdN beide eine deutlich
gesteigerte Sekretionsleistung im Vergleich zum Benchmark-Konstrukt ,,wtSP* aufwiesen,
wurde fiir den Stamm mit SP dResA, wie auch schon in der MTP, eine deutlich schwichere
Sekretionsleistung nachgewiesen. Wihrend SP dBli00338 und sYbdN jedoch in den MTP-
Anzuchten sehr dhnliche Sekretionsleistungen aufwiesen, wurde in den Kolbenanzuchten fiir
sYbdN eine hohere Sekretionsleistung als fiir dB1i100338 ermittelt.

3.3.4.2 Das identifizierte Signalpeptid fiihrte zu einer deutlich gesteigerten
Sekretionsleistung in Hochzelldichte-Fermentationen

Da die in der MTP-Anzucht ermittelten Ergebnisse im Schiittelkolben bestdtigt werden
konnten, sollte im Anschluss daran untersucht werden, inwieweit sich die Ergebnisse auf ein
fur industrielle Zwecke einsetzbares System {ibertragen lassen. Daflir wurden
Hochzelldichtefermentationen im Fed-Batch Verfahren mit B. subtilis TEB1030 durchgefiihrt
(2.5). Fur die Fermentation wurde zum einen der Stamm mit pBSMulSBPN und dem
Benchmark-SP ,,wtSP* ausgewihlt und auflerdem der Stamm mit pPBSMulSBPN_dBI1i00338,
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der sowohl in den MTP-Anzuchten, als auch in den Kolbenanzuchten eine ca. 6-7x gesteigerte
Sekretionsleistung aufwies. Die Zusammensetzung des FB-Mediums fiir Hochzelldichte-
Kultivierung von Bacillus nach Park et al. (1992) ist unter 2.4.3 aufgefiihrt.

Die detaillierte Vorgehensweise fiir die Erstellung der Vorkulturen und die Durchfiihrung der
Fed-Batch Fermentation ist unter 2.5 dargestellt. Jeder Stamm wurde 2x in voneinander
unabhéngigen Prozessen fermentiert (Prozess A und B). Dabei wurde der Prozess B jedoch
dahingehend angepasst, dass nach 22 h der pO2-Setpoint von 45 % auf 30 % abgesenkt
wurde. Um in Prozess B die Zelldichte weiter zu steigern, wurde auflerdem die fiir die
Zufiitterung verwendete Losung modifiziert (Tab. 12).

Tab. 12: Unterschiede der Feed-Losung in Prozess A und B. Die Zusammensetzung der Spurenelementlgsung
ist in Abschnitt 2.4.3 aufgefiihrt.

Feed-Losung Prozess A | Feed-Losung Prozess B
Glukose 500 g/1 Glukose 500 g/1
-- Spurenelementlosung 5 ml/1
-- MgSO;4 1 g/l
- CaCl; 40 mg/l
-- Hefeextrakt 12 g/l

Wihrend in Prozess A nur Pepton als komplexe Nahrstoffquelle verwendet wurde (2.4.3),
sollte in Prozess B untersucht werden, ob sich die Zelldichte der Fermentationen durch die
zusitzliche Zufiitterung von Hefeextrakt - als weitere komplexe Stickstoff- und
Kohlenstoffquelle - weiter steigern ldsst.

Bei der Fermentation von pBSMulSBPN wtSP und pBSMul5BPN_dBI1i00338 wurden in
Prozess A nach 48 h eine ODgy von 68,3 bzw. 65,3 erreicht. Durch die Modifikation der
Feed-Losung in Prozess B (Tab. 12) konnte die ODgpo um 35 % auf jeweils ca. 100 erhoht
werden (Tab. 13). Die in Tab. 13 dargestellten Werte fiir die Proteaseaktivitdt konnen in
Einzelfillen bis zu 25 % von den in Abb. 19 dargestellten Werten abweichen, da verschiedene
Substrat-Chargen fiir den Aktivitétstest verwendet wurden und die Werte nur in Relation
zueinander bewertet wurden. Fiir die Bestimmung der absoluten U/ml (Tab. 13) wurde daher
nur eine Substrat-Charge verwendet und alle Ergebnisse in der gleichen MTP erstellt.
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Tab. 13: Enzymaktivitit pro Volumen im Uberstand der Fermentationsbrithe von Prozess A und B. Um eine
Vergleichbarkeit der Gesamtausbeute an Protease zu erhalten, wurde die Proteaseaktivitit im Kulturiiberstand
fiir alle Proben mit der gleichen Substrat-Charge durchgefiihrt und in Mehrfachbestimmung in einer MTP
gemessen.

Name U/ml Exporteffizienz ODggo
[%]

wtSP A 8,9 100 68,3

dBIliO0338 A 59,7 671 65,3

wtSP B 5,75 100 99,6

dBlio0338 B 57,25 995 99,1

Der Verlauf der Proteaseaktivitit im Kulturiiberstand und die Zelldichte zu verschiedenen
Zeitpunkten von pBSMulSBPN_ wtSP und pBSMul5SBPN dBIi00338 im Stamm B. subtilis
TEB1030 ist in Abb. 19 dargestellt (Prozess B).
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Abb. 19: Hochzelldichtefermentation von B. subtilis TEB1030 im Fed-Batch Verfahren (Prozess B) fiir die
Produktion von Subtilisin BPN*‘. Dargestellt sind die ermittelten Werte fiir die Proteaseaktivitit im
Kulturiiberstand (schwarze Linie) und die Zelldichte (rote, gestrichelte Linie) zu den jeweiligen Zeitpunkten fiir
das Konstrukt mit dem Benchmark-SP ,,wtSP* (Rechtecke) und dem SP dB1i00338 (Kreise).

Wie in Abb. 19 dargestellt, unterscheiden sich die beiden Prozesse mit dem Benchmark-SP
und dem optimierten SP aus dem SP-Screening (dBIli00338) vor allem in der Protease-
Ausbeute bei der Ernte durch Zentrifugation nach 48 h. Anhand der Proteaseaktivitdt im
Kulturiiberstand nach 48 h wurde ermittelt, dass die Sekretionsleistung des Stammes mit dem
optimierten SP dB1i00338 ca. 10 x hoher war als die des Stammes mit dem Benchmark-SP.

Beide Stimme erreichten bei der Ernte nach 48 h eine ODgyy von ca. 100 und wiesen somit
trotz der sehr unterschiedlichen Produktionsleistungen keine signifikanten Unterschiede im
Wachstumsverhalten auf. Die Wuchskurven beider Stimme unterschieden sich jedoch im
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Verlauf voneinander. Wihrend der Stamm mit SP dB1i00338 nach 22 h bereits eine ODgoo von
ca. 80 erreicht hatte, lag die ODgo9 des Benchmark-Stammes zu diesem Zeitpunkt nur bei ca.
40. Die Ursache fiir diesen Effekt ist bisher unklar und konnte in Prozess A nicht beobachtet
werden (Ergebnisse nicht aufgefiihrt).

Fiir den immunologischen Nachweis von Subtilisin BPN* und die Uberpriifung der
Korrelation von Proteinmenge und Proteaseaktivitdt wurde der Kulturiiberstand der 48h-
Proben mittels SDS-PAGE und Western-Blot analysiert (Abb. 20). Fiir die SDS-PAGE
wurden dabei 50 pl Kulturiiberstand mittels TCA-Proteinfidllung autkonzentriert (2.14) und
komplett aufs Gel aufgetragen. Fiir die Western-Blot Analyse wurden aufgrund der deutlich
sensitiveren Detektionsgrenze direkt 15 pl Kulturiiberstand ohne vorheriges Aufkonzentrieren
verwendet.

A M I 2 3 4 B 4,

34,6 kDa—

€ ~28kDa
27 kDa — s > - < l.

Abb. 20: (A) SDS-PAGE der sekretorischen Expression von Subtilisin BPN¢ in B. subtilis TEB1030 im
Fed-Batch Verfahren. M: Proteinmarker; 1: 1,5 pg BSA-Standard; 2: 5 pg BSA-Standard; 3: 50 pl
Kulturiiberstand pBSMulSBPN_wtSP; 4: 50 ul Kulturiiberstand pBSMul5SBPN_dBI1i00338. Die Proteinbande
von Subtilisin BPN* ist mit Pfeilen markiert. (B) Western-Blot Analyse fiir den immunologischen Nachweis
von Subtilisin BPN¢ im Kaulturiiberstand der Fermentationen. a: 15 pl Kulturiiberstand von
pBSMul5BPN wtSP; b: 15ul Kulturtiberstand von pBSMul5SBPN dB1i00338. Sowohl fiir die SDS-PAGE
Analyse (A) als auch fiir die Western-Blot Analyse (B) wurde jeweils der Kulturiiberstand der 48h-Proben aus
den Fed-Batch Fermentationen mit Prozess-Variante B verwendet.

Wie in Abb. 20 erkennbar, konnten die Ergebnisse aus den Aktivitétstests (Abb. 19) auch in
der SDS-PAGE bzw. Western-Blot Analyse bestétigt werden. In der Fermentation mit dem
optimierten SP dB1i00338 konnte die Ausbeute im Vergleich zur Fermentation mit dem
Benchmark-SP deutlich gesteigert werden. Es fillt auf, dass sich die Bandenmuster beider
Fermentationen geringfligig unterscheiden. Bei der stirkeren Sekretion von Subtilisin BPN*
werden einige extrazelluldr vorkommende Proteine offensichtlich auch stérker abgebaut.
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Damit konnte gezeigt werden, dass die Ergebnisse aus dem Hochdurchsatz-Screening auf ein
Produktionssystem im 3-5 L-MaBstab trotz unterschiedlichem Kultivierungs-Medium und
verdnderten Prozessbedingungen iibertragbar waren.

Die im Hochdurchsatz-Screening ermittelten Exporteffizienzen verschiedener
Signalpeptide konnten erfolgreich auf Kultivierungen in Kolbenanzuchten und auf
anwendungstechnisch interessante Hochzelldichte-Fermentationen von B. subtilis

iibertragen werden.

3.3.5 Untersuchung der Effizienz wirtseigener und wirtsfremder Signalpeptide in

verschiedenen industriell relevanten Bacilli

Neben B. subtilis spielen weitere Bacillus-Arten eine wichtige Rolle bei der extrazelluldren
Produktion von Proteinen im industriellen MaBstab (Schallmey ef al., 2004). Fir die
Waschmittelindustrie werden Proteasen des Subtilisin-Typs im Tonnenmaf3stab vor allem mit
dem Wirt B. licheniformis produziert (Maurer, 2004). Daher ist die Optimierung der
Proteinsekretion von B. licheniformis von groflem anwendungstechnischem Interesse.
Allerdings sind die flir die industrielle Produktion eingesetzten Bacillus-Stémme oft nur
schwer molekular zugénglich (Maurer, 2004; Waschkau et al., 2008) und die Erstellung von
grolen Mutanten- oder SP-Banken daher oft kaum praktikabel (siehe Abschnitt 3.2). Daher
wire der Einsatz von leicht zu handhabenden Wirten fiir ein Vor-Screening sehr vorteilhaft.
Nachdem in Abschnitt 3.1 bereits untersucht wurde, welchen Grad der Homologie der
Sekretionsapparat von B. subtilis und B. licheniformis aufweisen, sollte im Folgenden
versucht werden, die teilweise sehr hohen Homologien zu nutzen und die Ergebnisse aus dem
Screening im Wirt B. subtilis (Abschnitt 3.3) auf zwei verschiedene B. licheniformis-Wirte zu
iibertragen. Dabei handelt es sich zum einen um den B. licheniformis DSM13-Typstamm und
zum anderen um den industriell relevanten B. licheniformis H402. Eine Ubersicht iiber das
Vorgehen ist in Abb. 21 dargestellt. Es sollten verschiedene Konstrukte aus dem
Hochdurchsatz-Screening (HT-Screening) im Wirt B. subtilis in beide B. licheniformis-Wirte
transformiert und die Sekretionseffizienzen in allen drei Wirten miteinander verglichen
werden. Auf diese Weise sollte ermittelt werden, wie stark sich die Sekretionseffizienzen der
verschiedenen Konstrukte aus dem Hochdurchsatz-Screening in den unterschiedlichen Wirten
unterscheiden.
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Abb. 21: Schematischer Uberblick iiber das Vorgehen fiir die Uberpriifung der Ubertragbarkeit der in
B. subtilis ermittelten Sekretionseffizienzen verschiedener Konstrukte auf zwei verschiedene
B. licheniformis-Wirte. (A) Das HT-Screening im Wirt B. subtilis TEB1030 mit insgesamt 393 SP aus
B. subtilis und B. licheniformis fir die Sekretionsoptimierung von (B) Subtilisin BPN‘ wurde in Abschnitt 3.3
beschrieben. (C) Die Ubertragbarkeit der Effizienzen unterschiedlicher Signalpeptide in verschiedenen Bacilli
sollte am Beispiel der Wirte B. licheniformis MW3 und B. licheniformis H402 {iberpriift werden. Dazu wurden
die Mengen der exportierten Proteine, die durch die unterschiedlichen Signalpeptide erreicht werden, in allen
Wirten miteinander verglichen und in Bezug zum Benchmark-Konstrukt mit dem ,,wtSP* gesetzt (gestrichelte
Pfeile).

Fiir die Uberpriifung der Ubertragbarkeit der in B. subtilis ermittelten Sekretionseffizienzen
auf verschiedene Bacillus-Wirte sollten verschiedene Fusionen aus Subtilisin BPN‘ und SP im
Vektor pPBSMul5 in B. licheniformis MW3 und B. licheniformis H402 transformiert werden.
Beide B. licheniformis-Stimme wurden mit den entsprechenden Konstrukten mittels
Elektroporation (2.10.4) transformiert und fiir die Untersuchung der Sekretionseffizienzen in
DW-MTP kultiviert (2.4.5). Fir die Ermittlung der Sekretionseffizienz der einzelnen
Konstrukte wurde jeweils das Konstrukt mit dem Benchmark-SP (pBSMul5BPN_ wtSP)
parallel kultiviert und so anhand der proteolytischen Aktivitdit im Kulturiiberstand die
Sekretionseffizienz ermittelt (2.17). In Abb. 22 wurde fiir verschiedene Konstrukte die
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Korrelation von Proteaseaktivitidt und Proteinmenge im Kulturiiberstand von B. licheniformis
H402 mit Hilfe von SDS-PAGE und Western-Blot Analysen ermittelt. Wie auch schon fiir
B. subtilis (Abb. 15) konnte dabei in den meisten Féllen eine gute Korrelation nachgewiesen
werden. Fiir SP dYdhT zeigte die Western-Blot Analyse jedoch ein unterwartet intensives
Signal in Relation zur detektierten proteolytische Aktivitit. Auf dem SDS-PAG trat dieser
Effekt nicht auf und die Proteinbande korrelierte in etwa mit der Proteaseaktivitit.
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Abb. 22: Korrelation von Proteaseaktivitit und Proteinmenge im Kulturiiberstand von B. licheniformis
H402. Die relative Proteaseaktivitit wurde in Bezug zum Benchmark-Konstrukt mit dem wtSP in mindestens
zwei voneinander unabhingigen Anzuchten in der DW-MTP ermittelt. Die Fehlerbalken geben die prozentuale
Standardabweichung zwischen diesen Anzuchten an. (A) Fiir die SDS-PAGE Analyse wurden jeweils 10 pg
Gesamtprotein aufgetragen. Die gezeigte Bande des Proteinmarkers (M) entsprach laut Herstellerangaben
27 kDa. (B) Fiir die Western-Blot Analyse wurden je 15 pl Volumen des Kulturiiberstands verwendet.

Bei den in Abb. 22 untersuchten Kulturiiberstdnden ist auf der SDS-PAGE Analyse auf der
erwarteten Laufhohe teilweise eine Doppelbande zu sehen wihrend in der Western-Blot
Analyse jedoch eindeutig nur jeweils ein Signal zu erkennen war.

Fiir weitere Untersuchungen wurden B. licheniformis H402 und B. licheniformis MW3 mit
insgesamt zehn verschiedenen Konstrukten, dem Benchmark-Konstrukt und der Leervektor-
Kontrolle transformiert (2.10.4) und in mehreren voneinander unabhidngigen DW-MTP
Anzuchten kultiviert. Anhand der proteolytischen Aktivitdit im Kulturiiberstand wurde
anschlieBend die Sekretionseffizienz des jeweiligen Konstruktes ermittelt. Fiir drei der
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Konstrukte wurden die ermittelten Sekretionseffizienzen beispielhaft in Abb. 23 dargestellt.
Der vollstindige Uberblick iiber die Sekretionseffizienzen aller untersuchten Konstrukte in
den verschiedenen Wirten folgt in Abb. 24
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Abb. 23: Untersuchung der Sekretionseffizienzen von drei Konstrukten mit unterschiedlichen
Signalpeptiden in drei verschiedenen Bacillus-Wirten. Fiir jedes Konstrukt wurde im entsprechenden Wirt die
proteolytische Aktivitdt im Kulturiiberstand ermittelt, in Relation zur proteolytischen Aktivitdt des ebenfalls in
jedem Wirt kultivierten Benchmark-Konstrukts ,,wtSP“ gesetzt und anhand dessen die Sekretionseffizienz
anhand der relativen Proteaseaktivitit ermittelt. Die Fehlerbalken geben jeweils die prozentuale
Standardabweichung aus mehreren voneinander unabhéngigen DW-MTP Anzuchten an.

Der Grofteil der in Abb. 23 dargestellten Konstrukte wies in allen drei Bacillus-Wirten eine
sehr #hnliche Sekretionseffizienz auf. Fiir das Konstrukt mit SP dYdhT jedoch wurde
deutlich, dass die Sekretionseffizienz in beiden B. licheniformis-Wirten deutlich von der in
B. subtilis abweicht. Fiir beide B. licheniformis-Stimme wurde eine etwa halb so hohe
proteolytische Aktivitdt im Kulturiiberstand ermittelt wie in B. subtilis (von 400 % auf 200 %
reduziert).

In Abb. 24 ist die Abweichung dieser Sekretionseffizienzen im Vergleich zu den in B. subtilis
ermittelten Werten von allen zehn untersuchten Konstrukten dargestellt.
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Abb. 24: Vergleich der Sekretionseffizienzen verschiedener Konstrukte in drei verschiedenen Bacillus-
Wirten. Fir die im jeweiligen B. licheniformis-Stamm ermittelten Sekretionseffizienzen wurde jeweils die
Abweichung zu der im Screening-Wirt B. subtilis bestimmten Effizienz ermittelt. Eine Abweichung von 0 % (X-
Achse) besagt, dass die Sekretionseffizienz des entsprechenden Konstrukts identisch zu der in B. subtilis war.
Untersucht wurden die Abweichungen der Sekretionseffizienzen von B. licheniformis H402 (Kreise) und B.
licheniformis MW3 (Dreiecke).

Aus Abb. 23 und Abb. 24 wird deutlich, dass ein Grofteil der untersuchten Konstrukte in
allen drei Wirten sehr dhnliche Sekretionseffizienzen aufwiesen (Abweichung unter 20 %)
und nur wenig signifikante Abweichungen von den in B. subtilis ermittelten
Sekretionseffizienzen auftraten. Das einzige Konstrukt, das signifikante Abweichungen
aufwies, war die Fusion aus Subtilisin BPN* und SP dYdhT. Die Sekretionseffizienzen dieses
Konstruktes wichen in beiden B. [licheniformis-Wirten um ca. 60 % von der
Sekretionseffizienz in B. subtilis ab. Insgesamt wurde jedoch festgestellt, dass die
Sekretionseffizienzen der verschiedenen Konstrukte in den unterschiedlichen Wirten sehr
dhnlich waren.

In den meisten Fillen waren die Exporteffizienzen von zehn Fusionen aus
verschiedenen Signalpeptiden und Subtilisin BPN* in drei unterschiedlichen Bacillus-
Wirten sehr dhnlich.
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3.4 Neue Methode zur Optimierung der Sekretion durch Verwendung
kiinstlicher Signalpeptide

In den vorhergegangenen Abschnitten konnte gezeigt werden, dass sich der Export der
Zielprotease in verschiedenen Wirten und mit unterschiedlichen heterologen Proteinen durch
das Screening nativer SP signifikant verbessern lieB. Im Folgenden sollte nun untersucht
werden, ob sich die Sekretionseffizienz der im Hochdurchsatz-Screening identifizierten,
nativen SP mit Hilfe einer neu entwickelten Methode noch weiter verbessern lédsst. Die bisher
beschriebenen Methoden zur Optimierung einzelner SP beruhen zumeist auf
Sattigungsmutagenesen bestimmter Positionen im SP oder Mutagenese einzelner,
funktioneller Dominen (Ravn et al., 2003; Fu et al., 2008; Caspers et al., 2010). Ziel der im
Folgenden dargestellten Untersuchungen war es, eine Methode zu entwickeln, die mit der
Strategie des Hochdurchsatz-Screenings von nativen SP kombiniert werden konnte. Die neue
Methode zur Konstruktion kiinstlicher Signalpeptide beruhte auf der Kombination der

funktionellen Doménen von unterschiedlichen Signalpeptiden.
3.4.1 Optimierung des Exports von Protease B in Bacillus licheniformis

Am Beispiel von Protease B sollte untersucht werden, ob sich die neue Methode zur
Konstruktion von optimierten, kiinstlichen SP flir eine Sekretionsoptimierung effektiv
einsetzen ldsst. Protease B unterscheidet sich von der in 3.2.2 verwendeten Protease A nur an
wenigen Aminosdurepositionen. Daher wurde nun das Gemisch der 220 Signalpeptide aus
B. licheniformis DSM13 eingesetzt, um im Hochdurchsatz-Screening SP zu identifizieren, die
in der Lage sind, einen gesteigerten Export von Protease B zu bewirken. Da in 3.3 gezeigt
werden konnte, dass sich die Sekretionseffizienzen verschiedener Konstrukte in B. subtilis
und B. licheniformis in den meisten Fillen stark dhneln, wurde das Signalpeptid-Screening im
Wirt B. subtilis TEB1030 durchgefiihrt. Die Amplifikation und Klonierung von protB erfolgte
wie in Abschnitt 3.2.1 am Beispiel von prot4 beschrieben. Das Konstrukt aus Protease B in
pBSMul5 wurde als pBSMul5B bezeichnet. Im darauf folgenden Hochdurchsatz-Screening
(2.18) wurden alle 220 SP aus B. licheniformis DSM13 verwendet, deren Amplifizierung in
Abschnitt 3.2.3 beschrieben wurde.

Fiir die Identifizierung der effizientesten SP wurden ca. 3000 Transformanten von B. subtilis
erzeugt, wovon ca. 1800 eine eindeutige Hofbildung auf Skim-Milk-Agarplatten aufwiesen.
Von diesen hofbildenden Klonen wurden 415 in Doppelbestimmung in DW-MTP angezogen
(2.4.5) und die proteolytische Aktivitdt im Kulturiiberstand ermittelt (2.17). Als Benchmark-
Konstrukt wurde pPBSMul5B mit dem Signalpeptid SubC aus B. licheniformis verwendet, das
bereits flir die Sekretion von Protease B etabliert wurde (pSMul5B_SubC, Sequenz siehe
Anhang Tab. 16).

Im Hochdurchsatz-Screening wurden verschiedene SP identifiziert, die zu einer signifikant
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verbesserten Sekretion von Protease B im Wirt B. subtilis gefiihrt haben (Abb. 26, schwarze
Balken). Die beiden Signalpeptide mit den hochsten Sekretionsleistungen waren dYcdA und
dBl1i01455. Daher wurde B. licheniformis H402 mit den Konstrukten pBSMul5B_dYcdA und
pBSMul5B _dBli01455 mittels Elektroporation (2.10.4) transformiert, in mehreren
voneinander unabhingigen Anzuchten in DW-MTP kultiviert und die Sekretionseffizienz
anhand der proteolytischen Aktivitdt im Kulturiiberstand ermittelt (2.17). Mit SP dYcdA
konnten in B. licheniformis H402 Sekretionsleistungen von 190 % und mit dBli01455 390 %
im Vergleich zum Benchmark-SP SubC erreicht werden (Abb. 26).

Aufgrund der sehr guten Sekretionsleistungen, die das SP sYncM aus B. subtilis mit Protease
A gezeigt hatte (Abb. 9), wurde diese SP zusitzlich gezielt iiber die Endonukleasen HindlIl
und EcoRI in pBSMul5B kloniert und B. subtilis damit transformiert. Nach der Uberpriifung
des Konstruktes mittels Sequenzierung, wurde B. licheniformis H402 damit transformiert und
ebenfalls in DW-MTP kultiviert. Die anschlieend ermittelte Sekretionseffizienz lag bei
330 % im Vergleich zum Benchmark-Konstrukt pPBSMul5B_SubC.

3.4.2 Konstruktion kiinstlicher Signalpeptide durch Austausch der funktionellen
Domiinen

Der Ansatz, die funktionellen Dominen verschiedener nativer Signalpeptide untereinander
auszutauschen, um so kiinstliche Signalpeptide zu konstruieren und diese auf verbesserte
Sekretionsleistung zu durchmustern, ist bisher in der Literatur nicht beschrieben. Die Methode
sollte mit SP getestet werden, die im SP-Screening verbesserte Sekretionsleistungen fiir das
Sekretionstarget aufwiesen, da davon auszugehen ist, dass diese SP {iber fiir das jeweilige
Target glinstige Eigenschaften verfligen. Die Strategie war daher, die Doméinen und damit
diese Eigenschaften zu durchmischen und so Varianten mit noch weiter gesteigerten
Sekretionsleistungen zu konstruieren. Jedes Signalpeptid verfuigt iiber drei funktionelle
Doménen. Aus drei Signalpeptiden lieBen sich daher (unter Beibehaltung der funktionellen
Reihenfolge der Doménen: N, H, C) 24 verschiedene Varianten konstruieren, wie schematisch
in Abbildung 25 dargestellt.
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Auswahl nativer Signalpeptide Konstruktion 24 verschiedener Varianten
dYcdA
N H C
1
dBli01455 Variante Nr. 23
%
N H C N H C
[ MKKLFK] TIVILSLLISGILLFSQS | AAA ] [ MKKLFK [T VIIAGAVGTAVLEGILSSGIPGLPA | ASG_|
— ZN ZN
sYncM
N H C

Abb. 25: Optimierung von Signalpeptiden durch die Konstruktion von Varianten mit den funktionellen
Domiinen aus unterschiedlichen Signalpeptiden. A: Drei der im Hochdurchsatz-Screening identifizierten
nativen SP mit den hochsten Sekretionsleistungen wurden fiir den Austausch der funktionellen Doménen
untereinander ausgewéhlt. B: Aus den drei nativen SP wurden alle 24 moglichen Varianten konstruiert.

Fiir die Konstruktion dieser kiinstlichen SP wurden sechs Varianten synthetisch konstruiert
(Geneart, Regensburg) und die tibrigen mittels PCR, unter Verwendung der entsprechend
modifizierten Primer, amplifiziert (die Sequenzen der synthetisch hergestellten Konstrukte
und alle verwendeten Primer sind im Anhang aufgefiihrt; Tab. 19, Tab. 18). Alle
Kombinationen von den verwendeten Primern und der jeweiligen Template-DNA, die fiir die
Amplifikation der einzelnen Varianten verwendet wurden sind im Anhang erldutert (Tab. 20).
Fir die Ermittlung der Exporteffizienz der einzelnen Varianten wurden diese iiber die
Endonukleasen EcoRI und Hindlll in pBSMul5B kloniert und B. subtilis TEB1030 damit
transformiert. AnschlieBend wurde die Plasmid-DNA aus B. subtilis isoliert und
B. licheniformis H402 mit allen Varianten transformiert (2.10.4). Nur Variante Nr. 03 konnte
aus ungeklarten Griinden nicht erfolgreich kloniert und transformiert werden.

In mehreren voneinander unabhingigen DW-MTP Anzuchten wurde die Exporteffizienz der
kiinstlichen SP anhand der proteolytischen Aktivitdt im Kulturtiberstand ermittelt (2.17). In
Abb. 26 sind die Sekretionsleistungen der verschiedenen Varianten in Relation zum
Benchmark-Konstrukt pBSMul5B_SubC und pBSMul5B mit den nativen SP dYcdA,
dBl1i01455 und sYncM dargestellt.
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Abb. 26: Exporteffizienz aller durch Austausch der funktionellen Domiinen kiinstlich konstruierter
Signalpeptide in B. licheniformis H402 mit Protease B. Dargestellt ist jeweils die relative Proteaseaktivitit im
Bezug zum Benchmark-Konstrukt ,,SubC* (pBSMul5B_SubC) von den nativen SP (schwarze Balken), deren
funktionelle Doménen durchmischt wurden und den daraus konstruierten Varianten Nr. 01-24 (graue Balken).
Die Zusammensetzung der einzelnen Varianten mit den jeweiligen N-, H- bzw. C-Doménen aus dBli01455
(Griin), sYncM (Rot) und dYcdA (Blau) sind mit dem entsprechenden Farbcode schematisch dargestellt. Die
Fehlerbalken geben die prozentuale Standardabweichung der in voneinander unabhingig durchgefiihrten
Anzuchten ermittelten Werte an.

Bis auf Nr. 04 und die nicht klonierbare Variante Nr. 03 konnte flir alle Stimme mit den
kiinstlichen SP eine signifikante Proteaseaktivitdt im Kulturiiberstand ermittelt werden. Die
Konstruktion von SP durch Austausch der funktionellen Doménen unterschiedlicher
Signalpeptide war somit erfolgreich und fiihrte zu grof3tenteils funktionellen, neuen SP. Die
Exporteffizienzen der neuen SP sind sehr unterschiedlich und weichen teilweise sehr deutlich
von den Exporteffizienzen der nativen SP ab (Abb. 26). So lag die Sekretionseffizienzen von
den Konstrukten mit den SP Nr. 04, 05 und 06 beispielsweise sogar deutlich unter der des
Konstruktes mit dem Benchmark-SP SubC, obwohl die nativen alle signifikant gesteigerte
Exporteffizienzen aufwiesen. Des Weiteren wurden SP konstruiert, die &dhnliche gute
Exportleistungen zeigten, wie die nativen SP (z.B. Nr. 11-13). Mit Variante Nr. 18 wurde
auBBerdem ein kiinstliches SP konstruiert, das eine signifikante Steigerung der bereits hohen
Exportleistung der nativen SP aus dem Hochdurchsatz-Screening bewirken konnte.

In Abb. 27 ist die Doménenstruktur von einigen beispielhaft ausgewéhlten kiinstlich erstellten
SP schematisch dargestellt. Wéhrend die Konstrukte mit den Varianten Nr. 04, 05 und 06 alle
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deutlich schwichere Exportleistungen als das Benchmark-Konstrukt zeigten (Abb. 26),
wiesen die Konstrukte mit den Varianten Nr. 11, 12 und 13 Sekretionseffizienzen auf, die in
etwa auf dem Niveau des nativen SP dBI1i01455 lagen. Interessanterweise wiesen diese
Konstrukte mit sehr dhnlichen Exporteffizienzen jeweils untereinander immer die gleiche N-
und H-Doméne auf und nur die C-Domine wurde variiert (Abb. 27). Wie in Abb. 27
erkennbar, setzt sich auch SP Nr. 18, mit dem eine signifikante Steigerung des
Proteaseexports erreicht werden konnte, aus der N- und H-Doméne des nativen SP dB1i01455
und der C-Domine von sYncM zusammen. Auch hier wurde also lediglich die C-Doméne
variiert.

Nr. 03

Ne. 04 [ sk [EVITAGAVGTAVERGILSSGIPGEPATTTADAT]

Nr. 06 [ vrskK [VIAGAVGTAVERGITSSGIRGEPAT] AsG |
Nr. 11 [[MAKPESKGGIEVRR] FFLMMLLMIVAVVSTACGGSKS [TADAT

Nr. 12

Nr. 13

N H C dYcdA e,

Z
-

.
o0

dBli01455  me——
sYncM

Abb. 27: Schematische Ubersicht iiber einige der kiinstlich konstruierten SP mit jeweils unterschiedlichen
Domiinen der nativen Ausgangssignalpeptide. Dargestellt ist jeweils schematisch die Doménenstruktur der
konstruierten Varianten (iiber ein Farbschema den nativen SP zugeordnert) unter Angabe der Proteinsequenz im
Ein-Buchstabencode.

Einerseits scheint die C-Domine also in vielen Fillen nur einen schwachen Einfluss auf die
Exporteffizienz zu haben, andererseits zeigt das Beispiel von Variante Nr. 18, dass dies nicht
generell der Fall zu sein scheint.

Insgesamt konnte somit am Beispiel von Protease B gezeigt werden, dass sich mit Hilfe der,
iiber den Austausch der funktionellen Doménen kiinstlich konstruierten SP, die
Exportleistungen der im Hochdurchsatz-Screening identifizierten SP noch weiter steigern
lieBen.
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Es konnte gezeigt werden, dass sich durch den Austausch der funktionalen Domiinen
von verschiedenen Signalpeptiden untereinander funktionale Signalpeptid-Varianten
konstruieren lassen. Auf dieser Basis konnte eine neue Methode entwickelt werden,
die eine weitere Optimierung der Exporteffizienz von im Hochdurchsatz-Screening
identifizierten Signalpeptiden erlaubt.
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4. Diskussion

Neben E. coli werden vor allem Gram-positive Organismen der Gattung Bacillus seit vielen
Jahren fiir die industrielle Proteinproduktion eingesetzt, da sie in der Lage sind, grof3e
Mengen Protein in den Kulturiiberstand zu sekretieren (Schallmey et al., 2004). Des Weiteren
sind kostengiinstige Ndhrmedien und hoch etablierte Fermentationsprozesse verfiigbar, so
dass etwa 60 % aller kommerziell vertriebener Enzyme mit Bacillus-Spezies produziert
werden (Fu ef al., 2007). Neben den giinstigen Fermentationsverfahren fiir die Synthese von
Proteinen im industriellen MaBstab spielt auch die Aufarbeitung des Proteingemisches eine
entscheidende Rolle, um eine wirtschaftliche Produktion zu gewihrleisten. Bei der
intrazelluldren Produktion von Proteinen im oft verwendeten Gram-negativen Wirt E. coli
liegt das Zielprotein im Cytoplasma vor, weshalb ein aufwéndiger Aufschluss der
Bakterienzellen erforderlich ist. Bei der Sekretion von Proteinen in den Kulturiiberstand mit
Bacillus entfdllt dieser Schritt und es muss lediglich eine Fest-Flussigtrennung durchgefiihrt
werden, um die Zellen aus der Fermentationsbrithe zu entfernen. Die Mechanismen der
Sekretion und das Verhalten in Hochzelldichte-Fermentationen wurden intensiv im oft
verwendeten Modellorganismus B. subtilis untersucht. Neben B. subtilis spielen jedoch
weitere Bacilli eine wichtige Rolle in der extrazelluliren Produktion von Proteinen im
industriellen MaBstab. So wird der nah verwandte Organismus B. licheniformis vor allem fiir
die Produktion von hydrolytischen Enzymen wie Serinproteasen des Subtilisin Typs als
Wasch- und Reinigungsmittelzusatz eingesetzt (Rao ef al., 1998; Gupta et al., 2002). In dieser
Arbeit sollte untersucht werden, wie sich die Proteinsekretion von verschiedenen Bacilli
weiter verbessern ldsst. Dafiir wurde jeweils der Typstamm von B. subtilis und
B. licheniformis, sowie ein auf maximale Sekretionsleistung optimierter B. licheniformis-
Stamm mit industrieller Relevanz ausgewihlt.

4.1 Die an der Sekretion beteiligten Komponenten von Bacillus subtilis und
Bacillus licheniformis weisen sehr unterschiedliche Homologien auf

Die vollstindige Genomsequenz von B. subtilis 168 wurde 1997 aufgekliart und 2009 mit
moderneren Methoden der Genomsequenzierung nochmals prézisiert (Kunst ef al., 1997;
Barbe et al., 2009). 2004 wurde dann auch das Genom des nahe verwandten Organismus
B. licheniformis DSM13 vollstidndig entschliisselt und annotiert (Rey e al., 2004; Veith et al.,
2004). In Tab. 14 sind die Eigenschaften der Genome beider Organismen dargestellt. Dabei
wird deutlich, dass sich die Organismen in Genomgrofle, GC-Gehalt, Anzahl der ORF (open

reading frames) und Anzahl der gesamten potentiellen SP wie erwartet sehr stark dhneln.
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Tab. 14: Tabellarischer Vergleich der Genome von B. subtilis 168 und B. licheniformis DSM13 (Kunst et al.,
1997; Veith et al., 2004).

B. subtilis 168 B. licheniformis DSM13
Genom-Grof3e 4.214.810 Bp 4.222.748 Bp
kodierender Anteil 87,0 % 87,9 %
ORF's 4.112 4.286
GC-Gehalt 43,5 % 46,2 %
rRNA Operons 10 7
tRNA Gene 86 72
potentielle SP 297 296

Da in dieser Arbeit u.a. die Fragestellung untersucht werden sollte, ob sich die Proteinexport-
Effizienzen einer Fusion von dem Zielprotein mit verschiedenen SP in B. subtilis und
B. licheniformis dhneln, wurden die Aminosduresequenzen der an der Sekretion beteiligten
Komponenten beider Organismen miteinander verglichen und so der Grad der Homologie
untersucht. Zuvor wurde bereits beschrieben, dass bis auf eine der fiinf Signalpeptidasen von
B. subtilis alle Komponenten des Sec-Apparates in beiden Organismen homolog vorhanden
sind (Rey et al., 2004; Veith et al., 2004). Im Rahmen der Homologie-Untersuchungen wurde
deutlich, dass die cytoplasmatischen und membranstéindigen Komponenten des Sec-Apparates
von beiden Organismen mit durchschnittlich 84 % sehr hohe Homologien aufweisen.
Verschiedene Komponenten des Sec-Apparates interagieren direkt mit dem SP des
sekretierten Proteins. Eine dieser Komponenten ist das Ffh-Protein, dessen SP-Bindedomine
sich nur an vier Positionen zwischen B. subtilis und B. licheniformis unterscheidet (Abb. 5).
Daher ist die Wahrscheinlichkeit relativ hoch, dass sich die Eigenschaften der Ffh-Proteine
aus B. subtilis und B. licheniformis in diesem Bereich stark #hneln und die Interaktion
zwischen SP und Ffh-Protein in beiden Organismen moglicherweise vergleichbar abléuft.
Auch die SecA-Proteine von B. subtilis und B. licheniformis weisen eine Gesamtidentitédt von
91 % auf, wobei bisher nicht eindeutig geklart werden konnte, welcher Teil von SecA fiir die
Bindung des Signalpeptids zustidndig ist (Gelis et al., 2007, Musial-Siwek et al., 2007;
Auclair et al., 2010). Daher war der direkte Vergleich der SP-Bindedoménen von den SecA-
Proteinen beider Organismen wie beim Fth-Protein nicht moglich.

Die post-translokational an der Sekretion beteiligten Komponenten sind deutlich

schwiicher homolog

Wihrend die cytoplasmatischen Sec-Komponenten von B. subtilis und B. licheniformis
Homologien zwischen 80 % und 90 % aufweisen, wurden fiir die in der spiten Phase der
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Translokation aktiven Komponenten deutlich geringere Homologien ermittelt. In B. subtilis
wurden flinf verschiedene Typ I Signalpeptidasen identifiziert, in B. licheniformis allerdings
nur vier, da fir SipU kein Homologon in B. licheniformis nachgewiesen werden konnte.
Interessanterweise wiesen auch die anderen Signalpeptidasen nur Homologien im Bereich von
47-75 % (durchschnittlich 63 %) auf. Daher wire es moglich, dass sich die Abldufe bei der
Prozessierung der SP in B. subtilis und B. licheniformis stirker unterscheiden als die Abldufe

im Cytoplasma.

Die Signalpeptide der homolog vorkommenden, potentiell sekretierten Proteine weisen
sehr unterschiedliche Sequenzhomologien auf

Es ist bekannt, dass Signalpeptide prinzipiell kaum Sequenzhomologien untereinander
aufweisen, aber dennoch alle die gleiche Funktion erfiillen, was iiber die Strukturhomologie
der verschiedenen funktionellen Doménen gewihrleistet wird (von Heijne, 1990). Dennoch
wurden in dieser Arbeit die Sequenzhomologien der SP von den homolog in B. subtilis und
B. licheniformis vorkommenden, potentiell sekretierten Proteinen ermittelt. Auf diese Weise
sollte untersucht werden, inwieweit sich die SP der homolog vorkommenden Proteine in
beiden Organismen in Linge und Sequenzeigenschaften gleichen. Interessanterweise wiesen
knapp die Hilfte der 71 homolog in beiden Organismen vorkommenden SP eine
Sequenzidentitét von mindestens 50 % auf. Darunter waren zehn SP mit einer Homologie von
iiber 70 % und mit bis zu 92 % (Tab. 8). Die Sequenzen der hier diskutierten Signalpeptide
wurden alle mit Hilfe von SignalP vorhergesagt (Tjalsma et al., 2000; Voigt ef al., 2006) und
die Verlasslichkeit der Vorhersagen bisher nicht experimentell tiberpriift. Anhand einiger
Beispiele von verschiedenen SP wie PbpB oder YpmB wurde deutlich, dass sich diese
Vorhersagen teilweise auch als problematisch erweisen konnen (Abb. 6). So wurde z.B. fiir
SP PbpB aus B. subtilis eine Lange von 34 Aminosduren vorhergesagt, wihrend das SP PbpB
aus B. licheniformis laut Vorhersage 41 Aminosduren lang ist und tber 10 zusitzliche
Aminosduren am C-Terminus verfligt. Interessanterweise wurden dabei fiir das SP aus
B. subtilis die Aminosduren ,RMA®“ als Erkennungssequenz fiir die Signalpeptidasen
vorhergesagt, wihrend das SP aus B. licheniformis an der gleichen Position iiber die Sequenz
»RFA* verfiigt, die Schnittstelle aber erst sieben Aminosduren spiter mit ,,VNG* identifiziert
wurde (Abb. 6). An diesem Beispiel wird deutlich, dass sich die Vorhersagen fiir die
Sequenzen der einzelnen SP in einigen Fillen als unzuverlédssig erweisen konnten und eine
experimentelle Untersuchung erforderlich wére, um die tatséchliche Lénge des SP zu
ermitteln. Die N-terminale Sequenzierung des reifen Proteins nach erfolgter Translokation
und Prozessierung wire eine Moglichkeit, die tatsdchliche Lange des SP zu ermitteln.

Neben dem SP selber hat auch der N-Terminus des reifen Proteins einen direkten Einfluss auf
die Sekretionsetfizienz eines Proteins (Itoh ez al., 1990; Kaderbhai er al., 2004; Choo &
Ranganathan, 2008; Harwood & Cranenburgh, 2008; Choo et al, 2008b). Aus den
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Untersuchungen zur Hiufigkeit verschiedener Aminosduren an der ,,+1%“-Position wurde
deutlich, dass sich nicht nur die Anzahl der potentiell sekretierten Proteine in B. subtilis und
B. licheniformis, sondern auch die N-Termini in Bezug auf die ,,+1“-Position sehr stark
dhneln (Abb. 7).

Bei Betrachtung der Gesamtheit der Erkenntnisse in Bezug auf die in den vorherigen
Abschnitten diskutierten Homologien konnten zwar einige Unterschiede zwischen B. subtilis
und B. licheniformis festgestellt werden, insgesamt ldsst sich jedoch vermuten, dass die
Ahnlichkeiten auf Sequenzebene auch zu einem sehr #hnlichen Ablauf der Sekretion in
beiden Organismen flihrt. Inzwischen wurden von Voigt et al. (2009) ausfiihrliche
Untersuchungen zum extrazelluliren Proteom beider Organismen unter verschiedenen
Anzuchtsbedingungen durchgefiihrt. Wie erwartet, wurden dabei hohe Ahnlichkeiten
zwischen den Sekretomen beider Organismen festgestellt.

4.2 Optimierung der extrazelluliren Proteaseproduktion im Wirt Bacillus
licheniformis unter Verwendung einer Signalpeptid-Bank aus Bacillus
subtilis

B. licheniformis wird haufig fur die industrielle Produktion von Serinproteasen eingesetzt, die
im grofBen Malstab als Zusatz fiir Wasch- und Reinigungsmittel verwendet werden. Dabei
werden die Proteasen direkt in den Kulturiiberstand sekretiert. Obwohl die dafiir eingesetzten
Produktionsstimme in den meisten Féllen auf maximale Sekretionsleistung optimiert sind,
gibt es dennoch Engpisse, die Einschrinkungen in der Proteaseausbeute bewirken konnen.
Einer dieser Engpidsse ist die Auswahl des optimalen Signalpeptids fiir das jeweilige
Zielenzym (Harwood & Cranenburgh, 2008; Nijland & Kuipers, 2008). Inzwischen wurde in
mehreren Studien gezeigt, dass die Vorhersage iiber die Effizienz eines Signalpeptids mit
einem bestimmten Zielprotein bisher nicht moglich zu sein scheint und daher die
Durchmusterung von Signalpeptid-Banken erforderlich ist (Brockmeier et al., 2006;
Mathiesen et al., 2009; Watanabe et al., 2009). Diese bisher veroffentlichten Ansétze fiir die
Durchfiihrung von Signalpeptid-Screenings wurden allerdings mit Stimmen durchgefiihrt, die
molekularbiologisch gut zu handhaben und nicht auf maximale Sekretionsleistung ausgelegt
waren. Daher sollte in dieser Arbeit untersucht werden, inwieweit die Durchmusterung von
Signalpeptid-Banken auch in Hochleistungs-Sekretionsstimmen erfolgreich eingesetzt
werden kann. Des Weiteren sollte erstmals untersucht werden, ob sich die Varianz der
verfliigbaren Signalpeptide flir einen Expressionswirt durch den Einsatz wirtsfremder
Signalpeptide effizient erhdhen ldsst.

Dafiir wurden zwei verschiedene Serinproteasen des Subtilisin-Typs aus B. lentus und
B. gibsonii ausgewihlt, die anwendungstechnisch interessante Eigenschaften aufweisen. Das
Signalpeptid-Screening fiir die Optimierung des Exports der beiden Proteasen wurde in einem
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Hochleistungs-Sekretionsstamm von B. licheniformis durchgefithrt, um zu untersuchen,
inwieweit sich die Methode auch fiir die Optimierung von anwendungstechnisch relevanten
Stammen eignet.

Fir die Durchfiihrung des Signalpeptid-Screenings wurde die jeweilige Protease in den
Bacillus-Vektor pPBSMul5 kloniert, nachdem die fiir die Klonierung relevanten Schnittstellen
aus beiden Genen durch das Einfligen stiller Mutationen eliminiert worden waren. Durch die
gewihlte Klonierungsstrategie wurde die spétere Expression von Protease und SP in Bacillus
durch den starken, konstitutiven Hpall-Promotor gewiahrleistet (Abb. 8).

Geringe Transformationseffizienz des Hochleistungs-Sekretionsstammes fiihrt zu
Einschrinkungen im Hochdurchsatz-Screening

Die Durchfiihrung des Signalpeptid-Screenings im Wirt B. licheniformis H101/H402 erwies
sich als sehr aufwéndig. Aufgrund der sehr geringen Transformationseffizienz (teilweise <50
Klone/pg Plasmid-DNA) des Hochleistungs-Sekretionsstammes war es erforderlich, die
Klonierung der Signalpeptide in den Vektor pPBSMul5A bzw. pBSMul5L im Wirt B. subtilis
durchzufithren. Uber die Protoplastentransformation konnte B. subtilis mit Ligationsansitzen
transformiert werden, wéhrend B. licheniformis H101/H402 ausschlieflich mit intakten
Plasmiden iiber Elektroporation transformierbar war. Eine der Ursachen fiir die geringe
Transformationseffizienz von B. licheniformis ist das Vorhandensein eines Restriktions-
Modifikationssystems, welches wirtsfremde DNA effektiv degradiert. Wie von Waschkau et
al. (2008) gezeigt werden konnte, kann die Deletion des Restriktions-Modifikationssystems
zu Stammvarianten von B. licheniformis fiihren, die stark verbesserte Sekretionseftizienzen
aufweisen. Die Grundvoraussetzung dafiir ist allerdings die Verfiigbarkeit der Genomsequenz
des entsprechenden Stammes, um {iiber Homologie-Untersuchungen die Gene zu
identifizieren, die fiir Komponenten des Restriktions-Modifikationssystems kodieren. Da die
Genomsequenz von industriell relevanten Stimmen jedoch meist nicht verfligbar ist, erweist
sich die Optimierung der Stimme in Hinsicht auf die Transformationseffizienz durch das
Einfligen von gezielten Deletionen oft als nicht praktikabel. In dieser Arbeit wurde daher die
Klonierung der Signalpeptid-Bank in den jeweiligen Vektor im Wirt B. subtilis durchgefiihrt,
die erhaltenen Transformanten von den Agarplatten abgeschwemmt, die Plasmid-DNA dieser
Klone isoliert und B. licheniformis damit transformiert.

Optimierung des Proteaseexports im Wirt Bacillus licheniformis mit wirtsfremden
Signalpeptiden

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich die Signalpeptid-Bank mit 173 Signalpeptiden aus
B. subtilis im homologen Wirt erfolgreich fir die Optimierung des Exports von
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unterschiedlichen Zielproteinen einsetzen lieB (Brockmeier er al., 2006), sollte in der
vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob sich diese Strategie auch im heterologen Wirt
B. licheniformis anwenden ldsst. Zwar wurden wirtsfremde Signalpeptide vereinzelt
erfolgreich fiir die Optimierung des Exports eines bestimmten Zielenzyms eingesetzt (Tab. 1),
allerdings wurde bisher keine Studie verdffentlicht, bei der eine Signalpeptid-Bank mit einer
Vielzahl von wirtsfremden SP durchmustert wurde. Des Weiteren sollte die Methode erstmals
in einem Stamm mit industrieller Relevanz angewendet werden, der flir die extrazelluldre
Produktion von Proteinen optimiert wurde. Als Modellenzyme wurden dafiir zwei
verschiedene Proteasen aus B. lentus und B. gibsonii mit anwendungstechnisch interessanten
Eigenschaften ausgewihlt.

Fiir die Ermittlung der Export-Effizienz verschiedener Signalpeptide wurde die Lysehof-
Bildung der B. licheniformis Klone auf Skim-Milk-Agarplatten untersucht. Nachdem an
verschiedenen Beispielen gezeigt werden konnte, dass Klone ohne Lysehof nur sehr geringe
extrazelluldre proteolytische Aktivitdt aufwiesen, wurden fiir die Kultivierung in DW-MTP
und die Durchmusterung der Signalpeptid-Bank nur Klone ausgewihlt, die zuvor eine
deutliche Lysehof-Bildung gezeigt hatten. Fiir das Screening wurde ein Gemisch aller 173
Signalpeptide verwendet, die Klone mit der hochsten proteolytischen Aktivitdit im
Kulturiiberstand vereinzelt und die ermittelten Werte in mehreren voneinander unabhéngigen
Anzuchten verifiziert. Anhand der extrazelluldren proteolytischen Aktivitit wurde so die
Export-Effizienz der verschiedenen Signalpeptide flir beide Proteasen in Relation zum
Benchmark-Konstrukt bestimmt und zusétzlich die Proteinmenge im Kulturiiberstand anhand
von SDS-PAGE Analysen untersucht. Als Benchmark-Signalpeptid wurde fiir beide
Proteasen das SP SubC aus B. licheniformis verwendet, wobei es sich um ein fiir die Sekretion
von Protease A und L etabliertes SP handelt. Im Screening wurden mehrere Klone von
B. licheniformis identifiziert, die Konstrukte mit verschiedenen Signalpeptiden aus B. subtilis
enthielten und den Export von Protease A in den DW-MTP Anzuchten um 200 % steigern
konnten. Fiir Protease L wurden Steigerungen von etwa 80 % erreicht. Diese anhand der
proteolytischen Aktivitdt im Kulturiiberstand ermittelten Werte korrelierten mit den in SDS-
PAGE Analysen nachgewiesen Proteinmengen (Abb. 9).

Es wurden jeweils nur die Proteinmenge und die proteolytische Aktivitdt im Kulturiiberstand
untersucht. Daher ldsst sich nicht ausschlieBen, dass es durch die Fusion verschiedener
Signalpeptide mit der entsprechenden Protease auch zu Transkriptions- oder
Translationseffekten kommen kann. Wenn die Eigenschaften der mRNA von den
verschiedenen Fusionen beeinflusst werden, ist es moglich, dass das Transkript beispielsweise
stabiler ist oder die Translation generell begiinstigt wird und somit eine erhohte Translation
der entsprechenden Fusion stattfinden kann (Gu et al., 2010). Dies wiirde zu einer erhohten
Menge Substratprotein fithren und konnte somit auch eine der Ursachen fiir einen verstérkten
Proteaseexport sein. Insbesondere am Beispiel der mRNA des Gens der extrazelluldren

Protease AprE wurde gezeigt, dass gro3e Unterschiede in der Stabilitét verschiedener mRNAs
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auftreten und dass das Transkript von aprE besonders stabil ist (Resnekov et al., 1990;
Hambraeus et al., 2000). Nach Hambraeus et al. ist die Ursache fiir die lange Lebensdauer der
mRNA von aprE die Ausbildung einer Sekundirstruktur in der 5‘-Region des Transkripts
(Hambraeus et al., 2002). Wéhrend die Ursachen fiir die von Hambraeus et al. beschriebenen
Effekte jedoch in der 5‘-Region der mRNA zu finden sind, blieb diese Region in der in dieser
Arbeit gewihlten Klonierungsstrategie fiir die verschiedenen Fusionen aus Protease und
unterschiedlichen SP unverdndert. Dennoch Idsst sich nicht ausschlieBen, dass durch
Variation der Sequenz des Signalpeptids die Stabilitit der mRNA der jeweiligen Fusion
beeinflusst werden kann. Zusétzlich zu den beschriebenen denkbaren Stabilitdtseffekten
konnten Expressionseffekte auch durch unterschiedliche Codon-Nutzung zustande kommen.
So wurde von Zalucki et al. (2009) gezeigt, dass selten genutzte Codons in Signalpeptiden
gehduft vorkommen. Neben den Sekretions-Effekten kann also nicht ausgeschlossen werden,
dass auch Expressions-Effekte zu einem erhohten Proteaseexport gefiihrt haben kénnen.
Zusammenfassend konnte die Proteaseausbeute im Wirt B. licheniformis H402 durch das
Screening wirtsfremder Signalpeptide reproduzierbar verdoppelt und mit SP sYncM im Falle
von Protease A verdreifacht werden.

Der N-Terminus des Substratproteins hat einen hohen Einfluss auf die Export-Effizienz
mit verschiedenen Signalpeptiden

Es ist bekannt, dass der N-Terminus des sekretierten Substratproteins einen Einfluss auf die
Sekretionseffizienz hat (Hemilae & Sibakov, 1991; Choo & Ranganathan, 2008) und wie von
Kouwen et al. (2010) gezeigt wurde, kann das Anfligen einer zusétzlichen Peptidkette an den
N-Terminus des sekretierten Proteins PhoA aus E. coli im Wirt B. subtilis eine verbesserte
Exporteffizienz bewirken. In der vorliegenden Arbeit wurden Konstrukte von Protease A und
Protease L verwendet, die liber das gleiche Propeptid verfiigen (sieche Anhang). Somit wurden
beide Proteasen mit dem gleichen N-Terminus synthetisiert und nur die SP variiert. Um den
Einfluss des N-Terminus von sekretierten Proteinen ndher zu untersuchen, sollten in dieser
Arbeit gezielt verschiedene Signalpeptide mit potentiell unterschiedlich guten
Exportleistungen vor Protease A und L kloniert werden. Dafiir wurden sowohl wirtsfremde
Signalpeptide aus B. subtilis, als auch SP aus dem Wirt B. licheniformis DSM13 verwendet
und die Exporteffizienz der verschiedenen Fusionen in Relation zum Benchmark-Konstrukt
mit dem Signalpeptid SubC im Wirt B. licheniformis H402 untersucht (Abb. 10). Insgesamt
wurden vier verschiedene Signalpeptide aus B. subtilis und fiinf SP aus B. licheniformis vor
beide Proteasen kloniert. Die Untersuchung der proteolytischen Aktivitit im Kulturiiberstand
der jeweiligen Klone in mehreren voneinander unabhingigen DW-MTP Kultivierungen
ergab, dass die Export-Effizienzen der verschiedenen Signalpeptide fiir beide Proteasen sehr
dhnlich waren. Wihrend die Signalpeptide sYwmC und sYral beispielsweise eine Steigerung
des Protease-Exports fiir beide Proteasen bewirkten, wurden mit den SP dBIi01882 und dPelB
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jeweils schwiéchere Exportleistungen ermittelt. Mit SP dBli01595 aus B. licheniformis
DSM13 wurden beide Proteasen nur sehr schlecht exportiert und die proteolytische Aktivitit
im Kulturtiberstand war sehr gering (Abb. 10). Brockmeier et al. (2006) konnten zeigen, dass
Signalpeptide, die mit einem Substratprotein gute Sekretionsleistungen aufwiesen, nicht
unbedingt auch dhnlich hohe Sekretionseffizienzen mit anderen Substratproteinen bewirken,
was auch von Mathiesen et al. (2009) bestitigt werden konnte. Die hier diskutierten
Ergebnisse deuten darauf hin, dass der N-Terminus der beiden untersuchten Proteasen einen
starken Einfluss auf die Export-Effizienz im Zusammenspiel mit dem jeweiligen Signalpeptid
zu haben scheint, da unterschiedliche Signalpeptide sehr dhnliche Export-Effizienzen von
zwei verschiedenen Proteasen mit dem gleichen Propeptid bewirkt haben. Fiir eine
Fortfiihrung der Untersuchungen zum Einfluss des N-Terminus von Substratproteinen auf die
Export-Effizienz mit verschiedenen Signalpeptiden wiére es interessant, diesen Effekt mit
weiteren Zielproteinen zu studieren. Dazu konnten beispielsweise weitere Proteasen mit
identischen Propeptiden fusioniert und hinzu genommen werden. Falls sich der starke
Einfluss des N-Terminus des sekretierten Proteins in zukiinftigen Untersuchungen bestitigen
sollte, wire es auBlerdem hilfreich, ein Modellkonstrukt zu entwickeln, bei dem der
wildtypische N-Terminus gezielt modifiziert werden kann. So konnten beispielsweise gezielt
N-terminale Peptidketten in unterschiedlichen Langen als Standard-Doméne vor das
entsprechende Modellprotein kloniert werden. Dabei miisste allerdings zuvor sichergestellt
werden, dass die spezifische Aktivitit aller Varianten des so konstruierten Enzyms identisch
ist und nicht durch das Anfiigen der Peptidketten beeinflusst wurde. Auf diese Weise konnte
untersucht werden, ob es relevant ist, wie lang die Standard-Domine am N-Terminus des
sekretierten Proteins sein muss, um mit verschiedenen Signalpeptiden &hnliche

Sekretionseffizienzen zu erreichen.

Erhohung der Diversitit von Signalpeptid-Banken durch Verwendung wirtsfremder
Signalpeptide

Nachdem in den vorherigen Abschnitten gezeigt werden konnte, dass sich Signalpeptide aus
B. subtilis auch fuir die Optimierung des Protease-Exports im Wirt B. licheniformis einsetzen
lassen, sollte in dieser Arbeit die Diversitit der verfligbaren Signalpeptid-Banken fiir Bacillus
durch den Einsatz wirtsfremder Signalpeptide aus verwandten Bacilli erhoht werden. Dafiir
wurden 220 Signalpeptide aus B. licheniformis DSM13 mittels PCR amplifiziert, aufgereinigt
und auf Grofle und Konzentration kontrolliert. Es sind diverse Studien bekannt, in denen
wirtsfremde Signalpeptide vereinzelt einen erfolgreichen Export des Zielproteins bewirken
konnten (Tab. 1). Dabei konnte sogar gezeigt werden, dass ein pflanzliches Signalpeptid
erfolgreich fiir die Sekretion in B. subtilis und ein bakterielles Signalpeptid wiederum

erfolgreich fiir die Sekretion in Pflanzen eingesetzt wurde (Ribbe & Nagarajan, 1992; Moeller
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et al., 2009). Die Strategie, eine grof3e Signalpeptid-Bank mit wirtsfremden Signalpeptiden zu
durchmustern und in den direkten Vergleich zu wirtseigenen Signalpeptiden zu stellen, ist
jedoch neu. Nach einer Studie von Li et al. (2009) unterliegen Signalpeptide einer deutlich
schnelleren evolutiondren Veridnderung als deren reife Proteine. Daher scheint die Strategie
der kiinstlichen Erhohung der Diversitidt durch Verwendung wirtsfremder Signalpeptide sehr
vielversprechend. Fiir die Amplifikation der Signalpeptide aus B. licheniformis wurden die
Vorhersagen von Voigt ef al. (2006) verwendet und ausschlielich Signalpeptide amplifiziert,
die tber Schnittstellen fiir Typ I Signalpeptidasen verfligten. Dabei wurden auch alle
Signalpeptide mit potentiellen Erkennungssequenzen flir die Sekretion {iber den Tat-Weg
erfasst und amplifiziert, da sich in B. subtilis herausgestellt hatte, dass die eindeutige
Zuweisung eines SP zur Tat-abhéngigen Sekretion meist schwierig war und bisher nur fiir
zwel Proteine eine strikt Tat-abhdngige Translokation nachgewiesen werden konnte
(Jongbloed et al., 2002; Jongbloed et al., 2004). Des Weiteren scheint nicht immer allein das
Signalpeptid ausreichend zu sein, um eine Tat-abhéngige Sekretion des Zielproteins zu
bewirken, da beispielsweise das Signalpeptid des Tat-abhidngig sekretierten Proteins YwbN
vor ein anderes Protein kloniert wurde und dennoch keine ausschlieBlich Tat-abhidngige
Sekretion des Konstruktes nachgewiesen werden konnte (Kolkman et al., 2008). Daher
wurden flir die Konstruktion der Signalpeptid-Bank aus B. licheniformis DSM13 in dieser
Arbeit auch die 19 Signalpeptide mit potentiellem Tat-Motiv amplifiziert. Falls Signalpeptide
mit Tat-Motiv einen besonders hohen Protease-Export zeigen sollten, wire im Bedarfsfall der
Nachweis zu erbringen, ob das Substratprotein iiber den Sec- oder den Tat-Weg sekretiert
wird. Eine Moglichkeit daftir wiére die Inhibierung der Sec-abhingigen Sekretion mittels
Natriumazid (Fortin et al., 1990). Sollte das Substratprotein trotz Natriumazid-Zugabe
weiterhin unverdndert sekretiert werden, deutet dies auf eine Tat-abhingige Sekretion hin.

Die 220 neu amplifizierten Signalpeptide aus B. licheniformis DSM13 wurden alle dquimolar
gemischt und fur die Klonierung in den Bacillus-Vektor pBSMul5 mit den entsprechenden
Restriktionsendonukleasen hydrolysiert. Um zu ermitteln, wie viele Klone fiir die vollstindige
Abdeckung der Signalpeptid-Bank gescreent werden miissen, wurde aullerdem die
Religationsrate ermittelt, indem von 30 zufillig ausgewihlten Klonen die Plasmid-DNA
isoliert und die Klonierung iiberpriift wurde. In weniger als 10 % der Fille war die
Klonierung nicht erfolgreich. Bei der Durchmusterung der Signalpeptid-Bank ist jedoch nicht
auszuschlieBen, dass sich in Einzelfdllen Signalpeptide nur schwer vor ein bestimmtes
Zielgen klonieren lassen und die konstitutive Expression des pBSMul5-Vektors sich
nachteilig auf die Klonierung einiger Konstrukte in B. subtilis auswirken kann, die dann im
Screening auf verbesserte enzymatische Aktivitét nicht erkannt werden.
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4.3 Direkter Vergleich der Export-Effizienzen von wirtseigenen und
wirtsfremden Signalpeptiden

In Abschnitt 3.2 konnte gezeigt werden, dass der Protease-Export in B. licheniformis durch
die Durchmusterung einer Signalpeptid-Bank aus B. subtilis erfolgreich optimiert wurde. Fiir
den direkten Vergleich der Export-Effizienzen von wirtseigenen und wirtsfremden
Signalpeptiden sollten die neu konstruierte SP-Bank mit 220 B. licheniformis Signalpeptiden
und die Bank mit 173 Signalpeptiden aus B. subtilis vor das gleiche Zielenzym kloniert und
so die Export-Effizienzen miteinander verglichen werden. Als Modell-Protein wurde dafiir
das Subtilisin BPN“ aus B. amyloliquefaciens ausgewéhlt und das wildtypische Signalpeptid
von Subtilisin BPN® als Benchmark-Signalpeptid verwendet.

Die Kupplung zwischen Signalpeptid und BPN°¢ verringert den Proteaseexport

Am Beispiel von BPN’ sollte auerdem der Einfluss der fiir die Klonierung der Signalpeptide
notwendigen Kupplung (Abb. 8) untersucht werden. Dafiir wurde BPN‘ mitsamt dem
wildtypischen Signalpeptid und ohne Kupplung amplifiziert und so pBSMulSBPN_wtSPkk
konstruiert. Bei dem Vergleich der proteolytischen Aktivitdt im Kulturiiberstand von den
Stimmen mit den Fusionen aus Subtilisin BPN® mit und ohne Kupplung konnte
tiberraschenderweise gezeigt werden, dass die Kupplung einen starken Einfluss auf den
Export von BPN® in B. subtilis zu haben scheint. Die proteolytische Aktivitdt im
Kulturiiberstand des Stammes mit dem Konstrukt ohne Kupplung war im Vergleich zum
Konstrukt mit Kupplung um den Faktor 4 erhoht (Abb. 12). Durch die im Screening
verwendete Kupplung wird der N-Terminus des Substratproteins modifiziert und drei
Aminosduren verbleiben nach der Translokation am Propeptid der jeweiligen Protease. Da das
Propeptid nach der Translokation autokatalytisch abgespalten wird, bleibt die reife Protease
jedoch unmodifiziert. Dass es dennoch zu einer stark veridnderten proteolytischen Aktivitdt im
Kulturiiberstand kommt, kann mehrere Ursachen haben. Es ist bekannt, dass sich die
Modifikation des Propeptids letztendlich auf die Konformation der reifen Protease auswirken
kann, da das Propeptid unter anderem als Faltungshelfer fungiert und bei Fehlfunktion auch
die reife Protease fehlgefaltet werden kann (Shinde ez al., 1997). Dies wiirde bedeuten, dass
die spezifische Aktivitdt der Protease verdndert wurde und eine verringerte proteolytische
Aktivitdt bei gleicher Proteinmenge detektiert wiirde. Mittels SDS-PAGE und Western-Blot
Analysen konnte jedoch gezeigt werden, dass die Proteinmenge von BPN® in etwa mit der
jeweiligen proteolytischen Aktivitdt im Kulturiiberstand der beiden Stimme korreliert
(Abb. 12). Somit kann eine massive Verdnderung der spezifischen Aktivitit durch das
Anfiigen der drei zusitzlichen Aminosduren der Kupplung weitgehend ausgeschlossen

werden. Daher ist der beobachtete Effekt vermutlich auf einen verschlechterten Export von
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BPN* zuriickzufithren. Allerdings kann aus den vorliegenden Ergebnissen nicht bestimmt
werden, ob die Kupplung einen negativen Einfluss auf die Bindung des Vorlduferproteins an
die Komponenten der Sekretionsmaschinerie, die Translokation {iber die Membran oder aber
auf die Prozessierung durch die Signalpeptidasen an der Auflenseite der Cytoplasmamembran
hat. Fur zukiinftige Projekte wére eine Untersuchung dieses Effekts mittels Pulse-Chase
Experimenten, um einen Einblick in den Ablauf der Prozessierungs-Geschwindigkeit von
beiden Konstrukten zu erhalten, ein interessanter Ansatz (Caspers et al., 2010). Fiir das
weitere Vorgehen wurde die Klonierungsstrategie beibehalten und die Kupplung weiterhin
unverdndert eingesetzt, um die Vergleichbarkeit der Signalpeptid-Bank von B. subtilis mit der
in dieser Arbeit konstruierten Bank aus B. licheniformis aufrecht zu erhalten. Da auf diese
Weise alle Signalpeptide tiber die gleiche Strategie kloniert wurden, ist davon auszugehen,
dass der beschriebene Effekt der Kupplung alle Konstrukte gleichermaf3en betriftt.

Exporteffizienzen von wirtseigenen und wirtsfremden Signalpeptiden im direkten
Vergleich

Um erstmals die Exporteffizienzen von wirtseigenen und wirtsfremden Signalpeptiden im
direkten Vergleich zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit die Signalpeptid-Bank aus B.
subtilis und auBerdem die 220 Signalpeptide aus B. licheniformis durchmustert und die
Effizienz der Signalpeptide fiir den Export von Subtilisin BPN* im Wirt B. subtilis ermittelt.
Da jeweils ein Gemisch aller Signalpeptide aus einem Organismus vor Subtilisin BPN*
kloniert wurde, sollte eine entsprechend hohe Anzahl an Klonen untersucht werden, um
soweit moglich sicherzustellen, dass alle SP mit guten Export-Effizienzen identifiziert
werden. Dafiir wurden beide Signalpeptid-Banken mit den entsprechenden Klonzahlen etwa
4-5x auf Skim-Milk Agarplatten fiir den qualitativen Nachweis von proteolytischer Aktivitit
abgebildet. Fiir die quantitative Ermittlung der Export-Effizienzen der verschiedenen SP
wurden dann ausschlieBlich Klone ausgewihlt, die eine deutliche Lysehofbildung aufwiesen
und somit Konstrukte ausgeschlossen, die keinen signifikanten Export von Subtilisin BPN*
bewirken konnten. Mit den Klonen, die einen eindeutigen BPN‘-Export aufwiesen, wurde die
jeweilige Signalpeptid-Bank dann jeweils noch 2x im Fliissigaktivitdtstest abgedeckt. Aus
diesem Grund wurde fiir die meisten Klone eine signifikante proteolytische Aktivitdt im
Kulturiiberstand detektiert (Abb. 13). Interessanterweise wiesen die meisten der im
Flissigaktivititstest untersuchten Fusionen aus verschiedenen SP und BPN‘ eine bessere
Export-Effizienz im Vergleich zum wildtypischen Signalpeptid ,,wtSP“ von BPN°® auf],
welches als Benchmark-Konstrukt verwendet wurde. Dies deutet darauf hin, dass das
wildtypische Signalpeptid von Subtilisin BPN* im Wirt B. subtilis relativ schlechte Export-
Effizienzen aufwies und dass durch die Vorauswahl von hofbildenden Klonen, Konstrukte mit
sehr schlechten Sekretionseffizienzen von vornherein ausgeschlossen werden konnten.
Sowohl in B. subtilis, als auch in Lactobacillus plantarum wurde gezeigt, dass nicht alle
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nativen Signalpeptide die Sekretion des Zielenzyms bewirken konnten (Brockmeier et al.,
2006; Mathiesen et al., 2009) und je nachdem, welches Signalpeptid als Benchmark
verwendet wurde, waren die relativen Steigerungen der Exportleistungen teilweise
entsprechend sehr hoch (Watanabe et al., 2009). Es ist daher davon auszugehen, dass dieser
Effekt auch bei der in dieser Arbeit erstellten Signalpeptid-Bank mit 220 Signalpeptiden aus
B. licheniformis auftritt. Da die Signalpeptide in dieser Arbeit jedoch im Gemisch kloniert
wurden, konnten im Screening direkt die Signalpeptide mit den besten Export-Effizienzen
identifiziert werden. Die proteolytischen Aktivitdten im Kulturiiberstand der Stimme mit den
acht effizientesten Signalpeptiden fiir den Export von Subtilisin BPN* im Wirt B. subtilis sind
in Abb. 14 dargestellt. Dabei wurden sowohl wirtseigene, als auch wirtsfremde Signalpeptide
identifiziert und im Vergleich zum Konstrukt mit dem Benchmark-Signalpeptid maximal eine
siebenfache Steigerung des BPN‘-Exports mit dem Signalpeptid dBI1i00338 aus B.
licheniformis und sYbdN aus B. subtilis erreicht. Die detektierten extrazelluldren
proteolytischen Aktivitdten korrelierten in etwa mit den Proteinmengen, die im
Kulturiiberstand mittels SDS-PAGE und Western-Blot Analysen ermittelt wurden (Abb. 15).
Interessanterweise wurden sowohl wirtseigene, als auch wirtsfremde Signalpeptide
identifiziert, die die hochsten Exporteffizienzen von Subtilisin BPN* aufwiesen. Es scheint
somit nicht zielfiilhrend zu sein, dass ausschlieBlich wirtseigene Signalpeptide flr die
Identifikation des besten Signalpeptids fiir die Sekretion eines bestimmten Zielproteins
durchmustert werden. Als neue Strategie sollten zukiinftige Projekte dieser Art deshalb mit
Signalpeptid-Banken durchgefiihrt werden, die eine moglichst hohe Diversitdt aus
wirtseigenen und auch wirtsfremden Signalpeptiden beinhalten.

Die Suche nach den Ursachen fiir die unterschiedlichen Exporteffizienzen

Um der Frage nachzugehen, was die Ursachen dafiir sein konnten, dass die in Abb. 14
dargestellten Signalpeptide deutlich bessere Export-Leistungen aufwiesen als die {ibrigen, wie
z.B. dMntA oder dResA, wurde untersucht, inwieweit sich BPN* intrazelluldr nachweisen
lieB. Dafiir wurden die Zellen verschiedener Stimme mit unterschiedlichen Fusionen aus
Signalpeptiden und BPN* aufgeschlossen und in einer Western-Blot Analyse versucht, BPN*
intrazelluldr zu detektieren (Abb. 16). Auf diese Weise sollte untersucht werden, ob sich bei
Stammen mit deutlich niedrigerem BPN‘-Export (wie z.B. mit SP dResA) eine erhohte
Konzentration von BPN°® intrazelluldr detektieren ldsst. Zwar wurde dabei festgestellt, dass
bei einem der effizientesten SP (dB1i00338) kein Signal auf Hohe von BPN* mit Signal- und
Propeptid auftrat; allerdings war dies bei einem anderen SP mit einer dhnlich guten Export-
Effizienz (sYbdN) anders. Insgesamt erwiesen sich diese Untersuchungen als nicht
aussagekriftig, da nicht eindeutig gekldrt werden konnte, warum auch der Leervektorstamm

ein schwaches Signal auf der Hohe von BPN‘ mit Propeptid und Signalpeptid (ca. 34 kDa)
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und ohne Propeptid (ca. 27 kDa) zeigte (Abb. 16). Da das Propeptid erst nach der
Translokation abgespalten wird, wére intrazelluldr ausschlieSlich BPN‘ mit Propeptid und mit
Signalpeptid zu erwarten gewesen. Zusammenfassend konnen keine eindeutigen Aussagen
aus den dargestellten Untersuchungen formuliert werden und fiir aussagekriftige Ergebnisse
wiren weiterflihrende Experimente mit eindeutigen Kontrollen des Zellaufschlusses
erforderlich, um Kontaminationen durch andere Zellfraktionen ausschlieen zu koénnen.
AuBerdem miisste untersucht werden, ob die verwendeten Antikorper andere intrazelluldre
Proteine detektieren, was einer der Griinde flir die beobachteten Western-Blot Signale sein
konnte.

Die Exporteffizienzen verschiedener Signalpeptide lassen sich nicht vorhersagen

Es gibt inzwischen zahlreiche Methoden, um Proteinsequenzen zu analysieren und mit
verschiedenen Modellen die Wahrscheinlichkeit vorherzusagen, dass es sich dabei um ein
Signalpeptid handelt (Bendtsen et al., 2004; Frank & Sippl, 2008; Bagos et al., 2009; Zhang
& Li, 2009). Die am hdufigsten angewendete Methode, die auch in dieser Arbeit verwendet
wurde, ist SignalP (Bendtsen er al, 2004). Die Methoden fiir die Identifikation von
Signalpeptiden sind inzwischen relativ zuverldssig. Allerdings gibt es bisher keine
Moglichkeit, eine Vorhersage tiber die Effizienz eines Signalpeptids fiir den Export eines
bestimmten Zielproteins zu treffen. In Studien zur Zusammensetzung des extrazelluldren
Proteoms wurden diverse wildtypische Proteine von Bacillus identifiziert, die unter
verschiedenen Bedingungen besonders stark sekretiert werden (Tjalsma et al., 2004; Voigt et
al., 2006). Wie in der vorliegenden Arbeit und auch von Brockmeier et al. (2006) gezeigt
werden konnte, lassen sich daraus jedoch keine generellen Vorhersagen iiber die Effizienz
eines Signalpeptids treffen. Wenn die Signalpeptide der besonders stark sekretierten
wildtypischen Proteine fiir den Export von heterologen Proteinen eingesetzt wurden, zeigen
diese nicht notwendigerweise auch wieder eine gute Sekretionsleistung. Oft waren es
Signalpeptide von unbekannten oder nur schwach sekretierten wildtypischen Proteinen, die
dann mit einem bestimmten Zielprotein dennoch die besten Exporteffizienzen aufwiesen
(siehe Tab. 10 und Brockmeier et al., 2006).

Die in dieser Arbeit identifizierten Signalpeptide mit den besten Exporteffizienzen wurden
hinsichtlich der Linge, der Sequenzeigenschaften, der Ladung, der Hydrophobizitdt und des
tiber SignalP ermittelten D-Scores untersucht. Dabei zeigten die acht effizientesten
Signalpeptide in Bezug auf diese Eigenschaften keine erkennbaren signifikanten Muster, die
eine Vorhersage dariiber zulassen wiirden, warum das spezielle Signalpeptid einen besonders
guten Export von Subtilisin BPN“ bewirkt. In anderen Studien wurde teilweise vermutet, dass
die Hydrophobizitidt der H-Doméne des jeweiligen Signalpeptids einen kritischen Einfluss auf
die Sekretionseffizienz hat (Borchert & Nagarajan, 1991; Hikita & Mizushima, 1992; Zanen
et al., 2005). In einer Studie von Mathiesen et al. (2009), bei der eine Signalpeptid-Bank aus
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Lactobacillus plantarum verwendet und im homologen Wirt durchmustert wurde, konnte
ebenfalls ermittelt werden, dass die Hydrophobizitidt der H-Doméne bei den Signalpeptiden
mit den besten Exporteffizienzen ein kritischer Punkt war. Wie in Tab. 11 erkennbar, konnte
dies im Falle der Untersuchungen zum Export von Subtilisin BPN* nicht festgestellt werden.
Auch in einer Studie von Fu et al. (2008) wurde berichtet, dass eine Erhohung der
Hydrophobizitit eines Signalpeptids zu einem verschlechtertem Export des Zielproteins
fiihren kann. Zusammenfassend sind in der Literatur sehr unterschiedliche Aussagen iiber die
Auswirkung von Hydrophobizitit-Modifikationen in Signalpeptiden zu finden und bisher
lassen sich daraus keine generellen Schliisse ziehen, die eine Vorhersage tiber den Einfluss
dieser Modifikationen auf die Exporteftizienz erlauben wiirde.

Fiir eine effiziente Translokation ist die Prozessierung des Vorlduferproteins iiber eine
Signalpeptidase von entscheidender Bedeutung. Die Sequenz der in dieser Arbeit
verwendeten Signalpeptide wurde auf Basis der Wahrscheinlichkeitsberechnungen mittels
SignalP vorhergesagt und die Signalpeptide anhand dieser Vorhersagen amplifiziert. Daher ist
davon auszugehen, dass nicht bei allen der 220 Signalpeptide aus B. licheniformis die
Schnittstelle der Signalpeptidasen korrekt vorhergesagt wurde. Um zu beweisen, dass die
vorhergesagten C-Doménen der Signalpeptide auch tatsdchlich in allen Fillen zutreffen, wére
es erforderlich, die wildtypischen sekretorischen Proteine N-terminal zu sequenzieren und so
die tatsdchliche ,,+1“-Position des jeweiligen Proteins und damit die genaue Schnittstelle der
Signalpeptidasen zu ermitteln. Da dies aufgrund des groBBen Aufwands jedoch bisher nie
gemacht wurde, ist davon auszugehen, dass einige der Vorhersagen fehlerhaft sein werden.
Daher sind vermutlich Signalpeptide in der Bank enthalten, die sich nicht effizient
prozessieren lassen, da die tatséchliche Schnittstelle der Signalpeptidase beispielsweise gar
nicht im amplifizierten Konstrukt enthalten ist. So ist es zum Beispiel unwahrscheinlich, dass
die Prozessierung des Signalpeptids dMntA tatsdchlich an der vorhergesagten Sequenz ,,SSS*
stattfinden wird, da es sich dabei um eine sehr ungewdhnliche Erkennungssequenz handelt
(Tab. 11). Daher ist es denkbar, dass es durch die Prozessierung zu einer Modifikation der
Kupplung bzw. des Propeptids kommen kann. Dass ein unwahrscheinliches Sequenzmotiv in
der C-Domine eines Signalpeptids jedoch nicht der einzige Grund fiir eine ineffiziente
Translokation sein muss, zeigt das Beispiel des wildtypischen Signalpeptids von BPN*. Die
Erkennungssequenz des wildtypischen SP wurde als ,,AQA* vorhergesagt. Dabei handelt es
sich um eine relativ hidufig vorkommende Erkennungssequenz fiir Typ I Signalpeptidasen.
Dennoch konnte mit dem Konstrukt aus BPN‘ und dem wtSP nur ein relativ schwacher
Export von BPN® erreicht werden.

Neben den bisher beschriebenen Eigenschaften der Signalpeptide ist bekannt, dass auch die
Ausbildung von Sekundérstrukturen fiir die Funktionalitdt von Signalpeptiden entscheidend
sein kann (Nakamura et al., 1989; Saunders et al., 1991, Sakakibara et al., 1993; van
Roosmalen et al., 2004). Die Ausbildung von a-helicalen Strukturen im Bereich der H-
Domine des Signalpeptids ist ein wichtiger Faktor fiir die Einlagerung in die Phospholipid-
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Doppelschicht. Daher wurden in dieser Arbeit die potentiellen Sekundirstrukturen der
Signalpeptide mit den besten Exporteffizienzen und von weniger effizienten Signalpeptiden
mit Hilfe von PsiPred vorhergesagt (Abb. 17). Auch bei diesen Untersuchungen lieen sich
wiederum keine signifikanten Muster erkennen, die es erlauben wiirden Ursachen zu
benennen, warum ein Signalpeptid besonders hohe oder besonders niedrige Exporteffizienzen
aufwies.

Die im Hochdurchsatz-Screening ermittelten Exporteffizienzen unterschiedlicher
Signalpeptide lassen sich in Hochzelldichte-Fermentationen reproduzieren

Um zu untersuchen, ob die im Hochdurchsatz-Screening identifizierten Exporteffizienzen der
verschiedenen Signalpeptide vom MTP-MaBstab auf Kultivierungsbedingungen mit
anwendungstechnisch interessantem Mafstab iibertragbar sind, wurden ausgewihlte Stimme
im  Schiittelkolben und in  Hochzelldichte-Fermentationen  kultiviert. Fiir  die
Schiittelkolbenanzuchten wurden vier verschiedene Stdimme mit unterschiedlichen Fusionen
von BPN‘ und Signalpeptiden ausgewéhlt. Dabei konnten die im Mikrotiterplatten-Format
ermittelten Exporteffizienzen auch in der Kolbenanzucht bestitigt werden (Abb. 18).

Fiir die industrielle Produktion von Proteinen werden meist Hochzelldichte-Fermentation
durchgefiihrt. Daher sollte in dieser Arbeit untersucht werden, inwieweit sich die im
Schiittelkolben und in der MTP ermittelten Exporteffizienzen auf einen industriell relevanten
Prozess iibertragen lassen. Zu diesem Zweck wurde ein Medium fiir die Hochzelldichte-
Fermentation von B. subtilis nach Park et al. (1992) verwendet und ein entsprechender
Prozess in einem 5 Liter Fermenter etabliert. Neben dem B. subtilis Stamm mit dem
Konstrukt aus BPN* und dem Benchmark-Signalpeptid ,,wtSP* wurde auBBerdem der Stamm
mit der Fusion aus dem im Hochdurchsatz-Screening identifizierten SP dB1i00338 und BPN*
fiir die Hochzelldichte-Fermentationen ausgewihlt. Beide Konstrukte wurden jeweils in zwei
voneinander unabhédngigen Fermentationen kultiviert und die Zelldichte sowie die
proteolytische Aktivitit im Uberstand iiber den Prozessverlauf verfolgt (Abb. 19). Dabei
wurde der Fermentations-Prozess dahingehend optimiert, dass fiir die Erh6hung der maximal
erreichbaren Zelldichte im jeweils zweiten Prozess (Prozess B) eine modifizierte Feed-
Losung eingesetzt (Tab. 12) und Hefeextrakt neben Pepton eingesetzt wurde. Wie auch von
Voulanto et al. (2001) beschrieben, konnte die maximale Zelldichte um etwa 35 % auf eine
OD von ca. 100 gesteigert werden. Aus bisher unbekannten Ursachen konnte die
extrazelluldre proteolytische Aktivitdt im Gegensatz zur Zelldichte in Prozess B jedoch
iiberraschenderweise nicht gesteigert werden. Die maximale Zelldichte und auch die
maximale proteolytische Aktivitit im Uberstand der Fermentationsbrithe wurde jeweils nach
48 h erreicht. Mit Signalpeptid dB1i00338 konnten im Mikrotiterplatten-Maf3stab und im
Schiittelkolben Steigerungen der Exportleistungen von BPN* im Vergleich zum Benchmark in
einem Bereich von 7x-10x erreicht werden. Wie durch die Bestimmung der proteolytischen
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Aktivitdt im Kulturiiberstand und die Ermittlung der Proteinmenge durch SDS-PAGE und
Western-Blot Analysen (Abb. 20) gezeigt werden konnte, war dies interessanterweise auch in
den Hochzelldichte-Fermentationen moglich.

Die in Abschnitt 3.3.4.2 durchgefiihrten Hochzelldichte-Fermentationen wurden mit einem in
der Literatur beschriebenen Fermentationsmedium fir B. subtilis durchgefiihrt. Fiir eine
weitere Uberpriifung der Anwendbarkeit der Ergebnisse dieser Arbeit wurden auBerdem
externe Fermentationen im 2 Liter Mal3stab unter nicht ndher genannten Prozessbedingungen
mit einem industriell relevanten Fermentationsmedium, das eine kostengiinstige komplexe
Stickstoffquelle enthélt, durchgefiihrt. Fiir diese externen Fermentationen wurden Fusionen
aus einer Variante von Subtilisin BPN® und den in der vorliegenden Arbeit identifizierten
Signalpeptiden dBli00338 und sYbdN mit stark verbesserten Exporteffizienzen verwendet.
Als Expressionssystem diente ein nicht nidher definiertes Vektorsystem und ein industriell

relevanter B. licheniformis Stamm.
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Abb. 28: Uberpriifung der Anwendbarkeit von in dieser Arbeit identifizierten Signalpeptiden mit
gesteigerten Exportleistungen in einem industriell relevanten Fermentationsprozess unter Verwendung
eines Vektorsystems mit hohen Expressionsleistungen und einem B. Ilicheniformis Stamm mit
anwendungstechnisch interessanten Eigenschaften. Dargestellt ist jeweils die nach Abschluss des Prozesses
ermittelte relative proteolytische Aktivitit im Uberstand der Fermentationsbrithe mit AAPF als Substrat. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung von den in mindestens zwei voneinander unabhingigen
Fermentationsprozessen ermittelten Werten an. Als Benchmark diente ein nicht ndher genanntes Signalpeptid.
Bei dB1i00338 und sYbdN handelt es sich um die in der vorliegenden Arbeit identifizierten Signalpeptide in
Fusion mit der Variante von BPN‘ in einem leistungsfahigen Vektorsystem.
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Die Prozessbedingungen, das Kultivierungsmedium, das Vektorsystem und der verwendete
Expressionsstamm der extern durchgefiihrten Fermentationen weichen massiv von den in
Abschnitt 3.3.4.2 durchgefiihrten Hochzelldichte-Fermentationen ab. Es wurde auerdem eine
Variante von Subtilisin BPN* verwendet, die nicht identisch mit dem in dieser Arbeit
verwendeten BPN® ist. Weiterhin wurde als Benchmark-Konstrukt nicht die Fusion aus dem
wildtypischen Signalpeptid und BPN‘, sondern ein anderes, nicht ndher benanntes
Signalpeptid verwendet. Aus den oben genannten Griinden, lassen sich die Ergebnisse aus den
externen Fermentationen nicht direkt mit denen aus der vorliegenden Arbeit vergleichen. Die
Ermittlung der Ursachen dafiir, dass mit Signalpeptid sYbdN deutlich schwichere
Exportleistungen der BPN‘-Variante im Vergleich zu dB1i00338 erreicht wurden, ist daher
schwierig. Dass dieser Effekt jedoch vermutlich nicht darauf zuriickzufiihren ist, dass es sich
um ein wirtsfremdes Signalpeptid aus B. subtilis handelt, welches im Wirt B. licheniformis
verwendet wurde, konnte in den Untersuchungen zur Exporteffizienz unterschiedlicher
Signalpeptide in verschiedenen Bacillus-Wirten gezeigt werden (wie in Abschnitt 3.3.5
detailliert dargestellt). Die Exportleistungen fiir das wildtypische Subtilisin BPN*, welches in
der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, waren im Gegensatz zu den in Abb. 28 gezeigten
Ergebnissen mit diesen beiden Signalpeptiden in mehreren Bacillus-Wirten sehr dhnlich. Fiir
eine ndhere Untersuchung dieses Effekts wire es interessant, ausfithrliche Fermentations-
Experimente unter identischen Prozessbedingungen mit den Signalpeptiden sYbdN und
dBl1i00338 in dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Expressionssystem durchzufiihren.
Zusammenfassend konnten die in Abb. 28 dargestellten Ergebnisse der extern durchgefiihrten
Versuche jedoch zeigen, dass zumindest mit Signalpeptid dBI1i00338 auch die
Exportleistungen der BPN‘-Variante um mehr als 100 % im Vergleich zum Benchmark
gesteigert werden konnten, obwohl die Bedingungen des Expressionssystems massiv
verdndert wurden.

Somit konnte am Beispiel der beiden ausgewihlten Signalpeptide demonstriert werden, dass
sich die im Hochdurchsatz-Screening ermittelten Exporteffizienzen teilweise auf
verschiedene, anwendungstechnisch interessante Hochzelldichte-Fermentationen von Bacillus

iibertragen lieBen.

Untersuchung der Exporteffizienzen verschiedener Signalpeptide in unterschiedlichen
Bacillus-Wirten

In 3.1 wurden Untersuchungen zur Homologie von B. subtilis und B. licheniformis
durchgefiihrt und auf die Unterschiede und die Gemeinsamkeiten in Bezug auf den
Sekretionsapparat eingegangen. Daraus ergab sich die interessante Fragestellung, inwieweit
sich die Abldufe des Proteinexports in beiden Organismen tatsdchlich dhneln. Wie in den
vorherigen Abschnitten beschrieben, konnten wirtsfremde Signalpeptide erfolgreich flir die
Optimierung des Exports von verschiedenen Zielproteinen eingesetzt werden. Dabei wurden
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sowohl SP aus B. subtilis im Wirt B. licheniformis verwendet als auch die Exporteffizienzen
von Subtilisin BPN® mit wirtseigenen und auch wirtsfremden Signalpeptiden im Wirt
B. subtilis direkt miteinander verglichen.

Fiir weiterfiihrende Untersuchungen wurden, wie in Abschnitt 3.3.5 beschrieben, zehn
verschiedene Konstrukte mit Fusionen aus dem wildtypischen Subtilisin BPN* und
Signalpeptiden mit unterschiedlichen Exporteffizienzen ausgewidhlt und B. licheniformis
MW3, sowie B. licheniformis H402 damit transformiert. Auf diese Weise sollte untersucht
werden, inwieweit die im Screening-Wirt B. subtilis ermittelten Exporteffizienzen auf die
Variante des B. licheniformis Typstammes (MW3) und den auf Sekretionsleistung optimierten
B. licheniformis H402 iibertragbar waren (Abb. 21). Dafiir wurde die Exporteffizienz des
jeweiligen Bacillus-Stammes mit dem Benchmark-Konstrukt aus der Fusion von BPN* und
dem wildtypischen SP (,,wtSP*) als 100 % definiert und so jeweils die Exporteffizienzen in
den drei verschiedenen Wirten ermittelt (Abb. 23). In Abb. 24 wurden dann die
Abweichungen der in den beiden B. licheniformis Stdimmen ermittelten Exporteftizienzen zu
denen aus B. subtilis dargestellt. Dabei wurde deutlich, dass ein Grof3teil der untersuchten
Konstrukte in allen drei Wirten sehr &hnliche Exporteffizienzen aufwiesen und die
Abweichung unter 20 % lag (Abb. 24). Eine Ausnahme stellte hierbei die Fusion aus
Subtilisin BPN‘ und dem Signalpeptid dYdhT dar. Fir diesen Stamm wurde
interessanterweise in beiden B. licheniformis-Wirten eine deutlich verringerte Exporteffizienz
im Vergleich zu der in B. subtilis ermittelten Effizienz detektiert (Abb. 23). Wahrend die in
Abschnitt 3.1 dargestellten Unterschiede zwischen den Sekretionsapparaten von B. subtilis
und B. licheniformis also auf die meisten der untersuchten SP-BPN‘-Fusionen keinen
gravierenden Effekt zu haben schienen, war dies fiir die Fusion mit SP dYdhT offensichtlich
anders. Wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben, weisen vor allem die Signalpeptidasen die
groflten Unterschiede zwischen B. subtilis und B. licheniformis auf. Daher wire eine denkbare
Erklarung fiir die unterschiedlichen Exporteftizienzen der Fusion aus dYdhT und BPN°, dass
sich die Region der Erkennungssequenz (,,SYA* laut Vorhersage fiir dYdhT) so verdndert hat,
dass die Prozessierung durch die Signalpeptidasen in B. subtilis und B. licheniformis
unterschiedlich effizient ablduft, wie an anderen Beispielen gezeigt wurde (Sakakibara ef al.,
1993; Carlos et al., 2000).

Fir neun von zehn Konstrukten wurden jedoch auffallend &dhnliche Exporteffizienzen
ermittelt. Es ist bekannt, dass die Interaktion zwischen reifem Protein und Signalpeptid einen
Einfluss auf die Exporteffizienz hat (Itoh et al., 1990; Kaderbhai et al., 2004; Harwood &
Cranenburgh, 2008; Choo et al., 2008b). Die Erkenntnisse aus den Studien zum BPN‘-Export
in verschiedenen Bacillus-Wirten lassen den hypothetischen Schluss zu, dass diese Interaktion
in den meisten Fillen einen stirkeren Einfluss auf die Exporteffizienz zu haben scheint als die
Interaktion zwischen Signalpeptid und Sekretionsmaschinerie des jeweiligen Wirts, wie in
Abb. 29 schematisiert dargestellt.
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Abb. 29: Relevanz der potentiellen
10 Konstrukte mit Signalpeptiden
1
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4.4 Neue Methode zur Weiterentwicklung der im Screening identifizierten
Signalpeptide durch Konstruktion kiinstlicher Varianten

In der vorliegenden Arbeit konnte mehrfach gezeigt werden, dass die Auswahl eines
effizienten Signalpeptids fiir den optimalen Export eines bestimmten Zielproteins ein
entscheidender Faktor ist. Dafiir wurden neben wirtseigenen Signalpeptiden erstmals auch
wirtsfremde Signalpeptide im groBBen Mafistab erfolgreich eingesetzt und so die Diversitit der
verfligbaren Signalpeptid-Banken deutlich erhoht. Neben dieser Strategie, bei der native
Signalpeptide von verschiedenen Wirten zur Optimierung des Proteinexports eingesetzt
wurden, gibt es zahlreiche Ansidtze, die Diversitdt von Signalpeptiden durch verschiedene
gerichtete und ungerichtete Strategien zu erhdhen und Varianten zu konstruieren (Nakamura
et al., 1989; Chen & Nagarajan, 1994; Ravn et al., 2003; Fu et al., 2008; Caspers et al., 2010).
Dabei wurden jedoch bisher keine Signalpeptide ausgewdhlt, die bereits in der nativen Form
gute oder sehr gute Exportleistungen zeigten und in einem Signalpeptid-Screening
identifiziert wurden.

In dieser Arbeit sollte eine Methode entwickelt werden, die auf den in den vorherigen
Abschnitten beschriebenen Methoden zur Identifikation der effizientesten Signalpeptide
aufbaut und so eine Weiterentwicklung dieser Signalpeptide ermdglicht. Diese Methode
basiert auf dem bekannten Aspekt, dass sich Signalpeptide generell in ihrem Aufbau, namlich
den drei funktionalen Doménen, gleichen (von Heijne, 1990). Daher sollte in der vorliegenden
Arbeit untersucht werden, ob sich die Doménen auch beliebig untereinander austauschen
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lassen und auf diese Weise kiinstliche, funktionale Signalpeptide mit moglicherweise
verbesserten Eigenschaften konstruiert werden konnen. Die grundlegende Idee dabei war,
dass die im Screening identifizierten Signalpeptide alle tiber Eigenschaften zu verfiigen
scheinen, die einen verbesserten Export bewirken. Durch die Durchmischung der funktionalen
Doménen sollte untersucht werden, ob sich diese Eigenschaften dadurch ebenfalls
durchmischen und so noch weiter optimierte, kiinstliche Signalpeptide konstruieren lassen.
Diese Strategie sollte auf die Optimierung des Proteinexports in B. licheniformis H402
angewendet und auf ihr Potential hin untersucht werden.

Als Modellprotein wurde dafiir eine Variante der Protease A aus B. lentus verwendet, die als
Protease B bezeichnet wurde. Fiir die Identifikation der Signalpeptide mit den hdochsten
Exportleistungen wurde zuerst ein Signalpeptid-Screening mit den 220 Signalpeptiden aus B.
licheniformis DSM13 durchgefiihrt. Aufgrund der Erkenntnisse aus den vorangegangenen
Untersuchungen in dieser Arbeit (siehe 3.3.5) wurde als Wirt fiir das Signalpeptid-Screening
B. subtilis verwendet und die Konstrukte mit den hochsten Exportleistungen auf B.
licheniformis HA402 {bertragen. Da sich Protease A und B nur in wenigen
Aminosdurepositionen unterscheiden, wurden neben den im Screening identifizierten
Signalpeptiden aus B. licheniformis zusitzlich das Signalpeptid sYncM aus B. subtilis gezielt
vor Protease B kloniert und die Exportleistung anhand der proteolytischen Aktivitdt im
Kulturiiberstand ermittelt. Die Signalpeptide mit den hochsten Proteaseexport-Leistungen
waren somit dYcdA und dB1i01455 aus B. licheniformis und sYncM aus B. subtilis. Fur die
Entwicklung der kiinstlichen Varianten wurden daher diese drei Signalpeptide ausgewidhlt und
die funktionellen Doménen jeweils untereinander in allen moéglichen Kombinationen - unter
Beibehaltung der funktionellen Reihenfolge N, H, C - ausgetauscht (Abb. 25). Daraus
resultierten 24 kiinstliche Varianten der drei Signalpeptide, die in Kombination aus
synthetisch hergestellter DNA und entsprechenden PCR-Reaktionen konstruiert und als Nr.
01-24 bezeichnet wurden (sieche Anhang, Tab. 18). Diese Signalpeptid-Varianten wurden in
den Vektor pBSMul5 mit Protease B kloniert und B. licheniformis H402 damit transformiert.
Es konnte gezeigt werden, dass sich die in der vorliegenden Arbeit neu entwickelte Methode
zur Optimierung von Signalpeptiden eignet, um funktionelle kiinstliche Signalpeptid-
Varianten mit unterschiedlichen guten Exportleistungen zu konstruieren (Abb. 26).

Insgesamt wurde deutlich, dass sich die Exporteffizienzen der kiinstlichen Varianten durch
das Durchmischen der funktionalen Doménen sehr stark verdndern, obwohl die drei nativen
Signalpeptide alle sehr gute Exportleistungen aufwiesen. Wéhrend einige der Varianten kaum
verdnderte Exporteffizienzen im Vergleich zu den nativen Signalpeptiden zeigten, wurden
einige Varianten in ihrer Funktion offensichtlich sehr stark eingeschriankt wie z.B. Variante
Nr. 04. Mit dem kiinstlichen Signalpeptid, das als Nr. 18 bezeichnet wurde (Abb. 27) und
sich aus der N- und H-Doméne des wildtypischen dB1i01455 in Kombination mit der C-
Domine von sYncM zusammensetzt, wurde jedoch auBlerdem eine Variante identifiziert, die

eine signifikante Steigerung des Proteaseexports bewirken konnte. Dies zeigt, dass die neu
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entwickelte Methode erfolgreich angewendet werden konnte und aus einer Bank mit nur 24
verschiedenen Varianten ein Signalpeptid identifiziert wurde, das die Exportleistung von
Protease B in B. licheniformis H402 noch weiter steigern konnte.

Einfluss der funktionalen Doméinen: Die Suche nach dem Muster

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich durch den Austausch der Dominen
verschiedener  Signalpeptide  funktionale  Varianten mit sehr unterschiedlichen
Exporteffizienzen konstruieren lassen. Um zu untersuchen, welchen Einfluss die einzelnen
Doménen eines Signalpeptids auf die Exporteffizienz mit einem bestimmten Zielprotein
haben, sollte versucht werden, Muster oder Zusammenhinge zwischen den Doménen-
Austauschen und Exporteffizienzen der verschiedenen Varianten zu erkennen.

Varianten Nr. 01, 16 und 18 verfiigten alle tiber die C-Doméine des nativen Signalpeptids
sYncM (siehe Anhang, Tab. 18). Wenn man die Exporteffizienzen dieser Varianten mit den
entsprechenden Signalpeptiden verglich, bei denen jeweils eine C-Domidne der anderen
beiden nativen Signalpeptide vorlag, wurde deutlich, dass durch das Einfiigen der C-Doméne
von sYncM offensichtlich eine Steigerung der Exporteffizienz fiir Nr. 01, 16 und 18 erreicht
wurde (Abb. 26). Dieser positive Einfluss der C-Domine von sYncM war besonders an
Beispiel Nr. 16 deutlich, wo die Exporteftizienz durch das Austauschen der C-Doméne um
den Faktor vier gesteigert wurde. Allerdings lie3 sich dieser Effekt nicht generalisieren, wie
die folgenden Beispiele zeigen. Bei den Varianten Nr. 11, 12 und 13 schien der Austausch der
C-Domine keinen signifikanten Effekt auf die Exporteffizienz zu haben, genau wie auch bei
den Varianten Nr. 22, 23 und 24 wie in Abb. 26 erkennbar. Dariiberhinaus wurde bei
Betrachtung der Exportleistungen der Varianten Nr. 04, 05 und 06 deutlich, dass sich das
Einfiigen der C-Doméne von sYncM im Fall von Variante Nr. 04 sogar nachteilig auf die
Exporteffizienz ausgewirkt hatte. Eine Vorhersage zum Effekt der C-Doméne von sYncM im
Zusammenspiel mit verschiedenen Signalpeptid-Varianten war daher nicht moglich. Auch
durch Untersuchung der Hiufigkeit der Erkennungssequenzen aller in B. licheniformis
potentiell tiber den Sec-Weg sekretierten Proteine (ohne Lipoproteine; nach Voigt et al.,
2006) konnten keine Riickschliisse auf die beobachteten Ergebnisse gezogen werden.
Wihrend die beiden héufigsten Erkennungssequenzen ,,ASA“ und ,,AEA* 14x und 11x
vorkamen, wurde die Sequenz ,,AAA* von dBli01455 am dritthdufigsten mit 7x identifiziert.
Die Erkennungssequenzen von sYncM und dYcdA ,,ADA“ und ,,ASG*“ kamen hingegen
jeweils nur 2x vor und waren somit relativ selten.

Wenn man die Exporteffizienzen von den Varianten Nr. 01, 09 und 16 betrachtet, fillt auf,
dass diese jeweils in etwa auf dem Niveau des entsprechenden nativen Signalpeptids lagen,
dessen H-Doméne in den Varianten eingebaut wurde (Abb. 26). Daher wire denkbar, dass die
H-Domaine einen besonders starken Effekt auf die Exporteffizienz eines Signalpeptids hat.
Allerdings scheint sich auch hier wieder keine generelle Aussage formulieren zu lassen. So
verfligten die Varianten Nr. 22, 23 und 24 alle {iber die H-Doméne von sYncM, zeigten aber
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eine wesentlich verschlechterte Exporteffizienz gegeniiber dem nativen sYncM-Signalpeptid.
Des Weiteren schien auch der Austausch der C-Doméne bei diesen drei Varianten kaum einen
Einfluss zu haben. Daher ist davon auszugehen, dass die verschlechterte Exporteffizienz auf
das Einfiigen der N-Doméne von dB1i01455 zuriickzufiihren sein muss. Ein dhnlicher Effekt
war bei Variante Nr. 04 zu beobachten. Hier wurde nur die N-Domine von sYncM durch die
N-Doméne von dYcdA ausgetauscht. Dieser Austausch fiihrte erstaunlicherweise zu einem
vollstandigen Einbruch der Exporteffizienz, obwohl mit dem nativen SP sYncM sehr gute
Exportleistungen erreicht wurden (Abb. 26).

Auf Basis der Sekundérstrukturvorhersagen von den Varianten Nr. 01, 04, 09, 16, 18 und 22
lieBen sich ebenfalls keine Riickschliisse auf die Ursachen fiir die verbesserten oder
verschlechterten Exporteffizienzen ziehen. Zwar wurden in Variante Nr. 04 keine potentiellen
a-helicalen Strukturen identifiziert, dies traf fiir Variante Nr. 09 allerdings ebenfalls zu.
Insgesamt scheinen sich keine allgemeinen Schlussfolgerungen treffen zu lassen, die
Vorhersagen tiber den Effekt der funktionalen Doménen auf die Exporteffizienz erlauben
wiirden. Das komplexe Zusammenspiel der unterschiedlichen Doménen konnte bisher nicht
entschliisselt werden. In jedem Fall wire es fiir zukiinftige Projekte interessant, neben den
drei bisher verwendeten Signalpeptiden noch weitere native Signalpeptide mit einzubeziehen
und so die Anzahl der verfiigbaren Varianten zu erhéhen.

Eine hocheffiziente Methode mit Potential

Mit der in dieser Arbeit neu entwickelten Methode konnte gezeigt werden, dass der Austausch
der Doménen von verschiedenen Signalpeptiden, die sich in Lénge, Ladung und
Hydrophobizitdt unterscheiden, zu funktionalen Signalpeptid-Varianten fiihren kann. Zum
einen wurde damit eine Methode etabliert, mit der sich durch die Konstruktion von einer sehr
geringen Anzahl an Signalpeptid-Varianten (in dieser Arbeit 24 verschiedene) die im
Hochdurchsatz-Screening identifizierten Signalpeptide noch weiter fiir den Proteinexport
optimieren lassen. Zum anderen wurde der Grundstein gelegt, um in zukiinftigen
Untersuchungen mehr iiber den Einfluss der verschiedenen funktionalen Doménen auf die

Exporteffizienz eines Signalpeptids zu verstehen.
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5. Zusammenfassung

Gram-positive Bakterien der Gattung Bacillus werden im grof8en MafBstab fiir die industrielle
Produktion von Proteinen eingesetzt, da sie in der Lage sind, groBe Mengen des Zielproteins
in den Kulturiiberstand zu sekretieren. Neben dem Vorteil, dass ein Zellaufschluss zur
Gewinnung des Proteins dadurch iiberfliissig wird, haben auch die seit Jahrzehnten
optimierten, kostengiinstigen Fermentationsprozesse dazu beigetragen, dass vor allem B.
subtilis und B. licheniformis bevorzugt fir die industrielle Proteinproduktion eingesetzt
werden. Allerdings gibt es weiterhin zahlreiche Engpédsse im Sekretionsablauf, so dass vor
allem bei der extrazelluldren Produktion von heterologen Proteinen mit Bacillus-Wirten oft
nur geringe Ausbeuten erzielt werden konnen. Ein entscheidendes Kriterium fiir die
Optimierung der Prozessausbeuten ist die Auswahl eines fiir die Sekretion des Zielproteins
effizienten Signalpeptids. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten bereits zu diesem
Zweck beschriebene Methoden fiir die Durchmusterung von Signalpeptid-Banken
weiterentwickelt und auBerdem erstmals die Exporteffizienzen unterschiedlicher
Signalpeptide in verschiedenen anwendungstechnisch interessanten Bacillus-Wirten
miteinander verglichen werden.

Anhand der Genomsequenzen von B. subtilis und B. licheniformis wurden Homologie-
Untersuchungen mit den an der Sekretion beteiligten Komponenten durchgefiihrt. Dabei
wurde deutlich, dass die Translokationsmaschinerie von beiden Organismen sehr dhnlich ist,
soweit dies auf Basis der Sequenzihnlichkeiten vorhersagbar war. Allerdings konnte ebenso
gezeigt werden, dass es auch signifikante Unterschiede zu geben scheint, wie vor allem am
Beispiel der an der Prozessierung der Signalpeptide beteiligten Signalpeptidasen deutlich
wurde.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob sich die Methode des Signalpeptid-
Screenings auch in industriell relevanten Bakterienstimmen, die bereits auf eine maximale
Sekretion optimiert wurden, anwenden ldsst. Dafiir wurde eine Signalpeptid-Bank aus
B. subtilis fiir die Optimierung des Exports von zwei heterologen Proteasen in einem
anwendungstechnisch interessanten B. licheniformis-Wirt eingesetzt. Es konnte gezeigt
werden, dass sich die Proteinausbeuten im Kulturiiberstand um das Dreifache im Vergleich zu
einem, fiir die Sekretion der Proteasen etablierten, Signalpeptid steigern lieBen. Im Rahmen
dieser Untersuchungen wurde aullerdem erstmals nachgewiesen, dass die Durchmusterung
von wirtsfremden Signalpeptiden einen vielversprechenden Ansatz fiir die Optimierung des
Proteinexports darstellt.

Fir die Erhohung der Diversitit der verfiigbaren Signalpeptide wurde daher in der
vorliegenden Arbeit eine Signalpeptid-Bank mit 220 Sec-Signalpeptiden aus B. licheniformis
konstruiert, um erstmals im Screening den direkten Vergleich der Effizienz von wirtseigenen
und wirtsfremden Signalpeptiden zu ermoglichen. Dafiir wurde das Modell-Protein Subtilisin
BPN*‘ aus B. amyloliquefaciens ausgewidhlt und fiir die Sekretionsoptimierung im Wirt
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B. subtilis sowohl alle Signalpeptide aus B. subtilis, als auch 220 wirtsfremde Signalpeptide
aus B. licheniformis durchmustert. Die hochsten Exporteffizienzen fur Subtilisin BPN®
wurden dabei wunter anderem mit wirtsfremden Signalpeptiden erreicht. Die im
Hochdurchsatz-Screening ermittelten Steigerungen der Exportleistungen konnten auBerdem
beispielhaft auf anwendungstechnisch interessante Hochzelldichte-Fermentationen von
B. subtilis tibertragen werden.

Um zu untersuchen, inwieweit sich die in B. subtilis ermittelten Exportleistungen der
verschiedenen Signalpeptide auf andere Bacillus-Wirte ibertragen lassen, wurden die
Exporteffizienzen unterschiedlicher Konstrukte in mehreren Bacillus-Wirten untersucht.
Dabei konnte gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen Signalpeptid und Zielprotein in
den meisten Fillen einen hoheren Einfluss auf die Exporteffizienz zu haben schien, als die
Interaktion zwischen Signalpeptid und Translokationsmaschinerie des jeweiligen Wirts.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde aullerdem erstmals gezeigt, dass sich durch die
Durchmischung der funktionalen Doménen von unterschiedlichen Signalpeptiden
funktionstiichtige Signalpeptid-Varianten konstruieren lassen. Auf der Grundlage dieser
Erkenntnis wurde eine neue Methode entwickelt, mit der sich die Exportleistungen der im
Signalpeptid-Screening identifizierten Signalpeptide durch die Konstruktion von kiinstlichen
Signalpeptid-Varianten noch weiter steigern lie3en.
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6. Summary

Gram-positive bacteria of the species Bacillus are frequently used for the industrial
production of proteins, because of their ability to secrete large amounts of target protein into
the culture supernatant. Beside the advantage that the laborious lysis of the cells for the
purification of the target protein gets dispensable in that way, the cheap and effective methods
for fermentation processes have contributed to the fact that, in particular B. subtilis and
B. licheniformis have become preferred hosts for the industrial production of proteins for
many decades. Nevertheless there are still several bottlenecks especially with regard to the
extracellular production of heterologous proteins, that often lead to decreased yields in
Bacillus hosts. A critical aspect for the optimization of the process yields is the choice of an
efficient signal peptide. The aim of the present study was to optimize existing signal peptide
screening methods and to investigate the export efficiencies of different signal peptides in
distinct Bacillus hosts.

By analysis of the sequence homologies of B. subtilis and B. licheniformis, it was predicted
that both organisms have quite similar translocation machineries. Nevertheless there were also
significant differences, especially concerning the signal peptidases.

In the current study it was investigated if the method of screening a set of signal peptides is
also applicable to industrially relevant strains, which have been optimized for high level
secretion already. For that purpose a collection of B. subtilis signal peptides was used for the
secretion optimization of two heterologous proteases in an industrial relevant B. licheniformis
expression host. It could be demonstrated that the most efficient signal peptide, originating
from B. subtilis, increased the export efficiency about threefold in the B. licheniformis host.
Therefore the screening of heterologous signal peptides was proven to be a promising strategy
for optimization of protein export.

In the current study a set of 220 signal peptides originating from B. licheniformis were
amplified to increase the diversity of available signal peptide collections for a distinct host
and to allow the simultaneous comparison of the efficiencies of homologous and heterologous
signal peptides for the first time in a large-scale setting. The protease Subtilisin BPN’ from
B. amyloliquefaciens was chosen as a model protein and all signal peptides from B. subtilis as
well as 220 heterologous signal peptides originating from B. licheniformis were used for the
secretion optimization in the B. subtilis host. Interestingly, some of the most efficient
constructs contained heterologous signal peptides. The export efficiencies detected in the high
throughput screening could be verified exemplarily in industrially relevant high cell density
cultivations of B. subtilis.

To investigate the possibility of transferring the export efficiencies detected for different
signal peptides in B. subtilis to other Bacillus hosts, the export capacity of various fusions was
compared in different Bacillus hosts. It could be shown that the interaction between the signal
peptide and the target protein seemed to have a stronger effect on the secretion efficiency in
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most cases than the interaction between the signal peptide and the translocation machinery of
the particular expression host.

Furthermore, the present study showed for the first time that it is possible to construct
functional signal peptide variants by swapping the structural domains of different signal
peptides. On this basis a new method was developed which allowed to further increase the
export efficiencies of the most efficient signal peptides detected in the screening, by

constructing artificial signal peptide variants.
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8. Anhang

Tab. 15: Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Signalpepti

de aus B. licheniformis DSM13

Name Seq Name q

dAbnA MLKTSKFERRTTVAKTIISGFILFFLLIFSAA dPbpD MRSFFGWIFLLMLIPIFVFTLMASGREA

dBIli01109 MMRKKSFWLGMLTALMLVFTMAFSDSASA dPbpX MARTYRTRIKKRKKQKTKRRLIIFSFLVVCGLIYLALPSGMR
dAraN MKRFLSSIFMVTVAVCLLLSGCKASPASDQ dPel MKRFFSVIILGALLLLGTSAPIEA

dAspB MNLAKRVSALTPSATLAITAKA dPelB MKLIKNASFIISFLAAAGIYFLLGTVAASA

dBdbD MKKKQQSPMKFAVIMTVVVVFLIGALVVINNQTQN dPhoB MGFLRNRIVGITLAGAVALGSAGTGSAAMETAKK
dBgIC MAAEKVFSKNKIIGGKRMSYMKRSISVFIACFMVAALGISGIIAPKAAA dPhoD MKKLSEESLKDNTFDRRRFIQGAGKIAGLSLGLAIAQSMGAMEVNA
dBIli00338 MLINKSKKFFVFSFIFVMMLSLSFVNGEVAKA dPhy MNFYKTLALSTLAASLLSPSWSILPRAEA

dBIi00339 MKKAASSFLSCMLLLALFIPNRQISA dPonA MSDQFNSRQERRKAQQGKSRSNTHSKPKKKKKAGLFKKILLSILIIGVIGLIAGGVTFAVMV
dBIli00411 MKKLYISAVLGLLFVFVGGTKIHA dPqqa MKKKWIASIAFTMMLGIGITIYCLFFEHSKLSE
dBIli00439 MKKLLVVYAVMLCLFFLYVYDYSRGDKAGS dPurN MKKFAVFASGSGTNFEA

dBli00478 MKKRTVLFFLLIWLAGCASAQEAEE dQcrA MKMSEKRHRVSRRQFLNYTLTGVGGFMAAGMLMPMVRFA
dBIli00514 MERVRVRVRKPKRKRRKIIKRLFTLTLLVIIAA dResA MKKKRFYIRTGILLVLLAALGYTLYSAVFQNTESV
dBIli00654 MKKAMAILGFLVLTASLLFIINKGTSQINA dSacB MNIKNIAKKASALTVAAALLAGGAPQTFA

dBIli00656 MKQQKRLYARLLPLLFALIFLLPHSAAAAA SacC MKKRMIQMGIIGAMMFPEAFSA

dBIli00668 MKKKSAPLILIMALSLLLPFAQAEAAGSKGASGVKA dSleB MKSKGSFCLNVILCTIMATSLSLPFSQKSAAFS
dBIli00669 MKKSKLISLSAAAMLLAVPLSGCSSSA dSpollIAB MLKLLGAVLILAAATWTGFEMA

dBli00784 MKIQKRVQALLATSAMFAGLMLSDAVY dSpollIAH MMLKKQTVWLLTMLSLVVVLSVYYIMSPEGE
dBIi00837 MMKKKVLYSVLIVLLVSFVLAAYNAFNGN dSpollQ MKEEEKNRTSKITKLQQFFRKRWVFPAIYLTSAVVVLTAVLWYQSASN
dBIli00866 MKKLCCLILVLVFSAGCTQQKAST dSpolIR MGKMKKSNIACMYIFLLLIGALANLTTEETA

dBIi00967 MTIILTIIAAVLVIIGLVVENVRSASS dSppA MNAKRWIALVIALGVFALSAVMSLLLA

dBIi00976 MFRRRSGIHPAVLVLGSAALTAAFS dTasA MGTKKKLGLGVASAALGLALVGGGTWA

dBIli01138 MITLTATTLIISGFSGFASSVSA dVpr MRKSIVRYFVMAFILLFALSTFLTGVQA

dBli01150 MKLRFGLLFVMLVFALPLAACQNSGSG dYbbC MGKKAIWLLAGMFVFSTLTAAAA

dBli01299 MMVMKWLGKSLVASSLLAGILAVSGSPMHVQA dYbbD MKRFLQCALIALLLSSLALQPAAREA

dBIli01309 MKKTIMSLAAAAAMSATAFGATASA dYbbE MISAAASLLLLTCFFPLPSTAQT

dBIli01455 MKKLFKTIVTLSLLISGTLLFSQSAAA dYbdN MKKSLFLFVFSLFLMAIPAFS

dBIi01536 MKKYHILLLLIAGGGLFMKHQYDVK dYcedA MRSKKFFLMMLLMIVAVVSTACGGSKSASG

dBIi01539 MNKTKLLTAILGLSLAGNAALGIYA dYckD MMRKLCVCLLLVIPLSCTAVMPSAYG

dBli01566 MRKLFFISLVIMLFLSVNVGCSNVDA dYdaJ MKAPVRYIWIGMILCFLSVSLAVGCIKA

dBIli01585 MKKYHILLALVIITSGGIFMKQQNNNR dYdaN MKYIICLASFLLITATGQAAAA

dBIli01595 MSMFAFVSVVPAAEA dYdhM MKKILLACSSGMSTSLLVTKMQEYA

dBIli01622 MKNVWSSLLCALLAAALVFFCADFAKA dYdhT MKKNIVCSIFALLLAFAVSQPSYA

dBli01747 MKKKPLFRTFMCAALIGSLLAPVAVQA dYdjM MKKILFSVFVLAGSLLLAFNFAGEASA

dBIi01880 MKQKAFLKMKALCLALLVIFSMSIASFSEKTRA dYydjN MKKVSVVLLAAVILAAGAFA

dBli01882 MREKWLALCLKSIILFVLIMGTVLLSAVPKASG dYerB MVNRYVRVLLCFASLLLLASCQSQEQQ

dBIli01883 MMTKKGLLTVLMPFLLALSAIQFGNPRPALA dYesW MKKGKKRWKNLLAASSLLLITLVTGFSEQAEA
dBIi02027 MNEKQPKKNKNKTLLGGIIVAAALIIGGFTASLFIEK dYfjS MMKRICAICCGFLLTLAFSGNAEA

dBIi02100 MMFLFIFIIILAAAVLLFINLHPVFG dYfkD MKKLLCFTLTAFLSFSFFAVQEADA

dBIi02101 MENMY TDNIWLEVDNMNIGKLSKYFLSLAIALATILSFHAVSANA dYfIP MKNFAIIMICLLILMSGDERQSSAPRPPGGPVEIVVPA
dBli02165 MMNKHKWLAAIAIIAILAVIGYFTVRHLEPEYA dYhaH MSKGRSLAAGLIVGGVIGGVAALLTAPTSG

dBli02166 MKKLSIVLVIFICALVSFITWLNA dYhcP MTGEMKAAFVLIMAGALSALLLAIFVVFS

dBIi02210 MLMSAFVLVLAACQQADPKGSYA dYhcR MVNVVKSRFMAGLTITFMMIASFLTPFADVTHA
dBli02447 MKKLRHQNFLFAIAWLSGLALFVNAPGSEA dYhceS MKVKMLSFLLMIAGLATFA

dBIi02450 MKNVILFVLALVITIGSVVSYG dYheN MRQVSKKTAPSVAYLLTKAACFFVLCLILLYVWDLSQSSA
dBli02451 MSNSPKEDHKLSALGKLVLGMLIVFGVTLLCISWNALAGPKQEPIKENSA || dYhjA MKKIAAGLLSAGLIIGFSWGAGDVAEA

dBli02479 MKSKLLLTAAASVAGLSLASAALMTQTDGVKV dYkvT MKSKFAALAAFLICMLPAARIEH

dBli02506 MKKILLVCAAGMSTSLLVSRMKKHAEA dYkvV MRRISLIYPLILLFFTGLFVFQPQASA

dBIi02527 MAYIAKRMIIPIIFLFILASCSAGGAGSAKG dYkwD MKKAFLLSAAAAATLFTFSGVQHADA

dBIli02543 MKKAILGFSLSAALLVPSSFAAA dYlaJ MRIFFLILIQTVMLLSACGIQNNARN

dBIli02544 MFQNKIKKAVGAVAFAGALLVSGLPVSA dYIbL MLKKRIIRIALLLVIIVAALSFVKLPYYITEPGEA
dBIi02820 MRMKRLRMRKHLLIAVCTLALLLSSPIVSDA dYIxW MKRHTVNLSLAMLVLGFLLSFSYQFARE

dBli02833 MRLFICASCLFGLIVPSFETKALT dYIxX MKKNNRFISLSILMLIFGIMLSVQFNSLK

dBli02844 MTKKQYSYIFTLLLAFAVFLSGCQSGQKQAAS dYndA MKFSKIGALLLTLACLLLPFSSATAAG

dBIi02850 MNKRIVKSSIVFFLLAALIFGQLPLPKTMAAE dYndF MKKTNTIRYLTSVLLLFLLTGCWSSHE

dBIi02979 MKKLLLGAVITGVFLTGILNFTTQGKA dYneA MKKESLIFVSLFTAVISCCILFVSFAGK

dBIi03010 MSKIKWIITLTICTALAFSLFIFFNKANFTEA dYneN MMKKVLAAAFLLVLAGLAVWN

dBIi03029 MKNVLRKMSLAALIFGLLLSFSMPESG dYoaJ MKKKISILITAMFLTILCFSPQASA

dBli03095 MSKGRLMIINMIGIIATLALVAVCG dYoaR MLKIWMTGLLLLAQPAGHS

dBli03262 MKKVLLAVFVLGTVFSFSFANHAPEAA dYoaW MKKIVCLMVEFSIMTAFGIHIQPAEA

dBIli03304 MKNNHLLKSILLWGAVCIIVLAGPLSAFA dYocH MKKTFMSFVAVAALSSTAFGASASA

dBIli03343 MKRKAFVSLSLFCSLFAGAFMINREMTRE dYoeB MKKLIVCLLAVLLILPAGASLA

dBIi03371 MKKLVLLMLVLLLVYPHVSK dYojL MKKKIAAGLAASAVVGTSLAASPVEA

dBli03405 MKKMIAVALTAVFASLVVLSFSSQPKGDA dYoqH MMALLRSLAISFVLILPAAAAYA

dBli03433 MKKKRFGILFLVLFLLLFENTASQA dYpcP MNKKLLLVDGMALLFRSFFATA

dBli03540 MKKSCLMIVCLAFLLAFS dYpjB MIRKVILCMMLALVFPAAGLKA

dBIli03544 MLKTVRIILGAMCTILSAAGFDPPQPAAAKSQA dYpjP MKMWMRKALVALFTIATFGLVSPPAALMA

dBIi03670 MKKLLFMVILSVLTLVFGSSSVSFA dYpmB MGKKTLIFILIFGIIFLTALLAGA

dBIi03719 MKKILSTLALGFVLALGFLAGNLFTSSAEG dYpmQ MKNVFGIFLAGILTVFLSSCGTSK

dBIi03739 MKFFKTLFFIFFVAVLMTAVLILFSKDALSPLAEMLHS dYpmS MKKWKSLFLILAAVNVMILAGIFILISLPGGQ

dBli03767 MKRKLMTLGLTAVLGSSAVLIPLKS dYpuD MGKIKFKLTVLLVLAAVLAGGFYYLKNGSVQDVSTALSQTVSS
dBIi03981 MKKRSLFLSLLLSVSLIPGVTAGA dYqfZ MKRVIVLFSILLALFIVYYDLKSGTIPQNALPASTMAAE
dBli04029 MNLIKWILFSVISFAFFQPAPAALL dYqiL MKLLIKSFVLLLFSFMAAFPAAFA

dBli04124 MKRIYIFLLCFAVLLPVGGKTAQA dYqxA MASFMGKCILACAVMFFGVLLGMQQANN

dBIli04129 MKKLISIIFIFVLGVVGSLTAAVSAEA dYqxM MFRLSRTRRCRKRAGKNIIVFQTLLII'YLLIGLGSQLSQ
dBli04156 MSALFKKLMLSSLIGVSIGSALFAPNAGA dYqzC MTRQSVQAFAGGMILATAVLAGAFYLTDNGKA
dBli04166 MKKRKIVVALGGNAIQTGDASA dYqzG MLKNVILCSFLLLSSIGPLNAHA

dBli04182 MKRWLFGIFSLLLMFAMWGCSNSKSANS dYrkAl MTAINLIIFAVLIALTAFFVATEFAI

dBIli04185 MNKKTVFKAFGMLMTGVLFFALYSAAALPSAHA dYrrL MFEDQTKKPFIKRLLKHKIKFWLTVVAVLLILTAGAVSLYVKS
dBli04206 MMMFILILTMAVYLFYSFSKDNRPA dYrrR MKWQKRMKWVSIIISAALLFLLIRLA

dBIli04272 MKTRAGGLIAAVLIAVAGVFILQK dYrvJ1 MKKRAVLILSMMLAAQAAFYTSSNTASA

dBIli04294 MVFKKPKVFIAAVILALSSFAGTAAYA dYtcQ MGKKWLIPIFAFVLLAGGLLGCSNSGADQA

dBli04306 MKSTTKIIGVVIGLLLAVGTIAFLNGWITVSR dYteS MKNFAFSVLLIAAVLLLTSCG

dBIli04308 MKNHLYEKKKRKPLTRTIKATLAVLTMSIALVGGATVPSFA || dYtIA MKRFFFTILSFIMMLFILASCG
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dBofC MYSRSKFKIGLLLIGSLLAALSFHLEALA dYtzB MKLRHFLIGAGIGIAAA
dBpr MKRKLRKKAFSTILSGLLIGSLFMPAVSDA dYuiC MFRRFLMTVLFVLAFMTTFFAVSGVEA
dCtpA MKQQLKLFLAVLITAVAASALTLYLVGKGSGGSVYS dYunA MKAVLSVLILLLLILQPCALA
dCwID MKKKIKWLGFLLGFVVLLCLFQYQFNN dYurL MNRKCVIPFILMLSAMCAPAQNAEA
dDacA MKSKRLKQLIMLIVAFAVTVGAFSPMSTAKA dYutC MNKKILLAGLVALPLAGCQTALN
dDacB MRFFLKQAAAAIMICSLLCSSYETAQA dYvaG MMNLDLRGKRALVTGSTSGIGKAIA
dDacF MKRHLSKLLIFTIILMTAPSALAKESA dYvcE MKKKVYTFGLASILGTASLFTPFMNNTASA
dDctB MRNMLSVFFVCALIFGMLTGCKSSDVIG dYveB MKKAVYKRISILTVCLGIFIMIFLSVRETEKK
dEpr MKKLWKIAVSAAMFVGFFANSPRIQA dYvfO MKNVLAVFVVLIFVLGAFGTSGPAEA
dFIliL MNKKLLGIMMTIILAIAVLGTAAFFVIKGSA dYvgL MKKAILTVIAVLTSVVLFAGCQAEKGGS
dGerAC MKKKGMLAALSLLLLLTGCWDSR dYvgO MKKMFAFFTALMLGLTCLPYLSEA
dGgt MRRLAFLVVAFCLAVGCFFSPVSKA dYvhJ MAERIKVKVRKKKNKKRRLIKRFIVEMLLALLAVGGVGIYKIINTISA
dGIpQ MKRLVRSIFLITAAIAAFGFGFSGHAEA dYvjB MNQKIVRLIIALSLLCGLVTGAGPIPLHDVVSKASA
dGpsA MTKVSILGAGSWGTALALVLA dYvnB MKKYRNRQTLLLLAAVLLFALQIPISSA
dLicB MNILLACAAGMSTSLLVTKMEKS dYvpA MMKRLAGTVILSGLLVCGFGQALPEKALA
dLip MRRHSFLSILLICMLSVVSVFSFRPSAASA dYwaD MKRKMMMFGLALSITAGGVVADGTGNAAQA
dLytB MKKMKLLLLSSVTAAALMFTQSAQA dYweA MLKRKFIGKIGVGLLTSAALFSFILPTEEA
dLytC MRVFLKAVPMLLLGFFLFVPNVFA dYwmB MKTKQTVNALIFIVVLFLIVHVFQSLEAA
dLytD MKNIRKTVIFAAIILLVHTAVPAIPALA dYwmC MKKKMTLGILTAMVLSLGSPAFA
dLytE MKKQVITAASAVVLGSTLFAGAASA dYwmD MTTFTMLLSLAPAAAFA
dLytR MRAEKRKKKKKILYTIALIGIFVLSTGSY dYwoF MRKWYFILSACILVSVIIAFAYDKTGA
dMntA MKWKQTLAIAAALILILAAGCSSKSSS dYwtB MKKQLNFQEKLLKLTKQEKKKTNKHVFIVLPVIFCLMFVFTWVGSA
dMoaD MIKILLFAQLAEQAGA dYwtC MKFVRAIWPFVGLVLIIAFMSAFKY
dMpr MVSKKSVKRGLITGLIGISITYSLGMHPAQA dYwtD MIKKAANKKLVLFCGIAVLWMSLFLTNHNDVRA
dNadB MSHQTIIVVGAGAAALSFAASIPPSYEVVVMTKASV dYwtF MLRSQRTKKKRLRKWVKYSLFFIALILTATAAAGGYAYYKVANA
dNucB MIKKWAVHLLFSALVLLGLSGGAAYSPQHAEG dYxeA MKKTISLITAALAVCIGAFLLIHN
dPbpB MPKKNKFMNRGAAILSICFALFFFVIVGRFAFIQATGKVNG dYxiA MNMRKCFIQVLALLFIIAACFAPNQASA
Tab. 16: Sequenz der Benchmark-Signalpeptide
Name Sequenz
wtSP MRGKKVWISLLFALALIFTMAFGSTSSAQA
SubC MMRKKSFWLGMLTAFMLVFTMAFSDSASA

Tab. 17: Liste der Oligos die fiir die Amplifikation der Signalpeptide aus B. licheniformis DSM13 verwendet

wurden. Restriktionsschnittstellen wurden fett markiert.

Name Seq Name Seq

dAbnA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGttaaagacatcgaaattt dPbpX_dn gaatt TCGCATACCGCTTGGAAGTGC

dAbnA_dn 1t AGCCGCCGAGAAAATAAGCAG dPel_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaggttttttagtgta
dAprE_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGatgagg ttt dPel_dn atatg: CGCTTCGATTGGCGCAGATGT

dAprE_dn AGCAGACGCGGAATCGCTGAA dPelB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaactgatcaaaaacgca
dAraN_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaggttcctttc dPelB_dn gcCGCAGAAGCAGCGACTGTACC

dAraN_dn gaattcagc TTGATCGGAGGCAGGACTCGC dPhoB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGgglticliacgcaacaga
dAspB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG g dPhoB_dn gaatt TTTTTTCGCTGTTTCCATTGC

dAspB_dn ttcagc TGCTTTTGCAGTGATTGCCAA dPhoDup ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG zagegaggaa
dBdbDup ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG a dPhoDdn atatgaattcagc TGCATTGACTTCCATTGCCCC

dBdbDdn ATTTTGGGTTTGATTGTTGAT dPhy _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaacttttacaaaacgctc
dBgIC _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGgctge, attt dPhy dn gcAGCTTCGGCACGGGGGAGAAT

dBgIC _dn gaatt GGCAGCCGCTTTCGGTGCAAT dPonA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGtcagatcaatttaacage
dBli00338_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGttgatcaacaaaagcaaa dPonA_dn gaatt TACCATCACCGCAAAAGTGAC
dB1i00338_dn GGCTTTTGCAACTTCCCCATT dPqqA up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ggatigea
dBI1i00339 _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG cgcttcatct dPqqA_dn atatg: TTCGCTCAGTTTGCTATGTTC

dBli00339 dn agc TGCGGAAATCTGCCGGTTCGG dPurN_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ttcgcggtattt
dBli00411_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG dPurN_dn gcTGCTTCAAAATTCGTTCCGCT
dBli00411_dn gaatt AGCATGTATTTTTGTTCCACC dQcrA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaagat
dBli00439_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tagttgtt dQcrA_dn gaatt GCGAAGCGAACCATAGGCAT

dBli00439 dn ttcagc AGAACCGGCTTTATCGCCCCG dResA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG fitttac
dBli00478 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG cgaacagtttta dResA_dn gcCACACTCTCCGTGTTTTGAAA

dB1i00478 dn 1t TTCCTCAGCCTCTTGGGCGCT dSacB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaacatcaaaaas t
dBli00514 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGgagaggett: dSacB_dn atatg: TGCAAAGGTTTGCGGCGCACC

dBli00514 _dn agc TGCTGCTATGATAACCAGCAA dSacC_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG gattcag
dBli00654_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ggctatt dSacC_dn gcTGCGGAAAAGGCTTCCGGGAA
dBli00654_dn gaatt AGCGTTTATTTGAGATGTTCC dSleB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaagtcgaaaggttctttt
dBli00656_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG caaaaacggctt dSleB_dn gaatt AGAAAAGGCAGCGCTTTTTTG
dB1i00656_dn 1t TGCCGCCGCTGCTGCAGAATG dSpollIAB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGctgaaActtttaggtgce
dBIi00668 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ctect dSpollIAB_dn atatg: CGCCATTTCAAATCCTGTCCA

dBli00668 dn gcAGCCTTCACCCCGGATGCTCC dSpollIAH_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGatgct, aaac
dBli00669 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG dSpollIAH_dn gcTTCTCCTTCGGGCGACATAAT
dBli00669_dn gaatt AGCGGATGATGAACATCCTGA dSpollQ_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaagagg:
dB1i00784 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaattcaaaaaagggtcca dSpolIQ _dn atat GTTAGAAGCCGATTGATACCA

dB1i00784 dn ttcagcAGCGGATGATGAACATCCTGA dSpolIR_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGgggaaaat, a
dBI1i00837 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGat, dSpolIR _dn atatgaattcagcGGCAGTCTCTTCCGTCGTGAG

dBli00837 dn gcATTTCCGTTGAAGGCGTTGTA dSppA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaatgc ggatc
dBli00866_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaagttatgtigeetg dSppA_dn 2cTGCAAGCAAAAGGCTCATCAC
dBli00866_dn gaatt GTTGATGCCTTTTGCTGAGT dTasA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGggt

dB1i00967 _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaccattatactgaccatc dTasA_dn atatgaatt AGCCCAAGTTCCTCCTCCTAC
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dBli00967_dn gaatt AGAAGACGCCGACCGCACATT dVpr_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGAGAAAAAGTATCGTGCGC
dB1i00976_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGttt: ggc dVpr_dn ATATGAATTCAGCTGCCTGCACTCCGGTGAGGAA
dBli00976_dn AGAAAAAGCCGCGGTTAATGC dYbbC_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGgg: tgg
dBIli01138 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGataacacttacggecaca dYbbC_dn GGCAGCTGCTGCGGTTAGTGT

dBIi01138 dn gcGGCTGAGACAGATGATGCGAA dYbbDup ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG t g
dBli01150_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaattgagattcggtita dYbbDdn atatgaatt TGCTTCGCGAGCGGCCGGCTG
dBli01150_dn gaatt TCCCGAGCCGGAATTTTGGCA dYbbE _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGatcagtgeggecgegtee
dB1i01299 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTAT Gatggttatgaagtggtta dYbbE dn atatgaatt AGTCTGTGCTGTGGACGGAAG

dBIli01299 dn GGGCCTGTACATGCATGGGAC dYbdN_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ttgtttctg
dBIli01309_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG aatcatgtcc dYbdN dn CGAAAATGCTGGAATCGCCAT
dBIi01309_dn gcTGCTGAGGCAGTCGCTCCGAA dYcdA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGeg

dBli01455_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaaactattcaaaacc dYcdA_dn gaatt TCCGCTCGCGCTTTTGCTGCC
dBli01455_dn gaatt AGCCGCCGCAGATTGTGAGAA dYckDup ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGatgcgcaaactgtgegtt
dBli01536_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ttattatc dYckDdn atat "CCGTAGGCAGAGGGCATGAC
dBIli01536_dn TTTCACATCATACTGATGCTT dYdal up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaagcaccegtgaggtat
dBIli01539 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tctta dYdal dn AGCTTTGATGCAGCCGACGGC

dBli01539 dn gcGGCGTAGATTCCGAGAGCCGC dYdaN_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tetggeG
dBli01566_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG dYdaN_dn gaatt GGCTGCAGCCGCTTGTCCCGT
dBli01566_dn gaatt AGCATCGACGTTGCTACACCC dYdhM_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tttactcgea
dBIi01585_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ttatc dYdhM_dn atat "GCGTATTCCTGCATCTTGGT

dBIli01585 _dn TCTGTTATTATTTTGTTGCTT dYdhT up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tttgt
dBIli01595 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGtcgatgtttgettttgte dYdhT dn TGCATAGCTCGGCTGCGAAAC

dBli01595 dn gcCGCCTCAGCTGCCGGTACTAC dYdjM _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG titttct
dBli01622_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaagaacgiliggicatce dYdiM_dn gaattcagcAGCACTCGCTTCACCGGCAAA
dBli01622_dn gaatt GGCTTTGGCAAAATCCGCGCA dYdjN_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ttcagttgtt
dBli01747 _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tattc dYdjN_dn atat "GCAAATGCGCCTGCGGCTAA

dBli01747 dn AGCCTGCACAGCAACCGGAGC dYerB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGgtgaatcgatatgtaaga
dBI1i01880_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tttta dYerB dn CTGCTGTTCCTGCGACTGGCA
dBIi01880_dn gcTGCACGGGTCTTTTCTGAAAA dYesW_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaaagg g8
dBli01882 _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ggttagee dYesW_dn gaatt TGCCTCAGCTTGCTCCGAGAA
dBli01882_dn gaatt TCCCGAAGCCTTcGGAACTGC dYfjS_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGatgaaacgaatctgtgee
dB1i01883_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaigacgaaaaagggiita dYfjS_dn ata “GCTTCAGCATTGCCGCTGAA

dBli01883 dn GGCTAGTGCAGGCCGGGGATT dYfkDup ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaaActtttgtgtttt
dBli02027_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG g dYfkDdn gcTGCGTCAGCTTCCTGTACAGC
dBli02027_dn gcTTTCTCGATGAACAGGGAGGC dYfIP_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaagaactttgcgattata
dBli02100_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGatgtttttattcattttt dYfIP_dn atatgaatt AGCGGGTACGACGATTTCAAC
dBI1i02100_dn 1t TCCAAACACAGGATGTAAATT dYhaH_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGtcaaaaggecgatcttta
dBli02101_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG gac dYhaH_dn atatgaatt TCCTGAAGTCGGCGCGGTCAG
dBIli02101_dn AGCATTTGCAGAAACGGCATG dYhcP_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGacgggggagat
dBli02165_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGatgaataaacataagtgg dYhcP_dn gcGCTGAACACGACAAAAATGGC
dBli02165_dn gcGGCATATTCCGGTTCAAGGTG dYhcR_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGgtcaatgt
dBli02166_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG attgta dYhcR_dn gaatt AGCGTGCGTTACGTCCGCAAA
dBli02166_dn GGCATTCAGCCATATGATGAA dYheS _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaagtcaagatgttatcg
dBl1i02210_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGcetgatgtcagettttgtt dYheS _dn atatgaatt TGCAAAAGTGGCAAGCCCCGC
dBli02210_dn TGCGTAAGATCCTTTTGGATC dYheN_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGc

dBli02447 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG g dYheN_dn gcGGCAGAGGACTGTGAAAGGTC

dBli02447 dn gcGGCTTCCGACCCCGGGGCATT dYhjA _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG cgggt
dBli02450_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaatgtgatattgttt dYhjA _dn gaatt TGCTTCTGCCACATCGCCGGC
dBl1i02450_dn "CCGTATGACACCACACTGCC dYkvT up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaatcgaaatttgetget
dBli02451 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGtcaaattcac dYkvT dn atatgaatt ATGCTCGATTCTTGCCGCCGG

dBli02451 dn CGCGGAATTTTCTTTTATCGG dYkvV_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG teatt
dBli02479 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG aactgttgtta dYkvV_dn gcTGCAGATGCCTGCGGCTGAAA

dBli02479 dn gcGACCTTCACACCATCTGTTTG dYkwDup ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaaGgcttttc
dBli02506_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tttattggtt dYkwDdn gaatt AGCGTCTGCGTGCTGAACGCC
dBli02506_dn "GCCTCTGCATGCTTTTTCAT dYlaJ_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTAT Gegaatcttttttttgatc
dBli02527 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGgcttacatagcaaaacge dYlaJ_dn atatgaatt ATTTCGGGCATTATTTTGAAT

dBIli02527 dn CCCTTTCGCTGAGCCAGCGCC dYIbL _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGet, ttata
dBli02543 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tttaggg dYIbL _dn gcCGCTTCGCCAGGTTCGGTGAT

dBli02543 dn gcAGCCGCAGCGAATGAGGATGG dYIxW_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaagaggcacacag
dBli02544_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGtt acaaaatcaaa dYIxW_dn gaatt TTCCCTGGCGAATTGATAGGA

dBli02544 dn "GCACTTACGGGCAATCCAGA dYIxX_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tttc
dBI1i02820_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGagaatgaaacgattaagg dYIxX dn atat “TTCAGCGAATTGAACTGCAC

dBI1i02820 _dn CGCATCGCTTACAATCGGGGA dYndA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaattcagcaaaateggt
dBli02833 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGceggttattcatatgtgea dYndA_dn gcACCTGCTGCAGTCGCCGAAGA
dBli02833_dn gcCGTCAGCGCTTTCGTTTCAAA dYndF _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG

dBli02844 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG atattct dYndF_dn gaatt TTCGTGGCTGCTCCAGCATCC

dBli02844 dn tt TGATGCAGCCTGTTTCTGGCC dYneA _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tt
dBIi02850 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG aggatcgtgaaa dYneA _dn CTTACCGGCAAAAGACACAAA

dBI1i02850 _dn TTCGGCTGCCATTGTCTTCGG dYneN_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGat, gctggcet
dBli02979 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tacttttaggt dYneN _dn gcATTCCAAACCGCAAGACCGGC
dBli02979_dn gaatt AGCTTTTCCTTGAGTAGTAAA dYoal_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG

dBli03010_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ggatc dYoal_dn gaatt AGCGGAAGCcTGAGGCGAAAA
dB1i03010_dn GGCCTCTGTAAAGTTCGCCTT dYoaR_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGttgaaaatttggatgact
dBIi03029 _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaatgtgttgcggaa dYoaR_dn AGAATGCCCCGCGGGCTGCGC

dBI1i03029 _dn GCCTGATTCAGGCATCGAAAA dYoaW_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tttg
dB1i03095 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGagtaaaggacgtitgatg dYoaW dn 2cAGCTTCAGCAGGCTGGATGTG
dBli03095_dn gaatt TCCGCATACAGCGACAAGCGC dYocH_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ttatgtcc
dBli03262_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGat gttatt dYocH_dn gaatt TGCAGAGGCACTCGCTCCGAA
dBli03262_dn 1t AGCCGCTTCAGGAGCGTGATT dYoeB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaagttaatcgtttgt
dBIi03304 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaacaaccatttgcta dYoeB_dn TGCGAGGGACGCTCCGGCAGG
dBli03304_dn GGCAAATGCTGAGAGCGGCCC dYojL_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG agca
dBli03343_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaggaaGgettttgtc dYojL dn 2cGGCTTCGACCGGTGACGCCGC
dBli03343_dn gaatt TTCACGCGTCATTTCCCTGTT dYoqH_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGatggcact
dBi03371_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG clggtgetgete dYoqH dn gaattcagc TGCGTAGGCCGCTGCCGCAGG
dBli03371_dn tt TTTCGATACATGCGGATACAC dYpcP_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaac getgett
dBI1i03405_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tgeegtt dYpcP_dn CGCAGTCGCAAAAAAAGACCG
dBli03405_dn GGCATCTCCCTTCGGCTGAGA dYpjB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGatacgaaaggtgatcctt
dBli03433_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG agticgga dYpjB_dn 2cCGCTTTCAAACCGGCCGCAGG
dBli03433_dn gaatt GCTTGTGAAGCTGTATTAAA dYpiP_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaagalglgg
dBli03540_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG gtgtctgatg dYpjP_dn gaatt GCCATCAATGCCGCAGGAGG
dB1i03540_dn GGAAAAAGCAAGAAGAAAGGC dYpmB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGgg: taatt
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Fortsetzung Tab. 17:

dBli03544 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGctgaaaacggtecgeate dYpmB dn gcCGCTCCCGCAAGAAGTGCTGTT
dBli03544_dn gaatt AGCCTGGCTTTTAGCGGCTGC dYpmQ_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaacgtttttggcatt
dBli03670_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ttotttatg dYpmQ dn atat “TTGCTAGTTCCGCAGGACGA
dBi03670_dn "GCAAAaCTTACGGACGATGA dYpmS_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG m
dBIli03719_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ttatcaact dYpmS _dn TTGTCCGCCGGGCAGGGAAAT
dBli03719_dn gcCCCTTCAGCTGAGCTTGTAAA dYpuDup ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGgggaaaataa:
dBli03739 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGAAATTTTTCAAAACTCTT dYpuDdn gcAGATGAGACGGTTTGGCTGAG
dBli03739_dn ATATGAATTCAGCGCTGTGCAACATTTCGGCTAA dYqfZ_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaacgtgtcattgtgetg
dBli03767_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG A acg dYqfZ_dn atatgaatt TTCCGCTGCCATGGTTGAAGC

dBIli03767 _dn GCTTTTTAAGGGGATCAGCAC dYqil_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaactgttaataaagagt
dBli03981 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ttctttattc dYqil_dn CGCAAAAGCAGCTGGAAAAGC

dB1i03981 dn 2cGGCACCGGCCGTCACACCGGG dYqxA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGgclicltttatgggaaaa
dB1i04029_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaacttgatcaaatggatt dYqxA _dn gaattcagcGTTGTTCGCCTGCTGCATGCC
dBli04029_dn gaatt TAATAGAGCGGCTGGTGCCGG dYqxM_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGtccgattatctcgaact
dBli04124 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG dYqxM_dn atat “TGTGACAGCTGACTCCCCAA

dBli04124 dn TGCTTGAGCCGTCTTTCCGCC dYqzC_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaccagacaaagtgtacaa
dBli04129 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG taatcagcatc dYqzC dn AGCTTTTCCGTTATCCGTCAA

dBli04129 dn gcTGCTTCTGCCGAAACCGCCGC dYqzG_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGctgaaaaatgtcatatta
dBli04156_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGtcagctttattcaaaaaa dYqzG_dn gaatt GCATGGGCATTGAGCGGCCC
dBli04156_dn gaatt TGCACCCGCATTCGGTGCAAA dYrkAl up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGacagecat
dBli04166_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tgte dYrkAl dn atat GATCGCAAATTCCGTTGCAAC
dBIli04166_dn TGCGCTGGCATCTCCGGTTTG dYrrl_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGtttgaagatcagacaaa,
dBli04182 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaggtggctettcgga dYrrl dn CGATTTAACGTAGAGCGAAAC
dBli04182_dn gcGCTATTTGCACTTTTGCTATT dYrrR_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaatggcaaaagegtatg
dBli04185_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG gttt dYnR_dn gaatt AGCCAGCCTGATCAGCAGAAA
dBli04185_dn t GCGTGTGCAGAAGGAAGTGC dYrvJ1_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ggtattg
dBli04206_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGatgatgtttatcttgatt dYrvil_dn atatgaatt TGCAGAAGCTGTGTTTGACGA
dBli04206_dn GGCCGGCCGGTTGTCTTTGCT dYtcQ up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGggg tgatc
dBli04272 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGgtgtttaaaaaaccaaaa dYtcQ dn AGCCTGGTCTGCTCCGCTGTT

dBli04272 dn gcCGCATATGCAGCCGTCCCCGC dYteS _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaacttcgctttctee
dBli04294 _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG accacgaagatc dYteS_dn gaatt TCCGCATGAGGTAAGAAGAAG

dBli04294 _dn gaatt TCTTGACACTGTGATCCATCC dYtIA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaacgtttcttttttacc
dBI1i04306_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaatcaaccacgaagatc dYtlA_dn atat GCCGCATGAAGCGAGGATAAA
dBli04306_dn TCTTGACACTGTGATCCATCC dYtzB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaactgcgecactttctt
dBI1i04308 up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG catttgtatgag dYtzB_dn GGCCGCGGCAATGCCGATGCC
dB1i04308_dn ccTGCAAATGAAGGCACCGTAGC dYuiC up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGttecggegttictigatg
dBpr_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGAAAAGAAAGCTGAGAAAA | dYuiC dn gaattcagc TGCCTCCACGCCTGAAACGGC

dBpr_dn ATATGAATTCAGCGGCATCTGAAACGGCGGGCAT dYunA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaagctgtattatccgtt
dBofC_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGtacagccgaageaagttc dYunA_dn atatgaatt TGCAAGAGCGCACGGCTGCAA

dBofC_dn GGCCAAGGCCTCCAGGTGAAA dYurl_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaccgaaagtgtgtcatt
dCtpA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGAAACAGCAGTTGAAACTC dYurl_dn GGCCTCTGCGTTTTGGGCGGG

dCtpA_dn ATATGAATTCAGCGGAATATACTGAACCGCCGCT dYutC_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tetttta
dCwIDup ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG g8 dYutC_dn gaatt GTTTAAGGCCGTCTGGCAGCC

dCwIDdn gaattcagcATTGTTGAATTGATATTGAAA dYvaG up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGalgaactiggatitacgg
dDacA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG taaag dYvaG_dn atat GGCAATCGCTTTGCCGATTCC

dDacA _dn AGCTTTTGCAGTTGACATAGG dYvcE _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ggtttatact
dDacB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGegcttttttctaaaacaa dYvcE dn gcTGCCGATGCCGTGTTGTTCAT

dDacB_dn 2cTGCTTGAGCGGTTTCGTATGAVY dYveB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaagaaggeagt:
dDacF_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG gtcatttatccaaa dYveB_dn gaatt TTTTTTTCTGTTTCCCGGAC

dDacF_dn ttcagc TGCGCTCTCTTTTGCAAGCGC dYvio_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaa, actggetgtt
dDctB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGagaaatatgctatccgtg dYvfO_dn atat GGCTTCCGCCGGACCGCTTGT

dEpr_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGAAAAAGTTATGGAAAATC dYvgL up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaa&gcaatat‘tuaca
dEpr_dn ATATGAATTCAGCCGCTTGAATGCGGGGTGAATT dYvgL dn at: gcTGATCCCCCTTTTTCCGCTTG

dDctB_dn gcGCCTATTACATCGCTGCTTTT dYvgO up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG gtttgctttc
dFIiL_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tctagga dYvgO dn gaatt GCTTCCGATAAGTATGGCAG

dFliL_dn 1t TGCGCTTCCCTTGATGACAAA dYvhJ_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGgctgagcegtattaaagtg
dGerAC up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG gggaatgita dYvhl_dn ata "GCGGAAATCGTGTTTATAAT

dGerAC _dn CCTGCTGTCCCAGCAGCCTGT dYviB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG totgcgg
dGgt_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGagacggitagettictta dYviB_dn 2cCGCTGATGCTTTTGAAACGAC

dGgt_dn ocTGCTTTCGACACCGGACTGAA dYvnB _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaaaagtacagaaatcge
dGIpQ up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGAAAAGACTAGTCCGCAGC || dYvnB_dn gaattcagc TGCGGACGAAATCGGGATCTG

dGlpQ_dn ATATGAATTCAGCCGCCTCCGCATGCCCGCTGAA dYvpA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGat tagcaggt
dGpsA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGacaaaagtatcgattttg dYvpA_dn atat GGCCAAAGCTTTTTCAGGCAG

dGpsA_dn CGCCAAAACGAGCGCCAAGGC dYwaDup ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG gatgatg
dLicB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaatatcttattagettge dYwaDdn gcCGCTTGAGCTGCATTCCCCGT

dLicB_dn gcACTTTTTTCCATTTTCGTCAC dYweA _up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGttgaaacgtaaatttatc
dLip up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGCGTCGTCATTCATTTTTA dYweA dn gaatt GCCTCTTCCGTCGGAAGAAT

dLip_dn ATATGAATTCAGCGGCGGAAGCTGCTGAAGGCCG dYwmB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaagacaaaacaaacggtt
dLytB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG Acttctg dYwmB_dn atat "GCTGCTTCAAGCGATTGAAA

dLytB _dn AGCCTGGGCAGATTGTGTAAA dYwmC_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG gacattg
dLytC_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGagggtttttcttaaaget dYwmC dn 2cTGCAAAAGCAGGCGAACCAAG

dLytC_dn gcCGCAAATACATTAGGCACAAA dYwmDup ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGacaacgttcaccatgett
dLytDup ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG C dYwmDdn gaatt GCAAAAGCTGCTGCCGGCGC

dLytDdn tt TGCTAAAGCAGGAATTGCCGG dYwoF_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ggtattttatt
dLytE_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG a dYwoF_dn atatgaatt TGCTCCGGTCTTATCGTAAGC

dLytE dn CGCGGAAGCGGCTCCCGCAAA dYwtB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG tgaacttt
dLytR up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ggaag dYWIB_dn 2cGGCGCTTCCGACCCAAGTAAA

dLytR dn ccATAACTGCCTGTGCTGAGAAC dYwiC_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaatttgtcagagecatt
dMntA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGaaatggaagcaaacatta dYwtC_dn gaatt ATACTTGAAAGCAGACATGAA

dMntA_dn GCTGCTGCTTTTCGAGGAGCA dYwtDup ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGat: ggcaaac
dMoaDup ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGattaaaattttgctgttt dYwtDdn GGCGCGTACATCATTATGATT

dMoaDdn CGCACCCGCTTGTTCCGCAAG dYwtF_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGctacgatcgcagegaacg
dMpr_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGGTTAGTAAAAAGAGTGTT dYwtF _dn gcGGCGTTCGCCACTTTATAGTA

dMpr_dn ATATGAATTCAGCGGCTTGGGCCGGGTGCATACC dYxeA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG aatttctete
dNadB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG agacgattatt dYxeA_dn gaatt ATTATGAATCAACAGAAATGC

dNadB_dn tt TACAGATGCTTTTGTCATCAC dYxiA_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATG ttc
dNucB_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGatcaaaaaatgggocggtt dYxiA dn TGCAGAGGCTTGGTTTGGCGC

dPbpDup ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGegtteattttttggatgg

dPbpDdn gcAGCTTCCCGGCCGGAGGCCAT

dPbpX_up ATATAAGCTTAAGGAGGATATTATGgcaagaacatacagaacg
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DNA-Sequenz von Subtilisin BPN¢ ohne Signalpeptid aus B. amyloliquefaciens ATCC 23844 (NCBI
Accession Number: K02496.1):
gcagggaaatcaaacggggaaaagaaatatattgtcgggtitaaacagacaatgagecacgatgagegecgetaagaagaaagatgtcatttctgaaaaaggeggg
aaagtgcaaaagcaattcaaatatgtagacgcagcttcagctacattaaacgaaaaagctgtaaaagaattgaaaaaagacccgagegtegettacgttgaagaag
atcacgtagcacatgcgtacgcgcagtccgtgecttacggegtatcacaaattaaagecectgetetgcactctcaaggetacactggatcaaatgttaaagtagegg
ttatcgacagcggtatcgattcttctcatcctgatttaaaggtagcaggcggagecageatggticetictgaaacaaatcctttccaagacaacaactctcacggaact
cacgttgccggceacagttgeggctcettaataactcaatcggtgtattaggegttgcgecaagegceatcactttacgetgtaaaagttetcggtgctgacggttceggee
aatacagctggatcattaacggaatcgagtgggcgatcgeaaacaatatggacgttattaacatgagectcggeggaccttetggtictgctgctitaaaageggeag
ttgataaagcecegttgeatceggegtegtagtegtigeggeageecggtaacgaaggeacticcggeagetcaageacagtgggctacectggtaaatacecttetgte
attgcagtaggcgcetgttgacagcageaaccaaagagceatettictcaagegtaggacctgagcettgatgtcatggcacctggegtatetatccaaageacgcettect
ggaaacaaatacggggcgtacaacggtacgtcaatggeatetcegeacgttgecggageggctgctttgattettictaagecacccgaactggacaaacactcaagt
ccgcagcagtttagaaaacaccactacaaaacttggtgattetttctactatggaaaagggcetgatcaacgtacaggeggeagcetcagtaa

DNA-Sequenz Protease A ohne Signalpeptid aus B. lentus:
gctgaggaagcaaaagaaaaatatttaattggctttaatgagcaggaagetgtcagtgagtttgtagaacaagtagaggcaaatgacgaggtcgecattetetctgag
gaagaggaagtcgaaattgaattgcttcatgagtttgaaacgattcctgttttatccgttgagttaagcccagaagatgtggacgegettgaacttgatccagegatttct
tatattgaagaggatgcagaagtaacgaccatggcgceaaacaatcccttggggaattagecgtgtgcaageecccggetgeccataaccgtggattgacaggtictg
gtgtaaaagttgctgtcctcgatacaggtatttccactcatccagacttaaatattcgtggtggcgctagetttgtaccaggggaaccatccactcaagatgggaatgg
gcatggcacgcatgtggccgggacgattgctgctitaaacaattcgattggegticttggegtagegectagtgcggaactatacgetgttaaagttttaggagecga
cggtagaggtgcaatcagetcgattgeccaagggttggaatgggcagggaacaatggcatgecacgtigetaatttgagtttaggaageccticgecaagtgccaca
cttgagcaagctgttaatagcgegacttctagaggcegttcttgttgtagecggcatctggaaattcaggtgcaagcetcaatcagetatcecggeccgttatgcgaacgeaa
tggeagtcggagetactgaccaaaacaacaaccgegecagcttttcacagtatggegecgggcttgacattatggeaccaggggtaaacattcagageacatacee
aggttcaacgtatgccagegacaacggtacatcgatggctactcecteatgttgcaggtgcageagececttgttaaacaaaagaacccatettggtccaatgtacaaat
ccgcaaccatctaaagaatacggcaacgagcttaggaagceacgaacttgtatggaageggacttgtcaatgcagaageggceaacacgctaa

DNA-Sequenz von Protease L ohne Signalpeptid aus B. gibsonii:
gctgaggaagcaaaagaaaaatatttaattggctttaatgagcaggaagetgtcagtgagtttgtagaacaagtagaggcaaatgacgaggtcgecattetetctgag
gaagaggaagtcgaaattgaattgcttcatgagtttgaaacgattcctgttttatccgttgagttaagecccagaagatgtggacgegettgaacttgatccagegatttct
tatattgaagaggatgcagaagtaacgacaatgcaacaaacagttccatggggtattacacgtgtacaagctcccactgtgeataatcgtggaataacaggatetgg
agtaaaagtcgctatacttgatacaggtatagctcagceatagtgatttaaccattcgtgggggagecagcetitgtaccaggagagtcaacaacggetgatctaaatggt
catggtactcacgttgctggaacagtggccgctcttaataattcaattggtgtgatcggtetggcaccaagtgctgacctatacgctgtaaaggtattaggagceaaatg
gtagaggaagegtgagtggoattgctcaaggtctagagtgggctgcaacgaataacatgeatattgecaaacatgagtetcggtagtgatgcacctageactacatta
gagcgtgeagttaactatgegacaagecegtggagttetegteattgeggctactggtaacaatggtactggticcattggctacccagetegttatgcaaacgcaatg
getgtaggagegactgaccaaaacaacagacgtgegagctttictcaatatggcacaggaattgatattgttgcacctggtgttggcattcaaagceacatacctaaata
atagctatgctagtatgcctggaacatcaatggctacaccteatgttgetggagtagetgegcettgttaaacaaaaaaatccatcttggaatgegactcaaattcgtaate
atttgaaaaatactgcgacgaatctaggaaactcatctcaatttggtagtggactagttaatgecagatgecagcaacgegetaa

Tab. 18: DNA-Sequenz der kiinstlich konstruierten Signalpeptid-Varianten Nr. 01-24 und Sequenz der
synthetisch hergestellten DNA-Fragmente fiir die Klonierung der Varianten (B_3 4 11 und B_14 19 23). Die
jeweils angefligten Sequenzen mit Hindll1-Schnittstelle, RBS und Spacer am N-Terminus und die Sequenzen fiir
das ,,+1“-Ala und die EcoRI-Schnittstelle sind jeweils fett markiert. Die funktionalen Doméanen wurden farblich

markiert (siche Abb. 27).

Name |Sequenz

Nr. 01 ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGCGAAGTAAAAAGTTTTTTCTGATGATGCTTTTGATGATTGTAGCAGTC
GTGTCAACAGCCTGCGGAGGCAGCAAAAGCGCAGACGCTGCTGAATTC

Nr. 02 ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGCGAAGTAAAAAGTTTTTTCTGATGATGCTTTTGATGATTGTAGCAGTC
GTGTCAACAGCCTGCGGAGGCAGCAAAAGCGCGGCGGCTGCTGAATTC

Nr. 03 ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGCGAAGTAAAAAGACCATTGTTACACTGTCACTCTTGATTTCTGGAAC
GCTTTTATTCTCACAATCTGCGGCGGCTGCTGAATTC

Nr. 04 ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGCGAAGTAAAAAGGTATTGATTGCAGGTGCAGTAGGAACAGCAGTTCT
TTTCGGAACCCTTTCATCAGGTATACCAGGTTTACCCGCGGCAGACGCTGCTGAATTC

Nr. 05 ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGCGAAGTAAAAAGGTATTGATTGCAGGTGCAGTAGGAACAGCAGTTCT
TTTCGGAACCCTTTCATCAGGTATACCAGGTTTACCCGCGGCGGCGGCTGCTGAATTC

Nr. 06 ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGCGAAGTAAAAAGGTATTGATTGCAGGTGCAGTAGGAACAGCAGTTCT
TTTCGGAACCCTTTCATCAGGTATACCAGGTTTACCCGCGGCGAGCGGAGCTGAATTC
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Fortsetzung Tab. 18:

Nr. 07

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGCGAAGTAAAAAGACCATTGTTACACTGTCACTCTTGATTTCTGGAAC
GCTTTTATTCTCACAATCTGCAGACGCTGCTGAATTC

Nr. 08

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGCGAAGTAAAAAGACCATTGTTACACTGTCACTCTTGATTTCTGGAAC
GCTTTTATTCTCACAATCTGCGAGCGGAGCTGAATTC

Nr. 09

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGGCGAAACCACTATCAAAAGGGGGAATTTTGGTGAAAAAAGTATTGAT
TGCAGGTGCAGTAGGAACAGCAGTTCTTTTCGGAACCCTTTCATCAGGTATACCAGGTTTACCCGCGGCGAGCGG
AGCTGAATTC

Nr. 10

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGGCGAAACCACTATCAAAAGGGGGAATTTTGGTGAAAAAAGTATTGAT
TGCAGGTGCAGTAGGAACAGCAGTTCTTTTCGGAACCCTTTCATCAGGTATACCAGGTTTACCCGCGGCGGCGGCT
GCTGAATTC

Nr. 11

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGGCGAAACCACTATCAAAAGGGGGAATTTTGGTGAAAAAATTTTTTCT
GATGATGCTTTTGATGATTGTAGCAGTCGTGTCAACAGCCTGCGGAGGCAGCAAAAGCGCAGACGCTGCTGAATT
C

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGGCGAAACCACTATCAAAAGGGGGAATTTTGGTGAAAAAATTTTTTCT

TC

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGGCGAAACCACTATCAAAAGGGGGAATTTTGGTGAAAAAAACCATTGT
TACACTGTCACTCTTGATTTCTGGAACGCTTTTATTICTCACAATCTGCGAGCGGAGCTGAATTC

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGGCGAAACCACTATCAAAAGGGGGAATTTTGGTGAAAAAAACCATTGT
TACACTGTCACTCTTGATTTCTGGAACGCTTTTATTCTCACAATCTGCGGCGGCTGCTGAATTC

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGGCGAAACCACTATCAAAAGGGGGAATTTTGGTGAAAAAAACCATTGT
TACACTGTCACTCTTGATTTCTGGAACGCTTTTATTCTCACAATCTGCAGACGCTGCTGAATTC

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGAAAAAACTATTCAAAACCATTGTTACACTGTCACTCTTGATTTCTGGA
ACGCTTTTATTICTCACAATCTGCGAGCGGAGCTGAATTC

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGAAAAAACTATTCAAAACCATTGTTACACTGTCACTCTTGATTTCTGGA
ACGCTTTTATTICTCACAATCTGCAGACGCTGCTGAATTC

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGAAAAAACTATTCAAATTTTTTCTGATGATGCTTTTGATGATTGTAGCA
GTCGTGTCAACAGCCTGCGGAGGCAGCAAAAGCGCGGCGGCTGCTGAATTC

Nr. 20

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGAAAAAACTATTCAAATTTTTTCTGATGATGCTTTTGATGATTGTAGCA
GTCGTGTCAACAGCCTGCGGAGGCAGCAAAAGCGCAGACGCTGCTGAATTC

Nr. 21

GTCGTGTCAACAGCCTGCGGAGGCAGCAAAAGCGCGAGCGGAGCTGAATTC

Nr. 22

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGAAAAAACTATTCAAAGTATTGATTGCAGGTGCAGTAGGAACAGCAGT
TCTTTTCGGAACCCTTTCATCAGGTATACCAGGTTTACCCGCGGCAGACGCTGCTGAATTC

Nr. 23

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGAAAAAACTATTCAAAGTATTGATTGCAGGTGCAGTAGGAACAGCAGT
TCTTTTCGGAACCCTTTCATCAGGTATACCAGGTTTACCCGCGGCGAGCGGAGCTGAATTC

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGAAAAAACTATTCAAAGTATTGATTGCAGGTGCAGTAGGAACAGCAGT
TCTTTTCGGAACCCTTTCATCAGGTATACCAGGTTTACCCGCGGCGGCGGCTGCTGAATTC

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTatgcgaagtaaaaagaccattgttacactgtcactettgatttctggaacgcttttattct
cacaatctgeggcggctGCTGAATTCACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTatgcgaagtaaaaaggtattgattg
caggtgcagtaggaacagcagttcttttcggaaccctttcatcaggtataccaggtttacccgeggcagacgctGCTGAATTCACTGA
TAAGCTTAAGGAGGATATTatggcgaaaccactatcaaaagggggaattttggtgaaaaaattttttctgatgatgcttttgatgatt
gtagcagtcgtgtcaacagectgeggaggcagceaaaagegcagacgctGCTGAATTCACTGAT

B_
14 19 23

ACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTatggcgaaaccactatcaaaagggggaattttggtgaaaaaaaccattgttacactgt
cactcttgatttctggaacgcttttattctcacaatetgegagcggaGCTGAATTCACTGATAAGCTTAAGGAGGATA
TTatgaaaaaactattcaaattttttctgatgatgcttttgatgattgtagcagtcgtgtcaacagectgeggaggcageaaaagegeggcggctGC
TGAATTCACTGATAAGCTTAAGGAGGATATTatgaaaaaactattcaaagtattgattgcaggtgcagtaggaacag
cagttcttttcggaaccctttcatcaggtataccaggtttacccgeggegagecggaGCTGAATTCACTGAT

Tab. 19: Liste der fiir die Konstruktion der Signalpeptid-Varianten verwendeten Oligos.

Name Sequenz

sB_dYcdA_up TGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGCGAAGTAAAAAG
sB_dBli01455 up TGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGAAAAAACTATTCAAA
sB_YncM_up TGATAAGCTTAAGGAGGATATTATGGCGAAACCACTATCAAAAG
01B dn AGATGAATTCAGCAGCGTCTGCGCTTTTGCTGCCTCCGCA
02B_dn AGATGAATTCAGCAGCCGCCGCGCTTTTGCTGCCTCCGCA
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Fortsetzung Tab. 19:

05B_dn AGATGAATTCAGCAGCCGCCGCCGCGGGTAAACCTGGTAT
06B_dn AGATGAATTCAGCTCCGCTCGCCGCGGGTAAACCTGGTAT
07B_dn AGATGAATTCAGCAGCGTCTGCAGATTGTGAGAATAAAAG
08B_dn AGATGAATTCAGCTCCGCTCGCAGATTGTGAGAATAAAAG
09B dn AGATGAATTCAGCTCCGCTCGCCGCGGGTAAACCTGGTAT
10B_dn AGATGAATTCAGCAGCCGCCGCCGCGGGTAAACCTGGTAT
12B dn AGATGAATTCAGCAGCCGCCGCGCTTTTGCTGCCTCCGCA
13B_dn AGATGAATTCAGCTCCGCTCGCGCTTTTGCTGCCTCCGCA
15B_dn AGATGAATTCAGCAGCCGCCGCAGATTGTGAGAATAAAAG
16B dn AGATGAATTCAGCAGCGTCTGCAGATTGTGAGAATAAAAG
17B_dn AGATGAATTCAGCTCCGCTCGCAGATTGTGAGAATAAAAG
18B dn AGATGAATTCAGCAGCGTCTGCAGATTGTGAGAATAAAAG
20B_dn AGATGAATTCAGCAGCGTCTGCGCTTTTGCTGCCTCCGCA
21B dn AGATGAATTCAGCTCCGCTCGCGCTTTTGCTGCCTCCGCA
22B dn AGATGAATTCAGCAGCGTCTGCCGCGGGTAAACCTGGTAT
24B_dn AGATGAATTCAGCAGCCGCCGCCGCGGGTAAACCTGGTAT

Tab. 20: Strategie zur Konstruktion der Signalpeptid-Varianten unter Verwendung verschiedener
Kombinationen aus Primerpaaren und template-DNA. Bei ,,B 3 4 11“ und ,,B 14 19 23“ handelt es sich um
die synthetisch hergestellten Konstrukte und bei dYcdA, sYncM und dB1i01455 jeweils um die DNA des nativen
Signalpeptids.

Name Primer 1 Primer 2 Template-DNA
Nr. 01 1B _dn sB_dYcdA_up dYcdA

Nr. 02 2B _dn sB_dYcdA_up dYcdA

Nr. 05 5B _dn sB_dYcdA up B 3411
Nr. 06 6B _dn sB_dYcdA up B3 411
Nr. 07 7B dn sB_dYcdA up B3 411
Nr. 08 8B dn sB_dYcdA up B3 411
Nr. 09 9B dn sB_sYncM_up sYncM

Nr. 10 10B_dn sB_sYncM_up sYncM

Nr. 12 12B_dn sB_sYncM_up B 3411
Nr. 13 13B_dn sB_sYncM_up B3 411
Nr. 15 15B_dn sB_sYncM_up B 14 19 23
Nr. 16 16B_dn sB_sYncM_up B 14 19 23
Nr. 17 17B_dn sb_dBl1i01455 up dBli01455
Nr. 18 18B_dn sb_dBl1i01455 up dBli01455
Nr. 19 19B_dn sb_dBl1i01455 up B 14 19 23
Nr. 20 20B_dn sb_dBl1i01455 up B 14 19 23
Nr. 21 21B_dn sb_dBl1i01455 up B 14 19 23
Nr. 22 22B dn sb_dBl1i01455 up B 14 19 23
Nr. 24 24B_dn sb_dBl1i01455 up B 14 19 23
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#0 #1 #2

pO2.sp=45 pO2.sp=45 pO2.sp=45

Stirrer.sp=350 Stirrer.sp=550 IF(pO2.v<=p02.sp-20){stirrer.sp=850}

Mass_Flow.sp=3 Mass_Flow.sp=3 Mass_Flow.sp=3

Feedpump.sp=0 Feedpump.sp=0 Feedpump.sp=0

Feedpump.bv=Feedpump.sp Feedpump.bv=Feedpump.sp Feedpump.bv=Feedpump.sp

gas_mix.sp=0 gas_mix.sp=0 gas_mix.sp=0

pH.sp=7 pH.sp=7 pH.sp=7

temp.sp=37 temp.sp=37 temp.sp=37

IF(pO2.v<=pO2.sp-15){seq=1} Feedpump.sp=0 Feedpump.sp=0
Feedpump.bv=Feedpump.sp Feedpump.bv=Feedpump.sp
IF(pO2.v<=pO2.sp- IF(pO2.v>pO2.sp+35){seq=3}

43 15){seq=2}

Stirrer.sp=990

po2.sp=45

IF (pO2.v<45){Mass_Flow.sp=Mass_Flow.sp+0.5} ELSE {Mass_Flow.sp=5.0}
IF (Mass_Flow.sp>6.5){Mass_Flow.sp=6.0}

IF (pO2.v>50){Mass_Flow.sp=5.0}

IF (feedpump.sp>10){feedpump.sp=9}

[F(pO2.v > 48.0) {feedpump.sp=feedpump.sp+1;Seq=4}

IF(pO2.v < 42.0){feedpump.sp=feedpump.sp-1;Seq=4}

#4

IF(seq_time > 60){seq=3}

Stirrer.sp=990

IF (pO2.v<45){Mass_Flow.sp=Mass_Flow.sp+0.5} ELSE {Mass Flow.sp=5.0}
IF (Mass_Flow.sp>6.5){Mass_Flow.sp=6.0}

IF (pO2.v>50){Mass_Flow.sp=5.0}

Abb. 30: Kontrollsequenz zur Regulation der Fermentationsprozesse
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