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Investigation of subtilisin production with Bacillus licheniformis
and construction of an alternative selection system

Bacillus licheniformisis used by the detergent industry for the production of proteases of the
subtilisin type. Producer strains are obtained by multiple cyclasdirected mutagenesis
followed by screening for high enzyme vyield in the supernatant. Tinetigeeason for the
good secretion property is not known. In the present work, differencesdoetive DNA
sequences of the industrial strabB licheniformis “E” and the wild-type (wt) strain

B. licheniformisDSM13 that contribute to the good secretion properties of the industrial strain
are to be identified. It is likely that such mutations are laedliin the genes of the protein
biosynthesis or the protein translocation. One possible gene locus fomsuations is the
secAgene locus, which harbors one gene of the protein translocs¢io &nd also one gene

of the protein biosynthesiprfB). In comparison to the wt strain, teecAgene locus of the
industrial strain shows 41 point mutations. Only one of these mutatiotalzed within the
secAgene whereas the remaining 40 mutations are found in the much shii3tgene. The
point mutation within thesecAgene is silent and has therefore no influence on the amino acid
sequence of the SecA protein. Because in the late stationanhgybade the industrial strain
has 4 times more SecA protein than the wt strain, it is asstimmethe mutations lead to a
stabilization of the bicistronicsecAprfB-mRNA. The resulting increase of the SecA
concentration could be one reason for the good secretion property of theahdtrstin. Two

of the mutations localized within th@fB gene each lead to an amino acid change in the
corresponding RF2 (release factor 2) protein. By varying the expressiemgth of the
unchanged and the mutatedB gene it was possible to investigate the influence of the amino
acid changes as well as the influence of a higher amount of RFBeosubtilisin yield
obtained with the wt or the industrial strain. Because both the rextdréhe concentration of

the RF2 protein have an influence on the subtilisin yield, it is vkeyylthat the identified
mutations within thesecAgene locus together with additional mutations in other components
of the protein biosynthesis machinery lead to an increased cafmaiqitytein biosynthesis. It

iIs assumed that this is one reason for the high subtilisin yie&dsate obtained with the
industrial strain.

For the industrial production of subtilisin, the subtilisin gene is egaa from a high copy
plasmid, which harbors an antibiotic resistance cassette fonitie selection. In contrast,
the real fermentation is carried out without adding antibioticsetber some of the cells
from the culture will lose their plasmid. In the present work, erradtive selection system
was constructed with theecAgene as a selection marker. The constructed subtilisin-SecA-
plasmid was stable in th&ecAdeletion strain throughout the entire cultivation period. In
shaking flask experiments this strain secrets amounts of sibitilie the supernatant at least
similar to those obtained with the original strain without sedagtiressure by antibiotics. The
perfect stability of the subtilisin-SecA-plasmid indicates thedpecially under the
fermentative conditions of industrial subtilisin production a significaatease in yield can
be reached.
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I. Einleitung

l. Einleitung

Alle Zellen sind von mindestens einer Biomembran umschlossen, dighau$®kospholipid-
doppelschicht besteht und als Permeabilitdtsbarriere flr geladengrdiddre Molekile
wirkt. Der gezielte Stoffaustausch mit dem &ufReren Milieu UberMembran wird Uber
spezifische Transporter und Kanéle in der Membran vermittelt. DMeshbranen wird die
Zelle in funktionell unterschiedliche Reaktionsraume unterteilt, al@¥ompartimentierung
bezeichnet wird. Prokaryontische Zellen lassen sich in mindestersoliiee Kompartimente
einteilen, in das Cytoplasma, die Cytoplasmamembran und den exi&eell Raum.
Weitere Kompartimente sind bei Gram-negativen Bakterien digztigb& aul3ere Membran
und der als Periplasma bezeichnete Bereich zwischen auf3erer aieorit Cytoplasma-
membran. Proteine, die nicht im Cytoplasma verbleiben sollen, musséaohst als solche
erkannt und schlie3lich zu ihrem Bestimmungsort Uber die jeweiligaivan transportiert
oder als Membranprotein in diese integriert werden. Spezifistteniinngssignale innerhalb
der Primarstruktur des jeweiligen Proteins stellen hierbdiesjicdass jedes Protein zum
richtigen Ort gelangt. Den Transport dber die jeweilige Membragrmitteln
membranstandige Multienzymkomplexe (Translokasen). Bei Bakterielgteder Transport
der meisten sekretorischen, periplasmatischen oder membranstandigeimePiber den
sogenannten Sec-Exportweg. Bestimmte Proteine werden Uber egreatalen Exportweg,
den Zwillings-Arginin-Weg (TAT-Weg), exportiert. Bezeichnend fien Export Gber den
TAT-Weg ist, dass dieser die Proteine in gefalteter Konfoomagxportiert, wahrend die
Substrate des Sec-Weges nur in einer nicht gefalteten FormeinSek-Translokase
eingeschleust werden kdnnen. Im Folgenden wird der Proteinexport UbercdErpgdetweg
beschrieben, der vor allem bei dem Gram-negativen Baktefscherichia coliund dem
Gram-positiven BakteriunBacillus subtilisgut untersucht ist. Beide Bakterienstamme sind
als Modellorganismen fur den Sec-Proteinexport der jeweiligerssklaanzusehen (den
Blaauwen & Driessen, 1996; Driesseinal, 1998; Simonen & Palva, 1993; van Welyal,
2001).

1. Der bakterielle Protein-Export Gber den generellen Sekretionsvege(Sec-Weg)
1.1. Das N-terminale Signalpeptid

Proteine, die nicht im Cytoplasma verbleiben sollen, werden als sogenéorlauferproteine
mit einer aminoterminalen (N-terminalen) Erkennungssequenz, dem I|@&iptd,

synthetisiert. Das Signalpeptid sorgt fur das Einschleusen desirBrat den Exportweg.
Hierbei dient es nicht nur als Erkennungssequenz fir den Export, sondemzd@gert auch



I. Einleitung

die Faltung des reifen Proteinteils (Patkal, 1988; Liuet al, 1989) und ermdglicht so die
Bindung des exportspezifischen Chaperons SecB (s.1.1.3.), welches das Praeer
ungefalteten exportkompatiblen Konformation halt. Noch wéahrend oder kurz nach de
Transport Uber die Membran (Translokation) wird das Signalpeptid von fispezn
Enzymen (Signalpeptidasen) abgespalten.

Verschiedene Signalpeptide weisen trotz gleicher Funktion keine Akelten in ihrer
Aminosauresequenz auf, jedoch ist ein gemeinsames Bauprinzip zu erkeXeen.
Signalpeptide lassen sich in drei Bereiche unterteilen (von Héigéh; von Heijne, 1990),
die als n-, h- und c-Region bezeichnet werden (s. Abb. 1). Die N-terrdakalisierte
n-Region weist eine positive Nettoladung auf. Aufgrund dieser positiaeilnirlg kann die
n-Region mit den sauren Phospholipiden der Cytoplasmamembran und mit d&Rr8tein
des Exportapparates wechselwirken. Weiterhin sorgt die positive Ladfiig dass das
Signalpeptid in der richtigen Orientierung in die Membran insetied zwar so, dass die
positive n-Region auf der cytoplasmatischen Seite verbleibt (Kusteral, 1991; van
Klompenburget al, 1997). An die n-Region schlief3t sich ein als h-Region bezeichneter
hydrophober Bereich an. Fir die h-Region wurde die Sekundarstruktur eeiHetix
vorhergesagt, und es konnte nachgewiesen werden, dass dieser Berei@n spont
Membranen inserieren kann (Brigg$ al, 1986). Nach der ,Helical-Hairpin“-Hypothese
bildet die h-Region zur Initiation der Translokation eine haarnadelg@r8chlaufe aus und
inseriert so in die innere Halfte der Lipiddoppelschicht, um sichhéie8end zu entfalten.
Nach Abschluss der Initiation durchspannt dann das gesamte Signalpeptidedibran
vollstandig (Nouwenret al, 1998). An der Initiation der Translokation ist au3erdem das
SecA-Protein beteiligt, das an das Signalpeptid und den reifend@giNMorlauferproteins
bindet und zusammen mit diesem in die Membran inseriert (s. .1.4.pdlies c-Region
enthalt die Erkennungssequenz fur die Signalpeptidase, die das Sigdatyzegtti erfolgter
Translokation vom Vorlauferprotein abtrennt. Dieser Vorgang wird afszeBsierung
bezeichnet. In generellen Signalpeptiden (Typ I) befindet sich didsatingssequenz an
Position -3 und -1 relativ zur Spaltstelle (von Heijne & Abrahmsen, 11288] & Kendall,
1994) mit der Konsensussequenz Ala-X-Ala. Signalpeptide von LipoproteingmllTy
enthalten in der c-Region dagegen eine sogenannte Lipoprotein-Box mitodeensus-
sequenz -3 Leu-Ala-Gly-Cys +1 (Hayastial, 1985). Trotz dieser konservierten Regionen
gibt es Unterschiede zwischen Signalpeptiden von Exportproteinen Graimeposnd
Gram-negativer Bakterien. Bei Gram-positiven Bakterien sind dié¢ Regionen deutlich
langer, wobei die durchschnittliche Lange des gesamten Signalpept@s0 Aminosauren
(AS) betragt. Signalpeptide von Exportproteinen Gram-negativer Baktesind im
Durchschnitt nur 24 AS lang. Zusatzlich besitzt die n-Region bei @asitiven Bakterien
haufig eine hohere Anzahl der positiv geladenen Reste Lysin und AfgmmHeijne &
Abrahmsen, 1989). Viele sekretorische Proteine Gram-positiver Baktevie zum Beispiel
die Serinprotease Subtilisin ,Carlsberg” aBacillus licheniformis werden als sogenannte
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Praproproteine synthetisiert und besitzen zusatzlich zwischen |ggtidl und reifem Teil

einen als Propeptid bezeichneten Bereich (s. Abb. 1). Das Propeptid sbrgtensSekretion
fur die richtige Faltung des Enzyms (intramolekulares ChaperaynBat al, 1996) und

wirkt auBRerdem als kompetitiver Inhibitor, um eine verfriihte cytodwigtroteaseaktivitat zu
verhindern (Kessler & Safrin, 1994). Das Propeptid wird nach erfolgtarsiokation tber
die Membran autokatalytisch abgespalten.

positiv hydrophob polar ¢

n-Region h-Region

MMRKKSFWLGMLTAFMLVFTMAFSDSA SAAQPAKNVEK.... AQTVPY.
+++

Signalpeptid Propeptid ... reifer Teill

Abb. 1: Die Organisation einer Signalsequenz mit Propeptid ist am Beidps Subtilisin
.Carlsberg® (Swiss Prot. Datenbank) aus dem Gram-positiven BaktdB. licheniformis
schematisch dargestellt. Die Spaltstelle der Signalpeptidase ist cweolPéeil markiert.

Fur die Faltung und Aktivierung des Subtilisins wird folgendes Modelemgmen. Das
Propeptid katalysiert die Faltung Uber ein zunachst teilgefaltatermediat zu einem nativ
gefalteten aber nicht prozessierten Pro-Subitilisin. Anschliel3epidtetfe Autoprozessierung
durch die katalytische Triade, die aus den Aminosauren Asp32, His63 und Saubflsin
.Carlsberg®) gebildet wird. Hierbei entsteht ein relativ de&xbKomplex aus abgespaltenem
Propeptid und reifem Subtilisin. Uber Wechselwirkungen des jetanfrearboxyterminalen
(C-terminalen) Endes des Propeptids mit dem katalytischen ZedearBubtilisins wird die
proteolytische Aktivitat des reifen Subtilisins weiter gehenrut. Aktivierung muss sich das
katalytische Zentrum aus dieser Hemmung l6sen, damit das PropegtticRkch
proteolytisch abgebaut werden kann. Die Freisetzung des katalytigehénims des ersten
Subtilisin-Molekuls aus der Hemmung durch das Propeptid stellt dabgiedehwindigkeits-
bestimmenden Schritt des gesamten Reifungsprozesses dar. DeptiBatpau zur
Aktivierung weiterer Subtilisin-Molekile kann anschlieRend mit H#ehon aktivierter
Subtilisin-Molektle in trans erfolgen. Dieser Mechanismus sorgt flur eine schnelle
exponentielle Aktivierung aller weiteredubtilisin-Molekule (Shindet al, 1993; Yabutaet
al., 2001, 2002).
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1.2. Der Proteinexport Uber den Sec-Weg

Die meisten sekretorischen Proteine werden Uber den sogenanntere@eodddrtiert. Der
Mechanismus und die an diesem Export beteiligten Komponenten sind an inesGram-
negativen Bakteriunk. coli untersucht (Driessen, 1994; Driessgral, 1998; Pugsley, 1993;
den Blaauwen & Driessen, 1996). Der Translokationsapparat besteht aus den
membranintegralen Proteinen SecY, SecE, SecG, SecD, SecF,unNdj§idC und dem
sowohl cytoplasmatisch als auch membranassoziiert und membramiritegrkommenden
SecA-Protein. Bei dem Gram-positiven BakteriBmsubtiliskonnten homologe Proteine zu
den meisten inE. coli an der Proteintranslokation beteiligten Komponenten identifiziert
werden (Nakamurat al, 1990; Overhofet al, 1991; Sadaiet al, 1991; Jeongt al, 1993;
Murakamiet al, 2002; Ogurcet al, 1995; Ogurcet al, 1996; van Welyet al, 1999). Es ist
daher anzunehmen, dass der generelle Proteinexportweg zwischen bahtemeBklassen
hoch konserviert ist. Trotz der vorhandenen Ahnlichkeiten sind jedoch auchiksigiaif
Unterschiede zu beobachten. Der Aufbau und die Funktionsweise des Expotésppana
Gram-positiven Bakterien (s. Abb. 2) im Vergleich zu Gram-negativakieBen soll im
Folgenden genau beschrieben werden (van \atedy, 2001).

1.3. Das ,Targeting” der Proteine

Fur den Export bestimmte Proteine werden mit einem N-termirgtgralpeptid synthetisiert
(s.1.1.1.) und durch spezifische Proteine in einer entfalteten, transporteotepe
Konformation gehalten. I&. coli wurden hierfir zwei unterschiedliche Systeme identifiziert.
Die Aufgabe wird entweder von dem exportspezifischen Chaperon SecBltataativ von
dem bakteriellen Signalerkennungspartikel (b-SRP) tibernommen (Mdtiiér 2001).

Das SecB-Protein verhindert die Faltung des Vorlauferproteins, iedeam den reifen Teil
bindet und anschlieBend den Vorlaufer zum Tanslokator geleitet (Kumamoto, 1990;
Kumamoto & Francetic, 1993). Bd. subtilis konnte auch nach Kenntnis der gesamten
genomischen Sequenz kein Homolog deéscoli SecB-Proteins identifiziert werden.
Screening eineB. subtilis Genbank nach einem Gen, das Hiecoli secA1(ts) Mutation
komplementieren kann, fihrte zur Identifizierung des Gzag\ (Muller et al, 1992). Das
CsaA-Protein verhindert i. coli secA1(ts) die Akkumulation von Vorlauferproteinen im
Cytoplasma bei nicht permissiver Temperatur. Da es mit unggfaltvorlauferproteinen
wechselwirkt und analog zu SecB an das SecA-Protein (s.1.1.4.) bindet, l@nrdaks
exportspezifisches ChaperonBnsubtilisfungieren (Mulleret al, 2000a,b).

Das b-SRP ist homolog zum eukaryontischen SRP (Signal-RecognititaicieRMiller et al,
1994). Bei Eukaryonten ist das SRP, das aus 6 Proteinuntereinheiten @) $IRd der

4



I. Einleitung

7S RNA besteht, am kotranslationalen Transport von Proteinen in das Endudelsen
Retikulum (ER) beteiligt (Walter & Blobel, 1982; Bernstesh al., 1989; R6misclet al,
1990). Das SRP bindet noch wahrend der Proteinbiosynthese an das Signalpkpggteitet
den Komplex aus Vorlaufer und Ribosom (RNGbdsome_Niscent Chain @mplex) zum
SRP-Rezeptor in der ER-Membran. Nachdem die Signalsequenz in afslokations-
maschinerie inseriert ist, I6st sich das SRP vom Signalpeptid sridildasom translatiert das
Protein direkt in das ER-Lumen (Nunnari & Walter, 1992; Rapoport, 1992).

Extrazellulédrer
Raum

Zellwand

Plasma-
membran

Cytosol

D)
o@

\Signalpeptid
reifes
Protein

Abb. 2: Schematische Darstellung des Proteinexportapparate3. \subtilis

Die am Ribosom synthetisierten Vorlauferproteine werden aufgrund Bigmalsequenz
wahrscheinlich vom b-SRP/Srb-System erkannt, in den Translokator chfeyest und tUber
die Membran transloziert. Der Translokator besteht aus dem diefegielen SecA-Protein
und den membranintegralen Proteinen SecY, SecE, SecG, YidC, YajC oD&.S¢ach
erfolgter Translokation wird das Signalpeptid durch spezifische Bepiadasen (SPasen)
abgetrennt und das Protein vom Translokator freigesetzt. Das woplasmatische PrsA
hilft vermutlich bei der Faltung der exportierten Proteine (verandert nach Freudl|, 1998)

Das bakterielle SRP ist weniger komplex aufgebaut. Das b-SRE.vouli besteht aus dem

als ,Fifty-Four-Homologue*“ bezeichneten Ffh-Protein und einer 4,5S RNAainolog zum
eukaryontischen SRP54-Protein bzw. der 7S RNA sind. Analog zum eukaryomtische
SRP-Weg bindet das b-SRP an naszierende Proteine und leitet deiKdriNdBXx zum
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membrangebundenen Rezeptor FtsY, der homologuZuntereinheit des eukaryontischen
SRP-Rezeptors ist (RoOmisat al, 1989; Poritzet al, 1990). Das Vorlauferprotein wird
schlie3lich an den Translokator Ubergeben. Zum SRP-Weg wurden homologe Kotapone
in B. subtilisgefunden. Wie bek. coli besteht das b-SRP vdh subtilisaus einem Ffh-
Protein und einer kurzen RNA, der sc-RNAn@l cytoplasmic RNA). Das Srb-Protein von
B. subtilisist homolog zur eukaryontischermUntereinheit des SRP-Rezeptors und zum FtsY-
Protein vonE. coli (Nakamuraet al, 1992; Hondaet al, 1993; Ogureet al, 1995; Oguraet

al., 1996). Darlber hinaus wurde eine weitere Komponente des b-SHP subtilis
identifiziert, das essentielle, Histon-ahnliche HBsu-Protein, veslan die Alu-Doméane der
sc-RNA bindet (Nakamurat al, 1999).

In E. coliwerden die meisten sekretorischen Proteine und Proteine der dufsendmald Gber
den SecB-Weg posttranslational an den Translokator geleitet, walivendlen b-SRP-Weg
hauptséachlich integrale Proteine der Cytoplasmamembran transioeieten (Seluanov &
Bibi, 1997; Ulbrandtet al, 1997). Das b-SRP erkennt spezifisch langere Signalpeptide mit
einer gréReren Anzahl hydrophober AS und Transmembransequenzen im reifelesTe
Proteins (Lee & Bernstein, 2001). Die Bindung an weniger hydrophobe Sighdéevird
wahrscheinlich durch ein Ribosom-assoziiertes Chaperon, den Triggerfak), verhindert
(Becket al, 2000). InB. subtilisscheint das Ffh-Protein dagegen als genereller ,Targeting“-
Faktor zu fungieren. Die langeren Signalpeptide Gram-positiver Baktdeglnstigen
vermutlich das Einschleusen der am Ribosom entstehenden Vorlauferproteine Uber den
b-SRP-Weg. Die Beteiligung des CsaA-Proteins oder weiterdr moloekannter Proteine an
der Aufrechterhaltung der transportkompetenten Konformation ist denkbdt. Edli konnte
aulBerdem gezeigt werden, dass auch unspezifisch wirkende Chaperortie wie den
Hitzeschockproteinen zahlenden DnaK- und DnaJ- und die GroEL/ES-Proteindera
Aufrechterhaltung der transportkompetenten Konformation beteiligt sinid @val, 1992).

Fir das GroEL-Protein wurden sogar Wechselwirkungen mit dem SextéwP
nachgewiesen (Bochkarevaet al, 1998), so dass dieses vielleicht analog zum SecB
Vorlauferproteine zum Tanslokator leiten kann. Es ware daher moglish,adeh in Gram-
positiven Bakterien die generellen Chaperonsysteme an der Aufredhieg einer
entfalteten Konformation von zu exportierenden Proteinen beteiligt sind.

1.4.Das SecA-Protein

Das essentielle SecA-Protein ist die zentrale Komponenterdasldkationsapparates. Seine
Aufgabe ist es, das Vorlauferprotein in den Translokator einzuschl@ugé@tion) und den
Vorgang der Translokation voranzutreiben. Mit seiner Fahigkeit, ATBizden und zu
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hydrolysieren ist es die energieliefernde Komponente der Protestukation (Mitchell &
Oliver, 1993; den Blaauwen & Driessen, 1996; Economou, 1998, 2000).

SecA kommt in der Zelle sowohl in cytosolischer, membranasseziieter auch
membranintegraler Form vor (Economou & Wickner, 1994; Ramamurthy & Qhg97).
Bisher wurde angenommen, dass das SecA-Protein in der Zell@liless Dimer vorliegt
und auch wahrend der Translokation als Dimer fungiert. Neuere Datemdasagr darauf hin,
dass das Homodimer sich im Gleichgewicht mit der monomeren Fdinmdéteund dass
beide Formen fiir die Proteintranslokation wichtig sind€tal, 2002; Benacket al., 2003).
Das SecA-Protein besitzt zwei ATP-Bindungsstellen, die Nitaintokalisierte hochaffine
NBS-I (NBS: ,Nucleotide Binding Site”) und die weiter C-temal befindliche, niederaffine
NBS-Il. Beide Bindungsstellen weisen die fir ATP-Bindungsstelignst¢he Konsensus-
sequenz (Walker-Motiv) auf (Walket al, 1982). ATP-Bindung und Hydrolyse an NBS-I ist
direkt fur die Translokation des Vorlauferproteins verantwortlich, wihrder NBS-II
regulatorische Funktionen zugeschrieben werden. Um eine permanentdydiidtyse durch
das SecA-Protein zu verhindern, wird die intrinsische ATPase-Aktiviturch zwei
unabhangige regulatorische Elemente, den C-terminalen IRRraufholecular_Rgulator of
ATP Hydrolysis) und den in der NBS-ll Region lokalisierten IRA4iéguliert.
Intramolekulare Wechselwirkungen von IRA-I und IRA-II mit der NBS«rmindern
wahrscheinlich die ATPase-Aktivtat von cytosolischem SecA. Diéseamung wird erst
aufgehoben, wenn das SecA-Protein Wechselwirkungen mit dem Vorlauéamprden
sauren Phospholipiden der Cytoplasmamembran und den integralen Bestandésle
Translokators (SecY, SecE, SecG; s. 1.1.5.) eingeht. Das Zusammens$pieWalchsel-
wirkungen fuhrt dann zum Ablosen beider IRA-Elemente von der NBS-I, wozaes
deutliche Erhdhung der ATPase-Aktivitat zur sogenannten TranslokatioRas&TAktivitat
resultiert (Karamanoet al, 1999; Nakatogawat al, 2000; Matsumotet al, 2000; Baudet
al., 2002; Chowet al, 2002).

Die Bindung von ADP oder ATP an NBS-I hat entgegengesetzte Auswgen auf die
Konformation des SecA-Proteins. Ist ADP gebunden, so nimmt das Seté\rPeine
kompakte Konformation ein. Wird ADP durch ATP ersetzt, so andert sicKahformation
des SecA-Proteins zu einer ausladenden, offenen Struktur, was digoftnsEs SecA-
Proteins zusammen mit dem gebundenen Vorlauferprotein in die Membrdfolger hat
(s. Abb. 3). Bei diesem Vorgang werden etwa 20-30 AS Uber die Membrssioniart.
AnschlieRende  ATP-Hydrolyse filhrt zur Ubergabe des Vorlaufers an den
Translokationskanal (SecYEG, s. I1.1.5.) und zur Deinsertion von SecA ausddrdh (den
Blaauwenet al, 1996). Das jetzt peripher an die Membran angelagerte SecA kanmeuh er
an das Vorlauferprotein binden, was die Translokation von weiteren 20-30wAh&tb®urch
wiederholte ATP-getriebene Insertions- und Deinsertionszyklen wisd\alauferprotein
durch den Membrankanal geschleust (Nahnadel-Modell; Manting & Dnie2660). Fir eine
effiziente Translokation ist auRerdem das Membranpotenfidh® notig, welches nach
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Initiation der Translokation diese weiter vorantreiben kann (Schiebell, 1991). Das
Membranpotential verhindert zudem ein Zurlckrutschen des teilweiseslozaerten
Vorlaufers und sorgt somit fur eine unidirektionale Translokation (Driessen, 1992).

@

ADP
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Abb. 3: Katalytischer Zyklus des SecA-Proteins. 1) Der Austausch von gdgen ATP an
der NBS-I des SecA-Proteins bewirkt eine Konformationsdnderung et=%s-FSoteins von
einer kompakten zu einer ausladenden, offenen Konformation. Als Folge dessgrt das
SecA mit dem gebundenen Vorlauferprotein in die Membran, wobei 20-30 Amireasdber
die Membran transloziert werden. 2) ATP-Hydrolyse an NBS-I li¢vdie Ubergabe des
Vorlauferproteins an den SecYEG-Komplex und den Konformationswechseb&es-
Proteins zurtick zu seiner kompakten Konformation, was die DeinsertioBedésaus der
Membran zur Folge hat. Das membrangebundene SecA kann nun durch cytos@ische
ersetzt werden, wobei dieser Schritt die Hydrolyse eines nerit&TP-Molekils erfordert.
3) Durch erneutes Binden des SecA-Proteins an das zum Teil translozorlauferprotein
werden weitere 20 bis 30 Aminosauren Uber die Membran geschleustid@eraach van
Wely et al,, 2001).

Erst kdrzlich ist es gelungen, die Kristallstruktur der Secdtdtne vorB. subtilis(s. Abb. 4)
und vonMycobakterium tuberculosis l6slicher freier Form oder mit gebundenem ADP zu
bestimmen (Hunet al, 2002; Sharmat al, 2003). Aufgrund deB. subtilis Strukturdaten
und friherer biochemischer Ergebnisse wurde das SecA-Protein im dietiionelle
Doménen unterteilt. Die Nukleotidbindungsdomanen NBF-1 und NBFcl@btide_Bnding
Fold) enthalten die hochaffine NBS-I bzw. die niederaffine NBS-II ungereAhnlichkeiten
zu den Tandem-Motordomanen von ATP-abhéngigen Helikasen der Superfaomilie!|l.
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Die Préaproteinbindestelle, die aufgrund von ,Crosslinking“-Experimenten von
Vorlauferproteinen und SecA ermittelt wurde, ist in den Subdomé&nen RPBXDd
PPXD(C) (N- und C-Terminus derd2Rotein X-linking Domain) lokalisiert.

Zn* -Bindedomane

v

‘ — periplasmatisch exponierte Region

NBF-I NBF-II HSD HWD CTL
erste PPXD(C) zweite a-helikale o-helikale carboxy-
Nukleotid- Pre-Protein- Nukleotid-  Stiitz-  Fliigel- terminaler
bindungs-  Crosslinking- bindungs- domane domane  Linker
domane Domane domane

Abb. 4: Die Kristallstruktur eines SecA-Protomers ®nsubtilismit gebundenem Mg-ADP.
Die unterschiedlichen Farben kennzeichnen die sieben unterschiedlichemdenoiénen.

Der Balken unterhalb der Kristallstruktur zeigt die Lage detditdomé&nen in der linearen
Sequenz von SecA (verandert nach Hairdl, 2002).

Der 30 kDa grof3e C-terminale Bereich des SecA-Proteins bidatazhelikale Doméanen
aus. Die erste als HSDa+{Helical Saffold Domain) bezeichnete Doméne geht
Wechselwirkungen mit den Domanen NBF-I, NBF-1I, PPXD(N) und PPX[2(6 und sorgt
so fur die Aufrechterhaltung der Gesamtstruktur des SecA-Pro&imgst wahrscheinlich
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auch an der Dimerbildung beteiligt. Die zweaitdhelikale Domane ist in die HSD eingebettet
und wird als HWD bezeichneti{Helical Wing Domain). Die HS- und HW-Doméne des
SecA-Proteins inserieren wahrscheinlich wéahrend der TranslokatidaninTranslokations-
kanal. Ganz am C-terminalen Ende dBs subtilis SecA-Proteins befindet sich eine
Zn**-Bindedoméne. Dieser Bereich ist tigicoli fir die SecB-Bindung verantwortlich. Da
B. subtilis wie erwéahnt kein SecB-homologes Protein besitzt, ist es enstaudass das
B. subtilisSecA trotzdem das konservierte SecB-Bindemotiv aufweist.

Weil ADP-Bindung sowohl im SecA-Monomer als auch im Dimer keimgnifikante
Strukturverdnderung zu bewirken scheint, wurde ein zum ,Nahnadel-Modtdthativer
Mechanismus postuliert. Nach diesem sitzt das SecA-Dimegingt eigenen porenférmigen
Struktur auf der membranintegralen Translokationspore auf und schleush durc
intramolekulare Verschiebung der sogenannten SecA-Motordoméne (bestelemniem
beiden NBF-Domanen pro Monomer ) relativ zur SecA-Translokationsdonbéseeljend
aus den PPX-Domanen und dem 30 kDa grof3en C-terminalen Abschnitt pro Modamer)
Vorlauferprotein durch die Translokationspore (s. Abb. 5).

Abb. 5:

Das SecAProtein als molekular
Motor (Sharmaet al, 2003).

a) Das SecArotomer mit an d
Motordomane  gebundenem DR
(bestehend aus NBS-I und NBIS-
dunkelblau) oder b) mit gebunder
ATP. Die Bindung von ATP bewir
eine relative Verschiebung der N /domane
zueinander. Diese Bewegung wird (
die lange a-Helix a25 (rote bzw
hellblaue Ro6hre) auf die zwep-
Strange Uberagen, die an der Bindu
des Vorlauferproteins beteiligt sii
Die [(-Strange werden bei ATH b
Bindung nach auf3en verschoben

und bei ATPHydrolyse wieder auf ih
urspriingiche Position zuriickgezog
(a). Bei ATPHydrolyse wird da
Vorlauferprotein dech den postulierte
Kanal des SecARroteins (weil3¢
Rohrstiick) geschoben, der auf ¢
eigentlichen Translokatiokanal sitzi
Auf diese Weise kann dur
wiederholtes Verschieben derf3-
Strange das Vorlaufgrotein dber di
Membran geschleust werden.

Translokations-

/doméne

Translokations-

A/dom.‘:ine
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Die ATP-Bindung an der NBS-I bewirkt eine geringe VerschiebungNB3-1 zur NBS-II

(s. Abb. 5). Die NBS-II ist Uber eine Reihe von kurzen Strukturelementiéneimer

50 Aminoséauren langen-Helix (a25) verbunden, die wiederum Uber Wasserstoffbriicken
mit zwei 3-Strangen der postulierten Praproteinbindestelle verkntipft ist-Bielix fungiert

als Verbindungsstick zwischen Motor- und Translokationsdoméne und wirkt iwie e
Hebelarm. Die aufgrund der ATP-Bindung geringe relative Verschietheiger NBS
zueinander wird mittels diesarHelix in eine viel grol3ere relative Verschiebung von Motor-
und Translokationsdomane umgewandelt. Die mitodelelix verknipftenB-Strange werden
ihrerseits nach auf3en bewegt. AnschlieRende ATP-Hydrolyse bewigkiertgegengesetzte
Bewegung voro-Helix und der damit verknipftefi-Strdnge zurtick zum Ausgangsstatus.
Diese Bewegung schiebt das Vorlauferprotein ein Stick weit imdigentrum des Dimers
lokalisierte SecA-Pore, die vermutlich in direkter Verbindung mit membranintegralen
Translokationspore steht. Auf diese Weise kann durch wiederholtes hiéresce der
B-Strange das Vorlauferprotein Gber die Membran geschleust werden.

1.5. Die Proteine SecY, SecE und SecG

SecY, SeckE und SecG bilden die hydrophile Pore, durch welche die fiur gent E
bestimmten Proteine Uber die Membran geschleust werden (Bruetdalgel 990; Akimaruet

al., 1991; Mantinget al, 2000). Das SecY-Protein ist iB. coli und B. subtilis Uber

10 Transmembransegmente (TMS) in der Cytoplasmamembran veranksrtseDa viel
kleinere SecE-Protein besitzt ih coli drei und inB. subtilisnur ein TMS. SecY und SecE
bilden zusammen den essentiellen Kernkomplex, der Ahnlichkeiten zur eokscihien
Translokationspore Sec6lp im ER aufweist und in der Membran eine ahalighmere
Ringstruktur bildet (Meyeet al, 1999). Bei der Initiation der Translokation bindet das SecA
an den SecY/E-Komplex, um anschlieBend mit dem gebundenen Vorlauferprotdie
Membran zu inserieren (Mantirgg al, 1997, 1999; Snydeet al, 1997; van der Wolkt al,
1998).

Das nicht essentielle SecG isthn coli und inB. subtilismit zwei TMS in der Membran
verankert (Nishiyamaet al, 1993; van Welyet al, 1999). Es sorgt flir eine bessere
Translokationseffizienz, indem es seine Membrantopologie in Abhangigker
SecA-Insertions-Deinsertions-Zyklus umkehrt (Nishiyaghal, 1994, 1996). Es wird
angenommen, dass SecG als eine Art ,Schmiermittel“ der Diaatgdn wirkt, indem es
durch seine an den SecA-Zyklus gekoppelten Topologieinversionen diesen Vorgang
energetisch erleichtert.

Verschiedenste experimentelle Ansatze lieferten unterschiedicgebnisse bezuglich der
Anzahl an SecYEG-Proteinen, die einen aktiven Translokationskomplex bHdewurde

11
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postuliert, dass der aktive Translokationskanal aus einem monomerenerdiotEr sogar
tetrameren SecYEG-Heterotrimer-Komplex besteht (Margingl, 2000; Yahr & Wickner,
2000; Collinsoret al, 2001; Bessonneaat al, 2002; Breytoret al, 2002).

1.6. Die Proteine SecD, SecF, YajC, YidC und PrsA

Die in E. coli einzeln vorliegenden Proteine SecD und SecF mit je 6 TMS siBdsubtilis
Zu einem einzigen SecDF-Protein mit 12 TMS verschmolzen (Badhails 1998). SecD und
SecF sind irk. coli nicht essentiell, doch sind Stamme mit einer Deletion der enksprden
Gene beziglich Proteinexport und Wachstum stark beeintrachtigt dRogli Beckwith,
1994). B. subtilis Zellen ohne SecDF zeigen hauptsachlich unter Uberproduktions-
bedingungen einen stark kéltesensitiven Phanotyp. SecD und SecF (bzWw) BiédEn einen
Komplex mit YajC, einem Membranprotein unbekannter Funktion. Da YajC auch
Wechselwirkungen mit SecYEG eingeht, bildet es mdglicherweiseBawaleglied zwischen
diesen beiden Teilkomplexen der Translokase (Duong & Wickner, 1997a)ebeF& ajC-
Komplex scheint irE. coli eine Aufgabe bei der Regulierung des katalytischen Zyklus von
SecA zu uUbernehmen. Es wird postuliert, dass SecDF-YajC die mantbgaale Form des
SecA-Proteins stabilisiert und so ein ,Zurtickrutschen* bereitsshvaierter Abschnitte des
Vorlauferproteins verhindert (Econometial, 1995; Duong & Wickner, 1997h).

Das essentielle membranintegrale YidC-Protein ist an degratten hydrophober Sequenzen
von Membranproteinen in die Cytoplasmamembran beteiligt (Samueisan 2000). Diese
Integration erfolgt je nach Membranprotein mit Hilfe der Semn$lokase oder Sec-
unabhangig, aber in jedem Fall unter YidC-Beteiligung (Céieal, 2002a,b). FUE. coli
wurde gezeigt, dass YidC mit dem SecDF-YajC-Komplex wecldelwWNouwen &
Driessen, 2002). Der SecDF-YajC-Komplex vermittelt so eine Weginkeng von YidC mit
dem SecYEG-Komplex. Somit hat die SecDF-YajC-Menge in dele Zegihen direkten
Einfluss auf die YidC-SecYEG-Wechselwirkungen. Die zuvor beobachteigidem SecDF-
YajC-Komplex zugeschriebenen Effekte sind daher moéglicherweiseimairindirekte Folge
verbesserter oder verschlechterter YidC-SecYEG-Wechselwirku(igeck et al, 2001,
Nouwen & Driessen, 2002).

Nach erfolgter Translokation tber die Membran sorgen meist deeEmtungshelfer dafr,
dass die Proteine ihre native Konformation einnehmen kdnnenB Bsubtilis konnte im
Gegensatz zlE. coli nur ein einziger extracytoplasmatischer Faltungshelfer idaatif
werden, das essentielle PrsA-Protein. Das PrsA ist ein Lipaprdees an der Aul3enseite der
Cytoplasmamembran verankert ist. Hier sorgt es wahrscheinlicin, difss die sekretierten
Proteine keine unproduktiven Wechselwirkungen mit der Zellwand eingehen undhse
native Konformation falten kénnen (Wahistroet al, 2003). Bei Uberproduktion von
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a-Amylase und Subtilisin ,,Carlsberg” iB. subtiliswurde gezeigt, dass die Verflugbarkeit des
PrsA-Proteins limitierend fur die Freisetzung der reifen Emzymden Kulturtiberstand ist
(Kontinen & Sarvas, 1993; Vitikaineat al, 2001).

2. Enzym-Produktion mit Gram-positiven Bakterien

Gram-positive Bakterien, vor allem eini@acillus-Arten, werden aufgrund ihrer Fahigkeit,
grof3e Mengen Protein in den Kulturiberstand zu sekretieren seit Iagigeur industriellen
Enzymproduktion eingesetzt. Ein weiterer Vorteil bei der Enzymgawig mit Gram-
positiven Bakterien ist, dass diese im Gegensatz zu GramiregaBakterien keine
zusatzliche aul3ere Zellmembran besitzen. Wahrend bei Gram-nag@tikeerien Uber die
Cytoplasmamembran transportierte Proteine zunéchst in das Reaptgdangen, werden
diese Proteine in Gram-positiven Bakterien sofort in den Kulturliperstekretiert. Zur
sekretorischen Proteingewinnung mit Gram-positiven Bakterien ist &aire Zellaufschluss
notig und eine aufwendige Aufreinigung der Enzyme aus dem komplexensébernmn
cytoplasmatischen und periplasmatischen Proteinen entféllt. Durchré&tediTransport der
Proteine in den Kulturiberstand wird die Entstehung von ,inclusion bodiestaiesie bei
massiver Uberproduktion von Proteinen in Cytoplasma und Periplasma vonn€gatisen
Bakterien findet, vermieden. Eine aufwendige Renaturierung von inaktiven aké&rien
Proteinen ist daher nicht nétig.

Die von denBacillen natirlicherweise sekretierten Enzyme wie Proteasen, Anmylasd
Lipasen dienen dem Bakterium zum Aufschluss komplexer Nahrungsquellentrigidus
werden diese Enzyme in den verschiedensten Bereichen eingesktztlréll Enzymarten
finden als Wasch- und Reinigungsmittelzusatz Verwendung. Proteaseneimgm
Weltmarktanteil von mehr als 65 % aller kommerziell vertriebdfreryme dienen aul3erdem
zur Herstellung von Lebens- und Futtermitteln (Gewinnung von Proteinhyaltehysaus
Casein, Soja, Molke oder sogar Keratin) und zur Produktion von Textil- uderkaren
(Oberflachenveredelung, Biostoning von Jeans; Weichen und Beizen von RoGleperet
al., 2002; Haki & Rakshit, 2003). Amylasen werden von der Lebensmittel-, Pharma
Chemie-, Kosmetik- und Papierindustrie zur Starkehydrolyse und -motifikatngesetzt
und von der Textilindustrie zum Entschlichten von Garnen verwendet (Ni&l€gorchert,
2000). Aufgrund ihrer Regio- und Stereospezifitdt vereinfachen LipaseBSytighese von
Biopolymeren und chiralen Verbindungen. Letztere werden zur Herstellmg
Therapeutika, Agrochemikalien und Aromen benétigt (Schmidt-Dannert, 1996r &ag
Eggert, 2002). Lipasen werden weiterhin in der Papierindustrie (AbtrervmmdHarzen,
Abbau von 6lhaltigen Druckfarben beim Altpapierrecycling), der Teutid Lederindustrie
(Reinigung von Rohbaumwolle; Entfernung von subkutanem Fett) und in der
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Lebensmittelindustrie eingesetzt (Hydrolyse von Milchfett bei Késeherstellung oder
Herstellung von Spezialfetten wie Kakaobutteraustauschstoff).

Die von der Industrie zur Enzymproduktion eingesetBatillusStamme zeichnen sich
durch besonders hohe Sekretionsleistungen aus. Da diese Stamme Ubdrolieedgklen
ungerichteter Mutagenese und anschlieRendem Screening auf hohe Enzyteausttialten
wurden, ist die Ursache der erhdhten Sekretionsleistung zumeist unbekbnntie
Proteinsekretion bei Gram-positiven Bakterien gezielt verbessekdrmen, ist eine genaue
Kenntnis der bei der Proteinsekretion stattfindenden Vorgange nétigeldamaur gezielten
Verbesserung konnten auch Uber eine Genom-Analyse der industriellen Rnosktkinme
und einen anschlieenden Sequenzvergleich mit den entsprechenden WildyyptafwWhen
erhalten werden. Wahrend das Genom Bosubtilisvollstandig sequenziert vorliegt (Kunst
et al, 1997), sind die Genome von anderen zur Enzymproduktion eingesBtélus
Gattungen wieB. licheniformisund B. amyloliquefaciensioch nicht entschlisselt. Es gibt
jedoch bereits Bestrebungen der Industrie (Novozym, Denmark) bzw. Kaoperatvon
Industrie und Forschung (z. B. Kompetenznetzwerk "GenoMik Netzwerk Geittipgdie
Genome zu sequenzieren und eine vergleichende Analyse indusBesidusStamme mit
den entsprechenden Wt-Stdmmen durchzufuhren. Es bleibt abzuwarten, ob Vagemen
Sekretionsapparat selbst oder das Zusammenspiel einer Vielzargrakdgationen zu den
hohen Enzymausbeuten filhren. Beispielsweise koénnten auch Mutationen in Genen der
Proteinbiosynthese zu einer gesteigerten Synthese von Vorlauferproteid somit zu einer
erhdhten Sekretion des entsprechenden Proteins fuhren.

3. DersecAGenlocus vonB. licheniformis enthalt sowohl ein Gen der Proteinsekretion
als auch eines der Proteinbiosynthese

Da dersecAGenlocus vorB. licheniformissowohl ein Gen der Proteinsekretion als auch
eines der Proteinbiosynthese enthélt, ist dieser Genlocus ein gaent fir Mutationen,
die zu einer verbesserten Ausbeute von sekretorischen Proteinen fihrem kDentsecA
Genlocus vonB. licheniformisist in gleicher Weise wie der voB. subtilis organisiert

(s. Abb. 6) und soll im Folgenden néher beschrieben werden. sBasGen liegt im
Chromosom zwischen dewrf189 und demprfB-Gen (SubtiList-Datenbank; Hintz, 1999).
Das Genprodukt des stromaufwérts veeeAGen gelegenearf189ist wahrscheinlich an der
Regulation vono>*-abhangigen Promotoren beteiligt (Merrick & Coppard, 1989), wahrend
das stromabwarts lokalisiertgfB-Gen fur den ,Release“-Faktor 2 (RF2) kodiert, der nach
vollsténdiger Proteinbiosynthese fir das Ablésen des neu synthetisiertéeins vom
Ribosom sorgt (s. 1.4.). IB. subtilissind die GensecAund prfB in einem Operon lokalisiert
und werden als ein zusammenhangendes Transkript von einem vorseeikGen
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befindlichenc”-abhéngigen Promotor transkribiert (Herbort, 1996; Herepel, 1999). Im
intergenen Bereich vomsecA und prfB von B. licheniformis sind keine Promotor- oder
Terminatorstrukturen zu erkennen, was darauf hindeutet, dass beide Gédneinauc
B. licheniformisin einem Operon lokalisiert sind, so dass ein zusammenhdngendes mRNA-
Transkript beider Gene synthetisiert wird (Hintz, 1999). \Bnsubtilis und E. coli ist
bekannt, dass dgsfB-Gen autoreguliert wird (Donly & Tate, 1991; Herbettal, 1999). Zur
Autoregulation befindet sich kurz hinter dem Start-Codon ein Stop-Codon feneaf
Leserahmen. Bei ausreichender RF2-Konzentration in der Zelle wirdieser Stelle die
Translation beendet und die zu kurze Aminosaurekette vom Ribosom fteig€seringe
RF2-Konzentrationen in der Zelle erlauben dagegen keine Freisetanmugns fuhren zu
einer Translokation des Ribosoms um eine Base (,+1 frameshdtass die Translation im
korrekten Leserahmen vgnfB fortgesetzt und das vollstandige Protein synthetisiert werden
kann (Farabaugh, 1996). Auch b8i. licheniformis ist von einer Autoregulation der
Translation auszugehen, da der Leserahmenpd8sGens vonB. licheniformisnach dem

24. Codon durch ein UGA Stop-Codon unterbrochen wird.

orf189 ? sec/ priB

561 Bp 2526 Bp 1102 Bp

Abb. 6: Schematische Darstellung desecAGenlocus von B. licheniformis mit den
postulierten Promotor~ und Terminator-Q Bereichen. DassecAGen bildet mit dem
stromabwarts lokalisiertgorfB-Gen ein Operon.

Die SecA-Proteine voB. subtilisund B. licheniformisbestehen aus 841 Aminosauren und
weisen zueinander eine Identitat von 91% auf (Hintz, 1999). Die Expreadssd subtilis
secAGens ist zeitlich reguliert und erreicht ihr Maximum mit dem Eizse der
Proteinsekretion exakt beim Ubergang des exponentiellen Wachstuliessitationare Phase
(definiert als Zeitpunkty) und sinkt danach wieder auf ein niedriges Niveau ab. Die grofite
Menge an SecA-Protein liegt also genau zu Beginn der hohen Prhitetisesaktivitat und
nicht wahrend der eigentlichen Sekretionsphase vor (Heébaat, 1999). Zusammen mit
dem Befund, dass SedAberproduktion irB. subtiliszu einer erhdhten Menge an sekretierter
Levansucrase fuhrt (Leloupt al, 1999), deuten diese Daten darauf hin, dass das SecA
maoglicherweise zusatzlich zu seiner Funktion als energielieferddemponente als
exportspezifisches Chaperon fungiert. Nach diesem Modell wirde dsolech
vorliegende SecA die zum Zeitpunki in groRBer Menge synthetisierten sekretorischen
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Vorlauferproteine binden und in einer entfalteten und somit exportkompetéoméormation
halten. Da durch Uberproduktion von SecA vor allem die Menge an cytosatisBeeA
erhoht wird, konnte so der bei Uberproduktion von sekretorischen Proteinen eredaré B
an Chaperonen gedeckt werden. Die Sekretionsleistung eines Stammesdeinnach durch
Mutationen, die eine Erhéhung der SecA-Proteinmenge zur Folge haben, verbessert werden.
Bei der Gewinnung von heterologen Proteinen stellt zusatzlich digzieefe Initiation der
Translokation einen Engpass wahrend des Sekretionsvorgangs dar, whitelielogen
Proteine nicht optimal an den Translokationsapparat des Wirtsbakteangapasst sind. Die
Initiation der Translokation erfordert die Ausbildung eines mindestaneren funktionellen
Komplexes aus SecA, SecY und dem Vorlauferprotein (Tippe, 2001). Datreesvdenkbar,
dassBacillusStamme, die besonders groRe Mengen eines heterologen Proteingreekret
kdnnen, Aminosaurenaustausche im SecA bzw. SecY tragen, welche diséMadkungen
zwischen SecA bzw. SecY und dem heterologen Vorlauferprotein optimieik so wieder
eine effiziente Initiation der Translokation ermdéglichen.

Neben einer verbesserten Translokation konnte auch eine effiziemggaBiosynthese und
somit eine gesteigerte Synthese von Vorlauferproteinen fir diePtoeiuktionsstammen
verbesserte Sekretionsleistung verantwortlich sein.df@sGen kodiert wie bereits erwahnt
fur den RF2, der nach vollstandigd?roteinbiosynthese fir das Ablésen des neu
synthetisierten Proteins vom Ribosom sorgt. Auch eine verbessertein@ton der
Translation kénnte zu einer beschleunigten Proteinbiosynthese beittagedie Funktion
des RF2 in der Termination der Proteinbiosynthese naher zu beschrelben, Folgenden
zunachst ein Uberblick tber die bakterielle Proteinbiosynthese gegetiéem Anschluss die
Funktion des RF2 detaillierter beschrieben werden.

4. Die Rolle von ,Release“-Faktoren der Klasse 1 bei der bakteriellen
Proteinbiosynthese

4.1. Die bakterielle Proteinbiosynthese - ein Uberblick

Bei der Proteinbiosynthese Ubersetzt das Ribosom die mRNA-Informatieine definierte
Aminosaurenabfolge (Translation; Ramakrishnan, 2002). Die Aminosauremggelaurch
tRNA-Moleklle als aktivierte Aminoacyl-tRNAs zum Ribosom, wolexlg Aminosaure an
ein spezifisches tRNA-Molekil geheftet ist. Die charaktegbie Sekundarstruktur jeder
tRNA ist kleeblattférmig. Das 5’- und 3’-Ende der tRNA sind tibeeri7-Basenpaar-Stamm
miteinander verknipft, wobei das 3’-Ende den Stamm mit der charaktdrest Basenfolge
CCA uberragt. An diesen endstandigen Adenosin-Baustein des sogenanntptoARres
wird die Aminosdure gebunden. Die Nukleotidschleife im gegenlberliegeAda des
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Kleeblatts wird als Anticodon-Arm bezeichnet. Hier sind die drekldbtide lokalisiert
(Anticodon), die mit dem Codon der mRNA wechselwirken, wobei fiir jeds$oC eine
bestimmte tRNA mit dem passenden Anticodon existiert. Das BeldeletRNAs wird durch
eine fur jede tRNA spezifische Aminoacyl-tRNA-Synthetase katatysier

Start- und Endpunkt des zu synthetisierenden Proteins sind durch ein AGC&ion
(selten GUG oder UUG) bzw. durch eines der Stop-Codons UAA, UAG odArfesEgelegt.
Bei der Initiation der Translation entsteht unter Mithilfe von dindiationsfaktoren (IF1-3)
ein Komplex aus den beiden Ribosomen-Untereinheiten (30S und 50S bei Prokayyerte
MRNA und der Initiations-Aminoacyl-tRNA (N-Formylmethionyl-tRN#ei Prokaryonten).
Hierbei wechselwirkt die sogenannte ,Shine-Dalgarno“-Sequenz imichitkodierungs-
bereich der mRNA mit der 16S rRNA der 30S Untereinheit des Ribesanuass ein stabiler
Initiationskomplex entsteht. Am Ribosom sind verschiedene Bindungsstgllerdie
Aminoacyl-tRNAs zu unterscheiden. Die Initiations-Aminoacyl-tRN&findet sich nach der
Initiation in der Peptidylbindestelle (P-Stelle). Das nachfolgehdglett der mRNA liegt
jetzt in der Aminoacylbindestelle (A-Stelle), an die nun die naclAshinoacyl-tRNA mit
dem dazu komplementéren Anticodon binden kann. Die Aminoacyl-tRNAs gelaigen
terndrer Komplex zusammen mit dem G-Protein EF-Tu und GTP inAditelle des
Ribosoms. Eine korrekte Codon-Anticodon-Wechselwirkung I6st eine Konformations-
anderung des Ribosoms aus, was zu einer Stabilisierung der tRNA-Bingwhgzur
Aktivierung der GTPase-Aktivitat des EF-Tu fuhrt. Die GTP-Hydsely ermdglicht
schlie3lich das Ablésen des EF-Tu vom Ribosom. In der nachfolgenden Regigfgrase-
Reaktion, die sehr wahrscheinlich durch die 23S rRNA der 50S Unteredi@seRibosoms
katalysiert wird, wird das N-Formylmethionin von seiner tRNA in @&e6telle auf die
Aminogruppe der neuen Aminosaure in der A-Stelle Ubertragen. In della-Befindet sich
dann die Dipeptidyl-tRNA, wahrend in der P-Stelle das deacyligaladene) tRNA-
Molekul zurtickbleibt.

Nach GTP-Hydrolyse, die von dem Elongationsfaktor EF-G, einem erit&-Protein,
katalysiert wird, wandert das Ribosom nun um ein Codon weiter in Ricbhesd’-Endes der
MRNA. Durch diese Bewegung verschiebt sich das Anticodon der DipefRilid mit dem
daran gebundenen Codon der mRNA von der A-Stelle in die P-Stelle besoRis. Die
entladene t-RNA gelangt ihrerseits von der P-Stelle zur Ee Exit-Stelle), von der aus sie
schlie3lich ins Cytosol freigesetzt wird. Jetzt liegt dastedrCodon der mRNA in der
A-Stelle, wo eine neue Aminoacyl-tRNA gebunden werden kann und der Zydiuseuem
beginnt.

Die Kettenverlangerung setzt sich so lange fort bis ein Stop-CadareamRNA das Ende
des Proteins anzeigt. Die ,Release“-Faktoren RF1 oder RF2s@KBswechselwirken mit
dem Stop-Codon an der ribosomalen A-Stelle und bewirken Uber weitetesgligickungen
mit dem Peptidyltransferase-Zentrum am Ribosom die Hydrolyse Paégtidyl-tRNA-
Bindung und schlief3lich die Freisetzung des fertigen Proteins. RRinétkierbei spezifisch
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die Codons UAG und UAA, wahrend RF2 UGA und UAA erkennt. Der KlasseegRe*-
Faktor RF3 fungiert als GTPase und sorgt nach Proteinfreisetiindaé Ablosen der
Klasse 1 ,Release“-Faktoren vom Ribosom. Im Gegensa&. zwli besitztB. subtiliskein
RF3-Protein, so dass das Ablésen der Klasse 1 ,Release“-Faktereaufiiandere Weise
erfolgen muss. AnschlieRend wird der Komplex aus Ribosom, mRNA und der iStelle
gebundenen deacetylierten tRNA aufgeltst. Diese Dissoziation umiker GTP-Hydrolyse
durch den Ribosomen-Recycling-Faktor (RRF) und den Elongationsfaktor EF-G katalysie

4.2. Release“-Faktoren der Klasse 1: Struktur und Funktion

Alle ,Release“-Faktoren der Klasse 1 von Pro- und Eukaryonten hesitee konservierte
Aminosauremotiv GGQ, von dem gezeigt wurde, dass es fir die Spaltuigptee-Briicke
zwischen Peptidkette und tRNA wichtig ist (Froloea al, 1999). Biochemische Daten
zeigen, dass die GGQ-Region Wechselwirkungen mit dem Peptidigirases-Zentrum am
Ribosom eingeht (Scarletet al, 2003). Weiterhin wurde in RF1 und RF2 ein
Sequenzabschnitt identifiziert, der mit der ribosomalen A-Stekehgelwirkt und die
spezifische Anticodonerkennung vermittelt (kb al, 2000; Nakamura&t al, 2000). Diese
sogenannten Peptid-Anticodons sindBncoli das'®*PAT®® im RF1 und dag®SPE® im
RF2, wobei die erste und dritte Aminosaure fir die richtige Erkennungvdeiten und
dritten Purinbase des Stop-Codons sorgen. Das Prolin des RF1-Anticodaagjiente
spezifisch mit Adenin an der zweiten Stelle des Stop-Codons, wahesid (BF2) mit
Adenin und Guanin wechselwirken kann. Threonin (RF1) interagiert mit AdewirGuanin,
wahrend Phenylalanin (RF2) nur Wechselwirkungen mit Adenin an dernd6tielle des
Stop-Codons eingeht (Nakamura & Ito, 2002).

Abb. 7: Durch Kryo-Elektronenmikroskopie erhaltene Struktur des ribosomal gebundenen
RF2 (verandert nach Klahokt al, 2003). Die Einteilung des RF2 in 4 Doméanen wurde
aufgrund der Kristallstrukturdaten vorgenommen (Domane 1: rot, Doméane 2 onahge,
Doméne 3: gelb). Die elektronenmikroskopischen Daten zeigen, dass D@mdde4 eine
funktionelle Einheit bilden. Diese werden daher als Doméane 2/4 zusamfasstg Das fur

die Stop-Codon-Erkennung wichtige SPF-Motiv. und das die Peptidyltrareferas
stimulierende GGQ-Motiv sind eingezeichnef) Wechselwirkungen von RF2 mit dem
Ribosom. Hierfur wichtige ribosomale Protein- und rRNA-Positionen simgegebenb)
Superposition der RF2 Kristallstruktur (blau) und der Struktur von ribosgetaindenem
RF2 (einzelne Domanen rot, orange und gelb gekennzeichnet, s.0.), dies ndityet
Elektronenmikroskopie erhalten wurde. Doméane 2/4 wurde als Anker zur ghvera
verwendet. Die Pfeile zeigen die Konformationsdnderung an, die waimtgdhéei Bindung

von RF2 an das Ribosom erfolgt. Diese Konformationsanderung ermdaglichtRé#&n
gleichzeitig die ribosomale A-Stelle mit dem SPF-Motiv undRiegtidyltransferase-Zentrum
mit dem GGQ-Motiv zu kontaktieren.
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.Release“-Faktoren stehen mit der Bindung an die ribosomale AeSiel direkter
Konkurrenz zur Bindung durch Aminoacyl-tRNAs (Eggertsson & Soll, 198&tE& Wang,
1991; Ryden & Isaksson, 1984). Beide wechselwirken auf3erdem mit der Rdphidylin

der P-Stelle und aktivieren die Peptidyltransferase-Aktivitdt Bésosoms. ,Release*-
Faktoren der Klasse 1 und Aminoacyl-tRNAs gehen aul3erdem Wechselgen mit den
fur die Termination bzw. die Elongation bendétigten G-Proteinen RF3 bEwWL.UEeIn (S.0.),
die ihrerseits jeweils an die G-Faktorbindestelle der ribosomad&S UE binden. Wahrend
das G-Protein EF-Tu das Anlagern der Aminoacyl-tRNA an das Ribesoraglicht, sorgt
das G-Protein RF3 fir das Abldosen der Klasse 1 ,Release”-Faktoren vom Ribosdr.§s. I.
Aufgrund dieser ahnlichen funktionellen Wechselwirkungen wurde das tRNK-
Modell vorgeschlagen, nach dem RF1 und RF2 das tRNA-Molekdl nicht nur furlktione
sondern auch strukturell nachahmen (Moffat & Tate, 1994; eftoal, 1996). Die
veroffentlichte Kristallstruktur des eukaryontischen eRF1 bestatighachst diese These
(Songet al, 2000). Hiernach entspricht die Doméane 1 des eRF1 der tRNA-Anticodofeschlei
mit dem eukaryontischen Anticodon-Motiv NIKS (SPF-Motiv im RF2). Bkzeptorstamm
der tRNA wird von der Domane 2 nachgeahmt, wobei das 3'CCA-Ende d¢A zR dem

fur die Aktivierung der Peptidyltransferase-Aktivitat wichtigels@-Motiv &quivalent ist.
Das GGQ-Motiv befindet sich an der duRersten Spitze der Domane 2 tugiddra Abstand
von 80 A zum konservierten NIKS Anticodon-Motiv. Die Anticodonschleife und der
Akzeptorstamm der tRNA liegen 75 A auseinander. Vorstellbar détrer, dass der eRF1 an
das Ribosom in einer tRNA ahnlichen Weise bindet, also das GGQ-Mativdem
Peptidyltransferase-Zentrum interagiert und gleichzeitig dasicédon-Motiv Wechsel-
wirkungen mit dem Stop-Codon in der A-Stelle des Ribosoms eingeht.

Die im Jahr 2001 von Vestergaaed al entschllisselte Kristallstruktur dés coli RF2
unterscheidet sich allerdings deutlich von der Struktur des eRF1béfiadet sich das SPF-
Anticodon-Motiv nur in einem 23 A Abstand zum konservierten GGQ-Motiv. Reinge
Abstand macht einen gleichzeitigen Kontakt zum Peptidyltranst&@eseum und zur
A-Bindestelle unmdéglich. Kdrzlich erhaltene Strukturdaten aus verksme® kryo-
elektronenmikroskopischen Untersuchungen (Klaletlal, 2003; Rawaet al, 2003) zeigen
jedoch, dass der RF2 bei der Bindung an das Ribosom seine Konformatioerzoffeineren
Struktur verandert (s. Abb. 7) und so doch mit den postulierten Regionen gleichdas
Peptidyltransferase-Zentrum und die A-Bindestelle kontaktieren kanmvuise folgendes
mechanistische Modell vorgeschlagen: Der RF2 lagert sich Uber relativ schwache
Bindung an die A-Stelle des Ribosoms an und kontrolliert so die emdmteCodons der
MRNA. Gelangt ein Sinn-Codon in die A-Bindestelle, dissoziiert d&t, dhrend ein Stop-
Codon eine Konformationsanderung des RF2 zur Folge hat. Der RF2 nimmbffeine
ausladende Struktur ein, die eine hohe Bindungsaffinitat zum Ribosom t.bd3iéz
Konformationsanderung erhoht aul3erdem den Abstand von SPF- und GGQ-Motiv, so dass
die A-Bindestelle und das Peptidyltransferase-Zentrum jetathgleitig kontaktiert werden
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konnen. So wird die Information Uber das Stop-Codon in der A-Bindestelle an das
Peptidyltransferase-Zentrum weitergeleitet, damit das Rraehlie3lich durch Hydrolyse
von der tRNA freigesetzt werden kann (Raetal, 2003).

5. Zielsetzung der Arbeit

B. licheniformis wird von der Waschmittelindustrie unter anderem zur Gewinnung von
Proteasen des Subtilisin-Typs eingesetzt. Die zur Produktion einges&tamme werden
zumeist Uber wiederholte Zyklen mehrfach ungerichteter Mutagamageanschlie3endem
Screening auf hohe Sekretionsleistung erhalten, weshalb die Ursaighedief guten
Sekretionseigenschaften in der Regel nicht bekannt sind. Anzunehmesssi/jatationen in
Genen der Proteinbiosynthese oder des Proteinexports fir die guteho8s&igenschaften
der Industriestamme verantwortlich sind. Da das SecA-Protein dietrale und
energieliefernde Komponente der Proteintranslokation darstellt, solffegsucht werden, ob
Mutationen imsecAGen fur die hohe Sekretionsleistung des Subtilisin-Produzentenstammes
B. licheniformis,E* mitverantwortlich sein kbnnten. Hierbei ist auch der Promotoitieneon
secAvon Interesse, da Uberexpression \smtAzu einer erhohten Menge an sekretiertem
Protein fihren kann. InmecAGenlocus vorB. licheniformisbefindet sich stromabwarts vom
secA dasprfB-Gen, welches fur den ,Release”-Faktor 2 (RF2) kodiert. Der RF2eisder
Termination der Proteinbiosynthese wichtig und sorgt fir das Ablosen fetéig
synthetisierten Proteine vom Ribosom. Da eine effizientere Tation zu einer insgesamt
verbesserten Proteinbiosynthese fuhren kann, sollte auch untersucht werdeter ob
industrierelevante Stam. licheniformis,E* Mutationen imprfB-Gen tragt, die ebenfalls zu
den hohen Subtilisin-Ausbeuten beitragen konnten.

Bei der industriellen Subtilisin-Produktion erfolgt die ExpressionSigstilisin-Gens zumeist
von einem Plasmid, welches zur Selektion eine Antibiotikaresistesetkadeinhaltet. Die
eigentliche Fermentation wird jedoch ohne Antibiotika im Medium durcingefso dass im
Laufe der Fermentation ein Teil der Zellen das Plasmid vedied so nicht mehr zur
Subtilisin-Produktion beitragen kann. In dieser Arbeit sollte daher wictdrsverden, ob sich
das essentiellsecAGen als alternativer Selektionsmarker zur Subtilisin-Produktioneeig
Bleibt das Plasmid mit desecAGen als Selektionsmarker bis zum Ende der Fermentation
stabil, so kann dies zu einer erh6hten Subtilisin-Ausbeute flihren. Weisallie untersucht
werden, ob die aufgrund der Anwesenheit des Subtilisin-SecA-Plasmhdfite secA
Gendosis zu einer groBeren Menge an SecA-Protein in der Zelle fubithe die
Sekretionsleistung des Produzentenstammes noch zusatzlich erhdhen kann.
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[1. Material und Methoden

1. Bakterienstamme, Plasmide und Oligonukleotide

Tab. 1: Bakterienstamme

Art Stamm Genotyp Referenz
Bacillus DSM13 Wildtyp Smithet al.
licheniformis (1964)
~E" Henkel KGaA
.E" AsecA AsecA diese Arbeit

Bacillus subtilis DB104

NIG1152

Escherichia coli JM109

Tab. 2: Plasmide

a) Plasmide furE. coli

his, nprR2, nprE18)aprA3

Kawamura &

Doi (1984)
met, his, div341 Miyakawa &
Komano
(1981)
mcrA, recAl, endAl, gyrA96, thil, Yanisch-Perron
hsdR17, supE44, relAZ(lac- et al. (1985)
proAB), F'[traD36,proAB),
laqlqzamM15]

Plasmid Resistenz klonierte Gene Referenz

puC18 amp - Vieira & Messing
(1982)

pUCprfBE amp priBg |.E diese Arbeit

pBBRMCS-2 kan - Kovaoht al (1995)

pBBorf189 kan orf1895 | E diese Arbeit

pBBorf189prfB kan orf189prfB'g|.E diese Arbeit

pHSG575 cm
pHSGsecA cm
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b) ,Shuttle“-Plasmide fur E. coli und B. subtilisbzw. B. licheniformis

Plasmid Resistenz klonierte Gene Referenz
pWH1520 amplf. coli) - Rygus und Hillen
tet B. subtilig (1991)
pWMKL1 amp E. coli) sechB s. Klein et al. (1995)
tet B. subtilig
pWMH1 amp E. coli) secAB |. Wit Hintz (1999)
tet B. subtilig
pWMH2 amp E. coli secB |.E diese Arbeit
tet B. subtilig
pCU3 amp E. col) - Meenst al. (1993)
cm (B. subtilig
pCU30mpAkan amp E. coli) OmpAe c. Meenset al. (1993)
(pIM20kan) kan B. subtilig
pCU3- amp €. col) priB’B 1. Wit diese Arbeit
Kontrollvektor cm (B. subtilig
pCU3prfBWt amp E. col priB B |.\Wt diese Arbeit
cm (B. subtilig
pCU3prfBE amp E. coli) priBg | E diese Arbeit
cm (B. subtilig
pCU3prfBWt* amp E. col) priB*B.|.\Wit diese Arbeit
cm (B. subtilig
pCU3rfBE* amp E. coli) priB*B.|.E diese Arbeit
cm (B. subtilig
pCUS3-Ery amplE. coli) diese Arbeit
ery B. subtilis, -
B. licheniformi$
pCU3prfBWt-Ery amp E. coli) priBg |.\Wit diese Arbeit
ery B. subtilis,
B. licheniformi$
pCU3prfBE-Ery amp E. coli priBg |.E diese Arbeit
ery B. subtilis,
B. licheniformi$
pCU3rfBE*-Ery  amp E. col priB*B | .E diese Arbeit
ery (B. subtilis,

B. licheniformi$
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c) Plasmide furB. subtilisund B. licheniformis

Plasmid Resistenz klonierte Gene Referenz
pSub tet B. subtilis, Subtilisin ausB. lentus Henkel KGaA
B. licheniformi$
pSubSecA tetR. subtilis, secRB |.E diese Arbeit
B. licheniformi$
pE194 ery B. subtilis, - Villafaneet al (1987)

B. licheniformi$

pEafl189'prfB’ ery B. subtilis, orfl89 g | E-prfB'B.| g diese Arbeit
B. licheniformi$
Resistenz gegen amp: Ampicillin, cm: Chloramphenicol, tet: TetracydjinEeythromycin;

B.s: Bacillus subtilis B.I.Wt: Bacillus licheniformidDSM13,B.1.E: B. licheniformis,E*;
prfB*: prfB-Gen ohne Autoregulation

Die Konstruktion der in dieser Arbeit entstandenen Plasmide ist igefaén kurz dargestellt

(verwendete Primer s. Tab. 3, S. 26):

pUCprfBE: Ausgehend von chromosomaler DNA vBn licheniformis,E* wurde
mittels PCR und den Primern Nr. 4 und Nr. 5 geg8-Gen amplifiziert
und in dieBanHI-Restriktionsschnittstelle von pUC18 ligiert.

pHSGsecA:: Ausgehend von chromosomaler DNA vBn licheniformis,E* wurde
mittels PCR und den Primern Nr. 1 und Nr. 2 dasAStrukturgen mit
zugehdrigem Promotorbereich amplifiziert und in didanmHI-
Restriktionsschnittstelle von pHSG575 ligiert.

pWMH2: Aus pHSGecA wurde mittels PCR und den Primern Nr. 2 und Nr. 3 ein
2,577 kB groRes, dasecAGen von B. licheniformis E* tragende
Fragment amplifiziert und in de®ma-BanH| geschnittenen Vektor
pWH1520 ligiert. Ausgehend von diesem Konstrukt kannsea#g | g-
Gen in B. subtilis exprimiert werden. Es unterliegt im pWMH&er
Kontrolle desxylA-Promotor/Operatorsystems.

pCU3prfBWt: Ausgehend von chromosomaler DNA ®rlicheniformisWt bzw. von
pCU3prfBE: B. licheniformis,E* wurde mittels PCR und den Primern Nr. 4 und Nr. 6
das jeweiligefB-Gen amplifiziert und zur Expression jeweils in den
BanmHI-Sal geschnittenen Vektor pCU3 ligiert. DieprfB-Gene
unterliegen jetzt der Kontrolle des Bakteriophagen-T5-Promotprs P
und die-Operators.
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pCU3-Kontrolle:

pCU3prfBWt*:
pCU3prfBE*:

pCU3-Ery:
pCU3prfBWt-Ery:
pCU3prfBE-Ery:
pCU3prfBE*-Ery:

pSubSeA:

pBBorf189:

Ausgehend von chromosomaler DNA BoricheniformisWt wurde ein
verklrztesprfB-Gen mit den Primern Nr. 5 und Nr. 7 amplifiziert und als
Abstandshalter in zum Promotor umgekehrter Orientierung in die
RestriktionsschnittstelleBal und BanHI vom Vektors pCU3 kloniert.

Ausgehend von den Vektoren pGuBWt und pCUrfBE wurde mittels

PCR und den Primern Nr.9 und Nr. 10 die Base an Position 73 im
jeweiliggmrfB-Gen deletiert und so dessen Autoregulationsmechanismus
ausgeschaltet.

Aus den Vektoren pCU3-Kontrolle, pQu8Wt, pCUSrfBE und
pCUDrfBE* wurde mit den Restriktionsenzyméaviunl und Ncd die
Chloramphenicol-Resistenzkassette herausgeschnitten und durch die
mittels PCR und den Primern Nr.11 und Nr.12 amplifizierte
Erythromycin-Resistenzkassette ersetzt.

DassecAGen vonB. licheniformis,E* wurde mit dem Restriktionsenzym
BanmHI aus dem Vektor pHS§&cA geschnitten und in di®anHI-
Schnittstelle des pSub ligiert.

Ausgehend von chromosomaler DNA vBn licheniformis ,E* wurde
mittels PCR mit den Primern Nr. 13 und Nr. 14 der 3-Bereich vom
orf189-Gen und der nachfolgend lokalisiedecAPromotor amplifiziert
und das Fragment in dd- und BanHI-Schnittstellen von
pBBRMCS2 kloniert.

pBBorf189 prfB: Ausgehend von chromosomaler DNA vdh licheniformis,E“ wurde

pEorf189 priB':

mittels PCR mit den Primern Nr.4 und Nr.8 ein 581 Bp grol3er
5’-Bereich voprfB-Gen amplifiziert und das Fragment in danHiI-
urlicaRV-Schnittstellen von pB&f189 kloniert.

Das 1231 Bp grof3erf189 prfB’-Fragment wurde mit den Restriktions-
enzymen Xba-EcoRV aus dem Vektor pBB@L89 prfB’ geschnitten
und in die mit Klenow-Enzym aufgefillteAcd- und die Xba-
Schnittstelle von pE194 ligiert.
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Tab. 3: Oligonukelotide

Nr. Bezeichnung Sequenz (5’- 3') Verwendung

1 B.l.secAipBanHl| ATG GAT CCC CCT CCC Konstruktion von pHSG&ecA
GGATCT TCC

2 B.l.secAlowrBanHl GCC GGA TCC AAA TAA Konstruktion von pHS&ecA
AAA GAG GCG TGC und pWMH2

3 B.l.secAipSma AAA CCC GGG AAT TAA Konstruktion von pWMH2
AGA GGAGCG TTATTC

4 priBupBantl TTG GAT CCG GCT GAA Konstruktion von pU@rfBE,
ATA TAT GAT GAG GTG pCU3prfBWt, pCU3rfBE

und pBBorf189 prfB’

5 prfBdowrBanH]| CTG GGA TCC TCC GCA Konstruktion von pU@rfBE
CGATTC ATT ACC und pCU3-Kontrolle

6 prfBdownSal TTT AGT CGA CTG TAA  Konstruktion von
GTA AAT AAC AGC CAA pCU3prfBWt, pCUJIfBE
ATA ACG

7 prfB'upSal TGA CGT CGACTT TTG Konstruktion von pCU3-
GGG AGATCAGCAG Kontrolle

8 prfBdowrEcaRV CTG ATA TCA GGA GAG Konstruktion von
TGA CAG ACT TGATTC pBBorf189 prfB’

9 priBChangel CGGG ACT TCA GGG  Deletion der ,frameshift*-
GGT TCT TTG ACC TCG Base imprfB-Gen von
AAA CAA AGG AAG C B. licheniformiswt und ,E*

10 priBChange2 GCT TCC TTT GTT TCG Deletion der ,frameshift*-
AGG TCA AGA GAC CCC Base imprfB-Gen von
CTG AAG TCC G B. licheniformiswt und ,E*

11 Ery-upMunl TAC TTC GCA ATT GAG Amplifizierung der
TCG TTA AAC CGT GTG Erythromycin-Resistenz-
CTCTACG kassette ausgehend von pE194

12 Ery-dowrNcd CAC AAA ACC ATG GCA Amplifizierung der
CAC GAA AAA CAA GTT Erythromycin-Resistenz-
AAG GGA TGC kassette ausgehend von pE194

13 orf18dowrBanHl AAG GAT CCT CTT TAA Konstruktion von pBBrf189
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Nr. Bezeichnung Sequenz (5’- 3)) Verwendung
14 orf18upXba CGT CTA GAA GAA GAT Konstruktion von pBBrf189
TGG AAA GCT TGA GCG
15 orf189nsert GAG GAG AAA ATATTG PCR zur Uberprifung der
AGG TAA CAC CAG CG  secADeletion
16 priBnachPst GCC CTG CAG AGT CAA PCR zur Uberpriifung der
ACG GAG secADeletion
17 orf189 TAT TGA GGT AAC ACC Sequenzierprimer zur
AGC G Uberpriifung desecA
Deletion
18 priB ATT CTG ACG AGC CTG Sequenzierprimer zur
TGC Uberprifung desecA
Deletion
2. Medien

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

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
ad BO (bidest.)

Agarplatten enthielten 1,5% Agar.

LB-Medium mit Kaliumphosphat-Puffer

pro | LB-Medium:

21 g KHPOy
99 KHoPOy
pH 7,2

Medien zur Transformation von B. subtilis
Naturliche Kompetenz (Hardy, 1985):

4 x SP-Medium pro I

56,09 KHPO4
24,09 KHPOy
8,09 (Ni)2SOy
4,09 NgCitrat*2H>0
4,0 g Hefeextrakt
0,89 MgS@7H20
0,8 g Casamino Acids
ad BO (bidest.); pH 7,2
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SP-I-Medium: pro 100 mi: 25,0 ml 4 x SP-Medium
50,0 pl 1 M Cagl
250,0 pl 1 M MgGl
2,5 ml 0,2 % Tryptophan
100,0 pl 5,0 % Histidin
1,0 ml 0,5 % Glukose
71,1 ml HO (bidest.)

Die Losungen der Aminosauren wurden sterilfiltriert, alle anderen Losungen autokiand
anschlie3end steril gemischt.

Medien zur Transformation von B. subtilisund B. licheniformis
Protoplastentransformation (variiert nach Cohen und Chang, 1978)

TYS-Medium: pro | 20g Trypton
10 g Hefeextrakt

10 g NacCl
100 ml 2 M Sucrose

Trypton, Hefeextrakt und NaCl wurden in 900 mIH(bidest.) geldst und autoklaviert.
Die Sucrose wurde einzeln autoklaviert und dem Medium steril zugesetzt.

4 x PAB: pro | 70 g Bacto-antibiotic Medium Il
2 X SMM: pro | 500 ml 2 M Sucrose
20 ml 1 M MgGp

480 ml 40 mM Maleinsaure
mit NaOH auf pH 6,5 eingestellt

Alle Lésungen wurden einzeln autoklaviert und anschlie3end steril gemischt.
SMMP: Es wurden gleiche Mengen 2 x SMM und 4 x PAB gemischt.

SMMP /RSA: Es wurder2g RSA (Rinderserumalbumin) in 100 ml SMMP geldst und
sterilfiltriert.

40 % PEG/SMM L6sung: Pro | wurdenl,15 g Maleinsaure in 250 mlJ@ (bidest.) gelost,
mit 1 M NaOH auf pH 6,5 eingestellt, anschlie3end 400 g dtjg@zugegeben und unter
Warmezufuhr gelost, auf 740 mloB aufgefillt und autoklaviert. Nachtraglich wurden
250 ml 2 M Sucrose und 10 ml 1 M MgCtugegeben.
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DM3-Agar:
DM3-Agarplatten (500 ml)
100,0 ml geschmolzener Agar 4 %
250,0 ml 1 M Na-Succinat (mit Bernsteinsaure auf pH 7,3 eingestellt)
50,0 ml Casamino Acids 5 %
25,0 ml Hefeextrakt 1
50,0 ml Phosphatpuffer (Phosphatpuffer: 35ROy, 15 g KHpPOy pro |)
15,0 ml Glukose 20 %
10,0 ml MgCh
25mRSA 2%

DM3-Weichagar (50ml)
Zusammensetzung wie DM3-Agarplatten, nur mit 200 ml geschmolzenem 3,5 %igem Agar

Die Losungen wurden einzeln angesetzt. Die RSA-L6sung wurdeikitentf die restlichen
Lésungen autoklaviert und bei 60 °C warmgehalten. Vor dem Giel3en den Ratden die
Losungen steril gemischt und das jeweils benétigte Antibiotikum algeg (Tetracyclin
15 pg/ml, Chloramphenicol 15 pg/ml oder Erythromycin 5 pug/ml).

Losungen zur Herstellung kompetenter Zellen vork. coli

RE1: prol: 12,0 g RDCI
9,9 g MnCp
15 g CaCGlxHy0O
2,9 g Kaliumacetat
121,0 ml Glyzerin 87%
ad $O (bidest.); pH 5,8 mit Essigsaure eingestellt; sterilfiltriert

RE2: prol: 2,1g MOPS
1,2 g RDCI
11,0 g CaClx 2HO
121,0 ml Glyzerin 87 %
ad BO (bidest.); pH 6,8; sterilfiltriert

Medium zur radioaktiven Markierung von B. subtilis (verandert nach van Dt al,1991)
100 x Metallmix:  pro 200 ml: 20 ml 1 M MgGl
7ml 1M CaCl
5Sml 10 mM Fe@
1 ml 10 mM ZnCl
5ml 100 mM MnCJ
ad HO (bidest.)
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20 x Aminosauremix:
Samtliche Aminosauren aul3er Methionin und Tryptophan wurden zu einer Endkamaentra
von 1 mg/ml eingewogen und in 0,1 N HCI bei 60 °C in Losung gebracht.

S7 Minimalmedium: pro | 20,0 ml 1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,0
10,0 ml 1 M (NH)2SOy
10,0 ml 100 x Metallmix
1,0 ml Thiamin (50 mg/ml)
20,0 ml 1 M Natriumglutamat pH 7,0
50,0 ml 20 x Aminosauremix
4,0 ml Riboflavin (100 pg/ml)
2,8 ml Uridin (10 mg/ml)
50,0 ml Tryptophan (1 mg/ml)
25,0 ml Methionin (1 mg/ml)
1,0 ml Hefeextrakt 50 %
ad HO (bidest.)

3. Verwendete Reagenzien und Bezugsquellen
Biochemikalien inkl. Puffer: - Amersham Pharmacia Biotech, Amershamaiishgl
- Clontech Laboratories, Palo Alto, USA
- MBI Fermentas, St. Leon-Rot
- Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzach-Wyhlen
- Stratagene, La Jolla, USA

Analysenreine Chemikalien: - Bethesda Research Laboratories, Beth8#da, U
- Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
- Merck AG, Darmstadt
- Serva GmbH &Co0.KG, Heidelberg
- Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Fertigmedien/Medienkomponenten: - Difco Laboratories, Detroit, USA.

Oligonukleotide: - MWG Biotech AG, Ebersberg
radioaktives™S-L-Methionin: - NEN DuPont (Deutschland), Bad Homburg
Nitrocellulose-/Nylon-/PVDF- - Schleicher und Schiill, Dassel
Membranen: - Millipore, Billerica, USA
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4. Mikrobiologische Methoden
4.1. Kultivierung von Bakterien

4.1.1. Allgemeine Kultivierungsbedingungen

Die Kultivierung aller verwendeten Stamme erfolgte, wenn nickomgert aufgefihrt, in LB-
Volimedium. Die fur die Selektion auf Antibiotikaresistenz verwendé&tenzentrationen der
Antibiotika lagen fur Tetracyclin bei 15 pug/ml, fur Erythromycin b&ipg/ml, fur
Chloramphenicol bei 15 pg/ml und fur Ampicillin bei 100 pg/ml. Die Inkubatiaon i
Flissigmedium wurde bei einem Volumen bis zu 5 ml in einem Reagssezblittler bei
170 upm durchgefuhrt.

4.1.2. Kultivierung von Bacillus-Stdmmen zur vergleichenden Bestimmung der
Subtilisin-Ausbeuten im Kulturtiberstand

Schittelkolben ohne pH-Kontrolle

Zur vergleichenden Bestimmung der Subtilisin-Ausbeuten im Kulturiinerstaurde
ausgehend von einer einzelnen Kolonie je Stamm eine Vorkultur angezaganwibrden
jeweils 20 ml gepuffertes LB-Medium (pH 7,2) in einem 100 ml EMK &iSchikanen
beimpft und die Kultur G.N. bei 210 upm und 37 °C kultiviert. Mit der Vorkultur wurden

30 ml gepuffertes LB-Medium (pH 7,2) zu einer g von 0,06 beimpft. Die Kultivierung

der Hauptkulturen erfolgte in 500 ml EMK mit 4 Schikanen bei 210 upm Gben &eitraum

von 72 h. Nach 48 h und 72 h wurden Proben entnommen und die Uberstande durch
Zentrifugation bei 12000 upm fiir 15 min bei 4 °C von den Zellen getrennt. Diestihee
wurden zur Bestimmung der Subtilisin-Aktivitdten mittels AAPF-Test (5.1ll) verwendet.

pH-kontrollierbare Schuttelkolben

Die Kultivierung von BacillusStammen zur vergleichenden Bestimmung der Subtilisin-
Ausbeuten im Kulturiberstand wurde alternativ in der fedbatch-pro“-&nlag
(DASGIP, Julich) durchgefuhrt. Diese Anlage ermoglicht es, den pH-\d&r Kulturen
konstant zu halten, indem dieser in jedem einzelnen Schittelkolben UberesEmten
Zeitraum des Experiments gemessen und gegebenenfalls auf denewagkstellten Sollwert
mittels automatischer Titration korrigiert wird.

Ausgehend von einer UNK wurden 100 ml gepuffertes LB-Medium (pH 7,2) zu@Dgpo

von 0,06 beimpft und bei 37 °C und 170 upm in 500 ml EMK mit 2 Schikanen Uber einen
Zeitraum von 72 h geschittelt. Nach 2-3 h Inkubation wurde die pH-Kontrolleseingitet
und der pH durch Titration mit 8 % HCI-L6sung konstant auf pH 7,2 gehalerptDWert
wurde zusatzlich durch Probennahme und Messung mit einer externen kitddde
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kontrolliert und der Wert falls erforderlich in den Messdaten deadakorrigiert. Nach 48 h

und 72 h wurden Proben entnommen und die Uberstande durch Zentrifugation bei 12000 upm
fir 15 min bei 4 °C von den Zellen getrennt. Die Uberstande wurden zumBestg der
Subtilisin-Aktivitaten mittels AAPF-Test (s. 11.5.1.) verwendet.

4.2. Stammhaltung

Die langfristige Stammbhaltung erfolgte in Form von Glyzerinkelu UNK wurden auf 50 %
Glyzerin eingestellt und bei —70 °C gelagert. Die kurzfristigeb&wlahrung von Stammen
erfolgte auf LB-Agarplatten bei 4 °C.

4.3. Transformation von Bakterien

Transformation von E. coli Stdimmen(Hanahan, 1985)

50 ml LB-Medium wurde mit einer UNK zu einer @Bp von 0,05 angeimpft und bis zur
ODgpgVvon 0,6 bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden fir 10 min auf Eis inkubiert und durch
10-mindtige Zentrifugation bei 3500 upm und 4 °C geerntet. Das Zellpalietewn 15 mi
eiskaltem RF1-Puffer resuspendiert und fir 10 min auf Eis ge®@&ltZellen wurden dann
bei 3500 upm fir 10 min bei 4 °C abzentrifugiert, in 4 ml RF2-Puffer resdsge und fir
weitere 20 min auf Eis inkubiert. Die kompetenten Zellen wurden in 100 quiéB in 1,5 ml
Eppendorf Reaktionsgefalien in flissigem Stickstoff schockgefroren undrbléerwendung

bei —70 °C gelagert.

Zur Transformation wurden ca. 100 ng Plasmid-DNA mit 100 pl der aufatfigetauten
kompetenten Zellen vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Der anschlieBi#zdschock
wurde fur 90 sek bei 42 °C durchgeftihrt. Zur Auspragung der Antibiotikaresiaterde der
Ansatz nach Zugabe von 900 pl LB-Medium fir 60 min bei 37 °C inkubiert. Aliquots
(50-100 pl) wurden auf Selektionsagarplatten mit dem jeweiligen Antibiotikum &iespla

Transformation von B. subtilis Stammen

Naturliche Kompetenz (veréandert nach Sadaie und Kada, 1983)

Zur Transformation vorB. subtilis Stammen Uber die Methode der naturlichen Kompetenz
wurden ausgehend von einer UNK 10 ml SP-I-Medium zu eineggg®@on 0,05 beimpft.
Fur die Transformation des Stammes NIG1152 wurde das SP-I-Medigétzlzch mit

50 pg/ml Methionin und Histidin supplementiert. Die Kultur wurde bis zumergjang von
exponentieller zu stationarer Wachstumsphase bei 130 upm im 100ml EM8chikanen
inkubiert. Je 1 ml der kompetenten Zellen wurden mit ca. 1 ug Plasmidd@hin Stamm
DB104 und mit 5-10 pg Plasmid-DNA bei NIG1152 gemischt und 1 h bei 110 upmr weit
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inkubiert. Dem Ansatz wurde 1 ml LB-Medium sowie 0,5 % Glukose zugasaizdieser bei

130 upm fir eine weitere Stunde inkubiert. Die Zellen wurden nach ZeatidngHeraeus,

15 min, RT, 5000 upm) in 0,5 ml LB-Medium aufgenommen und in 50-100 pl Aliquots auf
Selektionsagarplatten mit dem jeweiligen Antibiotikum ausplattiert.

Transformation von B. subtilisund B. licheniformis Stammen:

Protoplastentransformation (verandert nach Chang und Cohen, 1979

Zur Herstellung vorB. subtilisund B. licheniformisProtoplasten wurde jeweils ausgehend
von einer einzelnen Kolonie eine UNK in 30 ml TYS-Medium in einem 10&EMK ohne
Schikane bei der erforderlichen Temperatur und 230 upm angezogen und damit die
Hauptkultur, 40 ml TYS-Medium in einem 500 ml EMK ohne Schikane zu eibgp@von

0,18 beimpft. Die Hauptkultur wurde bei 230 upm bis zu eineg@¥on 0,4-0,5 kultiviert

und die Zellen anschlieend durch Zentrifugation bei 7000 upm fir 15 min ge&ase
Zellpellet wurde vorsichtig in 5 ml SMMP resuspendiert und die Suspensi einen
Zentrifugenbecher mit rundem Boden dberfuhrt. Anschlieend wurden 200 pl frisch
angesetzte Lysozymlosung (10 mg/ml Lysozym in SMMP) zugesetdt die Zellen zur
Protoplastierung bei 37 °C fir 30 bis 40 min im Wasserbad unter saSitidnteln
inkubiert. Die Protoplastierung wurde unter dem Mikroskop kontrolliert und Alesatz bei
einem Anteil von 80 % - 90 % protoplastierter Zellen sofort 9 ml SMMP saige Nach
vorsichtigem Mischen wurden die Protoplasten bei RT fur 15 min bei 5000 upm
abzentrifugiert und das Pellet in 2,5 ml SMMP resuspendiert. Zursfimanation wurden

0,5 ml Aliquots eingesetzt. Die zu transformierende Plasmid-DNAaximal 25 pl 5O
wurde zundchst 1:1 mit 2 x SMM und das Gemisch anschlieRend mit den Rtetopla
gemischt. Das DNA/Protoplasten-Gemisch (1-2 pg DNA) wurde zu 149®% PEG-LOsung
gegeben, gemischt und 2 min bei RT inkubiert. Es wurden dann 5ml SMMP/RSA
dazugegeben, der Ansatz gemischt und bei RT und 3100 upm fur 15 min zeamtrifiDgs
Pellet wurde in 1 ml SMMP/RSA gel6st und fur 1 h bei der erfordenticTemperatur und

150 upm geschdttelt. Je 200 pl des Transformationsansatzes wurden mit\@&amnagar

(mit dem erforderlicheAntibiotikum) gemischt und auf eine DM3-Agar-Platte gegossen. Die
Platten wurden bei 30 °C oder 37 °C flr 3-5 Tage inkubiert.

4.4. Praparation von DNA
4.4.1. Praparation chromosomaler DNA au$8. subtilisund B. licheniformis

Die Praparation chromosomaler DNA erfolgte mit Hilfe des glably Tissue Kit* nach
Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden).
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4.4.2. Praparation von Plasmid-DNA

Praparation von Plasmid-DNA |

Minilysat von E. coli (verandert nach Birnboim und Doly, 1979)

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus. coli zur Kontrolle von Klonierungen erfolgte nach
der Methode von Birnboim und Doly. Dazu wurden die Zellen aus 5 ml UNK fimid0
(Heraeus, 4000 upm, RT) abzentrifugiert, zur Lyse in 150 ul Lésung Apessdisrt und fur
5 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 300 pl L6sung B wurden die Zelleara/@tmin
bei RT inkubiert. Durch Zugabe von 225 ul Lésung C und nochmaliger 5-minutiger
Inkubation bei RT wurden chromosomale DNA und Proteine gefallt und arismidiedas
Lysat fur 10 min (Eppendorf, 14000 upm, RT) zentrifugiert. Der plasmidballigerstand
wurde in ein neues Gefal3 Uberfuhrt und mit 0,8 Volumen Isopropanol geféltP&lket
wurde anschlieRend in 1 ml 70 % EtOH gewaschen und in 50 ul EB-Puffet. geiés
Konzentrationsbestimmung erfolgte Uber Agarose-Gelelektrophorese.

verwendete Losungen und Puffer: Loésung A: 50 mM Glukose
25 mM Tris/HCI pH 8
10 mM EDTA(Na-Salz)
+RNAse 133 pg/ml

LOsung B: 0,2 N NaOH
1% SDS

Ldsung C: 3 M K-Acetat pH 4,8

EB-Puffer: 10 mM Tris/HCI pH 8,5

Préaparation von Plasmid-DNA Il

Minilysat von B. subtilis, B. licheniformisund E. coli

Die Isolierung von kleinen Mengen Plasmid-DNA aBssubtilis und B. licheniformis
erfolgte immer Uber das ,QIAprep Spin Miniprep Kit* (Qiagen,ddih) nach Angaben des
Herstellers. Dazu wurden die Zellen nach Resuspension in P1-Puffégr dugabe von

5 pug/ml Lysozym und Inkubation fir 30 min bei 37 °C enzymatisch aufgesehlo&sich
Plasmid-DNA vonE. coli, die zur Sequenzierung oder fir Klonierungen eingesetzt werden
sollte, wurde mit diesem Kit nach Anleitung des Herstellers prapariert.
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Praparation von Plasmid-DNA Il

Isolierung im praparativen Maf3stab ausB. subtilis B. licheniformis und E. coli

Zur Isolierung groBerer Mengen Plasmid-DNA (z.B. mehr als 1 |agnkd-DNA aus

B. subtilisund B. licheniformisoder Isolierung des low-copy Vektor pHSG575 Bugoli)
wurde das ,Nucleobond-Kit 500“ (Macherey und Nagel, Duren) nach Angaben des
Herstellers verwendetB. subtilis und B. licheniformis Zellen wurden in S1-Puffer
resuspendiert und vor Zugabe des Lysepuffers (N2) fir 30 min enzymatiscs pg/ml
Lysozym aufgeschlossen.

4.5. Allgemeine gentechnische Methoden

4.5.1. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Grof3e im elektrischiehviteden fur
Fragmente bis 1,5 kB Gele von 1,5-2 % Agarose und fur Fragmente Uber 1,9&kBoGe
0,8 % Agarose angefertigt. Hierzu wurde die Agarose in TAE-Paffiégekocht und nach
Abkuhlen (55-60 °C) auf Geltrager gegossen. Die DNA-Proben wurden mitvblidnen
10 x Probenpuffer versetzt und die Elektrophorese in TAE-Puffer durchgefzian.
Anfarben der DNA wurde eine 1 % Ethidiumbromidlésung verwendet.

10 x TAE-Puffer: pro I 48,40 g Tris-Base
11,42 ml Essigsaure (96%)
7,44 g EDTA(NgSalz)
ad BO (bidest.)

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

4.5.2. Isolierung von DNA aus Agarosegelen
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Agarosegelen erfolgte nife Hles ,QlAquick Gel
Extraction Kit* (Qiagen, Hilden) nach Anleitung des Herstellers.

4.5.3. Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen
Die DNA wurde in den vom Enzymhersteller mitgelieferten Puaff@nter den angegebenen
Bedingungen verdaut.
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4.5.4. Behandlung mit alkalischer Phosphatase

Zur Verhinderung von Religierungen der linearisierten Vektoren wurdederdrigation die
5-Phosphatreste mit alkalischer Phosphatase entfernt. Hierzu wdiedealkalische
Phosphatase aus Garnelen (“shrimp alkaline phosphatase”, Roche, Mangeené&l}
Anleitung des Herstellers verwendet.

4.5.5. Umwandlung von Uberhdngenden 5’-Enden in glatte Enden

Zum Auffullen von tiberhangenden 5’-Enden wurde die ,Klenow“-DNA Polymei@eehe,
Mannheim) verwendet. Bis zu 300 ng DNA wurde in 1 x Puffer H (Roch@nhtam) mit

0,2 mM dNTPs und 4 Units Klenow-Enzym aufgenommen (40 pl Endvolumen) und 30 min
bei 37 °C inkubiert. Das Enzym wurde anschlie3end fur 15 min bei 70 °C inaktingkdie

DNA aus dem Reaktionsansatz gereinigt (s. 11.4.5.6.).

4.5.6. Entsalzen von DNA-L6sungen

Zum Entsalzen von DNA, z.B. nach Restriktionsverdau oder PCR wurde tgujCk Gel
Extraction Kit* (Qiagen, Hilden) nach der Vorschrift des ,QIAduieCR Purification Kit
Protocol” verwendet.

4.5.7. Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurden die T4-DNA-Ligase (Rochenriiaim) und der
dazugehorige Ligationspuffer verwendet. Im Ligationsansatz wurdenelares Verhaltnis
von Fragment zu Vektor von 3:1 bzw. von 1:1 (letzteres bei einem GroR3etwvisrivéin
kB Fragment / kB Vektor > 1) eingestellt. Der Ansatz entdil0 Volumen 10 x Ligations-
puffer und die vorher in pO geloste DNA. Die Ligation erfolgte G.N. bei 16 °C mit 0,5
Einheiten T4-DNA-Ligase in einem Gesamtvolumen von 10 pl.

4.6. Durchfuhrung der Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Reaktion erfolgte im T3 Thermocycler (Biometra) mit dghdvantage HF2 PCR-Kit”
der Firma Clontech (Palo Alto, USA). Der Reaktionsansatz (50 ul - J0@rihielt 1/10
Volumen 10 x Puffer, 1/10 Volumen Nukleotid-Mix (dATP, dGTP, dTTP, dCTP je
1,25 mM), je 60-90 pmol der Oligonukleotide, 3 Units/100 ul der DNA-Polymetdigg-(
fidelity-Polymerase von Clontech) und von der zu amplifizierenden DNEO Bg bei
Plasmiden bzw. 300 ng bei chromosomaler DNA. Durch die Zugabe des Ewzydes die
Reaktion gestartet. Bei der Synthese wurden 30 Zyklen durchlaufenevadedsj mit der
Denaturierung der Ziel-DNA bei 94°C fir 1 min bzw. bei der erstamaeierung fir 4 min
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begannen, worauf das Anlagern der Primer bei 45-55°C fur 1 min erfolgee. D
Anlagerungstemperatur wurde so gewahlt, dass sie 1 °C unter derl8ehmperatur (]h)

der Primer lag. Die Synthese der DNA wurde bei 68 °C fur 1,5 — 3,5Immmr( pro kB des

zu amplifizierenden Fragments) durchgefiihrt, wobei sich die Syntiesezh jedem Zyklus
um 5 sek verlangerte. Das gewilnschte PCR-Produkt wurde Uber ein eggdro®n
Nebenprodukten getrennt und aufgereinigt (s. 1. 4.5.1. und 4.5.2.).

4.7. Gezielte Mutagenese von Plasmid-DNA

Die gezielte Deletion einer Base in einem Plasmid wurdeHifeé des ,QuickChange Site-
Directed Mutagenesis” Kits der Firma Stratagene (La JOI&A) vorgenommen. Dazu wurde
das Plasmid mit Primern, welche die gewinschte Deletion truggtelsmPCR-Reaktion
amplifiziert. Die Ausgangs-DNA wurde anschliel3end mit dem RésinsenzymDpnl, das
nur methylierte DNA als Substrat erkennt, verdaut. Mit der am@iten Plasmid-DNA
wurden schlie3lich kompetente. coli Zellen transformiert. Die Auswahl der Primer, die
PCR-Reaktion und die anschlieBende Transformation des PCR-Produktgeerialth
Angaben des Herstellers.

4.8. Nicht radioaktive DNA-Sequenzierung nach der Kettenabbruch-Metbde

Die nicht radioaktive Sequenzierung wurde mit der Apparatur (LI-C@#R)Firma MWG-
Biotech (Ebersberg) durchgefuhrt und die Enzyme, Puffer und Terminabensms dem
“Sequenzier-Kit” der Firma Amersham Pharmacia Biotech (Ahmam, England) verwendet.
Wie bei der klassischen radioaktiven Sequenziertechnik nach Sangeawein bei dieser
Methode der Abbruch der DNA-Polymerasereaktion beim Einbau von Didesoxghd&le
genutzt. Hierzu wurden fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide alsePmerwendet, die sich
zum Start der Polymerasereaktion an die denaturierte Ziel-BN&gern. Die Synthese der
DNA erfolgte in vier Ansétzen, die aul3er den vier DesoxynukleotidemRdNzusatzlich je
eines der Didesoxynukleotide ddATP, ddCTP, ddGTP oder ddTTP enthieltendelm je
Ansatz erfolgte der Kettenabbruch an jeder mdglichen Einbauposition jesheslig
zugesetzten ddNTPs. Nach Auftrennung der vier Synthese-Ansatze imeimaneler
gelegenen Spuren im Polyacrylamidgel lasst sich die Nukleotidseqaehand der
Kettenabbriiche bestimmen.

Denaturierung der DNA und Anlagerung des Primers

Zur Sequenzierung wurde doppelstrangige, zirkulare Plasmid-DNA eizge$ pug Ziel-
DNA in 18 pl HhO wurde zur Denaturierung mit 6 pl 1 N NaOH und 6 pl 1 mM EDTA
(Nax-Salz) versetzt und fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Die denaturierte DNAle nach
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Zugabe von 3 pl Neutralisierungslosung (3 M Ammoniumacetat pH 4,8) und 9@addEt
(absolut, -20 °C) bei —70 °C fur 30 min geféllt. Danach wurde der Ansatzifugietrt
(Eppendorf, 13000 upm, 10 min, 4 °C) und der Niederschlag mit 90 ul Ethanol (absolut)
gewaschen. Die DNA wurde dann in 19,3 pgGHaufgenommen und zur Sequenzreaktion
eingesetzt.

Sequenzreaktion: Markierung und Termination

Die in 19,3 pl HO aufgenommene denaturierte DNA wurde mit 2 pmol eines fluoreszenz-
markierten Primers (MWG Biotech, Ebersberg) und 0,7 ul DMSO wrséhschliel3end
wurde das DNA/Primer-Gemisch auf vier Ansétze von je 4,5 ul aifigend dazu je 1,5 pl
eines der Terminationsmixe mit dem jeweiligen ddNTP (A, C, 5gégeben. Die DNA-
Polymerase war bereits in den Terminationsmixen enthalten. dojee8zierreaktion erfolgte

im T3 Thermocycler (Biometra). Der Ansatz wurde vor dem erStequenzierzyklus fur

3 min bei 95 °C denaturiert. Zunachst wurden 30 Zyklen mit dem folgenden Teeorpeufil
durchlaufen. Denaturierung fur 15 sek bei 94 °C, Anlagern der Primer fuk 38560 °C

und Synthese der DNA flur 40 sek bei 70 °C. Hieran schlossen sich 15ew&yden mit
einer veranderten Denaturierungszeit von je 20 sek und einer verandartiees8zeit von je

30 sek an. Die Proben wurden anschlie3end mit je 3 pl Blaumarker (95 %nfid;r 20 mM
EDTA (Nap-Salz), 0,05 % Bromphenol-Blau, 0,05 % Xylen-Cyanol) versetzt und vor dem
Auftragen auf das Polyacrylamidgel flr 5 min bei 95 °C denaturiert.

Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Sequenzbestimmung

Die Gelelektrophorese zur Sequenzbestimmung wurde mit der Appaia@®R) der Firma

MWG Biotech, Ebersberg durchgefiihrt. Dazu wurde ein 4,6 %, 66 cm langes und 0,25 mm
dickes “Long-Ranger” Polyacrylamidgel angefertigt. Die Auftreng der DNA-Fragmente
erfolgte U.N. (45 °C, 50 W, 2200 V, 37 mA) mit 1 x TBE als Laufpuffer.

Zusammensetzung des Sequenzgels: 4,6 ml Acrylamid (LongRanger)
21 g Harnstoff,
5 ml 10xTBE-Puffer (Long Run)
32 ml BO (bidest.)
500 ul DMSO
350 pl 10% APS
60 ul TEMED
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10x TBE-Puffer: pro I: 108 g Tris
55 g Borsaure
40 ml 0,5M EDTA(N&aSalz)
ad BO (bidest.); pH 8

4.9. DNA-DNA Hybridisierung nach Southern

Zur Hybridisierung wurde entsprechend der Vorschrift des "DNA-Labedind Detection-

Kits" (Roche, Grenzach-Wyhlen) vorgegangen, der die Methode von Southern (1975)
zugrunde liegt.

4.9.1. Herstellung einer Digoxygenin-markierten DNA-Sonde

Die Digoxygenin-markierte DNA-Sonde wurde mittels PCR-Reak{tonl.4.6.) hergestellt.
Dazu wurde der zur DNA-DNA-Hybridisierung ausgewahlte DNA-Bd#remit geeigneten
Primern unter Zusatz von 20 uM Digoxygenin-markierten dUTP (DIG-11RJUT
amplifiziert. Die Digoxygenin-Markierung wurde mittels AgardgSelelektrophorese
Uberpruft, da das markierte PCR-Fragment im Vergleich zum mahkierten Fragment ein
langsameres Laufverhalten aufweist. Die Sonde wurde schliel3lich dilveAgarosegel
aufgereinigt (s. 11.4.5.1. und 4.5.2.).

4.9.2. Hybridisierung von chromosomaler DNA und Plasmid-DNA

Transfer der DNA auf Nylonmembranen

Die mit Restriktionsenzymen verdaute DNA wurde in einem 0,8 % Aggebsaufgetrennt
und mit einer Vakuum-Blot-Apparatur (LKB 2016 VacuGene, Pharmacia/L&B)Nylon-
membranen Ubertragen. Dabei wurde das Gel abhangig von der Dickds jdiuei
20 bis 60 min mit Depurinierungslosung (0,25 N HCI), Denaturierungslésung (1884, N
0,5M NaOH) und Neutralisierungslésung (1M Md) Uberschichtet. Die DNA wurde
anschlieBend zur Fixierung auf der Membran mit einem Gerat dea Btratagene mit UV-
Licht (Stratalinker: 1200 mJ) bestrahlt.

Hybridisierung der Ziel-DNA mit der Sonde

Fur die im Folgenden beschriebenen Prahybridisierungs-, Hybridisienumgi3/aschschritte
wurden die Membranen mit der jeweiligen Losung in einem Glasrohnctkeibiert. Das

Glasrohrchen wurde dazu in einem Hybridisierungsofen gerollit.

Das Abdecken unspezifischer Bindungsstellen erfolgte durch Prahymicigi der
Membranen fir 4 h bei 42 °C in Préahybridisierungslésung (5 x SSC, 40 % Forn@ainid,

N-Laurylsarkosinat, 0,02 % SDS, 0,5 % Blocking Reagenz [Roche]). Zur Hsilrgng
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wurde die Membran in Hybridisierungslosung (wie Prahybridisierungslosuing ng -10 ng
DNA-Sonde pro ml) G.N. bei 42 ° inkubiert. Die Sonde wurde vor der Zugabe hhydredi-
sierungslésung fir 10 min bei 95 °C denaturiert und in Eiswasser abgekunhlt.

Nachweis der Sonde

Um ungebundene Sonde zu entfernen, wurden die Membranen zweimal fir 10 Rinibei

2 x SSC, 0,1 % SDS und zweimal fur 25 min bei 42 °C mit 0,1 x SSC, 0,1 % SDS gewaschen.
Zur Vermeidung der unspezifischen Bindung des Antikdrperkonjugates (s.u.)nwdigle
Membranen kurz in Puffer 1 (100 mM Maleinsaure, 150 mM NaCl, pH 7,5) ageitilbmd

fur 60 min in Blocking-Puffer (Puffer 1 mit 1 % Blocking Reagenz)Hybridisierungsofen

bei RT gerollt. Die Losung wurde entfernt und durch Blocking-PufferAd&rDigoxygenin-
Antikdrper gekoppelt an alkalische Phosphatase (1:10000, Roche) enthi¢itt ensk die
Membranen fir 30 min weiter inkubiert. Ungebundene Antikorper wurden durcimah@o-
minutiges Waschen mit Puffer 2 (Puffer 1 mit 0,3 % Tween20) beieRffernt. Nach
2-minutiger Aquilibrierung in Puffer 3 (100 mM Tris/HCI pH 9,5, 100mM Nag&d mM
MgCl») wurden die Membranen mit 10 pl CSPD in 1,5 ml Puffer 3 Uberschichtet und in einen
Hybridisierungsbeutel eingeschweil3t. CSPD ist ein Chemiluminesadvstrat fur die
alkalische Phosphatase. Das als Folge der CSPD-Dephosphorylierithgrteniicht kann

mit einem Rontgenfilm nachgewiesen werden. Die Exposition des Riige erfolgte
jeweils fur 12 min und ftr 1h.

5. Proteinchemische Methoden

5.1. Bestimmung der Subtilisin-Aktivitaten mittels AAPF-Test

Die Bestimmung der Subtilisin-Aktivitaten im Kulturtiberstand et®Ignit Hilfe des
Peptidsubstrats suc-AAPF-para-Nitroanilid (kurz: AAPF-pNA). Ba$F-pNA wird durch
das Subtilisin in AAPF und p-Nitroanilin gespalten. Die Freisetzieg) p-Nitroanilins aus
dem Peptidsubstrat verursacht eine Zunahme der Extinktion bei 410 nm, dieirier
Zeitraum von 5 min verfolgt wird. Anhand der Geschwindigkeit der Exbnkzunahme lasst
sich die Aktivitat pro ml Kulturiiberstand bestimmen.

Testansatz: 10 pl 110 mM AAPF-pNA (70 mg in 1 ml DMSO geldst )
1 ml 0,1 M Tris/HCI pH 8,6
10 pl Kuturtiberstand

Es wurde 1 ml Tris/HCI Puffer pH 8,6 in eine 1 ml Kivette geflllt unqulBAPF-pNA
Substratlosung zugegeben. Die Zugabe des Kulturiberstandes starfeeatigon. Der
Reaktionsansatz wurde unverzuglich gemischt und die Kinetik mit eiRbotometer
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aufgezeichnet. Die Messung erfolgte bei 410 nm und 25 °C Uber 5 Minuten3Akek
wurde ein Messpunkt aufgezeichnet. Als Nullwert wurde ein Testamsi@tLB-Medium
anstelle von Kulturtiberstand verwendet.

Die Subtilisin-Aktivitat berechnet sich wie folgt:

dE/min x V (Klvette) x F (Verdinnung)
C= U/ml= [ pmol / min x ml]
aoX V (KU) xd

dE/ min: Extinktionsanderung pro Minute

V (Klvette): Gesamtvolumen der Losung in der Kivette = 1,02 ml
F (Verdunnung): Verdunnungsfaktor des Kulturtiberstands

€10 Extinktionskoeffizient bei 410 nm = 8,48 cm? /umol

d: Lichtweg durch die Kivette = 1cm

V (KU): Volumen des verwendeten Kulturiiberstands = 10 pl

Um in einem linearen Bereich zu messen, wurden nur ExtinktionsanderprgeMinute
bertcksichtigt, die zwischen 0,01 und 0,1 lagen.

5.2. Isolierung von Proteinen aus Gesamtzellextrakten und Kulturiberstéten

5.2.1. Induktion der Genexpression

Zellen aus 2 ml einer UNK wurden bei RT fir 10 min bei 13.000 upm abzgyirif,
zweimal mit 1 ml LB-Medium gewaschen und in 1 ml LB-Medium resuspendilit der
gewaschenen Kultur wurden 4 ml LB-Medium zu einergg@®von 0,4 angeimpft und 4 h
unter Zusatz des erforderlichen Induktors bzw. Repressors bei 170 upm inkubiert.

Gene, die in die Klonierungsstelle (Multiple-Kloning-Site) dessilids pWH1520 ligiert
wurden, unterliegen imB. subtilis der Kontrolle des XylA-Promotor/Operator-Systems und
wurden durch Zugabe von 0,5 % Xylose induziert bzw. durch Zugabe von 0,5 % Glukose
reprimiert. In die Klonierungsstelle des Vektors pCU3 transfotmi&ene unterliegen der
Kontrolle des Bakteriophagen T5 PromotorssRund deslac-Operators und wurden mit
1 mM IPTG induziert.

5.2.2. Herstellung von Gesamtzellextrakten voB. subtilis

2 ml einer Kultur wurden 10 min zentrifugiert (Eppendorf, 13000 upm, 4 °C) und der
Uberstand griindlich entfernt. Die Zellen wurden in 50 pl Lysispuffern{iD Tris/HCI,

25 mM MgCh, 200 mM NaCl, 5 mg/ml Lysozym) resuspendiert und in Anwesenheit des
Proteaseinhibitors ,Complete” (1 x konzentriert; Roche, Grenzach) 30bmin37 °C
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inkubiert. Das Lysat wurde anschlieRend mit 50 pl 2 x Laemmliputf2s (nM Tris/HCI
pH 6,8, 4 % SDS, 20 % Glyzerin, 1084Mercaptoethanol, 0,04 % Bromphenolblau) versetzt
und 10 min bei 95 °C denaturiert.

5.2.3. Aufarbeitung von Kulturtiberstanden

Die Zellen von 2 ml Kultur wurden durch 10-minutiges Zentrifugieren vartiukiiberstand
getrennt (Eppendorf, 13000 upm, 4 °C) und die Proteine aus 1,8 ml Kulturiberstand mit
200 pl TCA (100 %) u.N. gefallt. Die Proteine wurden 30 min (Eppendorf, 13.000 upm, 4 °C)
abzentrifugiert und das Pellet zweimal mit Aceton (80 %) gewescDanach wurde das
Pellet bei 50 °C getrocknet und in einem geeigneten Volumen 2 x Ladiifdr
aufgenommen und die Proteine bei 95 °C fir 10 min denaturiert.

5.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophores@_aemmli, 1970)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grél3e erfolgte in denaturier&migsPolyacryl-
amidgelen in der Minigel-Apparatur der Firma Biorad. Die Konzé&otraan Acrylamid lag
fur die Untersuchungen der SecA-Proteine bei 10 % und fur die von OmpA unidsButxei

12,5 %. Das Trenngel wurde mit einem 6 % Sammelgel Uberschichtet.

Trenngel: pro 30 ml: 12,5 ml Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8)
(12,5 %) 7,5ml 1,5 M Tris/HCI pH 8,8

0,3ml 10 % SDS

3,2 ml 87 % Glyzerin

6,2 ml HO

0,3ml 10 % APS

20 ul TEMED

Sammelgel: pro 15 ml: 2,5 ml Acrylamid:Bisacrylamid
(6 %) 3,75 ml 0,5 M Tris/HCI pH 6,8
0,15 ml 10 % SDS
8,45 ml BO
0,15 ml 10 % APS
10 pl TEMED

Die Elektrophorese wurde bei 20 mA pro Gel fir 1h—-2h in 1 x Laufpuffer|(ffox
Laufpuffer: 30 g Tris-Base, 144 g Glycin) mit 0,1 % SDS durchgefihrt.
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5.4. Tricin-SDS-Polyacrylamid-GelelektrophoresdSchaggeet al.,,1987)

Die Auftrennung von Proteingemischen nach ihrer Grof3e zum Nachweis RriBfeinen
erfolgte mit der Gel-Apparatur der Firma Renner (Dannstadt) dacMethode von Schagger
et al, da mit groRen Tricin-SDS-Polyacrylamid-Gelen im Gréf3enbereistR# (42 kDa)
die beste Auftrennung erreicht wurde.

Trenngel: pro 30ml: 8,0 ml Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8)

(8%) 8,4 ml 5O (bidest.)
7,5 ml Tris/SDS Lésung (3 M Tris/HCI pH 8,45; 0,3 % SDS)
3,4 ml 87 % Glyzerin
0,15 ml 10 % APS

15 pl TEMED
Sammelgel: pro 15mil: 2,5 ml Acrylamid:Bisacrylamid
(6%) 8,5 ml B0 (bidest.)

3,75ml Tris/SDS Losung (3 M Tris/HCI pH 8,45; 0,3 % SDS)
0,12 ml 10 % APS
12 ul TEMED

Die Elektrophorese wurde mit zwei unterschiedlichen Puffern durchgefthrt:
Anodenpuffer 10 x: 2 M Tris /HCI pH 8,9

Kathodenpuffer 10 x, pro I: 121 g Tris-Base; 179,2 g Tricin; 10 g SDSp@&d(bidest.)
Die Auftrennung erfolgte G.N. bei 24 mA pro Gel.

5.5. Coomassie-Farbung von Proteingelen

Das zu farbende Gel wurde 1 h in Coomassie-Brilliant-Blue-Lésurm I(p@,5 g Serva
Blau R, 250 ml Isopropanol, 50 ml Eisessig) geschwenkt und der Gberscheadsigmoff mit
Entfarber (30 % Ethanol, 10 % Eisessig) entfernt. Das Gel wurdlefend in einem Gel-
trocknungsrahmen (Gel Drying Frames; Diversified Biotech) nacleitung des Herstellers
getrocknet.

5.6. Nachweis von Proteinen mit spezifischen Antikdrpern (Western-Bl)

Die zu untersuchenden Proteine wurden vor der Ubertragung auf PVDF-Memnbr
(Immobilon-P-Transfer-Membrane, Milipore, Billerica, USAh denaturierenden SDS-Gel
aufgetrennt (s. 11.5.3.). Der Transfer erfolgte im Elektroblot-\leda unter Verwendung der
mini-Trans-BlotTM Kammer der Firma Biorad in Tris/Glycin-Rarf (1 x Laufpuffer ohne
SDS, s.11.5.3)) bei 100V fur 1 h. Danach wurden die Membranen zur Abdeckung
unspezifischer Bindungsstellen in Blot-Losung | (10 mM Tris/HCL pH 7,5%9)9aCl, 3 %
RSA) fur 1 h bei 37°C geschwenkt. AnschlieRend wurden die Membranen ib@lotg |l

(20 mM Tris/HCI pH 7,5, 0,9 % NaCl, 0,3 % RSA) mit den primaren Antikdrperb000)
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gegen das Zielprotein uberfiihrt und noch einmal fur 1 h bei 37 °C inkubiertni€he
gebundenen Antikdrper wurden durch zweimaliges je 30-minttiges WascheBlot
Losung Il entfernt. Der Nachweis der primaren Antikorper (aus Kanmcéedolgte durch
Bindung von Peroxidase-Antikdrperkonjugaten gegen Kaninchen IgG (sekundarer
Antikdrper). Dazu wurden die Membranen fir 1 h bei 37 °C in Blot-L6sung tll den
sekundaren Antikdrpern (1:6000) inkubiert. Nun wurden die Membranen erneut zvi@mal
je 30 min gewaschen und zur Farbentwicklung in 10 ml Reaktionspuffer (100msM Tl

pH 9,5, 100mM NaCl, 5mM Mg®@) gebracht. Nach Zugabe von 66ul NBT (5 % NBT in
70 % DMF) und 66ul BCIP (2,5 % Bromo-Chloro-Indolylphosphat in 50% DMF) kagatysi
die alkalische Phosphatase die Farbreaktion. Diese wurde 5 -10 mindgpéke\WWaschen der
Membran in TE-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 7,8; 1 mM EDTA (N&alz)) gestoppt (Towbin
et al, 1979, Hawkest al, 1982).

5.7. ,Pulse-Chase“-Experiment mitB. subtilis(variiert nach van Dijl, 1991)

Im ,Pulse-Chase“-Experiment kann die Exportkinetik von sekretorischeteiffen anhand
der Prozessierung, d.h. der Umwandlung des Proteinvorlaufers in sérnearan, untersucht
werden. Hierzu wurden alle neu synthetisierten Proteine Uber eineenkdeitraum mit
radioaktivem **S-Methionin markiert (Pulse) und anschlieRend der weitere Einbau von
radioaktivem Methionin durch Zugabe eines Uberschusses von nicht radioakkiemem
Methionin gestoppt (Chase). So entsteht ein definierter Pool von nterkiroteinen. Nach
Zugabe der Chase-Ldsung wurden zu bestimmten Zeiten Proben entnommen, Expale
des markierten Protein-Pools anhand der Prozessierung zu verfolgeau inéersuchenden
Proteine wurden nach Zellaufschluss mittels Immunfallung isoliend im SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Da das Signalpeptid nach erfolgtanslokation vom
Vorlauferprotein abgespalten wird, lasst sich nach Auftrennung imd&eWVorlaufer vom
reifen Protein anhand der GroR3e unterscheiden. Der Nachweis den®rtiilgte mittels
Autoradiographie.

Markierung vorB. subtilisNIG1152

Mit der temperatursensitiveB. subtilis secAMutante NIG1152 bei der fur diesen Stamm
nicht permissiven Temperatur von 42 °C wurde der Export des heterologen-Proigins

ohne oder unter zuséatzlicher Expression eseeAGens, ausgehend von einem Derivat des
Plasmids pWH1520 (pWMKL1, pWMH1, pWMH2), untersucht. Dazu wurde je eine UNK
von NIG1152 mit den Plasmiden pCU30OmpAkan und einem der pWH1520-Derivate in S7-
Medium (mit Kanamycin, Tetracyclin und 50 pg/ml Methionin) angezogenausdehend

von dieser je 6 ml frisches S7-Medium zu einergg@von 0,3 beimpft. Die Kultur wurde

bei 30 °C und 170 upm in einem 100 ml EMK mit Schikanen geschuttelt. Die loduder
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secAGene erfolgte bei einer Jgovon 0,2 mit 0,5 % Xylose. Beim Erreichen einer g9

von 0,9-1,0 wurde der Kultur ein so grol3es Zellvolumen entnommen, dass naclalzyesm
Waschen der Zellen in je 5ml S7 Medium (ohne Methionin, ohne Antibiotika) und
anschlielendem Resuspendieren in 2 ml S7-Medium (ohne Methionin, ohne Aniilstéka
ODgggVvon 1,0 erhalten wurde. Die gewaschenen und resuspendierten Zellen wurd@n 90 m
bei der nicht permissiven Temperatur von 42 °C inkubiert und anschliel3endnsafkiert.

Die Synthese des OmpA-Proteins wurde 10 min vor der Markierung mitM1IPTG
induziert. Zur Markierung wurden zu den Zellen 200 [{i-Methionin gegeben und die
Markierungsreaktion nach 1 min durch Zugabe von 100 pl Chase-Lésung (45 mg/ml
Methionin, 2,5 mg/ml Puromycin) gestoppt. 1 min, 2 min und 3 min nach dem @haden

je 600 ul Proben entnommen und diese sofort mit 150 pl eiskalter TCA (4@fhycht
(Vortex). Die Fallung erfolgt G.N. bei 4 °C.

Immunfallung
Die Proben wurden 20 min bei RT und 13000 upm (Eppendorf) abzentrifugiert, ltets Pe

dreimal mit eiskaltem Aceton (80 %) gewaschen und 5 -10 min bei 50 fackyset. Fir den
Zellaufschluss wurde das Pellet in 100 pl Lysispuffer (10 mM T@s/HH 8,0, 25 mM
MgClp, 200 mM NaCl, 5 mg/ml Lysozym) resuspendiert und 45-60 min bei 37 °C inkubiert.
Nach Zugabe von 10 pl SDS (10 %) erfolgte der Zellaufschluss fur hObmii 95 °C.
AnschlieRend wurde dem Ansatz 1 ml IP-Puffer (50 mM Tris/HCI pH 8,mM®@ONacCl,

0,92 % Triton-X-100, 5mM EDTA) zugefigt und unlésliche Bestandteile durch
Zentrifugation fur 20 min bei RT und 13000 upm (Eppendorf) abgetrennt. 1 ml des
Uberstandes wurden zur Immunfallung in ein neues Eppendorfgefa tberfiihrt uhdekd
OmpA-spezifischen Antikorpers dazugegeben. Die Bindung des OmpA-Pradoigte
unter leichtem Schwenken fur 1 h bei 30 °C. Zur Fallung des OmpA-PrawtkibAper-
Komplexes wurden 100 pl Pansorbinzellen (10 %, fixiStegphylococcus aureuzellen mit
exponiertem Protein A; Calbiochem, San Diego, USA) zugeflgt und dsatA fur eine
weitere Stunde bei 30 °C leicht geschwenkt. Die Pansorbinzellen wundehlial3end fir

1 min bei 13000 upm abzentrifugiert, nacheinander in je 1 ml Waschlosung | (50 mM
Tris/HCI pH 8, 1 M NaCl, 1 % Triton-X-100), Waschlosung 1l ( 50 mM HiSI pH 7,5,

0,5 M LIiCl, 0,1 % SDS) und Waschlosung Il (50 mM Tris/HCI| pH 7,5) gewasches. D
Pellet wurde schlief3lich in 50 pl Laemmli-Probenpuffer aufgenommen uriRtaden 10 min

bei 95 °C denaturiert. Zur Bestimmung der Radioaktivitdt wurden 5 pl mdyeRn 5 ml
Szintillationsflussigkeit (Ultima Gold XR, Packard BiosciencerdhElmer, Boston) in
einem Kunststoff-Szintillationsgefald verdinnt und in einem Szintilagdhler vermessen.
Die Probenvolumina wurden auf einen Wert zwischen 10000 und 15000 cpm normiert und in
einem denaturierenden SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.
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Gelaufarbeitung und Nachweis der markierten Proteine

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine 30 min mit 45 % Isopropanol und 10 %
Essigsaure im Gel fixiert und anschlieBend weitere 30 min WNHENCE (NEN™Life
Science Products / PerkinElmer, Boston) unter leichtem Schwenken mgstadas Gel
wurde dreimal 15 min mit Wasser gewaschen und dann in einer Vakuum-Trosknung
apparatur auf Filterpapier fur 1,5 h bei 80 °C getrocknet. Der NaclieeiBroteine erfolgte
entweder durch Exposition eines Rontgenfilms fiir mehrere Tage béC—-@0er mit Hilfe
eines Phosphoimagers (Fuji BAS 1800 Bio Image Analyser). Zum N&cheeProteine mit
dem Phosphoimager wurde fiir einige Stunden oder U.N. ein Screen (FuUMBA®aging
Plate) exponiert, der anschlieend mit dem Gerat ,Fuji BAS 1800IrBage Analyser”
ausgelesen wurde.
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[ll. Ergebnisse

1. Untersuchungen zur Ursache der hohen Sekretionsleisturdes industrierelevanten
StammesB. licheniformis ,E*

B. licheniformiswird von der Waschmittelindustrie unter anderem zur Gewinnung von
Proteasen vom Subtilisin-Typ eingesetzt. Die zur Produktion eingeseitdmme werden
zumeist Uber wiederholte Zyklen von ungerichteter Mutagenese und efiecidem
Screening auf hohe Sekretionsleistung erhalten, weshalb die Ursaighetief guten
Sekretionseigenschaften oft unbekannt sind. Um die Produktivitdt bei an8&mmmen
gezielt steigern zu kdnnen, wére es nutzlich, Mutationen zu idesertdizi die zu den hohen
Sekretionsleistungen der Industriestdmme beitragen. Anzunehmen sstieses Mutationen
entweder die Proteinbiosynthese oder die anschlieBende Sekretion deneEimzyden
Kulturiiberstand verbessern. Ein potentieller Genort fir solche Mutatisheter secA
Genlocus vorB. licheniformis der sowohl ein Gen der Proteinsekretisec) als auch eines
der ProteinbiosyntheseprfB) enthalt (s. l.3.). DeisecAGenlocus des industrierelevanten
StammesB. licheniformis,E“ wurde daher mit dem des Wt-Stammes licheniformis
DSM13 verglichen. Die identifizierten Mutationen wurden anschliel3endfthamauntersucht,
ob sie fUr die guten SekretionseigenschaftenBldEheniformis,E* mitverantwortlich sein
kénnten.

B. licheniformis,E" ist auf hohe Sekretionsleistung optimiert

Um zund&chst einen Eindruck Uber die Hohe derBnitcheniformis,E* erzielten Subtilisin-
Ausbeute zu gewinnen, wurde die Ausbeute an Subtilisin zwischen dem igr@lestanten
Stamm B. licheniformis ,E, dem W?t-StammB. licheniformis DSM13 und dem Stamm
B. subtilis DB104 verglichen. B. subtiis DB104 wurde neben dem Wt-Stamm
B. licheniformis DSM13 flur diesen Vergleich ausgewahlt, Basubtilis DB104 als ein
typischer ,Laborstamm® zur Klonierung und Expression der verschiede@Gsre im Labor
Verwendung findet und daher im voélligen Gegensatz zu dem auf SekretionSwdjtaisin-
Mengen optimiertenB. licheniformis ,E“ steht. Bei B. subtilis DB104 sind Teile der
Strukturgene, die fur die extrazellulare Metalloprotease B&@ih (hprE) und fur die
extrazellulare Serinprotease SubtilisindprE) kodierendeletiert, weshalb dieser Stamm nur
sehr geringe Mengen Protease in den Kulturtiberstand sekretiert.

Zur industriellen Subtilisin-Gewinnung wird das Subtilisin-Gen zumesst einem Plasmid
hoher Kopienzahl exprimiert. Daher wurde der Vergleich der Subt#issbeuten zwischen
den drei Stammen auch unter zusatzlicher Expression des Subtéissnédbh von Bacillus
lentusausgehend von dem ,high-copy” Plasmid pSub durchgefiihrt.
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Die drei Stdmme wurden jeweils mit und ohne das Plasmid pSub (kefTaiye in
gepuffertem LB-Medium in der pH-Schuttelkolben-Anlage der Firme&SBA° bei pH 7,2,
wie im Kapitel 11.4.1.2. beschrieben, kultiviert. Die Kultivierung deérBtne mit Plasmid
erfolgte unter Zugabe von Tetracyclin. Da die maximale SubtiMgnge im Uberstand
erfahrungsgemal zwischen 48 h und 72 h Kultivierungszeit erreicht wird, wnuddiesen
Zeitpunkten Proben entnommen und nach Zentrifugation die Subtilisin-Aktivitdes
Uberstande mittels AAPF-Test (s. 11.5.1.) bestimmt. Die maénilibtilisin-Aktivitat im
Kulturiberstand wurde bei den Stammen ohne plasmidkodiertes Subtilisiis beaieh
48-stundiger Kultivierung, bei den Stammen mit zusatzlicher Expressdes
plasmidkodierten Subtilisins erst nach 72-stindiger Kultivierung étreiic Abb. 8 ist die
jeweils ermittelte maximale Subtilisin-Aktivitat pro ml Kulturibenstl dargestellt.

Beim Vergleich der maximalen Subtilisin-Aktivitdten der dréirBme wird deutlich, dass
B. licheniformis,E* im Vergleich zu den beiden anderen Stammen mit und ohne zubkatzli
plasmidkodiertes Subtilisin eine wesentlich hohere Subtilisin-Aktivitiro ml
Kulturiberstand besitzt. Die chromosomal kodierten ProteasenBdigsheniformis E*
sorgen bereits fur eine sehr hohe Grundaktivitat von 83,8 U/ml Kulturtibeér&asubtilis
DB104 und B. licheniformis DSM13 zeigen dagegen ohne zusatzliche Expression des
plasmidkodierten Subtilisins eine sehr geringe Aktivitat von nur 0,1 Wmmi. 3,1 U/ml
Kulturiberstand. Durch Expression des Subtilisin-Gens Boentus ausgehend von dem
Plasmid pSub, wird bé. licheniformisDSM13 (Wt) undB. subtilisDB104 die Aktivitat pro
ml Kulturtiberstand deutlich erhdht. Die zusatzliche Expression dediSnl#ens fuhrt bei
B. subtilisDB104 zu einer 305-fachen (30,5 U/ml) und BelicheniformisDSM13 zu einer
7,5-fachen (23,3 U/ml) Steigerung der Aktivitat. Beilicheniformis,E" lasst sich dagegen
nur eine vergleichbar geringe Steigerung um den Faktor 1,1 zu einettdtkton 94,1 U/ml
feststellen. Beim Vergleich der Subtilisin-Ausbeuten mit und ohn@ziche Expression des
Subtilisin-Gens, ausgehend vom Plasmid pSub muss berticksichtigt werdedied@simme
mit dem Plasmid hier unter Zusatz von Tetracyclin im Medium\kalti wurden. Tetracyclin
greift in die Proteinbiosynthese ein und bewirkt so moglicherweish aine Verringerung
der in den Zellen synthetisierten Subtilisin-Menge. Da der StBmimheniformis,E” fur die
Subtilisin-Produktion optimiert wurde, haben geringe Stérungen der Protsginthiese oder
Proteinsekretion wahrscheinlich eine sehr viel hbhere Auswirkung adudigeute als beim
Wt-StammB. licheniformisDSM13 oder beB. subtilisDB104. Dies wirde erklaren, warum
trotz zusatzlicher Expression des auf dem Plasmid lokalisie8ehtilisin-Gens in
tetracyclinhaltigem Medium mitB. licheniformis ,E* insgesamt nur eine geringflgige
Aktivitditszunahme beobachtet wurde. Diese Vermutung wird dadurch bestdéass
B. licheniformis,E* mit dem Plasmid pSub aber ohne Tetracyclin im Medium mit W58l
Kulturiberstand eine deutlich héhere Subtilisin-Aktivitat aufweisiAfd. 8 und 111.2.2.3.)
als mit Antibiotikum. Trotz Tetracyclin im Medium und unter Expressies Subtilisins von
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B. lentussekretiertB. licheniformis,E* im Vergleich zu den beiden anderen Stammen drei-
bis viermal mehr Subtilisin in den Kulturiiberstand.

1
155,0
M 5. subtilis DB104
140 —
1 — [l B. licheniformis DSM13
€ 10 94,1 —
) |:| B. licheniformis ,E”
= 83,8
s 8 - u
¥
<
6 I -
4 | | -
2 | |
3,1
A 01
I E—
ohne Vektor pSub pSub
+ -
Tetracyclin Tetracyclin

Abb. 8: Vergleich der maximalen Subtilisin-Aktivitaten der StamiBesubtilis DB104,

B. licheniformisDSM13 undB. licheniformis ,E“. Links: Kultivierung der Stamme ohne
Plasmid; Mitte: zusatzliche Expression des Subtilisin-Gens Biotentus ausgehend vom
Plasmid pSub mit Tetracyclin im Medium; Rechts: Kultivierung Brlicheniformis,E*
unter Expression des Subtilisin-Gens \Binlentus ausgehend vom Plasmid pSub aber ohne
Tetracyclin im Medium

Der Vergleich der Subtilisin-Ausbeute des industrierelevantenri¢sim. licheniformis,E*

mit der desB. licheniformiswt-Stammes und der des LaborstammesubtilisDB104 macht
deutlich, dassB. licheniformis ,,E* tatséchlich auf eine hohe Sekretionsleistung optimiert
wurde. Die Ursache fir diese gute Sekretionseigenschaft ist unbekkuht 1asst sich
vermuten, dassB. licheniformis ,E* aufgrund von Mutationen in Genen der Protein-
biosynthese oder in Genen des Translokationsapparates mehr Subtilégn tdberstand
sekretieren kann.
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1.1. Der secAGenlocus als potentieller Genort fir Mutationen, die zur guten
Sekretionsleistung vorB. licheniformis ,E* fihren

Der secAGenlocus vonB. licheniformis besteht aus demecAGen, das fur die zentrale
energieliefernde Komponente der Proteinsekretion kodiert und dem strortsabagenden
prfB-Gen, das fur den bei der Termination der Proteinbiosynthese wichfiRplrase”-
Faktor 2 (RF2) kodiert. Da anzunehmen ist, dass die hohe Sekretionsleigtang

B. licheniformis,E* durch Mutationen in Genen der Proteinbiosynthese oder in solchen der
Proteinsekretion verursacht wird, wurde decAGenlocus vorB. licheniformis,E* kloniert

und sequenziert und die Sequenz mit der bereits bekannten Sequenz des 378ReBp gr
secAGenlocus vom Wt-StamiB. licheniformisDSM13 verglichen (Hintz, 1999).

Klonierung und Sequenzierung descA undprfB-Gens vorB. licheniformis,E*

Zur Sequenzierung desecAGenlocus vonB. licheniformis ,E* wurde zun&chst die
chromosomale DNA dieses Stammes prapariert. Zur besseren Handhgbung
Amplifizierung, Klonierung und Sequenzierung desAGenlocus) wurde der Genlocus in
zwei Teilbereiche unterteilt, in daecAGen mit zugehdrigem Promotorbereich sowie das
prfB-Gen mit nachfolgendem Terminator. Beide Sequenzabschnitte wurdermensgesn
chromosomaler DNA mittels PCR-Technik amplifiziert. Die fig 8iCR verwendeten Primer
wurden anhand des bekann&nicheniformisDSM13secAGenlocus ausgewahlt und waren
zur Vereinfachung der Klonierung mit je einBanHI-Restriktionsschnittstelle versehen
(secAPrimer: Primer Nr.1 und 2prfB-Primer: Primer Nr.4 und 5, s. Tab. 3, S. 26). Zur
Klonierung desecAtragenden Sequenzabschnittes wurde ein ,low-copy* Vektor verwendet,
da eine frihere Klonierung descAGens vorB. licheniformisDSM13 mit dem ,high-copy*
Vektor pUC18 nicht zum Erfolg gefuhrt hatte (Hintz, 1999). Der von der absomalen
DNA desB. licheniformis,E* amplifizierte secAtragende Sequenzabschnitt wurde daher in
den ,low-copy“-Vektor pHSG575 und der amplifizieppefB-tragende Sequenzabschnitt in
den ,high-copy“-Vektor pUC18 kloniert. Dazu wurden Vektor und Fragment igwet dem
RestriktionsenzynmBanH| verdaut und nach Ligation i&. coli IM109 transformiert. Die
fertigen Vektoren wurden als pHS&cA bzw. pUQrfBE bezeichnet. Beide Gene wurden
sequenziert, mit dem entsprechenden Wt-Gen verglichen und die iderigfizMutationen
daraufhin untersucht, ob sie einen Einfluss auf die Sekretionsleistuig kitgseniformis,E*
haben konnten.
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1.2. Das secAStrukturgen von B. licheniformis ,E* unterscheidet sich in einem
Basenpaar vonmsecAGen des Wildtypstammes DSM13

Falls Mutationen imsecAGen fir die gute Sekretionsleistung dBslicheniformis,E"
verantwortlich sind, kdnnte diese Verbesserung entweder durch verandenesauren und
daraus resultierende Strukturveranderungen des SecA-Proteins oder idarat aer Zelle
veranderte Menge an SecA-Protein entstehenBEFgubtiliswurde gezeigt, dass die SecA-
Menge einen Engpass fur die Sekretion bestimmter Enzyme, insbesdindeche mit
geringer Affinitat zu SecA, darstellen kann. So lasst sich leéthyeitiger Uberexpression
von secAdie Ausbeute an sekretierter LevansucrasaBbsubtilisum 40 % steigern (Leloup
et al, 1999). Die Erhéhung der SecA-Menge in der Zelle kdnnte z. B. aus Mutatione
secAPromotorbereich resultieren, die zu einer erhdhten Transkriptiosedégsens fihren
(Promotor ,up” Mutationen)Da dassecAGen mit denprfB-Gen in einem Operon lokalisiert
ist, wird ein zusammenhdngendes mMRNA-Transkript beider Gene sgmhetiAuch
Mutationen, die diesecAprfB-mRNA-Stabilitdt verbessern und so zu einer erhdhten
Translation dessecAGens fuhren, konnten eine Erhdhung der SecA-Menge in der Zelle
bewirken.

Der Sequenzvergleich ergab, dass die Sequenzen sdeAPromotorbereiche von
B. licheniformisDSM13 (Wt) und B. licheniformis,E* identisch sind. Die verbesserte
Sekretionsleistung deB. licheniformis,,E* beruht somit nicht auf einer verstarktsecA
Transkription und einer dadurch bedingten Erh6hung der SecA-Menge in derl@ebcA
Strukturgen befindet sich dagegen ein verandertes Basenpaar annPb%@4, was aber
keine Veranderung der Aminosauresequenz bewirkiT(GEGQC, Alanin, s. Abb. 9). Die
SecA-Proteine voB. licheniformisWt- und ,E“-Stamm sind also identisch, doch kénnte die
stille Mutation an Bp Position 1104 Einfluss auf die mRNA-Stabilitatl somit auf die
SecA-Menge in der Zelle haben. Um dies zu untersuchen, wurde eiteiglerder SecA-
Proteinmengen zwischenB. licheniformis DSM13 (Wt) und B. licheniformis ,E*
durchgefuhrt, der im nachsten Abschnitt (s. I11.1.3.) beschrieben ist.

Abb. 9: Sequenzvergleich desecAPromotorbereiche und eines Teils decAStrukturgene
von B.licheniformis,E* und Wt-Stamm DSM13. Der ausgewéahlte 1447 Bp grof3e 5’-Bereich
der secAStrukturgene enthalt die stille Mutation an Bp Position 1104. Die euispnde
Base ist grau hinterlegt und das gesamte Codon eingerahmt. Detighete”-abhangige
Promotor (P) mit der —10 und —35 Region-() und die Ribosomenbindestelle (RBS) sind
eingezeichnet. Oberhalb der DNA-Sequenz ist die entsprechende Amesesilenz
angegeben. Die Walker-Motive A und B der ersten NukleotidbindesiB&-]) des SecA-
Proteins sind grau hinterlegt. AuRerdem sind die postulierten Bindedoni@seSecA-
Proteins fir das Signalpeptid (SPBD, Signalpeptidbindedoméne) und furigenTrell des
Vorlauferproteins (PPBD Praproteinbindedomane) eingezeichnet.

51



lll. Ergebnisse

secANt
sec/k

secANt
sec/k

secANt
sec/k

secANt
sec/A

secANt
sec/k

secANt
sec/k

secANt
sec/k

secANt
sec/k

secANt
sec/A

secANt
sec/k

secANt
sec/k

secANt
sec/k

secANt
sec/k

52

p_-35 > -10 >
TTCCCCCGCGGTAAATTGTTTGGAAATGACAAAAGGTATGATATGATATTGCATATATAA
TTCCCCCGCGGTAAATTGTTTGGAAATGACAAAAGGTATGATATGATATTGCATATATAA

__RBS M L
AAATTACTGTTTACTCATGCTTAAACAAGGAAATTAAAGAGGAGCGTTATTCTATGCTTG
AAATTACTGTTTACTCATGCTTAAACAAGGAAATTAAAGAGGAGCGTTATTCTATGCTTG

G I L NK V F D P TK R TL S R Y E K K
GAATTTTAAATAAAGTGTTTGATCCGACAAAACGCACGCTCAGCCGTTATGAAAAGAAAG
GAATTTTAAATAAAGTGTTTGATCCGACAAAACGCACGCTCAGCCGTTATGAAAAGAAAG

AN E I DAL K ADTIEI KL S D E A L K
CGAACGAGATTGATGCGCTCAAGGCAGATATAGAGAAGCTTTCAGACGAAGCTTTGAAGC
CGAACGAGATTGATGCGCTCAAGGCAGATATAGAGAAGCTTTCAGACGAAGCTTTGAAGC

Q K T I E F K E R L E K G E T V D D L L
AAAAGACGATCGAGTTCAAAGAGCGCCTTGAAAAAGGCGAAACGGTTGACGATCTTTTGG
AAAAGACGATCGAGTTCAAAGAGCGCCTTGAAAAAGGCGAAACGGTTGACGATCTTTTGG

vV EA F AV VR REASIRIRV T GMF P F
TTGAAGCGTTTGCCGTTGTCAGGGAAGCTTCCCGGCGCGTGACAGGCATGTTTCCGTTTA
TTGAAGCGTTTGCCGTTGTCAGGGAAGCTTCCCGGCGCGTGACAGGCATGTTTCCGTTTA

Walker A-
K v Q L M G GV A L HEGNTIAIEWMIK T
AGGTTCAGCTGATGGGGGGCGTCGCCCTTCATGAAGGGAATATCGCCGAAATGAAAACGG
AGGTTCAGCTGATGGGGGGCGTCGCCCTTCATGAAGGGAATATCGCCGAAATGAAAACGG

Motiv, NBS1
G E G K T L T S T M P VY L N A L S G K
GGGAAGGTAAAACGCTGACTTCCACAATGCCCGTTTACTTGAACGCTCTGTCAGGGAAAG
GGGAAGGTAAAACGCTGACTTCCACAATGCCCGTTTACTTGAACGCTCTGTCAGGGAAAG

G VHVV TVNEY L A S RDAEE MG
GCGTTCACGTCGTGACGGTCAACGAATACCTGGCGAGCCGCGACGCTGAAGAGATGGGGA
GCGTTCACGTCGTGACGGTCAACGAATACCTGGCGAGCCGCGACGCTGAAGAGATGGGGA

K I F E F L G L T V G L N L NS L S K D
AAATCTTTGAGTTTCTCGGGCTGACGGTCGGCCTAAACCTGAACAGCCTGTCAAAAGACG
AAATCTTTGAGTTTCTCGGGCTGACGGTCGGCCTAAACCTGAACAGCCTGTCAAAAGACG

E K R E A Y A ADTITY S TNNEL G F
AGAAGCGTGAAGCCTATGCAGCAGATATTACGTATTCTACGAATAATGAGCTTGGCTTTG
AGAAGCGTGAAGCCTATGCAGCAGATATTACGTATTCTACGAATAATGAGCTTGGCTTTG

DY L R DNWMVLY K EQMV QR P L H
ACTACTTGCGCGACAACATGGTGCTTTATAAAGAGCAGATGGTTCAGCGCCCGCTTCATT
ACTACTTGCGCGACAACATGGTGCTTTATAAAGAGCAGATGGTTCAGCGCCCGCTTCATT

Walker B Motiv, NBS 1 — PSPE
F A VvV I D E V D S I L I D E AR TP L I
TTGCGGTCATCGATGAAGTCGACTCCATTTTGATCGATGAAGCAAGAACGCCGCTCATCA
TTGCGGTCATCGATGAAGTCGACTCCATTTTGATCGATGAAGCAAGAACGCCGCTCATCA
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PSPE

I S GQ A AK ST KULY V Q ANATF VR
secANVt TTTCTGGACAAGCGGCCAAATCCACCAAGCTTTATGTTCAGGCCAATGCGTTTGTCCGCA 727
secA TTTCTGGACAAGCGGCCAAATCCACCAAGCTTTATGTTCAGGCCAATGCGTTTGTCCGCA

PPBS
T LKADO QDYTYODVZ KTTIKTGVQLT

secANVt CGCTAAAAGCGGATCAGGACTACACATACGATGTGAAAACAAAAGGCGTTCAGCTGACTG 787
secA CGCTAAAAGCGGATCAGGACTACACATACGATGTGAAAACAAAAGGCGTTCAGCTGACTG

PPBS

E E GM T K A E K A F G I ENL F D V R
SecAVt AAGAGGGGATGACAAAAGCTGAAAAGGCATTTGGCATCGAAAACTTGTTTGACGTCCGCC 847
secAk AAGAGGGGATGACAAAAGCTGAAAAGGCATTTGGCATCGAAAACTTGTTTGACGTCCGCC

PPBS
HV ALNUBHTUHTIARQ GQATLTKATHAA AWMU HK
secAWt  ATGTCGCCTTAAACCATCATATTGCCCAGGCGCTGAAAGCCCATGCGGCGATGCATAAAG 907
sec/E ATGTCGCCTTAAACCATCATATTGCCCAGGCGCTGAAAGCCCATGCGGCGATGCATAAAG

PPBS

bv DYy VvVyvVvVv EDGA QV VI VDS FTGR
SecAVt ACGTCGACTACGTCGTCGAAGACGGTCAGGTCGTTATCGTCGACTCTTTTACAGGCCGTT 967
secA ACGTCGACTACGTCGTCGAAGACGGTCAGGTCGTTATCGTCGACTCTTTTACAGGCCGTT

L M K G RRY S D GLHAQATIEAIKEG
SecAVt TGATGAAAGGCCGCCGCTACAGCGACGGACT TCACCAGGCCATTGAAGCGAAGGAAGGCC 1027
secA TGATGAAAGGCCGCCGCTACAGCGACGGACTTCACCAGGCCATTGAAGCGAAGGAAGGCC

L EI Q NE SM TULATTITFQNY F R
secANt TTGAGATCCAAAATGAGAGCATGACGCTCGCGACGATCACCTTCCAGAACTATTTCCGAA 1087
secA TTGAGATCCAAAATGAGAGCATGACGCTCGCGACGATCACCTTCCAGAACTATTTCCGAA

MY E KL AGMTGTAIK TEEE E F R
SecAVt TGTATGAAAAATTQGCTIGGAATGACGGGTACCGCAAAAACGGAAGAAGAAGAATTCCGCA 1147
secA TGTATGAAAAATTGGCCGGAATGACGGGTACCGCAAAAACGGAAGAAGAAGAATTCCGCA

N I Y NMQV V TTIPTNIKPTI AR DD
SecAVt ACATCTACAACATGCAGGTTGTTACGATTCCGACCAACAAGCCGATTGCCCGCGATGACC 1207
secA ACATCTACAACATGCAGGTTGTTACGATTCCGACCAACAAGCCGATTGCCCGCGATGACC

R P DL I Y R TMESGIKF K AV A E DV
SecAVt GACCGGATTTAATTTACCGGACCATGGAAGGAAAATTTAAAGCTGTTGCAGAGGATGTCG 1267
secA GACCGGATTTAATTTACCGGACCATGGAAGGAAAATTTAAAGCTGTTGCAGAGGATGTCG

AQ R Y MV GGQP VLV GGTV AV E TS
SecAVt CCCAGCGCTATATGGTCGGACAGCCGGTACTTGTCGGTACGGTTGCGGTTGAAACATCTG 1327
secA CCCAGCGCTATATGGTCGGACAGCCGGTACTTGTCGGTACGGTTGCGGTTGAAACATCTG

E L I S R L L KNIKGTIPHQV L N AIK
secANVt AATTGATATCAAGGCTCCTTAAAAATAAAGGAATCCCGCATCAAGTGTTGAACGCGAAAA 1387
secA AATTGATATCAAGGCTCCTTAAAAATAAAGGAATCCCGCATCAAGTGTTGAACGCGAAAA

N HEREAQITIEDAGA QIKGA AV TTI
secAVt ACCATGAGCGGGAAGCTCAGATTATCGAAGATGCCGGGCAAAAAGGCGCGGTCACCATCG 1447
secA ACCATGAGCGGGAAGCTCAGATTATCGAAGATGCCGGGCAAAAAGGCGCGGTCACCATCG
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1.3. Die SecA-Menge inB. licheniformis ,E* ist im Vergleich zum Wildtypstamm
B. licheniformis DSM13 wahrend der stationdren Wachstumsphase deutlich erhoht

Die Expression desecAGensist in B. subtiliszeitlich reguliert und erreicht ihr Maximum
mit dem Einsetzen der Proteinsekretion exakt beim Ubergang desestiellen Wachstums

in die stationdre Phase (Herbettal, 1999). Dieser Zeitpunkt wird mit bezeichnet. Mit
dem Einsetzen der stationaren Wachstumsphase fallt die TranskriptisecdesfB-Operons

auf ein niedriges, basales Niveau ab. Die bereits exprimiegeA-Broteine bleiben zwar
Uber viele Stunden stabil, doch kommt es im Verlauf der stationaremspiansphase in
Folge des normalen Proteinumsatzes trotzdem zur kontinuierlichen Abnddam8ecA-
Konzentration. Aufgrund der nahen VerwandtschafBzsubtilisist beiB. licheniformisvon
einer ahnlichen zeitlichen Regulation decAExpression auszugehen. Um zu uberprifen, ob
die stille Mutation imsecAGenlocusinen Einfluss auf die SecA-Proteinmenge in den Zellen
haben konnte, wurden die SecA-Mengen \Bnicheniformis ,E“ und Wt-Stamm zum
Zeitpunkt der maximalesecAExpression () und zusatzlich eineft zwei () und drei
Stunden spéter 3t miteinander verglichen. Dazu wurden ausgehend von einer UNK des
jeweiligen Stammes je 20 ml LB-Medium beimpft, die Kulturen ®€i°C und 160 upm
inkubiert und zu den entsprechenden Zeiten Proben enthommen. Aus den Zellfnaktione
wurden Gesamtzellextrakte hergestellt und diese im denaturier&ids-Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Entsprechend der £9 der Kulturen zum jeweiligen Zeitpunkt wurden
Proteinmengen gleicher Zellzahlen aufgetragen. Die Proteine maagchlielRend mittels
Western-Blot-Technik auf einer Membran fixiert und die SecA-Rretenit Antikdrpern
gegen das B. subtilis SecA-Protein nachgewiesen (Abb. 10). Der Nachweis des
B. licheniformis SecA-Proteins mit Antikdrpern gegen d#&s subtilis SecA-Protein ist
aufgrund der hohen Homologie von 91 % beider Proteine moglich (Hintz, 1999).

to t b t3

Abb. 10: Vergleich der SecA-Mengen zwischeB. licheniformis DSM13 (Wt) und

B. licheniformis,,E* (E) zu den Zeitpunktenot t;, t, und § im Western-Blot-Experiment.
Entsprechend der 890 der Ausgangskulturen wurden Proteinmengen gleicher Zellzahlen
aufgetrennt. Die Bandenhthe der SecA-Proteine (95 kDa) ist mit ei@@wm (*)
gekennzeichnet.
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Das chromosomal kodierte SecA-Protein ist in beiden StammenrenuZaitpunkten deutlich
in dem erwarteten Bereich von ca. 95 kDa zu erkennen. Zum Zeitpustkdas SecA-Protein
in beiden Stammen in einer vergleichbaren Menge vorhanden. Uber derteyeZaitraum
nimmt die SecA-Menge vom Wt-Stamm jedoch deutlich starker afbeldes ,E*-Stammes.
Zum Zeitpunkt 4 besitzen die Zellen dék licheniformis‘E” noch ca. viermal mehr SecA als
die des Wt-Stammes. Dieser Befund deutet darauf hin Bldsheniformis,E” im Vergleich
zum Wit-Stamm tatsdchlich ein stabileresecAprfB-mRNA-Transkript besitzt, was
demzufolge auch Uber einen langeren Zeitraum translatiert werden K& lasst sich
erklaren, dass insbesondere nach Absinken der maximalen TranskripticealgsfB-
Operons nach dem Zeitpunktauf ein basales Niveau, Zellen vBnlicheniformis,E* eine
deutlich héhere SecA-Menge aufweisen als Zellen vom Wt-StBmicheniformisDSM13.

1.4. Funktionelle Charakterisierung desB. licheniformis ,E* SecA-Proteins in einer
B. subtilissecAMutante

Im né&chsten Schritt wurde der Einfluss einer erhohten SecA-Konizentrauf den
Proteinexport untersucht. Die Untersuchungen mit BeticheniformisSecA-Protein wurden
dazu nicht in B. licheniformis selbst, sondern in dem genetisch besser zuganglichen
B. subtilisDB104 durchgefuhrt. Dazu musste zunéchst sichergestellt werden, da&Sscda
Protein vonB. licheniformisauch inB. subtilisfunktionell ist. Da sich zwar disecAGene

von B. licheniformisDSM13 und ,E*, nicht aber die SecA-Proteine unterscheiden und eine
aufgrund der stillen Mutatiomeranderte mRNA-Stabilitat unter Uberexpressionsbedingungen
keinen grof3en Einfluss auf die SecA-Menge in der Zelle haben salitde wahrend dieser
und der folgenden Untersuchungen jeweils nur sesAGen von B. licheniformis ,E*
Uberexprimiert.

Um die Funktionalitat des SecA-Proteins vBnlicheniformisin B. subtilis zu Uberprifen,
wurde untersucht, ob dessen Expression den ExportdefekB.dmibtilis secAMutante
NIG1152 komplementieren kann. Die temperatursensBiveubtilis secAMutante NIG1152
zeigt einen Wachstums- und Exportdefekt bei 42 °C. Der Defekt dieseand beruht auf
einem BasenpaaraustauschsetAGen, der im SecA-Protein einen Aminosaureaustausch an
Position 431 von Prolin nach Leucin zur Folge hat (Takamettgu, 1992). Der Austausch
der Aminosaure hat Auswirkungen auf die Konformation des SecA-Protestehes bei der
nicht permissiven Temperatur von 42 °C instabil ist und schnell abgebduffakamatset

al., 1994). In friheren Experimenten wurde gezeigt, dass der WachstumsoefBkisubtilis
NIG1152 bei der nicht permissiven Temperatur durch die Expressioseddgsens von

B. subtilisDB104 oder vorB. licheniformisDSM13 (Hintz, 1999) oder voB. licheniformis

.E“ komplementiert werden kann. Zum Nachweis, dass die Komplementatem
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Wachstumsdefekts auf einer Wiederherstellung des Proteinexpottbt,bseollte gezeigt
werden, dass die Expression desAGens vonB. licheniformis,E* den Exportblock der

B. subtilissecAMutante NIG1152 bei der nicht permissiven Temperatur von 42 °C aufheben
kann. Der Proteinexport wurde dazu anhand der Prozessierung (Umwandlung von
Proteinvorlaufer in reife Form) des Auf3enmembranproteins OmpA Eoooli im
~Pulse-Chase“-Experiment verfolgt.

1.4.1. Subklonierung des secAGens aus Bacillus licheniformis ,E“ in einen
Expressionsvektor firBacillus

Zur Expression irB. subtilisNIG1152 wurde dasecAGen vonB. licheniformis,E* in den
Expressions-Shuttlevektor pWH1520 kloniert. Dieser Vektor repliziertEircoli und

B. subtilisin hoher Kopienzahl und ermoglicht eine kontrollierte Expression des iGens
B. subtilis Die Expression dessecAGens im resultierenden Plasmid pWMH2
(PWH1520:sechs <) unterliegt der Kontrolle des Xylose-induzierbaren XylA-Promotors
und des zugehorigen Repressors XylR (Rygus & Hillen, 199%dhrend Xylose die
Induktion der Expression bewirkt, hat Glukose eine reprimierende Wirkung.

Die Subklonierung desecAGens vorB. licheniformis,E* vom Plasmid pHSGecA wurde
mittels PCR-Technik durchgefihrt und erfolgte analog zu der bebstchriebenen
Klonierung desB. licheniformisDSM13secAGens in pWH1520 (Hintz, 1999). Dazu wurden
dieselben Primer verwendet, die eine Amplifizierung desAGens mit der zugehorigen
Ribosomenbindestelle erlauben (Primer Nr.3: Position -31 bis -2 vor deoA
Translationsstart; Primer Nr. 2: Position +9 bis +36 hinter dem-Stmjon, s. Tab.3.) Um
das amplifizierte Gen anschlie3end gerichtet in den Expressionspdktet520 ligieren zu
kénnen, enthielten die Primer jeweils am 5-Ende eine Restriktibngtstelle Smad bzw.
BanHl). Das amplifizierte Fragment wurde aus dem PCR-Ansatgeaeihigt, mit den
RestriktionsenzymefSma und BanHI verdaut und in den ebenso gespaltenen Vektor ligiert.
Die anschlieBende Klonierung erfolgte B coli IM109 Das erhaltene Plasmid pWMH2
wurde nach Uberpriifung deecAGensequenz schlieRlich zur Transformation Bosubtilis
NIG1152 eingesetzt.
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1.4.2. Das SecA-Protein von B. licheniformis kann den Exportdefekt der
temperatursensitivenB. subtilis Mutante NIG1152 komplementieren

Anhand der Prozessierung des OmpA-ProteinsEzoroli konnte nun untersucht werden, ob
die Expression desecAGens von B. licheniformis oder von B. subtilis DB104 den
Exportblock deB. subtilissecAMutante NIG1152 bei der nicht permissiven Temperatur von
42 °C wieder aufheben kann. Dazu wuBlesubtilisNIG1152 zun&chst mit einem dsecA
Expressionsvektoren pWMH2 (pWH15X&cA <) oder pWMKL1 (pWH1520sech s)
bzw. als Kontrolle mit dem entsprechenden Leervektor pWH1520 transforimeeiner
zweiten Transformation wurde dann der OmpA-Expressionsvektor pCU3KanpA den
jeweiligen Stamm eingebracht. Die Transformationen erfolgten dei permissiven
Temperatur von 30 °C. Mit den erhaltenen Stammen wurde ein ,Pulse-Ghgsaiment,
wie im Kapitel 11.5.7. beschrieben, durchgefihrt. Hierfir wurden dieeAetunéchst bei der
permissiven Temperatur von 30 °C angezogen und 90 min vor der radioaktivenriviaykie
bei der nicht permissiven Temperatur von 42 °C weiter inkubiert. Die lmfukiersecA
Gene erfolgte beim Erreichen einer g9 von 0,2 mit 0,5 % Xylose. Die Synthese des
OmpA-Proteins wurde 10 min vor der Markierung mit 1 mM IPTG induzizgass Ergebnis
des ,Pulse-Chase“-Experiments ist in Abb. 11 dargestellt.

pWMKL1 pWMH2 pWH1520
1 2’ 3 1 2’ 3 1 2’ 3
| — — —
k ——— .| e ——— e —..

T — .-—-ﬂ
* e ——— | ———,

Abb. 11: Prozessierung des OmpA-Vorlauferproteins Bnsubtilis NIG1152 bei 42 °C
(,Pulse-Chase"-Experiment) unter Expression dacAGene von B. subtilis DB104
(PWMKL1) oder B. licheniformis,E* (pWMH2) bzw. mit dem entsprechenden Leervektor
(PWH1520) ohne plasmidkodiertes SecA. Die Probennahme erfolgte 1 min,uhdBimin
nach Zugabe der ,Chase“-Losung. OmpA-Vorlaufer (38 kDa)p reifes OmpA-Protein
(36 kDa), * OmpA-Abbauprodukte (16 und 18 kDa )

Das ,Pulse-Chase“-Experiment zeigte, dass skeAMutante NIG1152 bei induzierter
Expression desecAGene vonB. subtilis DB104 oderB. licheniformis,E* bei 42 °C das
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heterologe OmpA-Protein wieder exportieren kann, wahrend beim KorgnoitstNIG1152

mit dem Leervektor pWH1520 ein Exportblock zu beobachten war. Die Expoikkisiebei
Expression dersecAGene so schnell, dass man bereits nach einer Minute kaum noch
Vorlauferprotein sehen kann. Das in den Kulturiberstand freigeseitdaeOmpA-Protein

wird durch Proteasen zu einem 16 kDa und einem 18 kDa grof3en Spaltprodukiutbgeba
(s.auch ll.1.5.). Das ,Pulse-Chase“-Experiment bestatigt somit ktdirelass das

B. licheniformis SecA-Protein inB. subtilis funktionell ist und den Proteinexport der

B. subtilis secAMutante NIG1152 bei der nicht permissiven Temperatur von 42 °C
wiederherstellen kann.

1.5. Die Uberexpression desecAGene vonB. subtilis und B. licheniformis hat keinen
Einfluss auf den OmpA-Export in B. subtilisDB104

Fur B. subtiliswurde gezeigt, dass eine erhOhte SecA-Menge in den Zellen dernt Ea@por
bestimmten Proteinen verbessern kann (Leletual, 1999). In Anlehnung an diesen Befund
wurde nun untersucht, ob die Uberexpression decAGene von B. subtilis bzw.

B. licheniformisden Export des heterologen OmpA-Protein8irsubtilisDB104 verbessern
kann. Das OmpA-Protein ist eines der Hauptproteine der AuRenmembraa. vwah und
wird als 346 AS grofRes Vorlauferprotein synthetisiert. Es konnte sowolfitiheren
Experimenten (Meenset al, 1993) als auch in Abschnitt 11l.1.4.2. gezeigt werden, dass die
21 AS lange, authentische Signalsequenz des OmpA-Proteins dicbuibtiliseinen Export
ermdglicht. Da das OmpA-Protein iB. coli aber mit einer deutlich schnelleren Kinetik
exportiert wird, ist zu vermuten, dass die Wechselwirkungen zwisclean OmpA-
Vorlauferprotein aug. coliund maoglicherweise deB. subtilisSecA nicht optimal sind, also
der OmpA-Vorlaufer eine eher geringe Affinitdt zuBnsubtilis SecA-Protein aufweist. Da
insbesondere der Export von Proteinen mit geringer Affinitat zumA-Bectein direkt
proportional zur SecA-Menge in der Zelle zu sein scheint, wurde dgsAdProtein als
Modellprotein ausgewahlt, um vergleichend den Einfluss der UberexpredsisecAGene
von B. licheniformisbzw. vonB. subtilisauf den Proteinexport zu untersuchen.

Hierzu wurdeB. subtilisDB104 zunachst mit dem OmpA-Expressionsvektor pCU3COkapA
transformiert und in einer anschlielBenden zweiten TransformationekdoNpWMH2, der
dasB. licheniformis,E* secAGen tragt, in die Zellen eingebracht. Analog dazu wurde mit
dem dasB. subitlissecAGen-tragende Plasmid pWMKL1 (pWH152&cA ) und mit dem
Leervektor pWH1520 verfahren. Ausgehend von einer reprimierten UNK wiisdbes LB-
Medium beimpft, dieompAExpression mit 1 mM IPTG induziert und gleichzeitig dezA
Expression mit 0,5 % Xylose induziert bzw. mit 0,5 % Glucose reprirfgett5.2.1.). Nach
vierstiindiger Induktion bzw. Repression wurden Zellen und Uberstande von 2 mt Kult

58



lll. Ergebnisse

durch Zentrifugation getrennt. Es wurden Gesamtzellextrakte ielfyesd die Proteine der
Kulturiiberstande aufgearbeitet. Die Proteine aus Zellextrakten wituf#berstanden wurden
in denaturierenden SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und die Protéteés Western-
Blot-Technik auf einer Membran fixiert. Die SecA-Proteine wurdah AntikGrpern gegen
das B. subtilis SecA-Protein und die OmpA-Proteine mit OmpA-spezifischen Antikirper
nachgewiesen.

Nachweis der SecA-Proteine

Im Western-Blot-Experiment zum Nachweis d¢@cAExpression war, unabhangig von den
Induktionsbedingungen (Xylose oder Glukose), bei Zellen mit dem LeervaksrBande
gleicher Starke in dem fir das SecA-Protein Borsubtiliszu erwartenden Bereich von ca.
95 kDa zu erkennen (Abb. 12). Eine Bande &ahnlicher Intensitat fand sich auchiahter
induzierten Bedingungen in Gegenwart der Plasmide pWMH2 und pWMKL1e Biasden
entsprechen dem chromosomal kodiertBnsubtilis SecA-Protein. Unter induzierten
Bedingungen war in gleicher H6he bei Zellen, die das Plasmid pWMkii das Plasmid
pWMH2 tragen, eine wesentlich intensivere Bande zu sehen, die dem plaseritho8ecA-
Protein ausB. subtilisbzw. B. licheniformisentspricht. Unterhalb dieser SecA-Banden war
eine grofRe Menge von SecA-Abbauprodukten zu erkennen. Die Induktion mit Xijtose f
demnach zu einer starken UberexpressionBlesibtilissecAGens ausgehend vom Vektor
pWMKL1 und dessecAGens vorB. licheniformis,E“ ausgehend vom Vektor pWWMH2.

pPWH1520 pPWMKL1 PWMH2
G X G X G X

#F—ﬂ F*

Abb. 12: Expression dersecAGene vonB. licheniformis ,E“ und B. subtilis DB104 in
B. subtilisDB104 (Western-Blot-Experiment). Die Expression skstAGene, ausgehend von
den Vektoren pWMKL1 B. subtilissecA und pWMH2 B. licheniformis,E* secA, wurde
mit 0,5 % Xylose induziert (X) bzw. mit 0,5 % Glukose reprimiert (&@llen mit dem
Leervektor pWH1520 wurden in gleicher Weise kultiviert. Entsprechend @gp@®der
Ausgangskulturen wurden Proteinmengen gleicher Zellzahlen aufgetBianBandenhdhe
der SecA-Proteine (ca. 95 kDa) ist mit einem Stern (*) gekennzeichnet.
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Nachweis der OmpA-Proteine

Im Western-Blot-Experiment mit Antikérpern gegen das OmpA-Rrotisit in allen
Zellfraktionen deutlich das 38 kDa grol3e OmpA-Vorlauferprotein zu seidn (3). Bei der
dinnen Bande darunter handelt es sich um transloziertes, reifes QuiteArPdas nicht aus
der Zellwand freigesetzt wurde (Matzen, 2000). In den Kulturiberstander.vaurbtilis
findet man typischerweise kaum reifes OmpA-Protein, sondern haupthagbssen 16 kDa
und 18 kDa grof3e Abbauprodukte. Diese entstehen nicht durch einen einzelnenirsdenitt
Mitte des Proteins, sondern stammen beide aus der C-terminalem®aomé werden durch
Spaltung an zwei alternativen Spaltstellen erhalten (Matzen, 20@0L-E2rminale Domane
ist in E.coli periplasmatisch lokalisiert und faltet dort in eine proteaseeeses
Konformation. Die N-terminale Domane dient dagegen zur Verankerun@rdes-Proteins
in der aufleren Membran. Da B subtiliswegen des Fehlens der auf3eren Membran die
N-terminale Domane keine native Konformation einnehmen kann, wird dedsesateinlich
durch zellwandassoziierte Proteasen so stark abgebaut, dass demwlogische Nachweis
von N-terminalen Spaltprodukten nicht mehr mdglich ist.

PWH1520 PWMKL1 PWMH2

Gl = CRCRCE B

Abb. 13: Vergleich der Mengen an OmpA-Vorlauferprotein und exportiertem Orb@iA
gleichzeitiger Uberexpression desecAGene von B. subtilis DB104 (pWMKL1) bzw.

B. licheniformis ,E* (pWMH2) in B. subtilis DB104 bzw. ohne zusatzlich plasmid-
kodiertes SecA-Protein (pWH1520) im Western-Blot-Experiment. Erdsprel der
ODg0o0o der Ausgangskulturen wurden Proteinmengen gleicher Zellzahlen auifgetr
*. OmpA-Vorlauferprotein (38 kDa), **: OmpA-Abbauprodukte (16 und 18 kDa), Z: Zell-
fraktion, U: Kulturiiberstand, GsecAExpression durch 0,5 % Glukose reprimiert,SEcA
Expression durch 0,5 % Xylose induziert
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Vergleicht man die Mengen der OmpA-Vorlauferproteine in den Zé&lilvnen, so hat es den
Anschein, dass bei Anwesenheit deecAExpressionsvektoren unabhangig von den
Induktionsbedingungen etwas weniger Vorlaufer vorhanden ist als in Gagedes
Leervektors pWH1520n den Uberstanden finden sich aber unabhéngig von der Starke der
secAExpression vergleichbare Mengen der OmpA-Abbauprodukte. Somit scheint die
Uberexpression desecAGene ausB. subtilis und B. licheniformiskeinen Einfluss auf den
OmpA-Export inB. subtilisDB104 zu haben. Anders als beim Export der Levansucrase ist
die Menge an SecA-Protein fur den Export des OmpA-Proteis subtilisDB104 somit

nicht limitierend.

1.6. Vergleich der prfB-DNA-Sequenzen von B. licheniformis DSM13 (Wt) und
B. licheniformis ,E*

Nach der vergleichenden Untersuchung decAGene von B. licheniformis ,E* und

B. licheniformis DSM13 (Wt) sollten nun dieprfB-Gene beider Stdmme miteinander
verglichen werden. DagrfB-Gen vonB. licheniformisist 1102 Bp lang und unterliegt wie
70 % aller bekannten bakteriell@nfB-Gene einer autoregulierten Translation (Paatedl,
2002). Der Leserahmen dBs licheniformisprfB-Gens wird nach dem 24. Codon durch ein
UGA Stop-Codon unterbrochen, tber welches das Ribosom bei geringen RFZaNfedge
Zelle hinweglesen kann. Die sogenannte ,frameshift‘-Base ist in Abb. 14 eicigezei

Der Sequenzvergleich zeigte, dass sich pidB-Gen ausB. licheniformis,,E* (prfBE) in
insgesamt 40 Basenpaaren vom Wi{B-Gen @rfBWt) unterscheidet (s. Abb. 14). Zwei
dieser Punktmutationen filhren zu je einer veradnderten Aminoséaure inPriBEN von

B. licheniformis,E". Sie bewirken den Austausch von Serin nach Asparagin an Position 71
und von Asparagin nach Serin an Position 100 des RF2. Die veranderten Anancsilien

nun anhand der bekannten StrukturdatenEde®li RF2 und zusatzlich durch einen Vergleich
des B. licheniformis RF2 mit homologen Proteinen anderer Organismen bestimmten
funktionellen Bereichen des RF2-Proteins zugeordnet werden.
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RF2wt M E L A E I R Q E L E N M A T R L A D F
BIE ATGGAATTGGCAGAAATCAGACAGGAACTTGAAAATATGGCTACTCGGTTAGCGGACTTC
BIWt  ATGGAATTGGCAGAAATCAGACAGGAACTTGAAAATATGGCTACTCGGTTAGCGGACTTC

RF2Wt R G S L b L E T K EAWRTI S E L D E QWM
BIE AGGGGGTCTCTTTGACCTCGAAACAAAGGAAGCAAGAATCAGCGAACTAGACGAGCAGAT
BIWt AGGGGGTCTCTTTGACCTCGAAACAAAGGAAGCAAGAATCAGCGAACTAGACGAGCAGAT

RF2ZWt A D P D F W G D Q Q K A Q T I I N E A N
BIWt GGCTGACCCCGACTTTTGGGGAGATCAGCAGAAAGCGCAGACGATCATTAATGAAGCGAA
BIE GGCTGACCCCGACTTTTGGGGAGATCAGCAGAAAGCGCAGACGATCATTAATGAAGCGAA

RF2wt A L K D Y V N T Y K S L S E S H E E L Q

BIWt TGCGTTAAAAGACTATGTCAACACGTACAAAAGTTTAAGCGAGTCTCATGAAGAACTGCA

BIE CGCGTTAAAAGACTATGTCAACACGTACAAAAATTTAAGCGAGTCTCATGAAGAACTGCA
N

RF2wt M T H D L L K E D P D Q DL Q N E L V N
BIWt  AATGACACATGATCTTTTAAAAGAAGATCCTGACCAGGACCTGCAAAATGAACTGGTCAA
BIE AATGACACACGATCTTTTAAAAGAAGATCCTGACCAAGACCTGCAAAATGAACTGGTCAG

S

RF2Wt E L K S L T K Q F N E F E L QL L L S E
BIWt CGAGCTGAAAAGCTTAACAAAGCAGTTTAATGAATTTGAGCTCCAGCTATTGTTAAGCGA
BIE CGAGCTGAAAAGCTTAACGAAGCAATTTAACGAATTTGAGCTGCAGCTGTTGTTAAGCGA

RF2ZWt P Y D K N N A I L E L H P G A G G T E S
BIWt GCCTTATGATAAAAACAATGCGATCCTTGAGCTTCACCCGGGAGCCGGCGGCACCGAATC
BIE GCCGTATGATAAAAACAATGCGATCCTTGAGCTTCACCCGGGAGCCGGCGGCACAGAATC

RF2wt Q@ D W G S M L L R MY T R W A E R R G F
BIWt  ACAGGATTGGGGTTCAATGCTTCTCAGAATGTACACCAGGTGGGCAGAGCGCCGCGGATT
BIE ACAGGATTGGGGTTCAATGCTTCTCAGAATGTACACCAGGTGGGCAGAGCGCCGCGGATT

RF2ZWt K v E T L D Y L P G D E A G I K S V T L
BIWt CAAGGTGGAAACCCTTGATTACCTTCCAGGAGATGAGGCGGGAATCAAGTCTGTCACTCT
BIE TAAGGTGGAAACCCTTGATTACCTCCCAGGGGATGAAGCGGGAATCAAGTCTGTCACTCT

RF2ZWt L I K G H N A Y G Y L K A E K G V H R L
BIWt CCTGATTAAAGGCCACAATGCCTACGGTTATTTAAAAGCCGAAAAAGGCGTGCACAGGCT
BIE CCTGATCAAAGGCCACAATGCATACGGCTATTTAAAAGCCGAGAAAGGTGTGCACAGGCT

RF2wt v R I S P F D S S G R R H T S F V S C D
BIWt CGTCAGAATTTCTCCGTTTGACTCTTCAGGGCGCAGGCACACGTCGTTTGTGTCTTGTGA
BIE CGTCAGAATTTCTCCGTTCGACTCATCAGGGCGCAGGCACACGTCGTTTGTGTCTTGTGA

62

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



lll. Ergebnisse

RF2wt v M P E F N E E I D I E I R T E D I K V
BIWt  TGTCATGCCTGAATTCAACGAAGAAATCGACATTGAGATCCGTACGGAAGATATTAAAGT 720
BIE TGTCATGCCTGAATTCAACGAGGAAATCGACATTGAGATCCGCACGGAAGATATTAAAGT

RF2wt D T Y R A S G A G G Q H V N T T D S AV
BIWt CGATACGTACAGGGCAAGCGGCGCCGGCGGCCAGCACGTCAATACGACAGACTCCGCCGT 780
BIE CGATACGTACAGGGCAAGCGGCGCCGGCGGCCAGCACGTCAATACGACAGACTCCGCCGT

RFZWt R I T H L P T G V I V T C Q T E R S Q I
BIWt CAGGATCACCCACTTGCCGACAGGCGTCATCGTCACTTGTCAGACAGAGCGATCACAAAT 840
BIE CAGGATCACCCACCTGCCGACAGGCGTCATCGTCACTTGCCAGACGGAACGCTCGCAAAT

RF2ZWt K N R E R A M K M L K S K L Y Q R R I E
BIWt TAAAAACCGCGAACGTGCCATGAAAATGCTGAAATCGAAGCTGTATCAGCGCAGAATCGA 900
BIE TAAAAACCGCGAACGTGCCATGAAAATGCTGAAGTCGAAGCTGTATCAGCGCAGAATCGA

RF2Wt E Q Q A Q L Db E I R G E QK E I G W GS
BIWt  GGAGCAGCAGGCACAGCTGGACGAAATTCGCGGCGAACAAAAAGAAATCGGCTGGGGAAG 960
BIE AGAGCAGCAGGCACAGCTTGACGAAATTCGCGGCGAACAAAAAGAAATCGGCTGGGGAAG

RF2wt Q@ I R S Y V F H P Y S L V KDHRTNT
BIWt CCAGATCCGCTCATACGTTTTCCACCCGTATTCTCTAGTGAAGGATCATCGAACCAACAC 1020
BIE CCAGATCCGCTCATACGTTTTCCATCCGTATTCCCTAGTGAAGGATCATAGAACGAACAC

RFZWt E M G N V. Q A VM D G D I DS F I D A Y
BIWt GGAAATGGGGAACGTGCAGGCGGTTATGGACGGAGACATTGACTCTTTCATTGACGCATA 1080
BIE GGAAATGGGGAACGTGCAGGCGGTCATGGACGGAGACATTGACTCTTTCATCGACGCATA

RF2wWt L R S K L S
BIWt TTTGCGTTCCAAGCTTTCCTAA 1102
BIE TTTGCGTTCCAAGCTTTCCTAA

Abb. 14: Sequenzvergleich deprfB-Gene von B. licheniformis DSM13 (BIWt) und

B. licheniformis ,E“ (BIE). Alle Sequenzunterschiede sind grau hinterlegt. Oberhatb de
DNA-Sequenz ist die entsprechende Aminosaurenabfolge des RF2-Pvateing/t-Stamm

B. licheniformis DSM13 (RF2Wt) gezeigt. Das Stop-Codon ist mit einem Stern (*)
gekennzeichnet. Unterhalb der DNA-Sequenz sind die beiden Aminosaurezeahget, die

im RF2-Protein vomB. licheniformis,E* verandert sind. Die Base Thymin an Bp Position 73,
an der das Ribosom bei geringer RF2-Konzentration einen ,+1-fraffiestatht und das
Stop-Codon Uberliest, ist dick gedruckt.
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1.6.1. Einteilung des RF2 vork. coliin funktionelle Doménen

Der RF2 vorE. coli wurde anhand seiner Kristallstruktur in 4 Domanen unterteilt (Abb. 15).
Die Aminosauren 1-116 bilden die erste, N-terminale Domane, die audelices besteht.
Die Helicesal, a3 unda4 bilden eine klassische dreistréangige und die Heb&sind a3
eine zweistrangige ,coiled-coil* Helix-Struktur aus. Doméne 2, dieh Uuber die
Aminosauren 125-225 erstreckt, besteht aus einer flnfstréangigen atgipariFaltblatt-
Struktur und aus zwei-Helices. DieB-Strange sind dabei um die lange zentealdelix a5
gewunden. Das SPF-Motiv, welches die spezifische Stop-Codon-Erkennungtelgrmi
befindet sich in einer Schleife zwischen @estrangen34 undp5 am &aufieren Ende dBs
Faltblatts, genau entgegengesetzt zur Domane 1. Doméne 3 bestelenafminosauren
226-309. Die3-Strangef36, 37 und8 bilden hier ein dreistréangiges antiparallgdeSaltblatt
aus, an das sich eine sehr lawngelelix a7 anschlief3t. Das zwischen Pro- und Eukaryonten
hochkonservierte GGQ-Motiv ist in der Schleife zwischen @e8trangen36 und 37
lokalisiert. Die vierte, C-terminale Domane erstreckt sich deAminosauren 310-365 und
bildet ein dreistrdngiges antiparalle[e$-altblatt 39, 310,311) und diex-Helix a9 aus.

Trp47

o2

AS 71
B. I

Abb. 15: Kristallstruktur des RF2 voR. coliK12 (verandert nach Vestergaatdal, 2001).

Die 4 Doménen sind farblich unterschieden (Domane 1: rot, Doméne 2: bla@nBdn
magenta, Domane 4: grun). Das fur die Stop-Codon-Erkennung wichtige SiRFuivid das,
das Peptidyltransferase-Zentrum des Ribosoms kontaktierende GGQ-Msiind
eingezeichnet. Die Positionen, an denen sich die RF2-ProteinB.\iwheniformisDSM13
(Wt) undB. licheniformis,E* unterscheiden, sind in der Kristallstruktur mit Pfeilen markiert.
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Ein Vergleich der Aminosauresequenzen der RF2-Proteine€Evaoli und B. licheniformis
(s. Abb. 16) ergab, dass die identifizierten Mutationen im RF2B/dicheniformis,E” in
Domane 1 innerhalb der-Helicesa3 unda4 lokalisiert sind, die zusammen mit deHelix

al eine ,coiled-coil* Struktur ausbilden (s. Abb.15). Daten aus kryoelektronen-
mikroskopischen Untersuchungen zeigen, dass Domane 1 gleichzeitigdeit bbosomalen
Untereinheiten wechselwirkt. Dabei kontaktiert die dreistrangaeled-coil* Struktur die
16S rRNA der 30S Untereinheit (UE), wahrend das entgegengesetider& Domane 1 mit
der fur die G-Faktor-Bindung zustandigen 23S rRNA und dem L11-Protein detJBOS
wechselwirkt. Der Kontakt der Doméane 1 zu bestimmten Basen deR285 ist essentiell
fur die Bindung des RF2 an das Ribosom. Wechselwirkungen des RF2 BQSIEIE fihren
zu einer relativen Verschiebung beider ribosomalen UE zueinander undinegu e
Konformationsdnderung des RF2. Diese Konformationsanderung ermoglichimefFe2,
gleichzeitig die ribosomale A-Stelle mit dem SPF-Motiv undRagtidyltransferase-Zentrum
mit dem GGQ-Motiv zu kontaktieren (Klahadz al, 2003; Rawagt al, 2003).

1.6.2. Vergleich der Aminosauresequenzen der RF2-Proteine vdh licheniformis ,E*
und B. licheniformis DSM13 und der RF2-Proteine anderer Organismen

Die Mutationen im RF2 vorB. licheniformis,E“ konnten einera-helicalen ,coiled-coil”
Struktur zugeordnet werden, die wichtige Wechselwirkungen mit der 8308ed Ribosoms
eingeht. Ein Aminosaurevergleich des RF2-Proteins Boficheniformis mit homologen
Proteinen verschiedener Bakterien bzw. einem eukaryontischen RF2nsiolleigen, ob es
sich bei den im RF2 voB. licheniformis,E* verdnderten Aminosauren um konservierte und
somit sehr wahrscheinlich fur die Funktion des RF2 besonders wichtigrosaurereste
handelt. Die RF2-Proteine voB. licheniformis DSM13 (Wt) und B. licheniformis ,E*
wurden daher mit homologen Proteinen aus den Eubakt&isnbtilis Staphylococcus
aureus E. coli, Neisseria meningitjisThermotoga maritimaCorynebacterium glutamicum
Synechocystispec. und dem RF2-Protein aus den Plastiden der Piaabalopsis thaliana
verglichen (Abb. 16).

Es lassen sich deutlich konservierte Bereiche in allen vier Daomarikennen. Hierbei
weist Domane 1 mit nur 3 identischen und 15 sehr &hnlichen Aminosduren dstehdc
Varianz auf. Der RF2 vo\. thaliana besitzt aul3erdem einen zusatzlichen N-terminalen
Bereich, der in den anderen untersuchten RF2-Proteinen fehlt. Das fi&tagieCodon-
Erkennung wichtige SPF-Motiv in Domane 2 ist zwischen allen RFz2iRsst hoch
konserviert. Es befindet sich zwischen destrangenB4 und 35, die ebenfalls zwischen
den RF2-Proteinen einen hohen Anteil an identischen Aminosauren aufweisen.
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B1E
Blwt

Sau
Ec
Nm
Ttm

syn
Ath

B1E
Blwt
Bs
Sau

Nm
Ttm
Cg
syn
Ath
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Domane |

MSMELTVLGPLAGRSFATAGKPKLLLLRPTNLPLLRLSLPLSLPNFSSSSRFNSPIFAAQ

————————————————— MELAEIRQELENMATRLADFRGSLDLETKEARISELDEQMADP
————————————————— MELAEIRQELENMATRLADFRGSLDLETKEARISELDEQMADP
————————————————— MELSEIRAELENMASRLADFRGSLDLESKEARIAELDEQMADP
————————————————— MELSEIKRNIDKYNQDLTQIRGSLDLENKETNIQEYEEMMAEP
———————————————— MFEINPVNNRIQDLTERSDVLRGYLDYDAKKERLEEVNAELEQP
—————————————— MEAEVINQLNNTLNDLEKRSEDIRVYMDYQGKKDRLEEVIGLSEDP
——————————————— MGMISFETKTKIEELEKKYKDVLSVVNEDEINKELEEVEKKLTDP
—————————————————— MRPEFSAELSELDSTLTTIEKVLNPQEMSDRVRELEAQAADP
——————————————— MITELTDLKRNLELISSRLGQTQDYLDLPGLKAKVQDLEQCAAQP
ESNLSVSNENETSEWLMQDFYTLRKDVEIASARVEEIRASANLQQLEQEITNLESKATDT

DFWGDQQKAQTIINEANALKDYVNTYKNLSESHEELQVMTHDLLKEDP--DQDLQNELVSE
DFWGDQQKAQTIINEANALKDYVNTYKSLSESHEELQMTHDLLKEDP--DQDLQNELVNE
EFWNDQQKAQTVINEANGLKDYVNSYKKLNESHEELQMTHDLLKEEP--DTDLQLELEKE
NFWDNQTKAQDIIDKNNALKAIVNGYKTLQAEVDDMDATWDLLQEEF--DGEMKEDLEQE
DVWNEPERAQALGKERSSLEAVVDTLDQMKQGLEDVSGLLELAVEAD--DEETFNEAVAE
ELWNDPKRAQEIGKERKILEGIVLTLDNIATGIEDNRMLIEMTVEEN--DEEGFAAVQED
SVWDDQKKAREYTQKLKRLKNISEDLKRVRSLFEDLEVAIELSDE----DQEMAQHVEEI
SLWDDPDHAQQVTSELSHVQAELRKITDLRQRIEDLPIMVELAEE----EDGDTSIAEEE
DFWDDTDQAQQILQTLNETKSQLEQWGIWQQQWQDSQAIVELLELED--DQALLTEAETT
SFWDDRTKAQETLSSLNDLKDRMRLLSEFKTMVEDAETIVKLTEEMDSTDVSLLEEAMGI

Domane Il

LKSLTKQFNEFELQLLLSEPYDKNNAILELHPGAGGTESQDWGSMLLRMYTRWAERRGFK
LKSLTKQFNEFELQLLLSEPYDKNNAILELHPGAGGTESQDWGSMLLRMYTRWAERRGFK
LKSLTKEFNEFELQLLLSEPYDKNNAILELHPGAGGTESQDWGSMLLRMYTRWGERRGFK
VINFKAKVDEYELQLLLDGPHDANNAILELHPGAGGTESQDWANMLFRMYQRYCEKKGFK
LDALEEKLAQLEFRRMFSGEYDSADCYLDIQAGSGGTEAQDWASMLERMYLRWAESRGFK
VAGLEKQMADLEFKRMFNQPADPNNCFIDITAGAGGTEAEDWAGMLFRMYSRYAERKGFK
VQELEGAVKKLELETITILNGKYDPNNAYLSVHPGAGGTESQDWAQMLLRMYMRWAERKGFD
LADLRSLIDALEVKTMLSGEYDAREAVINIRSGAGGVDAADWAEMLMRMYTRWAEKNGHK
LEQLQKELDRWELQQLLSGPYDAKGATLTINAGAGGTDAQDWAEMLLRMYTRWSEKQGYK
IKELNKSLDKFELTQLLSGPYDKEGAVVYITA@AQ@TDAQPWADMELEMYMEWGEKQRYK

VETLDYLPGDEAGIKSVTLLIKGHNAYGYLKAEKGVHRLVRISPFDSSGRRHTSFVSCDV
VETLDYLPGDEAGIKSVTLLIKGHNAYGYLKAEKGVHRLVRISPFDSSGRRHTSFVSCDV
VETLDYLPGDEAGIKSVTLLIKGHNAYGYLKAEKGVHRLVRISPFDSSGRRHTSFVSCEV
VKTVDYLPGDEAGIKSVTLLIKGHNAYGYLKAEKGVHRLVRISPFDSSGRRHTSFASCDV
TEIIEESEGEVAGIKSVTIKISGDYAYGWLRTETGVHRLVRKSPFDSGGRRHTSFSSAFV
IEILEEDDGEIAGINRATIRVEGEYAYGLLRTETGVHRLVRYSPFDSNNKRHTSFASVFV
VEIVEFQPGEEAGIKDATILIKGEYAYGYLKHESGVHRLVRISPFDAARRRHTSFASVNV
VDIYDISYAEEAGIKSATFVVHGDYMYGQLSVEQGAHRLVRISPFDNQGRRQTSFAEVEV
VHLAEISEGDEAGLKSVTLEIEGRYAYGYLKSEKGTHRLVRISPFNANGKRQTSFAGVEV
TKVVEMSNGEEAGIKSATLEIEGRYAYGYISGEKGTHRIVRQSPFNSKGLRQTSFSGVEV
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Domane I
B1E MPEFN-EEIDIEIRTEDIKVDTYRASGAGGQHVNTTDSAVRITHLPTGVIVTCQTERSQI 280
BTwt MPEFN-EEIDIEIRTEDIKVDTYRASGAGGQHVNTTDSAVRITHLPTGVIVTCQTERSQI 280
Bs MPEFN-DEIDIDIRTEDIKVDTYRASGAGGQHVNTTDSAVRITHLPTNVVVTCQTERSQI 280
Sau IPDFNNDEIEIEINPDDITVDTFRASGAGGQHINKTESAIRITHHPSGIVVNNQNERSQI 281
EC YPEVD-DDIDIEINPADLRIDVYRTSGAGGQHVNRTESAVRITHIPTGIVTQCQNDRSQH 281
Nm YPEID-DSIEIEINPADLRIDTYRASGAGGQHINKTDSAVRITHEPTGIVVQCQNDRSQH 283
Ttm IPEID-DDVDIEIRPEDLKIETFRASGHGGQYVNKTESAVRITHLPTGIVVSCQNERSQH 280
Cg LPVVE-KVDSIDIPDADVRVDVYRSSGPGGQSVNTTDSAVRLTHIPTGIVVTCQNEKSQI 277
Syn MPLLGEEAISLDIPDKDLDISTSRAGGKGGQNVNKVETAVRIVHLPTGLAVRCTQERSQL 283
Ath MFLLPEEAVGIE;PEEpLDISFTRAG?K??QNVNKVETAVRITHI?TGVAVRCTEER$QL 360
Doméne I\
B1E KNRERAMKMLKSKLYQRRIEEQQAQLDEIRGEQKEIGWGSQIRSYVFHPYSLVKDHRTNT 340
Blwt KNRERAMKMLKSKLYQRRIEEQQAQLDEIRGEQKEIGWGSQIRSYVFHPYSLVKDHRTNT 340
Bs KNRERAMKMLKAKLYQRRIEEQQAELDEIRGEQKEIGWGSQIRSYVFHPYSMVKDHRTNT 340
sau KNREAAMKMLKSKLYQLKLEEQAREMAEIRGEQKEIGWGSQIRSYVFHPYSMVKDHRTNE 341
EC KNKDQAMKQMKAKLYELEMQKKNAEKQAMEDNKSDIGWGSQIRSYVLD-DSRIKDLRTGV 340
Nm ANKAAAMEMLKSKLYELEMRKRNEEKQALEEGKSDVGWGSQIRSYVLD-SSRIKDLRTGY 342
Ttm QNKQTALKILKAKLYQLEMEKKRREIQEIQGELKDISWGNQIRSYIFHPYTMVKDHRTGYV 340
Cg QNKASAMRVLQAKLLERKRQEERAEMDALGAG-GNASWGNQMRSYVLHPYQMVKDLRTNF 336
Syn QNKEKALAILKAKLLIVLEEQRAQAIAEIRGDMVEAAWGTQIRNYVFHPYQLVKDLRTNV 343
Ath ANKTRALIRLKAKLMVIAEEQRATEIKEIRGDAVKAEWGQQIRNYVFHPYKLVKDVRTGH 420
B1E EMGNVQAVMDGDIDSFIDAYLRSKLS--------- 366
BTwt EMGNVQAVMDGDIDSFIDAYLRSKLS--------- 366
Bs EMGNVQAVMDGDIDTFIDAYLRSKLS--------- 366
sau ETGKVDAVMDGDIGPFIESY------—-—-——=-—-—-- 361
EC ETRNTQAVLDGSLDQFIEASLKAGL---------- 365
Nm EVGNTKAVLDGDLDGFIEASLKQGV-----—-—---- 367
Ttm ETANVDAVMDGDIDMFIEAELVYFARRSS------ 369
Cg EVNDPQKVLDGDIDGLLEAGIRWRMAESQSAE--- 368
Syn ETTDVGGVMDGELSDFIEAYLRHSARLDS------ 372
Ath FTSDITSYMQGDLDPFIKAYLKHKYTLAMASAVTN 455

Abb. 16: Vergleich der RF2-Proteine aus verschiedenen Organismen.

BIE: B. licheniformis,E“, BIWt: B. licheniformisDSM13, Bs:B. subtilis Sau:S. aureus
Ec: E. coli Nm:N. meningitis Ttm: T. maritimg Cg: C. glutamicum Syn: Synechocystis
spec., Ath:A. thaliana Das Alignment wurde mit Hilfe des Programms ,Clustal kstellt.
Identische Aminoséuren sind mit einem Stern (*), Aminosauren mit séhnfichen
Eigenschaften mit einem Doppelpunkt (: ) und Aminosauren mit ahnlichendgigaften mit
einem Punkt (.) gekennzeichnet. Oberhalb der Sequenz ist die anhandsteistuktur
des RF2 vorkE. coli aufgestellte Domé&nen-Struktur (Domé&nel: rot, Doméane 2: dunkelblau,
Domane 3: magenta, Domane 4: grin) und unterhalb der Sequenz sind diecleenspre
identifizierten Sekundarstrukturen eingezeichrnetHelices: orangef-Strange: hellblau).
Das fir die Stop-Codon-Erkennung wichtige SPF-Motiv und das, das Pephdidirase-
Zentrum des Ribosoms kontaktierende GGQ-Motiv, sind gelb hinterlegtsi€hezwischen
den RF2-Proteinen vonB. licheniformis DSM13 (Wt) und B. licheniformis ,E*
unterscheidenden Aminosauren an Bp Position 71 und 100 sind grun hinterlegt.
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Weiterhin finden sich konservierte Reste in der zentraldtelix a5 von Doméne 2. In
Domane 3 findet man in allen RF2-Proteinen das hochkonservierte GGQ-Mati dem
gezeigt wurde, dass es Wechselwirkungen mit dem Peptidyltrassféentrum am Ribosom
eingeht. Auch das GGQ-Motiv ist in einem Bereich hoher Homologie isoddl Die
konservierten Reste von Doméne 4 befinden sich vor allem im Berei@xStginge und der
o-Helices.

Der Vergleich deB. licheniformisRF2-Proteine mit den hier ausgewahlten RF2-Proteinen
anderer Organismen zeigte, dass die Aminosauren an den Positionaerddizierten
Aminosaurenaustausche nicht konserviert sind und auch keine gemeinsammescliafen
aufweisen. Die eine imB. licheniformis ,E” identifizierte Punktmutation bewirkte den
Aminosaureaustausch von Serin nach Asparagin an Position 71. Wahrend keindrai der
anderen ausgewahlten RF2-Proteine ein Serin an der entsprechenden Befitdet, besitzt

N. meningitiswie B. licheniformis ,E“ ein Asparagin an dieser Position. Beim zweiten
Aminosaureaustausch wurde genau umgekehrt ein Asparagin durch eiarSBosition 100

im RF2 vonB. licheniformis,E” ersetzt. Keine dieser beiden Aminosauren ist in einem der
anderen RF2-Proteine an der entsprechenden Position lokalisiert.

Die Zuordnung der identifizierten Aminosaurenaustausche zu der fur d2rvéFE. coli
festgelegten Doméanen-Struktur zeigte, dass diese in Domane 1schiedenera-Helices
lokalisiert sind, die eine ,coiled-coil* Struktur ausbilden und Wechsklwmgen mit der
16S rRNA der ribosomalen 30S UE eingehen. Der Vergleich der RFZrferot®n

B. licheniformismit RF2-Proteinen anderer Organismen ergab, dass die Aminosauden a
entsprechenden Positionen der Austausche nicht konserviert sind. Fiur dierfdektiRF2-
Proteins ist an diesen Stellen scheinbar keine spezielle Amieoséorderlich. Trotzdem
konnte der Austausch innerhalb deiHelices eine Veradnderung in der RF2-Struktur und
-Funktion bewirken. Es besteht daher dennoch die Mdoglichkeit, dass die gefundene
Mutationen fir die hohen Subtilisin-Ausbeuten, die mit dem Stdntrcheniformis,E*
erzielt werden, mitverantwortlich sind. Dies wurde durch AnalyseSadatilisin-Ausbeuten
bei Koexpression des Subtilisin-Gens \Bnentusund degrfBWt- bzw. degrfBE-Gens in
den StammeB. subtilisDB104,B. licheniformisDSM13und B. licheniformigE* untersucht
und ist im folgenden Abschnitt (1ll.1.7.) beschrieben.
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1.7. Einfluss derprfB-Expression auf die Subtilisin-Ausbeuten

Ein Vergleich zwischen deprfB-Genen vom Wt-StamrB. licheniformisDSM13 und von

B. licheniformis,E* zeigte, dass sich beide Gene in B@sen unterscheiden und dass zwel
dieser Punktmutationen zu je einer verdnderten Aminosaure im RFMPfdtaren

(s. l.1.6.). Es sollte nun untersucht werden, ob diese Mutationen mitverdidiv flr die
hohen Subtilisin-Ausbeuten sind, die it licheniformis,E* erzielt werden. Sowohl die
Mutationen imprfB-Gen, die zur verdnderten Aminosaurensequenz im RF2 fuhren, als auch
die stillen Mutationen insecAGenlocus (38 stille Mutationen iprfB- und eine imsecA
Gen) konnten einen Einfluss auf die Effizienz der Proteinbiosynthese.hBiee mRNA-
Information wird zur selben Zeit von vielen hintereinanderliegenden Rilas@Rolysom) in
die entsprechende Aminosauresequenz Ubersetzt. Beim Erreichentepy@€o&ons sorgt ein
.Release“-Faktor dafir, dass sich das fertig synthetisieaieiR vom Ribosom ablésen kann.
Erst danach kann sich auch das Ribosom von der mRNA ablésen. Die nachfolgende
Ribosomen koénnen nun alle weiter auf der mMRNA vorricken. Wenn die
Aminosaurenaustausche im RF2 ein beschleunigtes Ablosen des ProteinRilvasom
bewirken wirden, dann konnten im Vergleich zum Wt pro Zeiteinheit mddosBinen an
der mRNA entlang wandern und die mRNA-Information in Protein Uberseiie stillen
Mutationen kdnnten, wie auch schon fiur die stille MutationsenAGen vermutet wurde,
eine Stabilisierung dessecAprfB-Transkriptes bewirken. Die Tatsache, dass in
B. licheniformis,E" im Vergleich zum Wt-Stamm tatsachlich eine etwas hél@&scA-Menge

in den Zellen gefunden wurde, bestarkt diese Annahme. Obwohl die TiamslasprfB-
Gens einem Autoregulationsmechanismus unterliegt, konnte eine erhoRte-8tRbilitat zu
einer Erh6hung der RF2-Menge in der Zelle fihren. Der Autoregulati@msmismus sorgt
daflr, dass sich das Verhaltnis zwischen der AnzaldeaAprfB-mRNA-Transkripten und
der anhand dieser Transkripte erfolgenden vollstandigen Translatiopri®ienen auf
einen konstanten Wert einpendelt, indem Uberschissige RF2-Proteine einétee
Termination der Translation bewirken. Sind mpHB-Transkripte vorhanden, die zeitgleich
in RF2-Protein Ubersetzt werden, so sind auch mehr RF2-Proteine notgnemerfrihte
Termination dieser Translation zu katalysieren. Daher wirde hei erhohtemprfB-mRNA-
Konzentration die Synthese weiterer RF2-Proteine durch den Autoregsfaechanismus
erst bei hoheren RF2-Konzentrationen in der Zelle unterbunden. Falladreedohten RF2-
Menge in der Zelle die RF2-Proteine im Durchschnitt ofter mih deanslatierenden
Ribosomen assoziiert waren, konnte dies zu einer schnelleren Erkennuntppao8ons
und somit zu einer schnelleren Freisetzung der neu synthetisierten Proteine fuhren.

Um zu Uberprufen, ob die gefundenen Mutationen tatsachlich mitverantivditlidie hohen
Subtilisin-Ausbeuten sind, die mB. licheniformis,,E* erzielt werden, sollte sowohl der
Einfluss des jeweiligen RF2-Proteins als auch die Wirkung eifgiheen Menge an RF2-
Protein auf die Subtilisin-Ausbeute untersucht werden. Dazu wurde wledige prfB-Gen
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(prfBE bzw. prifBWt) mit dem subGen (Subtilisin-Gen vorB. lentu$ in den Stdmmen
B. subtilisDB104, B. licheniformisDSM13 (Wt) undB. licheniformis,E* koexprimiert und
die jeweilige Subtilisin-Ausbeute ermittelt. Um auch den Effaker erhdhten RF2-Menge
auf die Subtilisin-Sekretion untersuchen zu kodnnen, wurden alternativ @iiBtGene
koexprimiert, bei denen zuvor der Autoregulationsmechanismus ausgdsehaitie. Ein
Mengenvergleich von sekretiertem Subtilisin bei Koexpression von autiemtgm oder bei
Uberexpression von deregulierteprfBE bzw. priBWt sollte zeigen, ob das RFZon

B. licheniformis ,E“ oder seine erhohte Konzentration eine Verbesserung der Subtilisi
Ausbeute bewirken kann.

1.7.1. Konstruktion der prfB-Expressionsvektoren mit und ohne Autoregulation

Zur Expression demB. licheniformis prfB-Gene in den verschiedendacillusStammen
wurden diese zunachst in den Expressions-Shuttlevektor pCU3, Hecahi und B. subtilis
replizieren kann, kloniert. Dazu wurden ¢idB-Gene ausgehend von chromosomaler DNA
von B. licheniformisDSM13 bzw. vonB. licheniformis,E* mittels PCR und Primern, die
jeweils stromaufwarts (Primer Nr. 4, s. Tab. 3, S. 26) bzw. stromab{#nmser Nr. 6) vom
prfB-Gen hybridisieren, amplifiziert. Die Primer enthielten zur hheBenden Klonierung
der prfB-Gene jeweils am 5-Ende eine Restriktionsschnittstedlandl bzw. Sal.). Die
amplifizierten Fragmente wurden aus dem PCR-Ansatz aufgdremigden Restriktions-
enzymenSmad und BanHl verdaut und in den ebenso gespaltenen Vektor ligiert. Die
Klonierungerfolgte inE. coli IM109. Die erhaltenen Plasmide wurden als p&@tEE bzw.
pCU3prfBWt bezeichnet. Als Negativkontrolle wurde aul3erdem ein Vektor geiGnolRe
konstruiert, indem ein Fragment dedBWt-Gens ohne korrekten Translationsstart mittels
PCR (Primer Nr. 7 und Nr. 5 s. Tab.3) amplifiziert und in umgekehrtem@erung hinter
den Promotor des pCU3-Vektors in d&al und BanHI-Restriktionsschnittstelle ligiert
wurde. Dieses Konstrukt wurde als pCU3-Kontrolle bezeichnet und wirBloigenden als
Negativkontrolle eingesetzt. Die fehlerfreie Klonierung danfB-Gene wurde durch
Sequenzierung Uberprift.
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1.7.1.1. Ausschalten der Autoregulation deprfB-Gene

Wie bereits beschrieben wird der Leserahmen Blelicheniformis prfB-Gens nach dem

24. Codon durch ein UGA Stop-Codon unterbrochen, tber das das Ribosom bei geringen
RF2-Mengen in der Zelle hinweglesen kann. Um eine UberexpressiqmfBeGene nach
Induktion, ausgehend von den pQufB-Expressionsvektoren, zu garantieren, wurde mittels
PCR und entsprechenden Primern (Primer Nr. 9 und Nr. 10, s. Tab. 3, S. 26 und 1.4.7.) die
Jrameshift’-Base (s. Abb. 14) deletiert und so der Autoregulationsmesrthas
ausgeschaltet. Die erhaltenen Konstrukte ohne Autoregulation wurde@@BrfBWt* und
pCU3rfBE* bezeichnet. Die Deletion der ,frameshift“-Base wurde nutt8kequenzierung
bestéatigt.

1.7.1.2. Austausch des Resistenzgens fur Transformationn licheniformis

Der zur Expression dgrrfB-Gene verwendete Vektor pCU3 besitzt zur SelektioBaaillus

eine Chloramphenicol-Resistenzkassette. Wie erwartet war elgkt®on von B. subtilis
Zellen mit einem pCU3-Konstrukt durch Zugabe von Chloramphenicol erfoltgréilr

B. licheniformis stellte sich jedoch heraus, dass dieser Stamm eine natirlesistéRz
gegenuber Chloramphenicol besitzt, so dass sich das Chloramphenicbéfzegn des
pCU3-Vektors zur Selektion als ungeeignet erwies. Zur SelektiokExj@essionsvektors in

B. licheniformiswurde daher das Chloramphenicol-Resistenzgen im jeweiligen Konstrukt
(pPCUIrfBE mit und ohne bzw. pCBfBWt mit Autoregulation) gegen ein Erythromycin-
Resistenzgen ausgetauscht. Die Erythromycin-Resistenzkagseite Promotor) wurde
mittels PCR ausgehend vom Vektor pE194 amplifiziert (Primer Nr. 1INun@i2, s. Tab. 3,

S. 26). Die Primer enthielten zur anschlielBenden Klonierung der anepldiz Kassette am
jeweiligen 5-Ende eine RestriktionsschnittstellgluQl bzw. BanHl). Die amplifizierte
Erythromycin-Resistenzkassette wurde aus dem PCR-Ansatz eofgerund mit den
RestriktionsenzymerMunl und BanHI verdaut. Die Chloramphenicol-Resistenzkassette
wurde ebenfalls mit den Restriktionsenzymbdtunl und BanHl aus den pCUTB-
Konstrukten herausgeschnitten und durch die Erythromycin-Resistenzkasssdtzt. Die
Konstrukte wurden mit pCU8fBWt-Ery, pCUPrfBE-Ery und pCUBIfBE*-Ery bezeichnet.
Analog dazu wurde auch ausgehend vom Vektor pCU3-Kontrolle ein Vektor mit
Erythromycin-Resistenzgen hergestellt und als pCU3-Ery bezeichnet.
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1.7.2. Einfluss der Expression der prfB-Gene von B. licheniformis Wt und
B. licheniformis ,,E* auf die Subtilisin-Ausbeute

Nach Fertigstellung deprfB-Expressionsvektoren zur Expression der autoreguligntis:
GeneprfBWt und prfBE und der dereguliertgorfB-GeneprfBWt* und prfBE* in B. subtilis

und B. licheniformiswurde nun der Einfluss derfB-Expression auf die Subtilisin-Ausbeute
untersucht. Dazu wurde daabGen (Subtilisin-Gen voB. lentu$ ausgehend vom Plasmid
pSub mit dem jeweiligeprfB-Gen in den StammeB. subtilis DB104, B. licheniformis
DSM13 undB. licheniformis,E* koexprimiert. Der Vergleich der Subtilisin-Ausbeuten bei
Koexpression des jeweils autoreguliertprfB-Gens sollte zeigen, welchen Einfluss die
zwischen den RF2-Proteinen voB. licheniformis ,E* und B. licheniformis DSM13
unterschiedlichen Aminosduren (Spezifitat der RF2-Proteine) aufSdigilisin-Ausbeute
haben. Durch Uberexpression dqafB-Gene wurde zusatzlich untersucht, ob eine erhéhte
Menge von RF2-Protein (Quantitat der RF2-Proteine) die Subtilisitbéie beeinflussen
kann.

Um eine sichere Bestimmung der Subtilisin-Ausbeuten zu erreichedew dieB. subtilis
DB104 Stamme mit jeder Plasmidkombination zweifach undBdikcheniformisStamme
dreifach kultiviert. Wéahrend die Kultivierung vorB. subtilis DB104 in normalen
Schittelkolben bei 230 upm durchgefuhrt wurde, erfolgte die Kultivierung der
B. licheniformisStamme unter standiger pH-Kontrolle bei pH 7,2 und 170 upm in der Anlage
der Firma DASGIP (s.11.4.1.2.). Ohne pH-Kontrolle stieg der pH-Waert Liaufe der
Kultivierung der B. licheniformis Stamme auf pH 10 an. Die pH-Kontrolle erwies sich
insbesondere bei dem auf hohe Subtilisin-Ausbeuten optimierten SBatroheniformis,E*

als nutzlich, da bereits kleinere Unterschiede im zeitlichen pbti&g einen grol3en Einfluss
auf die absoluten Subtilisin-Ausbeuten zu haben schienen. So konntén licliteniformis

,E“ nur bei konstant gehaltenem pH-Wert gleiche absolute SubtAssbeuten zwischen
verschiedenen Versuchsreihen ermittelt werden. Die ExpressiqufBeGene wurde jeweils
zwei Stunden nach Animpfen der Kulturen induziert. Nach vierstindiger lodukind
zusatzlich bei jeder Probennahme flir die Subtilisin-Bestimmung wdied&xpression der
priB-Gene kontrolliert (s.ll.1.7.2.1.). Die Probennahme zur Messung der Sabtilisi
Aktivitdten in den Kulturiberstanden erfolgte jeweils nach eineriKetttingszeit von 48 h
und 72 h.
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1.7.2.1. Die RF2-Proteine vo. licheniformis DSM13 undB. licheniformis ,E*“ werden
in B. subtilisund B. licheniformis exprimiert

Bevor der Einfluss deprfB-Expression auf die Subtilisin-Ausbeute vé@n subtilis und

B. licheniformisuntersucht werden konnte, musste zunéchst sichergestellt werdemliedass
prfB-Gene, ausgehend von den verschiedenen p@B¥Konstrukten, exprimiert werden.
Die prfB-Expression wurde 2 h nach Animpfen der Kulturen mit 1 mM IPTG induiexh
vierstundiger Induktion und zusatzlich bei jeder Probennahme fiir die Bastign der
Subtilisin-Ausbeuten wurden zum Nachweis der exprimiepi#B-Gene aus je 2 ml Kultur
Gesamtzellextrakte hergestellt. Entsprechend deigdgDder Ausgangskulturen wurden
gleiche Mengen der Zellextrakte im Tricin-SDS-Polyacrytigei elektrophoretisch
aufgetrennt und die Proteine anschlie3end mit Coomassie-L6sung angeféarbt (s. Abb. 17 a - ¢)
Sowohl inB. subtilisals auch in beideB. licheniformisStammen ist bei Expression ¢befB-
Gene ohne Autoregulation eine deutliche Bande in dem erwarteterctBbetica. 42 kDa zu
erkennen, die in den Gesamtzellextrakten der Stamme mit dem Hwektot (Negativ-
kontrolle) nicht zu sehen ist. Ausgehend von den Konstrukten mit den autateguréB-
Genen sind wesentlich geringere Mengen RF2-Protein zu erkennen. Wah@nsubtilis
die RF2-Bande bei autoregulierter Translation noch gut zu sehestigigientsprechende
Bande in den beideB. licheniformisStammen nur sehr dinn. Die Autoregulation iéB-
Gene ausB. licheniformisscheint inB. subtilisseltener zu einer verfriihten Beendigung der
Translation zu fuhren als in deB. licheniformis Stammen. Denkbar wére, dass die
Termination durch den RF2 vdh licheniformisin B. subtilisnicht optimal funktioniert und
daher das Ribosom trotz hoher Mengen Be$icheniformisRF2-Proteins Uber das erste
verfrihte Stop-Codon hinwegliest.

Mit diesem Experiment konnte die Synthese der RF2-ProteindBvbicheniformisDSM13
(Wt) und ,E“-Stamm eindeutig sowohl iB. subtilis DB104 als auch irB. licheniformis
DSM13 und B. licheniformis ,E“, ausgehend vom jeweiligerprfB-Expressionsvektor,
nachgewiesen werden. Das Ausschalten der Autoregulatiorpré®iGene fihrte dabei
jeweils zu einer deutlichen Uberproduktion der RF2-Proteine. Im nacBskeitt konnte jetzt
durch Koexpression der autoregulierten oder deregulignttBiGene vonB. licheniformis
DSM13 undB. licheniformis,E* der Einfluss der zwischen den RF2-Proteinen veranderten
Aminosauren sowie der Einfluss einer erhohten RF2-Menge auf di®.veubtilisDB104
und von derB. licheniformisStammen sekretierte Subtilisin-Menge untersucht werden.
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Abb. 17: Nachweis der RF2-Proteine im Tricin-SDS-Polyacrylamidgel (Coomdsaibung).
Die prfB-Gene vonB. licheniformis DSM13 @rfBWt) oder B. licheniformis,E* (prfBE)
wurden mit oder ohne Autoregulationsmechanismus von den Vektoren ppiBUA,
pCU3prfBE, pCUDrfBWt* und pCUSrfBE* in B subtilis DB104 (a) oder ausgehend von
den Vektoren pCUXTfBWt-Ery, pCUSDIrfBE-Ery, pCUIfBE*-Ery in B. licheniformis
DSM13 (b) bzw. inB. licheniformis,E* (c) exprimiert. Zuséatzlich wurde jeweils auch ein
Stamm mit dem entsprechenden Kontrollvektor kultiviert (pCU3-Kontrole. imCU3-Ery).
Die Bandenhohe der RF2-Proteine (ca. 42 kDa) ist mit einem Sternek®ngzeichnet

prfBE

CU3 (E
priBE*

prfB: mit AutoregulationprfB*: ohne Autoregulation
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1.7.2.2. Vergleich der Subtilisin-Ausbeuten bei Koexpression derprfB-Gene
von B. licheniformis DSM13 oderB. licheniformis ,E*

Nachdem in den Stamméh licheniformisDSM13 (Wt),B. licheniformis,E* und B. subtilis
DB104 die Expression derfB-Gene (autoregulierppriBWt, prfBE, dereguliert:prfBWt*,
prfBE*), ausgehend von einem deurfB-Expressionsvektoren (s.1l.1.7.1.), eindeutig
nachgewiesen werden konnte (s. 111.1.7.2.1.), wurde nun im jeweiligen StamBinfless
der prfB-Expression auf die Subtilisin-Ausbeute untersuBf@zu wurden jeweils nach 48 h
und 72 h wahrend desselben Schittelkolbenexperimentes, bei dem die SynthB&2-der
Proteine nachgewiesen wurde, Proben entnommen. Zellen und Kulturiberstana avuothe
Zentrifugation getrennt und der Kulturiberstand zur Bestimmung der iSimbfiktivitat
mittels AAPF-Test eingesetzt (s. 11.5.1.). Alle Proben wurden atkifvermessen und die
bestimmten Aktivititen gemittelt. Die aus den Mehrfachkultivierangerhaltenen
Aktivitatswerte B. subtilisDB104 Stamme wurden mit jeder Plasmidkombination zweifach
und die B. licheniformis Stamme dreifach kultiviert) wurden ebenfalls gemittelt. In den
Kulturiberstanden der 72 h Proben konnte jeweils eine etwas hohere Suldtdrsye
nachgewiesen werden als in denen der 48 h Proben. Es werden daher inddfolge
Aktivitaten der 72 h Proben miteinander verglichen, die in Abb. 18 dargestellt sind.

Subtilisin-Aktivitdten beprfB-Expression irB. subtilisDB104

Zunachst wurden die Subtilisin-Aktivitdten pro ml Kulturiberstand von DB104 fifsub
Expression deprfB-Gene vonB. licheniformisDSM13 undB. licheniformis,E* mit und
ohne Autoregulation, ausgehend vom Expressionsplasmid pCU3, bzwprdBttexpression
(Kontrollvektor) miteinander verglichen. Wie in Abb. 18a dargestellt, wudige hdchste
Subtilisin-Aktivitat mit 24,8 U/ml Kulturiiberstand ohne ExpressionBldicheniformispriB-
Gene erzielt. Bei Koexpression dprfB-Gene mit und ohne Autoregulation wurde im
Vergleich dazu eine jeweils geringere Subtilisin-Aktivitat pnb Kulturtiberstand ermittelt
(prfBWt: 23 U/ml, priBWt*: 23,2 U/ml, prfBE: 22,3 U/ml,prfBE*: 20,3 U/ml ). Bezogen auf
den Stamm mit dem pCU3-Kontrollvektor ergab sich bei Expressioprié/t-Gens eine
um 7,3 % und bei Uberexpression des dereguligntBWt*-Gens eine um 6,5 % verringerte
Aktivitat pro ml Kulturiberstand. Wéahrend die Expression@éBE-Gens im Vergleich zum
Kontrollstamm zu einer um 10,1 % verringerten Subtilisin-Aktivitat ®hitiewirkte die
Uberexpression dggfBE*-Gens sogar eine Verringerung um 18,1 %.

Da auch bei Expression der autoregulienefB-Gene grofiere Mengen der RF2-Proteine
synthetisiert werden, konnte die Synthese der RF2-Proteine in did€ktdwurrenz zur
Subtilisin-Synthese stehen und so eine Verringerung der Subtilisin-dtesliewirken.
Zusatzlich ware es mdglich, dass die RF2-ProteineBrdicheniformisDSM13 oder E* die
Proteinbiosynthese auch direkt behindern. Falls die RF2-ProteineBvboheniformis
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DSM13 bzw. ,E“ mit demB. subtiliseigenen RF2 um die Bindung an das Ribosom
konkurrieren, aber die Termination nur ineffizient katalysieren kbnnen, kasmau einer
insgesamt verschlechterten Proteinbiosynthese, was schliel3lichzaueimer verringerten
Subtilisin-Synthese fuhren wirde.

Im Vergleich zur Expression dgafBWt-Gens hatte die Expression und insbesondere die
Uberexpression degrfBE-Gens eine starkere Abnahme der Subtilisin-Ausbeute zur Folge.
Maglicherweise sind die Wechselwirkungen der RF2-ProteineB:ditheniformisDSM13

und B. licheniformis,E”“ mit den B. subtilisRibosomen aufgrund der zwei unterschiedlichen
Aminosauren (s. Ill.1.6.) verschieden. Im Vergleich zum RF2 BolicheniformisDSM13
scheint der RF2 voiB. licheniformis,,E* starkere Wechselwirkungen mit deB subtilis
Ribosom einzugehen und daher auch starker mitBlesabtiliseigenen RF2 um die Bindung
an das Ribosom zu konkurrieren. Eine groéRere Konkurrenz bei einer nur iemeffiz
katalysierten Termination wirde zu einer grof3eren Behinderung deirPiosynthese und
somit zu einer starker verringerten Subtilisin-Ausbeute fiihren. &b&r niRF2 von

B. licheniformis ,E* in den B. subtilis Zellen vorhanden ist, desto starker ware dann die
Konkurrenz mit denB. subtiliseigenen RF2 um die Bindung an das Ribosom. So wéare auch
zu erklaren, dass die Uberexpression pidBE*-Gens (ohne Autoregulation) im Vergleich
zur Expression des autoregulierf@BE-Gens zu einer weiteren Verringerung der Subtilisin-
Aktivitat im Kulturiiberstand fuhrt. Im Gegensatz zur Aktivitat hgberexpression des
prfBE*-Gens liegen die flr das autoregulierte und das deregupeBsVi-Gen ermittelten
Aktivitdten mit 92,7 % bzw. 93,5 % der Aktivitat des Kontrollstammegden gleichen
GroRRenordnung. Falls der RF2 vBnlicheniformisWt tatsachlich nur eine geringe Affinitat
zu den Ribosomen vdA. subtilisaufweist, wird die Proteinbiosynthese wahrscheinlich auch
bei htheren Konzentrationen d&slicheniformisDSM13 nur geringfugig beeintrachtigt.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die KoexpressiomprfBeGene von

B. licheniformisin B. subtiliszu einer verringerten Subtilisin-Ausbeute fuhrt. Wahrend die
Expression des autoregulierten oder des deregulignt@@\Wt-Gens zu einer leichten
Verringerung der Ausbeute fiihrt, hat die Uberexpressionpd&E*-Gens eine deutliche
Abnahme der sekretierten Subtilisin-Menge zur Folge. Die zwisd®n beiden RF2-
Proteinen vorB. licheniformisWt und ,E* verschiedenen Aminosauren haben somit einen
unterschiedlichen Einfluss auf die Hohe der Biisubtiliserzielten Subtilisin-Ausbeute. Die
Aminosaurenaustausche konnten die Effizienz der Wechselwirkungen zwisibe

B. licheniformisRF2-Proteinen und den Ribosomen Birsubtilisbeeinflussen. Vorstellbar
ware, dass der RF2 vdh licheniformis,E” im Vergleich zum RF2 voiB. licheniformiswt

mit den Ribosomen vorB. subtilis starkere Wechselwirkungen eingeht und daher die
Proteinbiosynthese vd. subtilisstarker behindert.
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Subtilisin-Aktivitaten beprfB-Expression irB. licheniformisDSM13

Analog zuB. subtilisDB104 wurden die Subtilisin-Aktivitaten pro ml Kulturiberstand von
B. licheniformisDSM13 pSub bei Expression dprfB-Gene vonB. licheniformisDSM13
(Wt) und ,E“-Stamm mit Autoregulation und zusatzlich ohne Autoreguiatiei prfBE,
ausgehend vom Expressionsplasmid pCU3 mit Erythromycin-Resistertiassieeinander
verglichen (Abb. 18b). Da es sich hierbei um die Expression homologermh@edelt, sollten
die Wechselwirkungen der RF2-Proteine mit dBnlicheniformis DSM13 Ribosomen
funktionell sein. Tatsachlich fuhrte die Koexpression @eB-Gene in B. licheniformis
DSM13 zu einer gesteigerten Subtilisin-Ausbeute. OpriB-Expression (Kontrollvektor)
wurde die geringste Aktivitat mit 34 U/ml Kulturiberstand erziBi Koexpression der
autoreguliertenB. licheniformis prfB-Gene wurde eine erhdhte Subtilisin-Aktivitdt von
37,7 U/ml orfBWt) bzw. 38 U/ml prfBE) ermittelt. Die Expression des deregulierten
priBE*-Gens fihrte hingegen im Vergleich zum autoregulierten Gen mar evieder
verringerten Subtilisin-Aktivitat von 35,3 U/ml Kulturiiberstand. Das bededdst hier nicht
die zwischen den RF2-Proteinen vdh licheniformis DSM13 und B. licheniformis ,E*
verschiedenen Aminosauren, sondern vielmehr die Konzentration der RF2x®ratedie
Hohe der Subtilisin-Ausbeute entscheidend ist. Wahrend die Expressiantdezgulierten
prfB-Gene zu einer Erhéhung der Subtilisin-Aktivitat um 10,9 % bzw. 11,8 % fuhrte, hatte die
Uberexpression dgsfBE*-Gens nur eine geringfiigige Erhéhung um 3,8 % zur Folge. Eine
moderate Erhohung der RF2-Konzentration scheint somit fur eine efézie
Proteinbiosynthese vdd. licheniformisDSM13 glnstig zu sein.

Subtilisin-Aktivitaten beprfB-Expression irB. licheniformis,E*

Im Gegensatz zum LaborstamBh subtilis DB104 und zum Wt-StamnB. licheniformis
DSM13 st B. licheniformis ,E“ ein durch wiederholte Zyklen von Mutagenese und
anschlieBendem Screening auf hohe Sekretionsleistungen optimienten.SAée im Kaptitel
l1.1. gezeigt, kbnnen bei Expression des plasmidkodierten SubtilisinsBvéentus mit

B. licheniformis ,E“ im Vergleich zu B. licheniformisDSM13 daher mindestens viermal
hohere Subtilisin-Ausbeuten erzielt werden. Bei einem so optimiSteanm haben weitere
Veranderungen, vor allem solche, welche die Proteinbiosynthese oderotBengekretion
betreffen, oftmals keine zuséatzliche Verbesserung, sondern we@ukerVerringerung der
Sekretionsleistung zur Folge. Es wurde daher zunachst angenommen, udbsglia
zusatzliche Expression dprfB-Gene inB. licheniformis,E“ pSub zu einer Verringerung der
Subtilisin-Menge im Kulturiiberstand fuhrt. Um jedoch zu untersuchen, obFflePRoteine
von B. licheniformisDSM13 undB. licheniformis,E* einen unterschiedlichen Einfluss auf
die mit B. licheniformis ,E* pSub erzielten Subtilisin-Ausbeuten haben, wurden die
Subtilisin-Aktivitaten pro ml Kulturiiberstand mit und ohne KoexpressiorpdBrGene von

B. licheniformis Wt und B. licheniformis ,E* (mit Autoregulation bzw. auch ohne
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Autoregulation beiprfBE), ausgehend vom pCU3-Expressionsvektor mit Erythromycin-
Resistenzkassette, miteinander verglichen (Abb. 18c). Erst einfitabd® dass die mit

B. licheniformis ,E* erzielten Aktivitaten mit 71-93 U/ml Kulturiberstand deutlich tber
denen liegen, die unter den gleichen Bedingungen (der KoexpressiqrfBé&eene von

B. licheniformis und des subGens von B. lentu$ mit B. subtilis DB104 oder mit

B. licheniformis DSM13 (Wt) erhalten wurden. Ohne zusatzlichefB-Expression
(Kontrollvektor) betrug die Aktivitdt 81,5 U/ml. Eine &hnlich hohe Aktivitdtirde mit
80,2 U/ml bei Koexpression dgsfBE-Gens erzielt. Bei Koexpression des autoregulierten
priBWt-Gens wurde hingegen mit 70,6 U/ml eine geringere Subtilisin-A&tiverhalten.
Verglichen mit dem Kontrollstamm ohne zusatzlighé&B-Expression fuhrte die Expression
des WtprfB-Gens somit zu einer deutlichen Verringerung der Aktivitat um 13,4 %. Di
Uberexpression des dereguliertenfBE*-Gens hatte aber entgegen der urspriinglichen
Erwartung eine deutliche Erhéhung der sekretierten Subtilisin-Menge Falge. Die
Subtilisin-Aktivitdt war hier mit 93 U/ml Kulturiiberstand um 14,1 % gro@és ohne
zusatzlichegrfB-Expression (Kontrollvektor).

Der RF2 vonB. licheniformisWt scheint die Proteinbiosynthese Bnlicheniformis,E* zu
behindern, so dass es bei KoexpressionmBWt-Gens zu einer verringerten Subtilisin-
Synthese kommtWéhrend der RF2 voB. licheniformis,E* wahrscheinlich aufgrund der
Mutationen optimal auf die Wechselwirkungen mit den zelleigenen Rilms@ingestimmt
ist, kann der RF2 des Wt-Stammes wahrscheinlich an die Ribosomejt‘d8sammes
binden aber die Termination nur mit geringer Effizienz katalgsieBeide ,Release®-
Faktoren konkurrieren somit um die Bindung an das Ribosom, doch fuhrt die Bindung de
zelleigenen RF2 voB. licheniformis,E* zu einer effizienteren Termination. GroRe Mengen
des eigenen RF2-Proteins haben dariber hinaus sogar einen positivers Euafldse von

B. licheniformis,E” synthetisierte und in den Kulturiiberstand sekretierte Subtilisin-Menge.
Diese Befunde lassen vermuten, dass die zwei Aminosaurenaustawsstieez den RF2-
Proteinen von B. licheniformis DSM13 (Wt) und B. licheniformis ,E* tatsachlich
Auswirkungen auf die Termination der Proteinbiosynthese haben. Wé&hrendFaevoR

B. licheniformisDSM13 die Termination der Translation B licheniformis,E* stort, hat
eine hohe Konzentration d8s licheniformis,E*-eigenen RF2 einen positiven Effekt auf die
Proteinbiosynthese.

Der Vergleich der Subtilisin-Ausbeuten bei Koexpression piéB-Gene hat gezeigt, dass
durch Expression dd. licheniformisprfB-Gene durchaus die Subtilisin-Ausbeute gesteigert
werden kann. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass die MutatioqafBErGen tatsachlich
mitverantwortlich fur die vomB. licheniformis,E* sekretierten hohen Subtilisin-Mengen sind.
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a) Subtilisin-Ausbeute beiprfB-Expression inB. subtilisDB104
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Abb. 18: Vergleich der Subtilisin-Aktivitdten von a)B. subtilis DB104 pSub,
b) B. licheniformisDSM13 pSub , ¢)B. licheniformis,E“ pSub unter Expression dprfB-
Gene vorB. licheniformisDSM13 rfBWt) oderB. licheniformis,E* (prfBE) mit und ohne
Autoregulation. Dargestellt sind die ermittelten Subtilisin-Akéiten der 72 h Proben.
prfB: mit AutoregulationprfB*: ohne Autoregulation
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2. Untersuchung dessecAGens auf seine Verwendbarkeit als Selektionsmarker fidie
Subtilisin-Produktion mit B. licheniformis

Bei der industriellen Subtilisin-Produktion erfolgt die Expression Sidstilisin-Gens meist
von einem Plasmid, welches zur Selektion eine Antibiotikaresistesetkadeinhaltet. Die
eigentliche Fermentation wird jedoch ohne Antibiotika im Medium durétgefso dass
wahrend der Kultivierung ein Teil der Zellen das Plasmid verligd nicht mehr zur
Subtilisin-Produktion beitragen kann. Eine bessere Subtilisin-Ausbeute kdaher mit
einem Selektionssystem erzielt werden, bei dem das Plasnadrhi€nde der Fermentation
stabil bleibt. Es wurde daher untersucht, ob sich das essensei&Gen als
Selektionsmarker zur Subtilisin-Produktion eignet. BasAGen wurde dazu auf das
Subtilisin-Gen-tragende  Plasmid pSub gebracht, der industrierelevé@t@mmm

B. licheniformis ,E* mit dem resultierenden Plasmid pSubSecA transformiert und
anschlieBend das chromosomakrAGen dieses Stammes Uber homologe Rekombination
deletiert. DassecASelektionssystem wurde anschlie3end hinsichtlich der Stabilitat des
PlasmidgpSubSecA und der Subtilisin-Ausbeute charakterisiert. Aul3erdem wurdsuahier

ob die aufgrund der Anwesenheit des pSubSecA-Plasmids ergtA&endosis zu einer
groBeren Menge an SecA-Protein in der Zelle fuhrt. Eine erhoh#s-Menge kdnnte wie
bereits erwahnt (s. 1.1.2.) eine zusatzliche Verbesserung der Sekretiongjdiswirken.

2.1. Konstruktion dessecASelektionssystems

Im Folgenden wird die Klonierung decAGens in das Subtilisin-Plasmid pSub und die
Konstruktion des zusecADeletion verwendeten Vektors beschrieben. Nach Transformation
von B. licheniformis ,E“ mit beiden Plasmiden erfolgte die Deletion des chromosomalen
secAGens mittels homologer Rekombination.

2.1.1. Klonierung dessecAGens in das Subtilisin-Plasmid

DassecAGen mit zugehdrigeng”-abhangigem Promotor wurde mit dem Restriktionsenzym
BanmHl aus dem Plasmid pHSBcA geschnitten und in die entsprechenBanHil-
Restriktionsschnittstelle des zur Expression des Subtilisin-GensBvdentus (subGen)
verwendeten Vektors pSub ligiert (s. Abb. 19). Da dieses Plasmid aa8$chli in
Bacillus repliziert, wurde die Klonierung inBacillus subtilis DB104 durchgefihrt.
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Abb. 19: Konstruktion des Plasmids pSubSecA.

Das secAGen vonB. licheniformis,E* wurde in die BanH| Restriktionsschnittstelle des
Plasmids pSub ligiertetR Tetracyclin-Resistenzgesyh Subtilisin-Gen vorB. lentus

Abb. 20: Test auf proteasepositive Klone mittels ,,Skim-Milk“-Plattentest.

Klone mit dem Plasmid pSub oder pSubSecA sekretieren das SubtilisiBaedius lentus
und bilden auf LB-Agarplatten mit 1 % Milch durchsichtige Hofe. Liriksticheniformis,E*
Kolonien ohne Plasmid; Rech®: licheniformis,E* Kolonien mit dem Plasmid pSub
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Der Transformationsansatz wurde auf tetracyclinhaltigem Medsefektioniert und die
erhaltenen Transformanten zunachst mittels ,Skim-Milk“-Platt¢@igfsinre Proteaseaktivitat
hin Uberprift. Dazu wurden LB-Agarplatten verwendet, die 1 % Milch dtehieKlone, die

das plasmidkodierte Subtilisin vdh lentussekretierten, bildeten durchsichtige Hofe auf den
milchigen Platten. Die Sekretion von chromosomal kodierterB. subtilis oder

B. licheniformiseigenem Subtilisin bewirkte dagegen keine Hofbildung. So konnten mit dem
~Skim-Milk“-Plattentest eindeutig Klone, die das pSub-Plasmid odeeseseiner Derivate
enthielten, von solchen ohne plasmidkodierte Protease unterschieden weftdn 20). Da

B. subtilis DB104 und B. licheniformis DSM13 nur geringe Mengen Proteasen in den
Kulturiberstand sekretieren, war hier ohne zusatzlich plasmidkodi&uesilisin ein
Ausbleiben der Hofbildung zu erwarten. Nt licheniformis,E“ wurde dagegen im AAPF-
Test auch ohne plasmidkodiertes Subtilisin eine sehr hohe Subtiliswtéktion 83,8 U/ml
Kulturiberstand nachgewiesen (s. lll.1.). Da sich der AAPF-Test und,Skem-Milk®-
Plattentest beziglich des Substrates und des pH-Wertes unterschéioe es moglich, dass
die chromosomal kodierten Proteasen im Vergleich zum plasmidkodierten Subitdikeicht

eine andere Substratspezifitdt oder eine geringere pH-Tolersizelpeund deshalb unter den
Bedingungen des Plattentests nicht aktiv sind.

Die Plasmid-DNA von im ,Skim-Milk*-Plattentest identifiziem proteasepositiven

B. subtilis DB104 Klonen wurde anschlieBend durch Plasmid-DNA-Préaparation und
geeigneten Restriktionsverdau Uberpruft. So wurden zwar Transformaritedem als
pSubSecAbezeichneten Plasmid erhalten, doch erwies sich dieses alstalwhtErst nach
mehrfachem Einzelausstrich und wiederholter Auswahl von Klonen konnterfdfrraasten

mit einem stabilen pSubSecA-Konstrukt erhalten werden, dessen klsrsec®&Fragment
durch Sequenzierung nochmals Uberprift wurde. Die Sequenzierung ergab eine
Punktmutation imsecAGen an Bp Position 1725 von Adenin nach Guanin. Da diese
Mutation jedoch keine Veranderung der Aminosauresequenz des SecA-Plmeimkte
(TCA -> TCG: Serin), wurde mit dem als pSubSecA-Plasmid bkemeten Konstrukt weiter
gearbeitet. Das Plasmid wurde durch Protoplastentransformatidd. linpheniformis,E*
Zellen eingebracht und die erhaltenen Transformanten mittels ,Biki+Plattentest auf
ihre Proteaseaktivitat hin Uberpruft. Die Plasmid-DNA von proteasemosiKlonen wurde
prapariert und durch Restriktionsverdau nochmals auf ihre Richtigkeiblenprift. Es zeigte
sich, dass auch inB. licheniformis,E* erst nach mehrfachem Einzelausstrich und
wiederholter Selektion Klone mit einem stabilen pSubSecA-Plasnhdlten werden
konnten.

Die im pSubSecA-Konstrukt enthaltene stille Mutation an Bp Position 1&85vor
Umsetzung desecAGens aus dem Vektor pHSE&A in den Vektor pSub nicht vor und
muss daher wahrend der Klonierung B. subtilis DB104 entstanden sein. Diese
Punktmutation und die anfanglich beobachtete Instabilitdt des pSubSexAidabei der
Klonierung inB. subtilisund B. licheniformislassen vermuten, dass durch das jetzt zusatzlich
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auf dem Subtilisin-Plasmid lokalisiersecAGen ein Stress fur die Zelle entstanden ist. Da
aus friheren Experimenten nBt subtilis DB104 bekannt ist, dass gro3e Mengen SecA-
Protein keinen negativen Effekt auf die Lebensfahigkeit der Zellberh&Frings, 1995),
scheint hier die Kombination von Uberproduziertem Subtilisin und SecA rhégheise
aufgrund der erhhten metabolischen Belastung ungiinstig zu sein (s. IV.2\o)Iskéindig
konstruiertensecASelektionssystem herrscht aufgrund der fehlenden chromosos&dén
Kopie ein Gegendruck auf den Erhalt des pSubSecA-Plasmids in der Zetl Einfluss der
aus demsecASelektionssystem resultierenden erhohten SecA-Menge auf dieistubotil
Ausbeuten und die Stabilitdt des pSubSecA-Plasmids inBddicheniformis ,E* secA
Deletionsmutante wurden nach Fertigstellung des Systems untersucht (s. 111.2.2.).

2.1.2. Konstruktion dessecADeletionsvektors

Zur Konstruktion dessecASelektionssystems musste nach Einbringung des Plasmids
pSubSecA irB. licheniformis,E* Zellen das chromosomakecAGen deletiert werden. Die
Deletion erfolgte mittels homologer Rekombination. Bei dieser Metha@aden zunéchst die
Bereiche, die dasecAGen auf dem Chromosom flankieremf(l89 und prfB’ s.u.), in einen
Vektor kloniert und in die Zelle eingebracht. Die Deletion erfolghndain zwei
Rekombinationsschritten. Uber den ersten homologen Bereich wird dertgegektor in das
Chromosom integriert, wahrend eine weitere Rekombination Uber dereawwtnologen
Bereich zur Deletion desecAGens fuhrt. Der fur die Durchfihrung deecADeletion
ausgewahlte Vektor pE194 besitzt eine Erythromycin-Resistenzicassetd einen
temperaturabhangigen Origin, welcher eine Replikation bei 30 °C, jedoleh bac 48 °C,
erlaubt. Dies ermdglicht es, zunadchst auf eine erfolgreiche foraregtion bei 30 °C zu
selektionieren, um anschlieBend durch Temperaturverschiebung ndeh 4@d durch
Zugabe von Erythromycin den Selektionsdruck auf die chromosomale |megraés
Plasmids Uber einen der beiden in den Vektor klonierten homologen Beagishelben.
Eine weitere homologe Rekombination tber den anderen (zweiten) homolagschBeéhrt
dann zursecADeletion und wird durch Inkubation bei der intermedidren Temperatur von
37 °C mit Erythromycin im Medium erreicht. Das Plasmid deindemibei aus dem
Chromosom und repliziert bei dieser Temperatur wahrscheinlich eninggr Kopienzahl.

Die so gegenuber nur einer chromosomalen Kopie erhdhte Gendosis de®riygin-
Resistenzgens ist ein Selektionsvorteil in erythromycinhaltigéedium. Um die Zellen
schlie3lich vom Plasmid zu kurieren, werden diese in antibiotikafrleaium bei 48 °C
inkubiert.

Zur Konstruktion dessecADeletionsvektors wurden die stromauf- und stromabwarts des
secAGens vonB. licheniformis,E* lokalisierten Bereicheorf189 und prfB’ mittels PCR-
Technik amplifiziert. Hierbei war zu beachten, dass das stromtsbwdmsecAlokalisierte
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prfB- mit demsecAGen in einem Operon liegt, also keinen eigenen Promotor besitalidJm
Transkription des fur die Proteinbiosynthese wichtigefB auch nachsecADeletion zu
gewahrleisten, wurde das 3’-Ende des vor dmwAGen befindlicherorf189 mit eigenem
Terminator und dem stromabwarts lokalisiersecAPromotor amplifiziert, so dass da<B-
Gen naclsecADeletion direkt von demecAPromotor aus transkribiertird (s. Abb. 21).

Xba |9 Bam H|9
orf189 561Bp secA 2526 Bp prfB 1102 Bp
&-BamH| € FcoRV
Xbal BamHl BamHI EcoRV

: i : i

: H : 1

H ﬂ [,b : i

1 1 1
H —

orf189' prfB'

Abb. 21: Amplifizierung der stromauf- und stromabwaérts desAGens vorB. licheniformis
.E“ lokalisierten Bereiche mit den zur Klonierung ausgewéhltestrikionsschnittstellen.
Das 3’-Ende vororf189 wird mit eigenem TerminataR und dem stromabwarts liegenden
secAPromotor™® amplifiziert, so dass nasticADeletion dasprfB-Gen direkt vomsecA
Promotor aus transkribiert werden kann.

Die zur Amplifizierung desorfl89- (650 Bp) und desprfB-Fragments (581 Bp)
verwendeten Primer wurden anhand derlicheniformis ,E“ DNA-Sequenz ausgewahlt
(orf189Primer: Primer Nr. 13 und Nr. 14rfB'Primer: Primer Nr. 4 und Nr. 8, s. Tab. 3,
S. 26) und enthielten fir die anschlielende Klonierung geeignete Resswdnnittstellen.
Die amplifizierten Fragmente(f189 und prfB’) wurden nacheinander in dén coli Vektor
pBBRMCS?2 in die Restriktionsschnittstelleta/BanmHI bzw. BamHI/EcaRV kloniert und

so der Vektor pBBrfl89prfB’" konstruiert (s. Abb.22). Das so zusammengesetzte
orf189’prfB’-Fragment wurde durch anschliel3ende Sequenzierung Uberprift und im nachsten
Schritt in den zur Deletion ausgewahlten Vektor pE19B.isubtilisDB104 umkloniert. Der
Vektor pE194 wurde dazu mAcd verdaut, die Restriktionsschnittstelle mittels Klenow-
Reaktion aufgefullt und anschlieRend der Vektor Xbdl verdaut. So konnte das mit den
RestriktionsenzymenXba und EcoRV aus dem pBBrfl89 prfB’-Vektor geschnittene
orf189 prfB’-Fragment schliel3lich zwischen diébad und die ,blunt“-Schnittstellen des
pPE194 ligiert werden (s. Abb. 23). Das fertige Konstrukt wurde mibriiB9’prfB’
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bezeichnet. Die Transformation imB. subtilis DB104 erfolgte mittels Protoplasten-
transformation bei der fur die Replikation des Plasmids permissiven Temperatur ¥©n 30

Xbal
:BamH|

—
lacZ
kanR

pBBRMCS2
5144 Bp

rep

orf189’ ﬂ l9

Xbal BamHI
orf189’-Fragment (650 Bp)

lacZ'
priB’

pBBorf189’ -—ﬁ

5782BP anRr

BamH ECORV
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BamHI

by,
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pBBorf189’prfB’
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lacZ'
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Abb. 22: Klonierung der amplifizierten Fragmentef189 und prfB’ in den E. coli Vektor
pBBRMCS?2 in die Restriktionsschnittstell&a/BanmHI bzw. BamHI/EcARV. rep: Gen fur
das ReplikationsproteitacZ (-Lactamase-Gerkan R Kanamycin-Resistenzgen

85



lll. Ergebnisse

JE104 Xbl BanHl EcoRV
3728 Bp | : .
ermC \ .
e ¥ o’ -
(1231 Bp)

prfB’ A
489’

pEorf189 prfB’
4601 Bp

N /

Abb. 23: Klonierung derf189'prfB’-Fragments in den Vektor pE194.

pE194 wurde mitAcd verdaut, die Schnittstelle mittels Klenow-Reaktion aufgeftllt dad
Vektor anschlielBen&bd verdaut. Dasorf189'prfB’-Fragment wurde mit den Restriktions-
enzymenXba und EcoRV aus dem Vektor pB&f189 prfB’ geschnitten und in digba und
die ,blunt* Schnittstelle des pE194 ligiert. Der resultierende dekiEorf189 prfB” wurde
zur Deletion des chromosomalesecAGens von B. licheniformis ,E* eingesetzt.
ermC Erythromycin-Resistenzgen

2.1.3. Deletion des chromosomalesecAGens

Da das SecA-Protein essentiell fur das Uberleben der Zeilemusste vor der Deletion des
chromosomalensecAGens von B. licheniformis ,E“ das Plasmid pSubSecA mit dem
plasmidkodierten SecA-Protein in die Zellen eingebracht werden. Aedehd wurden die
Zellen mit demsecADeletionsvektor p&rfl89'prfB’ transformiert. Beide Transformationen
wurden nach der Methode der Protoplastentransformation durchgefiihrt, wobei die
Transformation des [iEf189’prfB’ bei derfur die Replikation dieses Plasmids permissiven
Temperatur von 30 °C erfolgte. Ausgehend von den Transformanten erfolgte nun die
chromosomale Integration des Deletionsvektors und die anschlie3endaorDetiets
chromosomalensecAGens. Die Kultivierung wurde zur Selektion von Zellen mit dem
pSubSecA-Plasmid immer mit Tetracyclin und je nach Kultivierwiggs (s.u.) zusatzlich

mit Erythromycin im Medium durchgefihrt. Die Zellen wurden U.N. bei dér
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pEorf189'prfB’ permissiven Temperatur von 30 °C mit Erythromycin im Medium angezogen.
Zur Integration des p&f189'prfB’ wurde die Temperatur anschlie3end zu nicht permissiven
Bedingungen von 48 °C verandert. Die Zellen wurden insgesamt viermalbispaten
stationaren Wachstumsphase bei 48 °C mit Erythromycin im Medium luattivind
anschlieBend in frisches Medium dberimpft bzw. nach der letzten Kulthg in
verschiedenen Verdinnungen auf erythromycinhaltigen Platten ausplaBiertPlatten
wurden U.N. bei 37 °C inkubiert. Bei dieser intermedidren Temperatugtedi@ Excision
des Plasmids, die, wenn sie nicht Gber den gleichen homologen Befelghgie die erste
Rekombination, zusecADeletion fiihrt. Mit den erhaltenen Klonen wurde frisches Medium
beimpft. Die Zellen wurden jetzt bei 48 °C ohne Erythromycin im Mednsgesamt viermal

bis zur spaten stationdren Wachstumsphase kultiviert. AnschlieBend vdied2ellen auf
erythromycinfreien LB-Agarplatten ausplattiert und die Platten4Be’C inkubiert. Um zu
untersuchen, ob die Zellen den Deletionsvektor wahrend der 48 °C Passagenveaben,
wurde eine Auswahl der erhaltenen Klone auf Verlust der Erythromagstenz getestet. Es
konnten 16 erythromycinsensitive Klone identifiziert werden, deren chronadsoBNA
anschlieend auf diesecADeletion hin mittels PCR-Analyse untersucht wurde. So
identifizierte potentiellsecADeletionsmutanten wurden zusétzlich durch eine Southern-Blot-
Analyse und letztlich durch Sequenzierung des DNA-Bereichs vomo@&80 bis hin zum
5’-Bereich degrfB’-Gens uberprift (s.u.).

PCR-Analyse
Zum Nachweis desecADeletion im Chromosom voB. licheniformis,E* wurde zunachst

eine PCR-Analyse durchgefuihrt. Dazu wurden Primer verwendet (PRmé&5 und Nr. 16,
Tab. 3, S. 26), die sich stromauf- bzw. stromabwarts des zur homologen Rekmmbina
ausgewahlterorf189-Bereichs bzw. degrfB’-Bereichs anlagern. Anhand der Grol3e der
PCR-Produkte lief3 sich unterscheiden, ob slasAGen noch vorhanden war oder deletiert
wurde. Ist dasecAGen im Chromosom noch vorhanden, so wird ein 3,9 kB grol3es PCR-
Produkt, nachsecADeletion dagegen nur ein 1,37 kB grofies PCR-Produkt erhalten
(s. Abb. 24). Mit der chromosomalen DNA von 14 der 16 untersuchten Klone wurdectias na
secADeletion erwartete 1,37 kB groRe Fragment amplifiziert. Mit IER-Analyse konnte
somit die Deletion des chromosomalesecAGens vonB. licheniformis ,E* pSubSecA
nachgewiesen werden. Da die PCR-Analyse nur ein indirektes Nasenwahren darstellt,
wurde die Deletion noch zusatzlich Uber eine Southern-Blot-Analyse ddiretkte
Hybridisierung der chromosomalen DNA mit einer Gensonde aus denrécBelesorf189

Gens und aus desecAGen nachgewiesen.
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Abb. 24: PCR-Analyse zum
Jb Nachweis dersecADeletion
1 2 K im Chromosom von
10 B. licheniformis,E".
— 8 Spur 1:3,9 kB groRes PCR-
Produkt ausgehend von
— 6 chromsomaler DNA ohne
— 5 secADeletion,
| - — 4 Spur 2:1,37 kB grolR3es PCR-
3.9kB d — 35 Produkt ausgehend von
— 3 chromosomaler DNA nach
— 95 secADeletion,
' S: GroRenstandard 1kB-
— 2 Leiter (MBI Fermentas,
St. Leon-Rot
s — 15
1,37kB—> -
— 1
-T — 0,8

Southern-Blot-Analyse

Es wurden zwei der Gber PCR-Analyse identifizierten potenti@ldictheniformis,E* secA
Deletionsmutanten ausgewahlt, um decADeletion zusatzlich mit Hilfe der DNA-DNA-
Hybridisierungstechnik mit einer Gensonde aus dem 3’-Bereiclod&89Gens und dem
vollstandigensecAGen vonB. licheniformis,E* nachzuweisen. Aus friheren Experimenten
ist bekannt, dass bei Verdau der chromosomalen DNA Bolicheniformis mit dem
RestriktionsenzynMunl ein 5,5 kB grol3es Fragment entsteht, auf dem die @i&neorf189
secAund prfB lokalisiert sind (Hintz, 1999). Nach Deletion decAGens wirde dasluni-
Fragment um 2,5 kB kleiner, also nur 3 kB grol3 sein, wahrend die Insertion des
Deletionsvektors zu einem um die 4,6 kB desnhEB9'prfB’ Plasmids vergrof3erten 10,1 kB
groBenMunl Fragment fuhren wirde. Zum Nachweis d@cADeletion wurde aus dem
3’-Ende desorfl89Gens und dem stromabwarts liegendecAGen vonB. licheniformis

-E* mittels PCR und den Primern Nr. 15 und Nr. 2 (s. Tab.3) unter Zugabeigorygenin-
markiertem dUTP eine 3,2 kB grofie DNA-Sonde hergestellt. Die choomade DNA der
Uber PCR identifizierten potentiellesecADeletionsmutanten wurde midunl verdaut, der
Verdau im 0,8 % Agarosegel aufgetrennt und auf Nylonmembranen Ubertragen. Im
anschlieBenden Hybridisierungs-Experiment wurden mit der Gensonde dratagm
nachgewiesen, die entweder den 3’-Bereich \mifi89Gen und dasecAGen oder nach
secADeletion nur noch den 3'-Bereich vamfl89 besitzen. Als Kontrolle wurde mit der
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chromosomalen DNA voB. licheniformis,E* und B. licheniformis,E* mit dem integrierten
Deletionsvektor p&rf189'prfB’ (Integrationsmutante) ebenso verfahren. Bei der Préparation
der chromosomalen DNA ist eine Koaufreinigung von in den Zellen emntkaltBlasmiden
wahrscheinlich. Um im Southern-Blot-Experiment die durch die Plasp®&léSecA und
pEorf189prfB hervorgerufenen Signale leichter identifizieren zu ko&nnen, wurden beide
Plasmide nacMunl-Verdau ebenfalls im Agarosegel aufgetrennt und auf die Nylonnambr
Ubertragen.

Abb. 25: Southern-Blot-Hybridisierung
KB von Munl verdauter chromosomaler DNA
| und Plasmid DNA.
Spur 1 - 4: chromosomale DNA von
8 — 1): B. licheniformis,E*,
71— 2): B. licheniformis,E* Integrationsmutante
6 — 3) und 4):B. licheniformis,E" secA
48 Deletionsmutanten
’ Spur 5 und 6: Plasmid-DNA
5): pSubSecA,
35— 6): pEorf189 priB'.
Die Pfeile markieren das 3,0 kB grol3e
2,6 — Munl-Fragment deB. licheniformis,E*
secADeletionsmutanten (Spur3 und 4),
S: DIG-VII GrélRenstandard (Roche
15— | W% Diagnostics, Mannheim)

Das Southern-Blot-Experiment (s. Abb. 25) bestétigte, dass es sichebeiiber PCR
identifizierten Klonen umsecADeletionsmutanten handelt. Wahrend man mit Eeml
verdauten chromosomalen DNA voB. licheniformis ,E* das ohne secADeletion zu
erwartende Hybridisierungssignal von 5,5 kB erhalt, ist bei besdeADeletionsmutanten
das um den deletierten Bereich von 2,5 kB kleinere 3 kB grof3e Signédemnen (Spur 3
und 4). Die Hybridisierung mi¥unl verdauter chromosomaler DNA der Integrationsmutante
ergab wie erwartet das um die 4,6 kB desoniEB9 prfB’-Vektors vergréRerteMunl-
Fragment von 10,1 kB (Spur 2). Das Hybridisierungssignal des 3 kB gkd®@+Fragments
der secADeletionsmutanten ist etwas schwacher als das Signal des 5(BhkB secA
Deletion, Spur 1) oder des 10,1 kB (Integrationsmutante, Spur 2) Fragmeb&ndd kB
Fragment aufgrund desecADeletion nur noch derorf189-Bereich mit der Sonde
hybridisieren kann. Uber der 3 kB Bande befindet sich in denselben Spuraridugéweils
noch eine ca. 6,6 kB grol3e Bande. Diese entspricht dem koaufgereisegi&tmagenden
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Munl-Fragment des pSubSecA-Plasmids, das ebenfalls mit der Sondelidighri Der
Deletionsvektor p&rf189prfB tragt einen Teil (3'-Bereich) dexf189-Gens, lasst sich aber
nicht mit Munl verdauen. Daher wurden nach Hybridisierung mit der Sonde sowohl die
relaxierte als auch eine superspiralisierte Form des unverddekeéors (bei ca. 5,2 kB bzw.

bei 2,4 kB) nachgewiesen (Spur 6). Neben dem indirekten Nachweis UbeCRiAMRlyse
konnte die Deletion des chromosomasexcAGens vorB. licheniformis,E* pSubSecA somit
auch direkt mittels DNA-DNA-Hybridisierungstechnik mit denfl189secAGensonde
bestatigt werden. DisecADeletionsmutante mit dem pSubSecA-Plasmid wird im Folgenden
mit B. licheniformis,E* AsecApSubSecA bezeichnet. Der DNA-Bereich um die Deletion
orf189-AsecAprfB wurde zusatzlich noch durch Sequenzierung tberpruft.

Sequenzanalyse

Das prfB-Gen besitzt keinen eigenen Promotor, sondern wird normalerweise masamit
demsecAGen von dem stromaufwérts descAGens lokalisierterr”-abhéngigen Promotor
aus transkribiert (s. 1.3.). Um die Transkription getB-Gens auch in desecADeletions-
mutante zu gewabhrleisten, sollte nur d&tAStrukturgen, aber nicht desxecAPromotor,
deletiert werden. In der Sequenzanalyse wurde nun untersucht, deaddPromotor im
Chromosom der B. licheniformis ,E“ secADeletionsmutante wie geplant vor der
Ribosomenbindestelle dgsfB-Gens lokalisiert ist. Um den Bereidnrf189-AsecAprfB zu
sequenzieren, wurde dieser zunadchst mittels PCR ausgehend von chrandNlder
secADeletionsmutante mit Primern (Primer wie bei PCR-Analylk: 15 und Nr. 16
s. Tab. 3, S. 26), die stromaufwarts des homolag&B9I-Bereichs bzw. stromabwarts des
zu prfB° homologen Bereichs hybridisieren, amplifiziert. Die Sequenzierung
(Sequenzierprimer: Nr. 17 und Nr. 18, s. Tab.3) des so erhaltenen 1,37 kB groffeenksag
bestétigte die Deletion desecAGens. DersecAPromotor ist erhalten geblieben und liegt
78 Bp vor der Ribosomenbindestelle dpgB-Gens (s. Abb. 25). Nach Deletion des
chromosomalersecAGens befindet sich das essentidkrAGen jetzt nur noch auf dem
Subtilisin-Plasmid und kann somit als Selektionsmarker fungierenséa&Deletionsstamm
B. licheniformis ,E* AsecA pSubSecA sollte nun hinsichtlichsecAExpression,
Plasmidstabilitdt und Subtilisin-Ausbeute charakterisiert werden.
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MEFNVRGENIEVTPALR
RBS 0rf189
GCAGGAAT TCAGCAGGGAAAAGACGAAATATATTTACATATCCTTAATATA AAGCAGGCGITC G ATGGAGTTCAACGTCAGAGGAGAAAATATTGAGGTAACACCAGCGTTAAGAG

120
EHVEKKI GKLERYFENNVDAI VHVNLIKFYNDUG QESI KVEVT.I
0Orf189
AACACGTCGAGAAGAAGATTGGAAAGCTTGAGCGTTATTTTGAAMATAACG  TTGATGUGATTGITTCACGTCAACTTAAAT TCTACAATGATCAGGAATCAAAGGAGGT GGAAGTGACAATTC 240
P MTDLSLRAEVHHETDMYNAIDLATNKLERO QI RKHKTIKVNHR R
0Orf189
CAATGACAGACCT CTCTCTCCGT GCGGAAGTTCACCACGAAGATATGTACA  ATGCAATCGAT CTCGCAACGAACAAACTGGAACGT CAAATACGCAAGCATA  AAACAAAAGTTAACCGGA 360
KFREIKGSSIKHVFAEGNGI GTAVQETDI EDE QP QVVRQKR RTFN
0Orf189
AATTOCGCGAAAAAGETT CTTCGAAGCATGTTTTTGCAGAMGGAMCGECA  TCGGAACBGOCGTGCAGBAAGACAT TGAGGATGAACAGOCGCAGGTTGTCC - GTCAAMAGCGCTTTAATT )
LKP MDNEEAI LQMNMLGHS ST FFVFTNAETNLTNVVYRRNDG
0Orf189
TAAAGCCGATGGATAATGAAGAAGCGATTTTACAAAT GAATATGCTT GGACACAGCT TCTTT GTAT T CACGAACGCCGAAACCAAT CTGAC CAAT GTGGTC ACCGAAGAAACGAT GGAA 600
KYGLI EPNE. )
orf189 | orf189 -Terminator ) 5secA-Promotor i
AAT ACGGT TTGAT CGAGCCGAACGAATAAATATATC  GAGTCCCCTCCCGGATCTT CCGCAGAGGCGATTTT TTCCGTTCCCCCGCGGTAAATTGT [FGEARATGACAAAAGG TATGATAT 20
MELAEI RQE
RBS : RF2
GATATTGCATATATAAAAATTACTGTTTACTCATGCTTAAACAAGGAAATT  AAAGAGGATCCGGCTGAAATATATG ATGAGGTGAAAGAATA ATGGAATTGGCAGAAATCAGACAGGAAC 840
LENMATRLADFRGSUL DLETIKEARI SELDEG QMADZPUDTFWGDDOQ
RF2
TTGAAMAT ATGGCTACTCGGTTAGOGGACTTCAGBGEGTCTCTTTGACCTC - GAAACAAAGGAAGCAAGAAT CAGOGAACTAGACGAGCAGATGACTGACCCC  GACTTTTGGGRAGATCAG o )
QKAQTI I NEANALKDYVNTYKNLSES SHETELOQQMTHDLTLTKETD
RF2
CAGAAAGCGCAGACGATCATTAATGAAGOGAACGCGT TAMAGACTATGTC  AACACGTACAAAAATT TAAGOGAGT CTCAT GAAGAACTGCAAATGACACAC  GATCTTTTAAMGAAGAT o
P DQDLQNETULVSE ELIKSLTIKQFNETFETLOQLLLSEPYDIKNNAIL
CCT GACCAAGACCTGCAAAATGAACTGGTCAGCGAGCTGAAAAGCTTAACG  AAGCAATTTAACGAAT TTGAGCTGCAGCTGTTGTTAAGCGAGCCGTATGAT — AAAAACAAT GCGAT CCTT 1200
ELHPGAGGTE SO OQDWGSMLLRMYTRWAERRGFIKVETLDYLTP
RF2'
GAGCTTCACCOBGGAGOCGRCBECACAGAATCACAGGATTGEGGTTCAATG - CTTCTCAGAAT GTACACCAGGTGGGCAGAGCGOCGOBGAT TTAAGGTGRAA - ACCCTTGATTACCTCOCA o

GDEAGI KSVTLLI KGHNAYGYLIKAEIKGVHRILYV
RF2'
GGGGATGAAGCGGGAATCAAGTCTGTCACTCT CCTGATTAAAGGCCACAAT  GCCTACGGTTATTTAAAAGCCGAAAAAGGCGTGCACAGGCTCGTC

1416

Abb. 25: Nukleotidsequennrf189-AsecAprfB’ von B. licheniformis,E* AsecA

Das secAStrukturgen vonB. licheniformis ,E“ wurde so deletiert, dass sich dsecA
Promotor 78 Bp vor der Ribosomenbindestelle pgB-Gens befindet. DaprfB-Gen wird
somit direkt vomsecAPromotor aus transkribiert.
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2.2. Charakterisierung der secADeletionsmutante B. licheniformis ,E* AsecA
pSubSecA

Nach Fertigstellung dessecASelektionssystems wurde der so veranderte Stamm
B. licheniformis,E* AsecApSubSecA bezlglich deecAExpression, der Plasmidstabilitat
und der Subtilisin-Ausbeute untersucht und mit dem Ausgangssténicheniformis,E*
pSub und dem StammB. licheniformis ,E* pSubSecA ohne chromsomagecADeletion
verglichen.

2.2.1. Das auf denPlasmid pSubSecA lokalisiertesecAGen fuhrt zu einer Erh6hung
der SecA-Proteinkonzentration inB. licheniformis ,E*

DassecASelektionssystem hat zur Folge, dass sEaAGen jetzt nicht mehr chromosomal,
sondern auf dem in hoher Kopienzahl in der Zelle vorkommenden Plasmid pSubSecA
lokalisiert ist. Es wurde daher im Western-Blot-Experiment untbtsob diese erhohtecA
Gendosis zu einer erhdhten SecA-Proteinmenge in den Zellen fuhrt.

Dazu wurden jeweils die Stamn&e licheniformis,E* pSub, B. licheniformis,E“ pSubSecA
und B. licheniformis ,E* AsecA pSubSecA im Schiuttelkolben kultiviert und die SecA-
Mengen zu zwei verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung miteinandglichen. Wie
bereits erwahnt (s. 111.1.3.), wurde fiB. subtilis gezeigt, dass disecAExpression ihr
Maximum zum Zeitpunkt ot beim Ubergang von exponentieller zu stationarer
Wachstumsphase erreicht und mit dem Einsetzen der stationarentWidesyisase wieder auf
ein niedriges Niveau absinkt (Herb@t al, 1999). Die bereits exprimierten SecA-Proteine
sind Uber viele Stunden stabil bis sie in Folge des normalen Protaitzensbgebaut werden
(Takamatsuet al, 1994). Aufgrund der nahen Verwandtschaft Busubtilis ist bei

B. licheniformisvon einer &hnlichen zeitlichen Regulation decAExpression auszugehen.
Die Probennahme erfolgte daher zum Zeitpunkt und wé&hrend der stationaren
Wachstumsphase sechs Stunden spéater zum ZeitpgnkMit den Zellen wurden
Gesamtzellextrakte hergestellt und diese mittels SDS-&glgaid-Gelelektrophorese
aufgetrennt. Der Nachweis der SecA-Proteine erfolgte im ékfeg&lot-Experiment mit
Antikdrpern gegen daB. subtilisSecA-Protein (Abb. 26).
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Abb. 26: Vergleich der SecA-
G}SY Mengen im Western-Blot-

SEE A N Ay Experiment
§ < < < von B. licheniformis,E*
to ohne Vektor (Spur 1), bzw.

mit pSub (Spur 2),
oder mit pSubSecA (Spur 3)

— e e el * und von
r 9 B. licheniformis,E* AsecA
— S— mit pSubSecA (Spur 4)

- zum Zeitpunktdgund & . Die
Bandenhdhe des SecA-Proteins
(95 kDa) ist mit einem Stern (*)
gekennzeichnet.

e e

Im Western-Blot-Experiment zeigte sich, dass insbesondere zitpuld § die Stdmme
B. licheniformis,E” pSubSecA und. licheniformis,E* AsecApSubSecAm Vergleich zum
Stamm ohne Plasmid und im Vergleich zum AusgangsstBminheniformis,E* pSub eine
deutlich erhthte SecA-Menge aufweisen. Unterhalb der SecA-Bandeen waotz
Aufschlusses der Zellen unter Zusatz des Protease-Hemmersplgie (Boehringer,
Mannheim) SecA-Abbauprodukte zu finden. ,Complete® hemmt nach Angaben des
Herstellers Serin-, Cystein- und Metalloproteasen. Es wurdegtiedass durch Zusatz von
~,complete die Proteasen im Kulturtiberstand vBnsubtilis vollstandig inhibiert werden
(Meenset al, 1997). Da trotz ,Complete” ein Abbau von SecA-Protein zu beobachten war,
funktioniert die Hemmung der Proteasen in diesem Fall entwedervalistindig, oder die
am Abbau von SecA beteiligten Proteasen gehdren einer anderen dklatsses an.
Vergleicht man im Western-Blot die SecA-Banden der Zellen olanid und der Zellen
mit dem Plasmid pSub, so scheint es bei Expression des plasmidko®ettélisins zu
einem starkeren Abbau des SecA-Proteins zu kommen. Das konnte bedewsedgrdas
Protease-Hemmer ,Complete” tatsachlich keine vollstandige Hemgrdes plasmidkodierten
Subtilisins bewirkt.

Zum Zeitpunkt § wurde in Zellen desecADeletionsmutante im Vergleich zu Zellen ohne
secADeletion mit dem Plasmid pSubSecA weniger SecA-Protein nachgen Dies lasst
sich entweder durch einen unvollstandigen Zellaufschluss oder durch elmam \seiter
fortgeschrittenen Abbau des SecA-Proteins begrinden, da zum Zeitpuwretgleichbare
Mengen SecA in Zellen beider Stamme vorhanden waren.
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Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass das auf demlisBuBliasmid
lokalisierte secAGen tatséchlich zu einer erhdhten SecA-Menge in den Zellen flihrt. E
Vergleich der Subtilisin-Ausbeuten voB. licheniformis ,E“ mit dem pSub- oder dem
pSubSecA-Plasmid sollte schliel3lich zeigen, ob die erhdhte SecAeMeangh einen
positiven Einfluss auf die Subtilisin-Ausbeute hat (s. 111.2.2.3.).

2.2.2. Das Plasmid pSubSecA ist in desecADeletionsmutanteB. licheniformis ,E*
AsecAstabil

Vor dem Vergleich der Subtilisin-Ausbeuten der verschiedé&dicheniformis,E* Stamme
wurde zunachst die Stabilitdtt des pSubSecA-Plasmids in der dWsletutante
B. licheniformis ,E* AsecA und die Stabilitat der Plasmide pSubSecA und pSub im
AusgangstamnB. licheniformis,E* ohne secADeletion untersucht. Dazu wurden die Zellen
jeweils ohne Antibiotikum im Medium kultiviert und alle 24 h auf LB-Agjatten vereinzelt.
Die nach Vereinzelung erhaltenen Kolonien wurden mittels ,,Skim-M#ldtten (s. 111.2.1.1.)
auf Proteaseaktivitat hin untersucht. Die Anwesenheit bzw. der YeidssPlasmids wurde
zusatzlich durch Plasmidpraparation tberpruft. Die Stabilitat desnidle im jeweiligen
Stamm wurde dazu unter zwei verschiedenen Kultivierungsbedingungenhiitte8®lben
untersucht. Im ersten Schuttelkolbenexperiment wurden die Kulturetalien frisches LB-
Medium Uberimpft. Dagegen wurden die Kulturen im zweiten SchuttelkeXpemiment
unter den gleichen Bedingungen, die auch zur Bestimmung der Subtilidiees gewahlt
wurden (s. 11.4.1.2. und 111.2.2.3.), bis in die spate stationare Wachstumsphasstamdeger
pH-Kontrolle bei pH 7,2 kultiviert.

1. Schittelkolbenexperiment

Die genetische Stabilitat des Subtilisin-Plasmids pSub wur@e licheniformis,E* und die

des secAtragenden Subtilisin-Plasmids pSubSecA in deecADeletionsmutante

B. licheniformis,E* AsecAohne Antibiotika im Medium untersucht. Dazu wurde ausgehend
von je einer einzelnen Kolonie eine UNK angezogen und mit dieseilgetve ml LB-
Medium zu einer OgpgVvon 0,05 beimpft. Nach jeweils 12 h wurden die Kulturen in frisches
Medium tberimpft und hierbei wiederum eine g von 0,05 eingestellt. Die Kultivierung
erfolgte Uber 8 Tage. Jeden Tag wurden Verdinnungsrausgtattiert und eine Auswahl der
erhaltenen Einzelkolonien mittels ,Skim-Milk“-Platten auf ihreteaseaktivitat hin getestet.
Zu jedem Kultivierungszeitpunkt zeigten alle getesteten KloneéStieamedB. licheniformis

-E“ AsecCApSubSecA Protease-Aktvitat, wahrend beim StaBadicheniformis,E” einzelne
Klone keine Proteaseaktivitat mehr aufwiesen (s. Tabelle 4). Natvigrung tber einen
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Zeitraum von 8 Tagen hatten 6 von 104 getesteten KloneB.dieseniformis,E* Stammes
das Plasmid pSub verloren.

Tab. 4: Untersuchung der genetischen Stabilitdt von pSulB.iicheniformis ,E* ohne
secADeletion und pSubSecA imsecADeletionsstamm B. licheniformis ,E“ AsecA
(1. Schuttelkolbenexperiment).

B. licheniformis ,E* pSub B. licheniformis ,E* AsecA
Zeit in . SubSecA'
Tagen Gesamtzahl| Klone ml_t P_r_otease- Gesamtzahl| Klone ml_t P_r_otease-
untersuchter aktivitat untersuchter aktivitat

Klone Anzahl % Klone Anzahl %
1 72 72 100 72 72 100
2 72 72 100 70 70 100
3 72 71 98,6 49 49 100
4 52 52 100 52 52 100
5 78 78 100 78 78 100
6 78 77 98,7 78 78 100
7 78 77 98,7 77 77 100
8 104 98 94,2 104 104 100

2. Schittelkolbenexperiment

Im zweiten Ansatz wurden die genetische Stabilitdt des pSubBlasfrids in desecA
Deletionsmutanté. licheniformis,E* AsecAund die Stabilitat der Plasmide pSubSecA und
pSub inB. licheniformis,E* ohne secADeletion wahrend eines Schuttelkolbenversuchs zur
Bestimmung der Subtilisin-Ausbeuten untersucht. Je Stamm wurden zwei &ultigen, wie

im Kapitel 11.4.1.2. beschrieben, durchgefihrt. Nach 24 h, 48 h und 72 h wurden je Kultur
Zellen entnommen und diese in einer solchen VerdinauhgB-Agarplatten ausgestrichen,
dass Einzelkolonien erhalten wurden. Von den Einzelkolonien wurden je Ansatz 52
ausgewahlt (zwei Ansatze pro Stamm) und diese zum Test aebBeaktivitat auf ,Skim-
Milk“-Platten Gbertragen. Das Ergebnis des Stabilitatstesis iTabelle 5 zusammengefasst.
Der Verlust bzw. das Vorhandensein des jeweiligen Plasmids wuwsétzich durch
Plasmidpraparation anhand von je vier ausgewéhlten Klonen, die zuvor aof-lyslki‘-
Platten getestet wurden, bestatigt (Abb. 27). Wenn der Proteasetdsei B. licheniformis

.E“ pSub (s.u.) sowohl Klone mit als auch ohne Hofbildung zeigte, wurden zur
Plasmidpraparation je zwei Klone mit Proteaseaktivitat und zwei ohne ausgewahl

Bereits nach 24-stindiger Kaultivierung ohne Antibiotikum konnte bei keinem der
52 untersuchten Klone deB. licheniformis ,E* pSubSecA ohne secADeletion noch
Proteaseaktivitdit nachgewiesen werden. Die untersuchten Klone demngsstammes

B. licheniformis ,E* pSub und dersecADeletionsmutanteB. licheniformis ,E* AsecA
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pSubSecA zeigten dagegen alle Proteaseaktivitdt. Das ErgebnjSkile-Milk"-Plattentests
wurde durch die Plasmidpraparation bestatigt (s. Abb. 27,24 h). Bei den Stammen
B. licheniformis ,E* pSub und B. licheniformis ,E* AsecA pSubSecA konnte bei allen
ausgewahlten vier Klonen das jeweilige Plasmid prapariert wewd@hrend alle vier Klone

vom StamnB. licheniformis,E* pSubSecA ihr Plasmid verloren hatten.

Tab. 5: Untersuchung der genetischen Stabilitdt von pSubSecAeaoiDeletionsstamm
B. licheniformis,E* AsecAund von pSubSecA und pSubBn licheniformis,E* ohne secA

Deletion(2. Schuttelkolbenexperiment). Es wurden jeweils 52 Klone getestet.

Klone mit Proteaseaktivitat
B. licheniformis ,E* 24 h 48 h 72 h
Anzahl % Anzahl % Anzahl %
52 100 44 84,6 4 7,7
pSub 52 100 46 88,5 5 9,6
0 0 0 0 0 0
pSubSecA 0 0 0 0 0 0
52 100 52 100 52 100
AsecApSubSecA 52 100 52 100 52 100

Im StammB. licheniformis,E” gibt es keinen Selektionsdruck zum Erhalt der Plasmide pSub
und pSubSecA. Ein Verlust dieser Plasmide hat somit keine negatimirRungen auf die
Lebensfahigkeit der Zellen. Da die Zellen im Gegensatz zum plashild vom pSubSecA-
Plasmid bereits nach 24 h kuriert sind, scheint letzteres furallenZungtnstig zu sein. Der
einzige Unterschied zwischen dem pSub- und dem pSubSecA-Plasmid bastebAGen,
welches sich zusatzlich auf dem pSub-Plasmid befindet. Die Exprefess auf dem Plasmid
lokalisiertensecAGens bewirkte eine Zunahme von SecA-Protein in den Zellen (s. 111.2.2.1.),
die jedoch wie beB. subtilis keinen negativen Effekt auf die Lebensfahigkeit der Zellen
haben sollte (Frings, 1995). Mdglicherweise haBeficheniformis,E* Zellen, die sowohl
Subtilisin als auch SecA in groRen Mengen uberproduzieren, aufgrund ddemtibhen
Syntheseleistung verbundenen grofReren metabolischen Last einen Wachditeilisna
gegenuber solchen Zellen, die das Plasmid verloren haben.

Nach 48-stuindiger Kultivierungszeit hatten auch 11,5 % bzw. 15,4 % der uhtersidone

des Ausgangsstammes licheniformis,E* das pSub-Plasmid verloren. Nach weiteren 24 h
trugen sogar nur noch 7,7 % bzw. 9,6 % Blelicheniformis,E* Zellen das Plasmid pSub. In
der secADeletionsmutante erwies sich das pSubSecA-Plasmid dagegen abgesiamten
Kultivierungszeitraum als stabil. Auch nach 72-stiindiger Kultivierugigzeigten noch alle

52 Klone Proteaseaktivitdt. Die Plasmidpraparation bestatigtetzlicsa dass sich das
pSubSecA-Plasmid auch nach 72-stiindiger Kultivierung noch stabil in demn Zsfand

(s. Abb. 27, 72 h).
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Abb. 27: Kontrolle der nach 24 h, 48 h und 72 h Kultivierung ohne Antibiotikum im
Vereinzelungsausstrich erhaltenen Klone auf Plasmid-Verlust. Bsdew je Stamm
B. licheniformis,E* pSub, B. licheniformis,E* pSubSecA undB. licheniformis,E* AsecA
pSubSecA 4 Klone ausgewahlt, die vorher auf ,Skim-Milk“-Platten langf Protease-Aktivtat
hin getestet wurden. Wenn der Proteasetest wi® bi@heniformis,E* pSub sowohl Klone
mit als auch ohne Hofbildung zeigte, wurden je zwei Klone mit und zoleie
Proteaseaktivitat ausgewahlt. Lauththe der unverdauten Pla®mig8ubSecA> pSub;

S: GrolRenstandard 1kB-Leiter (MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Beide Experimente zeigen, dass bei Kultivierung in LB-Medium ohnéiitikazugabe das
secAtragende Subtilisin-Plasmid pSubSeitA secADeletionsstamm stabil ist, wahrend das
Subtilisin-Plasmid pSub im Stamm ohne chromosomsdeADeletion im Laufe der
Kultivierung verloren geht. Der Verlustanteil des pSub-Plasmids inst zweiten
Schittelkolbenexperiment deutlich héher, obwohl die Kultivierung hier nur Ubfr ii72
Vergleich zu 8-tagiger Kultivierung im ersten Experiment gl Wichtig ist hierbei, dass
die Kulturen im ersten Experiment alle 12 h in frisches Medium mipériwurden, wéhrend
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die Kulturen im zweiten Experiment nach Animpfen durchgehend bis ztensptationaren
Wachstumsphase weiter kultiviert wurden. Die Synthese vielerteekoher Proteine und
die Proteinsekretion selbst setzen genau beim Ubergang von spatexgienentistationarer
Wachstumsphase ein. Zellen, die eines der pSub-Derivate besitzemdoedaher zu diesem
Zeitpunkt in grof3er Menge Subtilisin zu synthetisieren und zu seleti®er Verlust des
pSub-Plasmids bietet daher vielleicht besonders wéahrend dieser i@elease einen
Selektionsvorteil, da das von der Zelle in LB-Medium nicht bendtigtenptikodierte
Subtilisin dann nicht hergestellt und sekretiert werden muss.

Zur industriellen Subtilisin-Produktion werden die Kulturen wie im t@reExperiment auch
bis zur spaten stationdren Wachstumsphase kultiviert. Es ist dehwgrehmen, dass auch im
Fermenter ohne Selektionsdruck auf Erhalt des pSub-Plasmids ein graBerder Zellen
das Plasmid wahrend der Fermentation verliert und daher nicht mehSuniilisin-
Produktion beitragen kann. Das pSubSecA-Konstrukt war iseskDeletionsmutante tber
den gesamten Kultivierungszeitraum stabil, was zu einer deutl@tesgerung der Subtilisin-
Ausbeuten in industriellen Fermentationsprozessen fuhren kénnte.

2.2.3. Charakterisierung dessecASelektionssystems bezlglich der Subtilisin-Ausbeuten

Im nachsten Schritt wurde nun untersucht, ob das konstrsiec#&Selektionssystem einen
positiven Einfluss auf die miB. licheniformis,E“ erzielten Subtilisin-Ausbeuten hat. Im
Kapitel 111.2.2.1. wurde gezeigt, dass die Erh6hung skwAGendosis aufgrund des nicht
mehr chromosomal, sondern jetzt auf dem Plasmid pSubSecA lokatissexd&Gens, zu
einer erhéhten SecA-Menge in der Zelle fuhrt. Diese konnte eitsgerseie fir das
sekretorische Protein Levansucrase gezeigt (Lektupl, 1999), auch die Sekretion des
Subtilisins verbessern. Andererseits fihrt die zusatzliche KloniedesgecAGens in das
Subtilisin-Plasmid aufgrund der daraus resultierenden zusatzlideasAEXxpression
wahrscheinlich zu einer erhéhten metabolischen Belastung der ZedeMdiivation zur
Konstruktion desecASelektionssystems war die Verbesserung der Stabilitat desistubt
Plasmids ohne Antibiotikum im Medium, da die industrielle Fermentagimenfalls ohne
Antibiotikazugabe durchgefiihrt wird. In Abschnitt 111.2.2.2. wurde gezeigts dasse®-
Selektionssystem das pSubSecA-Plasmid stabil bis zum Ende detidfuitg in dersecA
Deletionsmutante halt, wahred licheniformis,E” das Ausgangsplasmid pSub im Laufe der
Kultivierung verliert. DasecASelektionssystem bewirkt somit, dass die Zellen der gesamten
Kultur bis zum Ende der Kultivierung zur Subtilisin-Synthese beitrage dass insgesamt
eine groRRere Subtilisin-Ausbeute erzielt werden kann. Ein Vergtechm Labormal3stab
sekretierten Subtilisin-Mengen von dsecADeletionsmutanteB. licheniformis,E* AsecA
pSubSecAund von B. licheniformis ,E“ mit dem Ausgangsplasmid pSub bzw. mit dem

98



lll. Ergebnisse

Plasmid pSubSecA sollte zeigen, ob d&tASelektionssystem nun insgesamt zu einer
Verbesserung oder zu einer Verringerung der Subtilisin-Ausbeute fDh#u wurden
Schiittelkolbenexperimente mit und ohne Antibiotikum im Medium unter konstgiien
Bedingungen (pH 7,2) in der Anlage der Firma DASGIP (s. 11.4.1.2.) durchgefiimch die
Kultivierung mit Antibiotikum sollte zunachst unabhangig von der Stabitlgir Plasmide
untersucht werden welchen Einfluss die erhd@deAExpression, also sowohl die gréfiere
metabolische Belastung als auch die erhohte SecA-Menge, auf dikstButisbeute hat. In
der anschlieRenden Kultivierung ohne Antibiotikum sollte dann untersucht wevigesich
zusatzlich der Verlust des pSub-Plasmids duBcHicheniformis ,E“ im Vergleich zur
vollstandigen Stabilitat des pSubSecA-PlasmidB.iicheniformis,E“ AsecAZellen auf die
sekretierte Subtilisin-Menge auswirkt.

Bestimmung der Subtilisin-Ausbeuten unter Antibiotikazugabe

Die Kultivierung der StammB. licheniformis,E* pSub, B. licheniformis,E“ pSubSecA und

B. licheniformis,E* AsecApSubSecA zur Bestimmung der Subtilisin-Ausbeuten erfolgte mit
15 pg/ml Tetracyclin im Medium, wie im Kapitel 11.4.1.2. beschrieberSthmm wurden vier
unabhangige Kulturen angesetzt und die Subtilisin-Aktivitaten in den Kbkustdnden nach
48 h und 72 h mittels AAPF-Test (s.Il.5.1v)erfach bestimmt. Dabei wurde in den
Kulturiberstdanden der 72h Proben jeweils eine etwas hohere SubtilisgeMe
nachgewiesen. Im Folgenden werden daher die nach 72-stindiger Kultiyieounmd Kultur-
Uberstand berechneten Subtilisin-Aktivitaten verglichen, die in Abb. 28 dargesiglit si

Der StammB. licheniformis,E* mit dem Subtilisin-Plasmid pSub zeigte eine Aktivitat von
94,1 U/ml Kulturiiberstand, der gleiche Stamm mit dem Plasmid pSub8esAim Mittel
dagegen mit 49,1 U/ml Kulturtiberstand nur 52,5 % dieser Aktivitat auf. Diesteééktivitat
wurde mit 113,5 U/ml Kulturiberstand mit deecADeletionsmutantd. licheniformis,E*
AsecApSubSecA erzielt. DasecASelektionssystem hat somit keinen negativen Einfluss auf
die Subtilisin-Ausbeute. Man findet im Gegenteil sogar eine vezltessusbeute, die um
18,8 % groler ist als die, die mit dem AusgangstaBiricheniformis,,E* pSub erzielt
wurde. Bei Kultivierung mit Antibiotikum im Medium sollten alle Bifaide stabil in den
Zellen verbleiben. Die im Vergleich zum Ausgangsstamm verldesSembtilisin-Ausbeute
resultiert somit nicht aus einer durch dacASelektionssystem verbesserten Stabilitat des
Plasmids. Vielmehr kdnnte die aufgrund der erholsetAGendosis erhdhte SecA-Protein-
menge in den Zellen fir die verbesserte Sekretion des Subtiligiastwertlich sein. Eine
solche verbesserte Subtilisin-Sekretion sollte dann allerdings audch dam

B. licheniformis’E" Stamm ohnesecADeletion im Chromosom und dem Plasmid pSubSecA
erzielt werden. Die fir diesen Stamm ermittelte SubtiliskthAtat ist entgegen den
Erwartungen aber nur etwas mehr als halb so gro3 (52,5 %) wie dmjtdiem Plasmid
pSub erzielt wurde. Parallel zur Probennahme fur die Aktivitatshestng wurden
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zusatzliche Zellen entnommen und diese in verschiedenen Verdinnungen AghipBatten
ausgestrichen. Von den Verdunnungsausstrichen wurden je Kultur 52 Einzelkolonien
ausgewahlt und diese zum Test auf Proteaseaktivitdt auf ,Skiki-Aiarplatten
Ubertragen. Alle Klone der Stamnt licheniformis,E“ pSub undB. licheniformis E*
AsecA pSubSecA bildeten klare Hofe auf den Milch-Platten aus, wéahrend
B. licheniformis,E* Klone ohnesecADeletion aber mit dem pSubSecA-Plasmid keine oder
nur sehr schwache Hofbildung zeigten. Je Stamm wurden vier Klonewsidgeaeind
ausgehend von je einer UNK eine Plasmidpraparation durchgefiihrt. Balsni&r bestatigt
den Befund des ,Skim-Milk“-Plattentests: Die Klone aus der urspichegiB. licheniformis

.E“ pSubSecA Kultur hatten erstaunlicherweise trotz Tetraeych Medium das Plasmid
verloren. Das gleiche Plasmid wurde dagegen in allen untersuchtererKidersecA
Deletionsmutantd. licheniformis,E* AsecAnachgewiesen, und auch das Plasmid pSub ist
mit Tetracyclin im Medium inB. licheniformis,E* Zellen mit chromosomalensecAGen
stabil. Die geringe Aktivitat, die mit dem StamBh licheniformis,E“ pSubSecAerzielt
wurde, lasst sich somit durch das Fehlen des pSubSecA-PlasmidsrerEi@e Moglichkeit
ware, dass das Plasmid Uber den 2,7 kB grof3en homologen Bereisbcé€ens in das
Chromosom integriert wurde. Es ist aber auch mdglich, dass das p&tPlEasmid
tatsachlich ganz verloren gegangen ist und es sich bei den ZellerPlaisn@d um spontan
tetracyclinresistente Mutanten handelt. Wenn den Zellen durch das g3uP&smid ein
Wachstumsnachteil entsteht, wirden spontan resistente Zellen wahrehdiltgerung
angereichert.

Subtilisin-Ausbeuten mitB. licheniformis E*
bei Kultivierung mit Antibiotikum

12

10 ]

Aktivitat U/ml
o)

4 94,1 49,1 113,5 |

pSub pSubSecA AsecApSubSecA

Abb. 28: Vergleich der nach 72 h Kultivierung mit Antibiotikum pro ml Kulturiibensta
ermittelten Subtilisin-Aktivitaten der Stamnt. licheniformis,,E* pSub, B. licheniformis
pSubSecA und. licheniformisAsecApSubSecA. Die dargestellten Aktivitaten wurden aus je
vier unabhangigen Kulturen und nach je vierfacher Bestimmung mitt&lBFA est
berechnet.
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Bestimmung der Subtilisin-Ausbeuten ohne Antibiotikazugabe

Zur Ermittlung der Subtilisin-Aktivitaten pro ml Kulturiberstand beult€ierung ohne
Antibiotikum im Medium wurden die StammB. licheniformis,E“, B. licheniformis,E"
pSub,B. licheniformis,E* pSubSecA und. licheniformis,E* AsecApSubSecA wieder, wie

im Kapitel 1.4.1.2. beschrieben, bei konstantem pH-Wert von 7,2 kultiviert. UNK der
plasmidhaltigen Stamme wurden mit 15 pg/ml Tetracyclin angezagerstamm wurden
ausgehend von zwei unabhangigen UNK je zwei Hauptkulturen ohne Zusatz von
Antibiotikum beimpft. Nach einer Kultivierungszeit von 48 h und 72 h wurden Proben
entnommen und die Proteine der Kulturiiberstande zum Nachweis des i8ghtisSDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 29). Die Kulturtdoeis wurden
aul3erdem zur Bestimmung der Subtilisin-Aktivitdten eingesetziedieils finffach mittels
AAPF-Test erfolgte (s. 11.5.1.).

Nach Auftrennung der Kulturiiberstdnde im SDS-Polyacrylamidgel fimaet bei Stammen
mit den Plasmiden pSub oder pSubSecA zu beiden Zeiten eine Bande inirdesifes
Subtilisin zu erwartenden Bereich von ca. 27 kDa. Ohne Plasmid igjetageine Bande in
diesem Bereich zu sehen, obwohl das chromosomal kodierte Subtilisin
(Subtilisin ,Carlsberg®) ebenfalls eine molekulare Masse von ca&Da7 aufweist. Die
Konzentration des chromosomal kodierten Subtilisins scheint fur einemwssc im
Coomassie-gefarbten Gel zu gering zu sein. Im KulturiberstandByvboheniformis, E*

ohne Plasmid finden sich aber Banden hoherer Molekulargewichte, die idbdestanden

der anderen Stdmme wahrscheinlich durch die groRen Mengen Subtilisimaabgvurden.

Die StammeB. licheniformis,E* pSub undB. licheniformis,E* AsecApSubSecA weisen im
Vergleich zuB. licheniformis,E* pSubSecA eine sehr viel gréRere Menge Subtilisin auf.
Dieses Ergebnis korreliert mit dem Ergebnis des Stabib&its(s. 111.2.2.2.), der zeigte, dass
B. licheniformis,E* pSubSecAZellen im Gegensatz zu den anderen Stammen das Plasmid
bereits nach 24 h verloren haben. In diesem Stamm kann also nur zu fritleenSzdtilisin

vom Plasmid pSubSecA aus exprimiert werden, wodurch sich die gerihgenge im
Kulturiberstand erklart.

Im Folgenden werden die nach 72-stindiger Kultivierung mittels AA&SE-In den Kultur-
Uberstdnden nachgewiesenen Subtilisin-Aktivitaten miteinander vemglighé\bb. 30), da
die zu diesem Zeitpunkt ermittelten Aktivitditen hoher waren alsh nd8-stindiger
Kultivierung. Ohne Plasmid und ohne Antibiotikum ergibt sichBuficheniformis,E“ eine
Aktivitat von 83,8 U/ml Kulturtiberstand. Die Expression des Subtilisin-Gausgehend von
Plasmid pSub, im gleichen Stamm flhrte zu einer fast doppelt so hdktesntdd von

155 U/ml Kulturiberstand. Dagegen zeigten Kulturen, dieBmiicheniformis,E* pSubSecA
Zellen beimpft wurden, nur eine zu Kulturen ohne Plasmid vergleichddretat. Dies war

zu erwarten, d8. licheniformis,E“ pSubSecA Zellen das Plasmid schon wahrend der ersten
24 h der Kultivierung verlieren (s. 111.2.2.2.). Allerdings wurde im SDSx&ollamidgel
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Q I Q
(/] Y Y (RS Y

ST végyl S & v‘fgyl S kDa
—_— — 175
— 83
— 62
— 475
— 325

_ o — 165
48 h 72h

Abb. 29: Auftrennung der Kulturiberstande im SDS-Polyacrylamidgel Bohcheniformis

LE“ mit pSub bzw. pSubSecA bzw. ohne Plasmid und ®nicheniformis,E“ AsecA
pSubSecA nach 48- und 72-stindiger Kultivierung ohne Antibiotikum. Die Bandenhdhe des
reifen Subtilisins (ca. 27 kDa) ist mit einem Stern (*) gekennzeiclie Gré3enstandard
.Broad Range" (BioLabs)

Subtilisin-Ausbeuten mit B. licheniformis ,E*

18 bei Kultivierung ohne Antibiotikum

16
14 -
12 |
10 -

80— -
6d | 838 155,0 81,4 1510 | |

Aktivitat U/ml

20— —

ohne Plasmid pSub pSubSecA AsecApSubSecA

Abb. 30: Vergleich der nach 72 h Kultivierung ohne Antibiotikum pro ml Kulturiberstand
ermittelten  Subtilisin-Aktivitditen der Stdmme. licheniformis ,E* ohne Plasmid,

B. licheniformis,E* pSub,B. licheniformispSubSecA un®. licheniformisAsecApSubSecA.
Die dargestellten Aktivitaten wurden aus je zwei unabhangigen Kuoltund nach je
funffacher Bestimmung mittels AAPF-Test berechnet.
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in den Kulturiberstdnden vaB. licheniformis,E“ pSubSecA im Gegensatz zu denen des
Kontrollstammes ohne Plasmid eine deutliche Menge Subtilisin nacspw die jedoch
nach den gemessenen Aktivitdten zu urteilen nicht aktiv zu sein scliBntsecA
Deletionsstamm mit dem Plasmid pSubSecA wies mit 151 U/ml Kildarstand eine ahnlich
hohe Aktivitdt auf wieB. licheniformis,E* pSub. DassecASelektionssystem fuhrte unter
diesen Bedingungen also weder zu einer deutlichen Verringerung noateeerbesserung
der Subtilisin-Ausbeuten. Insgesamt liegen die Aktivitdten deutliclr deeen, die bei
Kultivierung mit Tetracyclin im Medium erzielt wurden. Tetraly greift in die
Proteinbiosynthese ein und bewirkt so, wie schon im Kapitel Ill.1. erwéaiiglicherweise
eine Verringerung der in den Zellen synthetisierten Subtilisin-Menge.

Ein Vergleich der jeweils mit bzw. ohne Antibiotikum durchgefuhrtemi®elkolben-
experimente sollte zeigen, wie sich die durchsASelektionssystem verbesserte Stabilitat
des Subtilisin-Plasmids auf die Subtilisin-Ausbeute auswirkt. Dardaacyclin im Medium
jedoch zu einer verringerten Gesamtausbeute des Subtilisins faksen Isich die Aktivitaten
zwischen beiden Experimenten nicht vergleichen. Bei der Kultivierumgretracyclin im
Medium wurde mit densecADeletionsstamnB. licheniformis,E* AsecApSubSecA eine
hohere Ausbeute erzielt als mit dem StamBulicheniformis,E* pSub. Demnach hat die
Expression des auf dem Plasmid lokalisiersstAGens einen positiven Effekt auf die
erzielten Subtilisin-Ausbeuten. Ohne Antibiotikum im Medium wurden mddreStammen
ahnlich hohe Ausbeuten erzielt. Im Kapitel 3.2.2.2. wurde gezeigt, dasssed#s
Selektionssystem das pSubSecA-Plasmid bei Kultivierung im Sdtalieet ohne
Antibiotikazugabe stabil in den Zellen vdh licheniformis,E* AsecA halt, wahrend der
AusgangstamnB. licheniformis,E* das pSub-Plasmid im Laufe der Kultivierung verliert. Da
die industrielle Fermentation zur Subtilisin-Gewinnung auch ohne Ankbmigabe
durchgefuhrt wird, verliert wahrscheinlich auch hier ein grof3er AdwzilZellen das Plasmid
und kann daher nicht mehr zur Subtilisin-Produktion beitragen. Weil im $tialiten-
experiment die aus dersecASelektionssystem resultierende erhdhte SecA-Menge einen
positiven Einfluss auf die Subtilisin-Ausbeute hat und da zusatzliclp$alsSecA-Plasmid
bis zum Ende der Kultivierung stabil in den Zellen verbleibt, istrevagen, dass mit dem
secASelektionssystem im industriellen Fermentationsprozess einactleu8teigerung der
Subtilisin-Ausbeute erzielt werden kann.
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V. Diskussion

1. Untersuchungen zur Ursache der hohen Sekretionsleisturdes industrierelevanten
StammesB. licheniformis ,E*

Gram-positive Bakterien, vor allem eini@acillus-Arten, werden aufgrund ihrer Fahigkeit,
grof3e Mengen Protein in den Kulturtiberstand zu sekretieren (Palva, 198Bnger Zeit
zur industriellen Enzymproduktion eingesetzBacillus licheniformis wird von der
Waschmittelindustrie vor allem zur Gewinnung von Serinproteasen dedisBubtyps
genutzt (Racet al, 1998; Guptaet al, 2002). Die zur Produktion verwendeten Stdmme
zeichnen sich durch besonders hohe Sekretionsleistungen aus. Im Erdeliristaeiurde
gezeigt, dass der industrierelevante StaBrticheniformis,E* viermal so viel Subtilisin in
den Uberstand sekretiert wie der Wt-StanBnlicheniformis DSM13, wenn in beiden
Stammen das plasmidkodierte Subtilisin vnlentussynthetisiert wird. Die Ursache fur
diese erhohte Sekretionsleistung ist nicht bekannt, da dieser Stammmmélere Zyklen
ungerichteter Mutagenese und anschlieendem Screening auf hohe Sédisttiogs
erhalten wurde. Es ist anzunehmen, dass die guten Sekretionseigensehafteder durch
Mutationen in Genen der Proteinbiosynthese oder in solchen der Protdinsekesursacht
werden. Da desecAGenlocus vonB. licheniformissowohl ein Gen der Proteinsekretion
(secA als auch ein Gen der ProteinbiosynthgséB] enthalt (Hintz, 1999), wurde dieser auf
mogliche Sequenzunterschiede zwischen dem industrierelevanten Btditineniformis,E*

und demB. licheniformisWt-Stamm DSM13 untersucht. Tats&chlich konnte eine verdnderte
Base imsecAGen und sogar 40 BasenpaaraustauscharfiBiGen identifiziert werden. Von
diesen 41 Basenpaaraustauschen fuhrten zwei Austausche,@iBi®en lokalisiert waren,
zu einer veranderten Aminosaure im RF2-Protein, wahrend die restliamgausche stille
Mutationen waren. DasecAGen ist mit denprfB-Gen in einem Operon lokalisiert (Hintz,
1999), so dass ein zusammenhangendes mRNA-Transkript beider Genesgrithetd. Da
die stillen Mutationen die Stabilitdt descAprfB-mRNA-Transkriptes beeinflussen kénnten,
wurde die SecA-Menge vom. licheniformis ,E* mit der des Wt-Stammes verglichen.
Tatsachlich konnte eine zu spaten Zeiten der stationdren Wachstuengphéhte SecA-
Menge inB. licheniformis,E* Zellen nachgewiesen werden. HBr subtiliswurde gezeigt,
dass sich bei gleichzeitiger Uberproduktion von SecA die Ausbeute kuetisger
Levansucrase um 40 % steigern lasst (Lelcetp al, 1999). Daher konnte die in
B. licheniformis ,E* erhdhte SecA-Menge fir die mit diesem Stamm erziel@men
Subtilisin-Ausbeuten mitverantwortlich sein. Das SecA \Bnlicheniformis ,E* wurde
dartiber hinaus iB. subtilisfunktionell charakterisiert. Unter anderem wurde untersucht, ob
eine erhbhte Menge voB. licheniformis,E* SecA den Export des Au3enmembranproteins
OmpA vonE. coliin B. subtilisDB104 verbessern kann.
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Um zu untersuchen, ob die Aminosaurenaustausche in den RF2-Proteinen efluss Buf
die Subtilisin-Ausbeute haben, wurden gigB-Genevon B. licheniformisWt und ,E*
zusammen mit dem Subtilisin-Gen vBnlentusin B. subtilisDB104 undB. licheniformiswt
und B. licheniformis ,E“ koexprimiert. Dabei wurde zum einen der Einfluss der
verschiedenen RF2-Proteine auf die jeweils sekretierte Subfishge und zum anderen der
Einfluss einer erhdhten RF2-Menge auf die Subtilisin-Ausbeute unter@icht1.7.2.2.).
Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass die RF2-Protein® vbhcheniformiswt und ,E*

die mit B. subtilis DB104 und B. licheniformis ,E“ erzielten Subtilisin-Ausbeuten
unterschiedlich beeinflussen. B8 licheniformis DSM13 und B. licheniformis ,E* war
zusatzlich auch die Menge an RF2-Protein fur die H6he der Subtilisin-Ausbeute ieletsghe

1.1. Mdglicher Einfluss der im secAGen von B. licheniformis ,E“ identifizierten
Mutation auf den Proteinexport

Beim Ubergang von exponentieller zu stationarer Wachstumsphaseeitmnkt ¢ sorgt in
B. subtilisein komplexes regulatorisches Netzwerk fur die Expression von Gdiediiy die
jetzt veranderten Lebensbedingungen der Zelle benétigt werden. Vaelgyigche Enzyme
wie Amylasen, Lipasen und Proteasen werden mit dem Einsetzen talewndren
Wachstumsphase verstarkt exprimiert und anschlieRend sekretiefEnRyene dienen der
Zelle dazu, eventuell vorhandene weitere externe Nahrungsquellenchlie®esn (Harwood
1989, Ferrari 1993, Priest 1977). Mit dem Einsetzen der Proteinsekretio@etpunkt g
erreicht inB. subtilisdie secAExpression ein Maximum. FiB. subtiliswurde gezeigt, dass
die Transkription desecAprfB-Operons beim Ubergang von exponentieller zu stationarer
Wachstumsphase maximal ist, danach aber wieder auf ein basadeal Mbfallt (Herbort,
1996 und 1999). Die grof3te Menge an SecA-Protein liegt also genau 2w Biegi hohen
Proteinsekretionsaktivitat und nicht wahrend der eigentlichen Sekreticesplta. Die
Féahigkeit von SecA, in seiner ldslichen cytosolischen Form an sekoterVorlaufer-
proteine zu binden und das beobachtete SecA-Maximum zu Beginn der @saldivitat
haben zu der Hypothese gefuhrt, dass das SecA moéglicherweisdi@duzatzseiner Funktion
als energieliefernde Komponente der Proteintranslokation als expiitsgees Chaperon
fungiert (Herbortet al, 1999). Hierzu passt der Befund, das8irsubtilisdie SecA-Menge
einen Engpass fur die Sekretion bestimmter Enzyme, vor allemoféines mit geringer
Affinitat zu SecA, darstellen kann. Denkbar ware daher, dass da& Becseiner
cytosolischen Form die zum Zeitpunkt in grol3er Menge synthetisierten sekretorischen
Vorlauferproteine bindet und in einer entfalteten und somit exportkompeténtdormation
halt. Die Uberproduktion von SecA erhéht vor allem die Menge an cytdsefisSecA und
somit den Anteil an SecA-Protein, der als exportspezifisches @mfpingieren kann. Der
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erhohte Bedarf an Chaperonen bei Uberproduktion von sekretorischen Proteinenskonnte
durch gleichzeitige Uberproduktion von SecA gedeckt werden.

Bei der Suche nach mdglichen Ursachen fur die guten Sekretionshigiesc des

B. licheniformis,E* wurde imsecAGen dieses Stammes eine zsecAGen vom Wt-Stamm

B. licheniformis DSM13 veranderte Base an Position 1104 gefunden, die jedoch keine
Veranderung der Aminosauresequenz im SecA-Protein zur Folge hat.déof3evurden

40 Punktmutationen im nachfolgend lokalisierpgfB-Gen gefunden. Da von desecA und

dem prfB-Gen ein zusammenhangendes mRNA-Transkript synthetisiert wirek istoglich,
dass die zwischen beideecAGenloci gefundenen 41 Punktmutationen einen Einfluss auf
die Stabilitat diesesecAprfB-mRNA-Transkriptes haben. Eine verbesserte Stabilitdt konnte
zu einer erhohten SecA-Menge filhren und diese wiederum zu einaggeste Subtilisin-
Ausbeute. Es wurden daher die SecA-Mengen wBnlicheniformis DSM13 und

B. licheniformis ,E* zum Zeitpunkt § und jeweils eine, zwei und drei Stunden spéater
miteinander verglichen. Es zeigte sich, dass die SecA-MengeslianZzvom Wt-Stamm

B. licheniformisDSM13 deutlich schneller abnahm als in Zellen ®richeniformis,E".

Drei Stunden nach der maximalsacAExpression konnte im Vergleich zum Wt-Stamm in
Zellen von B. licheniformis ,E* eine viermal hohere SecA-Proteinkonzentration
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis deutet darauf hin,Bddgsheniformis,E* im
Vergleich zum Wit-Stamm tatsachlich ein stabilesecAprfB-Transkript besitzt. Nach
Absinken der maximalen Transkriptionsrate desAprfB-Operons zum Zeitpunkg stiinde

das Transkript iB. licheniformis,E* aufgrund der hier erhohtesecAprfB-mRNA-Stabilitat
langer fir eine Translation zur Verfigung als im Wt-Stamm DS$MSo lieRe sich die
beobachtete erhbhte SecA-Konzentration wahrend der stationaren Waglhstsensrklaren.
Um direkt zu beweisen, dass die beobachtete Konzentrationserhbhung Aldar&@ems aus
einer erhbhten Stabilitat descAprfB-Transkriptes resultiert, kdnnten in einem quantitativen
Northern-Blot die Mengen dersecA-prfBTranskripte vom Wt-Stamm und von

B. licheniformis ,E* zu verschiedenen Zeitpunkten der stationaren Wachstumsphase
miteinander verglichen werden.

1.1.1. Das SecA-Protein voB. licheniformisist in B. subtilisfunktionell

Der Einfluss einer erhdhten SecA-Menge auf den Proteinexport wuot direkt in

B. licheniformis sondern im genetisch besser zuganglicBersubtilis DB104 untersucht.
Hierzu musste zunachst sichergestellt werden, dass das SaefMRronB. licheniformis
auch inB. subtilisfunktionell ist. Da sich zwar disecAGene aber nicht die SecA-Proteine
von B. licheniformisDSM13 und ,E* unterscheiden und eine aufgrund der Punktmutation im
secAGen veranderte mRNA-Stabilitat unter Uberexpressionsbedingungenn kgin&en
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Einfluss auf die SecA-Menge in der Zelle haben sollte, wurde &&eduUntersuchungen nur
dassecAGen vonB. licheniformis,E* GUberexprimiert.

Zum Nachweis der Funktionalitdt d&s licheniformis SecA-Proteins irB. subtilis wurde
gezeigt, dass daB. licheniformisSecA-Protein den Exportdefekt der temperatursensitiven
B. subtilis secAMutante NIG1152 bei der nicht permissiven Temperatur von 42 °C
komplementieren kann (s. 111.1.4.2.). In friheren Experimenten wurde bereggigedass
der Wachstumsdefekt desecAMutante NIG1152 bei der nicht permissiven Temperatur
durch die Expression deecAGene vorB. subtilisDB104 oder vorB. licheniformisDMS13
bzw. ,E“ komplementiert werden kann (Hintz, 1999). In dieser Arbeit konntegearigt
werden, dass die Komplementation des Wachstumsdefekts auf einertwistidlung des
Proteinexports der Mutante beruht (s. 1l1.1.4.2.). Der Proteinexport wurdeinldglG1152
anhand der Prozessierung des Auf3enmembranproteins OmpR. \ami in einem ,Pulse-
Chase“-Experiment verfolgt. Wahrend ohne zusatzliseeAExpression bei 42 °C das
OmpA-Protein nicht exportiert wurde, filhrte die Expression decAGene von

B. licheniformis,E” und B. subtilisDB104 zur Aufhebung des Exportblocks. Die Kinetik des
Exports war dabei so schnell, dass bereits nach einer Minutelgdasyesamte radioaktiv
markierte OmpA-Protein exportiert war. Mit diesem ,Pulse-@h&xperiment konnte somit
direkt gezeigt werden, dass das SecA-ProteinBidicheniformisin B. subtilisfunktionell ist
und den Proteinexport dds. subtilis secAMutante NIG1152 bei der nicht permissiven
Temperatur von 42 °C wiederherstellen kann. Die Untersuchung zum Eieithesserhohten
Menge desB. licheniformisSecA-Proteins auf den Proteinexport konnte somB.isubtilis
DB104 durchgefihrt werden.

1.1.2. Die SecA-Konzentration inB. subtilis DB104 ist fuir den Export des OmpA-
Proteins nicht limitierend

Wie bereits erwdhnt, wurde fiB. subtilis gezeigt, dass eine erhohte SecA-Menge in den
Zellen den Export von einigen sekretorischen Proteinen, vor allem von rsefehgeringer
Affinitdt zum SecA-Protein, verbessern kann. Wahrend die Menge aretiseier
Levansucrase direkt proportional zur SecA-Menge in der Zelle iist,die a-Amylase auch
bei geringen SecA-Konzentrationen noch effektiv exportiert (Lektugl, 1999). In dieser
Arbeit wurde untersucht, ob sich durch UberexpressiorséefGene vonB. licheniformis
,E“ oder vonB. subtilisDB104 der Export des Aul3enmembranproteins OmpAEBE.ocoli in

B. subtilisDB104 steigern lasst (s. Ill.1.5.). In friheren Experimenten (Meemd, 1993)
sowie in dieser Arbeit (s. 111.1.4.2.) wurde im ,Pulse-Chase“-Expemingezeigt, dass das
OmpA-Protein mit seiner 21 AS langen authentischen SignalsequenznaBchlubtilis mit
einer relativ schnellen Kinetik exportiert werden kann. Verglichérdem OmpA-Export in
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E. coli, bei dem bereits nach 30 sek samtliches Vorlauferprotein in 1@ifgsA Uberfihrt
wird, ist der OmpA-Export ifB. subtilisdennoch langsamer. Daher ist anzunehmen, dass die
Wechselwirkungen des OmpA-Vorlauferproteins vncoli mit den Untereinheiten der

B. subtilis Translokase einschliel3lich des SecA-Proteins nicht optimal sindlaB@mpA-
Protein daher wahrscheinlich nur eine geringere Affinitat ZBnsubtilis SecA-Protein
aufweist, wurde es als Modellprotein ausgewahlt, um den Einflusb/lmenexpression der
secAGene vorB. licheniformisund vonB. subtilisauf den Proteinexport zu untersuchen.

Es zeigte sich jedoch, dass die Uberexpression bs@kGene keinen Einfluss auf die
Menge des exportierten OmpA-Proteins hatte. Im Gegensatz kratiSe der Levansucrase

ist die SecA-Konzentration somit bei der Translokation von Om@A subtilisDB104 nicht
limitierend. Der Engpass fur den OmpA-Export muss daher an anderer Stelte liege

In E. coli sind zwei unterschiedliche Wege bekannt, tUber die Vorlauferproteine zur
Translokase geleitet werden: der SRP- und der SecB-abhangige(swed.3.). Fiur das
OmpA-Protein wurde gezeigt, dass dessen ExportEiroli strikt SecB-abhangig ist
(Kumamoto, 1989; Koclet al, 1999). Im Gegensatz £ coli besitztB. subtilisjedoch kein
SecB-homologes Protein, so dass hier das ,Targeting“ des OmpAti&nproteins Uber
einen alternativen Weg erfolgen muss. Das SecB-unabhangige timgtgdes OmpA-
Vorlaufers inB. subtiliskénnte somit einen friilhen Engpass in der Translokation darstellen.
Die im Vergleich zu Gram-negativen Bakterien langeren Singatle von Vorlaufer-
proteinen Gram-positiver Bakterien (von Heijne & Abrahmsen, 1989) begénmstegmutlich

die Bindung durch das bakterielle SRP (b-SRP), so dass VorlaufengroteB. subtilis
moglicherweise generell Uber den SRP-Weg zur Translokaseegeleirden (Bunaet al,
1999). Das 21 AS lange Signalpeptid des OmpA-Vorlauferproteins istarmgleich zu
solchen Gram-postitiver Bakterien mit durchschnittlich 30 AS recht. kbie Bindung des
Signalpeptids des OmpA-Vorlaufers durch das b-SRP erfolgt dahé&ichélnur mit einer
geringen Effizienz, so dass von dem insgesamt synthetisierten ®&ngpéin vielleicht nur

ein Teil zur Translokase geleitet und exportiert wird. Altexnlatinnte inB. subtilisauch das
cytosolische SecA die Chaperonfunktion des SecB-Proteins Ubernehmenh ($vdut.;
Herbortet al, 1999). Da die Erh6éhung der SecA-Konzentration jedoch keine Verbesserung
des OmpA-Exports bewirkte, wirde ein Engpass im ,Targeting” bedewdass das
cytosolisch vorliegende SecA die Aufgabe als exportspezifischapdton fur das OmpA-
Protein nicht ausreichend bewerkstelligen kann. Einen weiteren, sp&egpass fur den
Export des heterologen OmpA-Proteins kdnnte die Initiation der Translokdarstellen
Entscheidend hierfur sind funktionelle Wechselwirkungen zwischen den (ihigiten der
Translokase und dem Vorlauferprotein. Da die Qualitat der Wechkehwgien des
heterologen OmpA-Proteins mit der Translokase Bosubtilisweniger optimal sein kdnnte,

ist der ausgebildete Initiationskomplex im Vergleich zum Export dloger Proteine
moglicherweise weniger stabil, so dass die Initiation der Tokasbn nicht immer
erfolgreich verlauft und somit weniger OmpA exportiert wirde.
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Obwohl die Erhbhung der SecA-Menge keinen Einfluss auf den OmpA-ExpBrtsubtilis
DB104 hatte, konnte eine erhdohte SecA-Menge dennoch flr andere Proteineezu e
Verbesserung des Exports fuhren, falls fir deren Translokation eingedtige SecA-
Konzentration den malgeblichen Engpass darstellt. Tatsachlich degebniEse dieser
Arbeit darauf hin (s. 11.2.2.3.), dass die Uberproduktion von SecABmiicheniformis,E*
eine verbesserte Sekretion des Uberproduzierten Subtilisir®. ventusbewirkt.

1.2. Mdglicher Einfluss der im prfB-Gen von B. licheniformis ,E“ identifizierten
Mutationen auf die Proteinbiosynthese

Beim Vergleich demprfB-Gene vonB. licheniformisDSM13 und vonB. licheniformis,E*
wurden 40 Punktmutationen gefunden, von denen zwei zu einer veranderten Amimasaure
RF2-Protein fuhren. Wahrend das RF2-Protein BoricheniformisDSM13 an Position 71
ein Serin und an Position 100 ein Asparagin besitzt, ist beim RF2+Proten

B. licheniformis,E”“ genau umgekehrt ein Asparagin an Position 71 und ein Serin amRositi
100 vorhanden. Anhand der bekannten Strukturdaten des RR2 ol (Vestergaarat al.,
2001) wurden die Positionen der Aminosaurenunterschiede bestimmten funktionelle
Bereichen des RF2-Proteins zugeordnet. Der Sequenzvergleich derd&iaePvonE. coli

und vonB. licheniformiszeigte, dass die identifizierten Aminosaurenaustausche in Doméne 1
innerhalb dem-Helicesa3 unda4 lokalisiert sind (s. Abb. 15). Diese bilden Encoli RF2
zusammen mit deo-Helix al eine ,coiled-coil“ Struktur aus. Daten aus kryoelektronen-
mikroskopischen Untersuchungen dés coli RF2 zeigen aul3erdem, dass die Domaéane 1
gleichzeitig mit beiden ribosomalen Untereinheiten (UE) wechdelKlaholz et al, 2003;
Rawatet al, 2003). Dabei kontaktiert die dreistrangige ,coiled-coil* Struktur @eméne 1

die 16S rRNA der ribosomalen 30S UE, wéahrend die Schleife zwischeHelersa2 und

03 am entgegengesetzten Ende der Domane 1 mit der fur die G-Faldon® zustandigen
23S rRNA und dem L11-Protein der 50S UE wechselwirkt (s. Abb. 7). Nach deRaveeatt

et al (2003) vorgeschlagenen Modell lagert sich das RF2-Protein zun&chst Ribdsom an
und kontrolliert die in der A-Bindestelle eintreffenden Codons. Wéahren8iemCodon zum
Dissoziieren des RF2-Proteins fuhrt, ermdglicht ein Stop-Codon e#mkerst Wechsel-
wirkung des RF2 mit der 30S UE. Diese Wechselwirkung hat einechMelsing der beiden
ribosomalen UE zueinander und zusatzlich eine Konformationsdnderung desiRFdge.
Beides zusammen ermoglicht es dem RF2, gleichzeitig die ribésdwttelle mit dem SPF-
Motiv und das Peptidyltransferase-Zentrum mit dem GGQ-Motiv zu koetakt so dass die
Information Uber das Stop-Codon in der A-Bindestelle an das Peptidigiases-Zentrum
weitergeleitet und schlie3lich das fertig synthetisierte dfrotreigesetzt werden kann. Die
dreistrangige ,coiled-coil® Struktur der Domane 1, in der die Amines#ustausche
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lokalisiert sind, spielt somit eine wichtige Rolle bei der Ulaging der Information tiber das
Stop-Codon in der A-Bindestelle zum Peptidyltransferase-Zentrum.

Beim Vergleich der RF2-Proteine vda. licheniformisDSM13 und ,E“ mit den RF2-
Proteinen vonB. subtilis S. aureus E. coli, N. meningitis T. maritimg C. glutamicum
Synechocystispec. und dem RF2 aus den Plastiden Aothalianaliel3en sich zwischen
allen RF2-Proteinen deutlich konservierte Bereiche erkennen (s. Abb. 16)hdbresten
Identitdten wurden in den Bereichen um das hochkonservierte SPF- und @aMGG
gefunden. Im Vergleich zu den anderen Doméanen wies Domé&ne 1 mit nuriScidemtund
15 sehr &hnlichen Aminosauren die hochste Varianz auf. Der RF2 ausadtidel von
A. thaliana besitzt aul3erdem einen zuséatzlichen N-terminalen Bereich, d&niranderen
untersuchten RF2-Proteinen fehlt. Dieser Bereich stellt wahrdidieieine besondere
Anpassung deé. thalianaRF2-Proteins an die Ribosomen der Plastiden dar. Der Vergleich
der verschiedenen RF2-Proteine zeigte aul’erdem, dass die Aminosduratena
entsprechenden Positionen, an denen sich die RF2-Proteiri® {roneniformisDSM13 und
.E* unterscheiden, nicht konserviert sind. An der zur Aminosaure Serin §RB2 von
B. licheniformisDSM13 homologen Position ist bei keinem der ausgewahlten RF2-Proteine
Serin vorhanden. Dagegen besitzt der RF2Nomeningitisvie der vorB. licheniformis,E*
Asparagin an dieser Position. An Aminosaureposition 100 ist genau umgeghiiRF2 von
B. licheniformisDSM13 ein Asparagin und beim RF2 vén licheniformis,E* ein Serin
lokalisiert, doch keine dieser beiden Aminosauren ist in einem dereanB&2-Proteine an
entsprechender Position zu finden. Fur die Funktion des RF2 ist an dieséon@wos
scheinbar keine spezielle Aminosaure erforderlich. Dies schedBtlp keinesfalls aus, dass
die Aminoséurenaustausche in denHelices a3 und a4 die Konformation des RF2
verandern und so zu einer modifizierten Funktdes RF2 flihren kdnnten.

1.2.1. Die Koexpression der B. licheniformis prfB-Gene beeinflusst die von
B. subtilis DB104, B. licheniformis DSM13 und B. licheniformis ,E* sekretierten
Subtilisin-Mengen

Die im prfB-Gen vonB. licheniformis,E* identifizierten Punktmutationen kdnnten einen
Einfluss auf die Effizienz der Proteinbiosynthese haben und so zu dar §ubtilisin-
Ausbeute beitragen, die mitB. licheniformis ,E* erzielt wird. Wahrend der
Proteinbiosynthese wird die mRNA-Information zeitgleich von vielen engmander-
liegenden Ribosomen in die entsprechende Aminosauresequenz Ubersetagt @ela
Ribosom an ein Stop-Codon, so katalysiert ein ,Release“-Faktor des&IL das Ablosen des
fertig synthetisierten Proteins vom Ribosom. Erst danach wird aushRdmsom unter
Beteiligung von anderen Faktoren (s.1V.1.2.1.2.) von der mRNA freigesetziasso die
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nachfolgenden Ribosomen nun alle weiter auf der mRNA vorricken kénnen. Zwien de
prfB-Gen vonB. licheniformis ,.E* (prfBE) identifizierten Mutationen fuhrten zu je einer
veranderten Aminoséaure innerhalb der dreistrdngigen ,coiled-coiltktstr von Domane 1,
die wahrscheinlich an der Ubertragung der Information (iber das Stop-Cadateri
A-Bindestelle zum Peptidyltransferase-Zentrum beteiligt Wenn diese Aminosauren-
austausche ein beschleunigtes Abldsen des vollstéandig synthetiBiestems vom Ribosom
bewirken wirden, dann kdnnte im Vergleich zum Wt eine hohere Translat®resreicht
werden.

Im secAGenlocus wurden insgesamt 41 Punktmutationen identifiziert, von denen 39 keinen
Einfluss auf die Aminosduresequenz vom SecA- oder RF2-Protein habenstillza
Mutationen kbnnten aber die Stabilitat desAprfB-Transkriptes beeinflussen. Tatsachlich
wurde inB. licheniformis,E* Zellen im Vergleich zu Zellen vo®. licheniformisDSM13
wahrend der stationaren Wachstumsphase eine erhOhte Menge an &euA-Pr
nachgewiesen, die aus einer erhohtsacApriB-mRNA-Stabilitat resultieren konnte
(s. ll.1.3.). Obwohl die Translation desrfB-Gens einem Autoregulationsmechanismus
unterliegt (Farabaugh, 1996; Pavwel al, 2002), kdonnte eine erhohte mRNA-Stabilitat
dennoch zu einer hoheren RF2-Menge in der Zelle fuhren. Der Autoreguiagicimsnismus
sorgt dafur, dass sich das Verhaltnis zwischen der AnzaldedéprfB-mRNA-Transkripte
und der anhand dieser Transkripte erfolgenden vollstdndigen TranslatioR2zBr&einen
auf einen konstanten Wert einpendelt, indem uUberschissiges RF2-Proeeivedirihte
Termination der Translation bewirkt. Ist eine gréRRere AnzabtAprfB-Transkripte
vorhanden, von denen aus zeitgleich die Translation zu RF2-Proteinenreiatge so sind
auch mehr RF2-Proteine erforderlich, um diese Translation verfribeenden. Bei einer
erhohtensecAprfB-mRNA-Konzentration wirde daher die Synthese weiterer RF2-Proteine
erst bei einer erhohten RF2-Konzentration in der Zelle verhindertb@/ats erwahnt lagert
sich das RF2-Protein nach einem von Rawathal (2003) vorgeschlagenen Modell an das
Ribosom an und kontrolliert so die in der A-Bindestelle eintreffenden CodiensmnRNA,
wobei ein Stop-Codon zu einer festeren Bindung des RF2 und schliel3liclematZing des
fertig synthetisierten Proteins fuhrt. Falls bei einer erhohteéa-IkRonzentration in der Zelle
die RF2-Proteine im Durchschnitt 6fter mit den translatierendbas®@men assoziiert waren,
konnte dies zu einer schnelleren Erkennung von Stop-Codons und somit zu einkgrschne
Freisetzung der neu synthetisierten Proteine fuhren.

Um herauszufinden, ob die imprfB-Gen von B. licheniformis,E* identifizierten Punkt-
mutationen tatsachlich mitverantwortlich fir die hohen Subtilisin-Auglpestnd, die mit
diesem Stamm erzielt werden, wurde sowohl der Einfluss der RF@ikr von

B. licheniformisDSM13 undB. licheniformis,,E* als auch die Wirkung einer erhéhten RF2-
Konzentration auf die Subtilisin-Ausbeute untersucht. Dazu wurdenprdiz2Gene von
B. licheniformisDSM13 @rfBWt) undB. licheniformis,E* (prfBE) zusammen mit desub
Gen (Subtilisin vorB. lentu$ in den Stammem. subtilisDB104, B. licheniformisDSM13
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und B. licheniformis,E* koexprimiert und die jeweilige Subtilisin-Ausbeute ermittélm
auch den Effekt einer erhohten RF2-Menge auf die Subtilisin-Ausbeutesustien zu
kbnnen, wurden alternativ diprfB-Gene koexprimiert, bei denen der Autoregulations-
mechanismus zuvor ausgeschaltet wurde (s. 1ll.1.7.1.1.). Die Synthese 2i&rdRé€ine,
ausgehend von den verschiedep€eiB-Genen, wurde in einem Tricin-SDS-Polyacrylamidgel
eindeutig nachgewiesen (s. 111.1.7.2.1.).

1.2.1.1. Die Synthese deB. licheniformis RF2-Proteine fuhrt bei B. subtilis DB104 zu
einer Verringerung der Subtilisin-Ausbeute

Die RF2-Proteine voB. licheniformisDSM13 und ,E* weisen zum RF2 vda subtilismit
jeweils 92 % eine sehr hohe Aminosaureidentitat auf. Trotzdem wanemnen, dass die
RF2-Proteine der beidd®. licheniformisStamme aufgrund der tGbrigen Sequenzunterschiede
die Termination der ProteinbiosyntheseBinsubtilisweniger optimal katalysieren kénnen als
dasB. subtiliseigene RF2. Beim Nachweis der RF2-Proteie@gte sich zunéchst, dass die
Expression der autoreguliertpnfB-Gene inB. subtiliszu einer hoheren RF2-Konzentration
fuhrte als deren Expression in déd. licheniformis Stammen. Der Autoregulations-
mechanismus dgurfB-Gene vonB. licheniformisscheint inB. subtilisweniger oft zu einer
verfrihten Beendigung der Translation zu fiihren alB.ilicheniformisselbst. Das kdnnte
entweder daran liegen, dass BielicheniformisRF2-Proteine erst gar nicht oder nur schlecht
an die Ribosomen voB. subtilisbinden oder aber nach der Bindung die Termination nur
ineffizient katalysieren kénnen. In beiden Fallen ware zu erwartess, dia mitB. subtilis
erzielte Subtilisin-Ausbeute durch Expression BelicheniformisprfB-Gene nicht verbessert
werden kann. Tatsachlich fiuhrte die Koexpression der autoreguligoté®) (und der
deregulierten (@rfB*) B. licheniformis prfB-Gene in B. subtilis pSub sogar zu einer
verringerten Subtilisin-Ausbeute. Dabei hatte die Koexpression pa3E-Gens einen
starkeren negativen Effekt auf die Subtilisin-Ausbeute als die KoesipnedeprfBWt-Gens.

Der negative Effekt deprfBE-Gens wurde durch dessen UberexpressfBE*) noch
zusatzlich verstarkt. Das Ausmali der Verringerung der Subtilisgibéute war somit von der
Art des RF2-Proteins (RF2 vd. licheniformisWt oder ,E* Stamm) und beim RF2 von
B. licheniformis,E” auch von der Expressionsstarke abhéngig.

Wenn die RF2-Proteine vda licheniformiskeine oder nur schwache Wechselwirkungen mit
denB. subtilisRibosomen eingehen, wird die ProteinbiosyntheseBrosubtilisnicht direkt
beeintrachtigt. Allerdings muss die Zelle aufgrund der Koexpres&oprfB-Gene neben der
Subtilisin-Synthese noch zusatzlich die Synthese des jeweiliger2-PRfteins
bewerkstelligen. Insbesondere da der AutoregulationsmechanismBs ladreniformisRF2-
Proteine inB. subtilis scheinbar nicht effektiv funktioniert, werden auch bei Expression der
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autoreguliertemprfB-Gene grol3ere, im Coomassie-gefarbten Gel gut nachzuweisendenMenge
an RF2-Protein synthetisiert. Die Subtilisin- und RF2-Synthese rstebmiit in direkter
Konkurrenz zueinander.

Falls dieB. licheniformisRF2-Proteine doch an dE. subtilis Ribosomen binden kdnnen,
wére es vorstellbar, dass das jeweile licheniformisRF2-Protein mit denB. subtilis
eigenen RF2 um die Bindung an das Ribosom konkurriert, die Terminationnaber
ineffizient katalysieren kann. Eine ineffektive Termination wirde ezoer insgesamt
verschlechterten Proteinbiosynthese fuhren, was sich auch auf dig¢iesekr8ubtilisin-
Menge auswirken wirde. Da die Koexpression pdBWt oderprfBE eine unterschiedlich
starke Abnahme der Subtilisin-Ausbeute zur Folge hatte, ist anzunetiassndie zwischen
den RF2-Proteinen voB. licheniformisDSM13 undB. licheniformis,E* verschiedenen
Aminosauren einen Einfluss auf die Effizienz der Wechselwirkungeedesligen RF2 mit
denB. subtilisRibosomen haben. Mdglicherweise hat der RF2Bolicheniformis,E* eine
hohere Affinitat zu dem. subtilisRibosomen und stellt somit eine starkere Konkurrenz zum
B. subtiliseigenen RF2-Protein dar. Die Termination der Proteinbiosynthese wiarde
durch den RF2 vorB. licheniformis ,E* starker behindert als durch den RF2 von
B. licheniformisDSM13, so dass die Koexpression geBE-Gens auch zu einer stéarkeren
Abnahme der Subtilisin-Ausbeute fuhrt als die KoexpressiorpdB8Vt-Gens. Je mehr RF2
von B. licheniformis,E* in den Zellen vorhanden ist, desto starker ware dann die Konkurrenz
mit demB. subtiliseigenen RF2 um die Bindung an das Ribosom. So lief3e sich auch die noch
starkere Verringerung der Subtilisin-Ausbeute bei UberexpressiqurilEs-Gens erklaren.

1.2.1.2. Eine leichte Erh6hung der RF2-Konzentration fihrt beB. licheniformis DSM13
(Wt) zu einer Steigerung der Subtilisin-Ausbeute

Anders als beiB. subtilis handelt es sich bei der Expression dafB-Gene von
B. licheniformisDSM13 und vonB. licheniformis,E* in B. licheniformisDSM13 um die
Expression homologer Gene. Die Wechselwirkungen der RF2-ProteinB. Wigheniformis
DSM13 und ,E* mit den Ribosomen vdh licheniformisDSM13 sollten daher in jedem Fall
funktionell sein. Tatsachlich konnte durch KoexpressionptB-Gene inB. licheniformis
DSM13 pSub auch eine erhohte Subtilisin-Ausbeute erzielt weidien Expression der
autoreguliertenprfB-Gene prfBE und prfBWt) fuhrte zu einer deutlichen Steigerung der
Subtilisin-Ausbeute, wahrend die Uberexpression @eBE-Gens pPrfBE*) nur eine
geringfugige Erh6hung zur Folge hatte.

Die zwischen beiden RF2-Proteinen unterschiedlichen Aminosauren hatten keinen
Einfluss auf die H6he der Ausbeute. Vielmehr scheint die RF2-Kongentfér die Menge
an synthetisiertem Subtilisin entscheidend zu sein. Die aufgrund d8ppiB-Konstrukte in
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B. licheniformiserhthteprfB-Gendosis fuhrt wahrscheinlich zu einer erhohten Konzentration
an prfB-Transkripten. Diese wiederum bewirkt wahrscheinlich trotz Autoeggul der
Translation eine moderate Erh6hung der RF2-Konzentration in der Zeadg. Im SDS-
Polyacrylamidgel wurde bei zusétzlicher Expression der autoeetuli Gene eine dinne
Proteinbande in dem fur die RF2-Proteine zu erwartenden Bereich naesge Dagegen
konnte ohne Expression eines plasmidkodiepi#éB-Gens (Negativkontrolle) keine Bande in
dem entsprechenden Bereich detektiert werden. Die RF2-Konzentratidéxreission der
autoregulierten Gene ist somit hoher als die Konzentration, die ioh#iveise in

B. licheniformisDSM13 vorliegt. Der Befund, dass die Expression der autoreguliertBn
Gene inB. licheniformisDSM13 eine Steigerung der Subtilisin-Ausbeute bewirkt, passt zu
der Annahme, dass eine erhbohte RF2-Menge in der Zelle zu einer sestbes
Proteinbiosynthese und so zu einer gesteigerten Subtilisin-Ausbeuta Kdnn. Die stillen
Mutationen im secAGenlocus konnten daher, falls sie eine Stabilisierung der mRNA
bewirken, tatsachlich zu den hohen Subtilisin-Ausbeuten beitragen, dig treheniformis

,E* erzielt werden. Da die Uberexpression @eBE*-Gens keine weitere Erhéhung, sondern
im Vergleich zur Expression der autoregulierten Gene eine whsgleingerte Subtilisin-
Ausbeute zur Folge hatte, scheint es auf die richtige RF2-Konizentren der Zelle
anzukommen, die normalerweise durch den Autoregulationsmechanismus kontnottle
Eine moderate Erh6hung der RF2-Menge scheint fir die Proteinbiosynthredéorteil zu
sein, wahrend eine drastisch erhdhte RF2-Konzentration fur die Protgimthese und somit
auch fur die Subtilisin-Ausbeute wieder weniger gunstig ist.

Nach einem Modell von Pavlogt al (1997a) verlauft die Termination in drei Schritten.
Zunachst bindet je nach Stop-Codon ein ,Release”-Faktor der Klag®elloder RF2 ) an
das Ribosom und sorgt fur die Hydrolyse der Peptidbindung zwischen déA tRder
P-Stelle und dem fertig synthetisierten Protein. Anschlie3endykesdlder ,Release“-Faktor
RF3 das Ablésen des gebundenen RF1 bzw. RF2 vom Ribosom. Der Ribosomemdfrecycl
Faktor (RRF) und der Faktor EF-G (Elongationsfaktor) erméglichen @itér-Verbrauch
schlieBlich das Ablosen der deacetylierten tRNA von der P-SleBeRibosoms und das
Ablosen des Ribosoms von der mRNA (Ribosomen-Recycling). Fir den ges&nuzess
scheint das Konzentrationsverhéltnis von translatierenden Ribosomen, dérasé-
Faktoren RF1, RF2 und RF3 und des Ribosomen-Recycling-Faktors RRF eldsdheil
sein (Pavlowt al, 1997b).

Pavlovet al (1997b) zeigten mit einei. coli in-vitro-System, dass es bei einer hohen RF1-
Konzentration zu einer Konkurrenz von RF1 und RRF um die Bindung an das Ribosom
kommen kann. Nach erfolgter Freisetzung des fertig synthetisi®rateins wird zunachst
zwar das Ablosen des RF1 durch den RF3 katalysiert, doch kommt egnautsr hohen
RF1-Konzentrationen haufig zu einer Wiederbindung des RF1 an das Ribosom. De
gebundene RF1 verhindert wegen wahrscheinlich Uberlappender BindesteBamddieg des
RRF. Das hat zur Folge, dass das Ribosom am Stop-Codon festsitz¢thuotiree Hilfe des
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RRF nicht von der mRNA l6sen kann. Zum einen blockiert das nicht abg&iisisom die
weitere Translation dieser mRNA und zum anderen stehen die an i@k festsitzenden
Ribosomen auch nicht fir die Translation anderer mRNA-Transkriptéeatiigung, so dass

es insgesamt zu einer verlangsamten Proteinbiosynthese kommt.rélaKon mit diesen
in-vitro-Daten wurde miE. coli in vivo gezeigt, dass die Uberexpression des RF1 in einer
RRF-Depletionsmutante zu einem verringerten Wachstum fuhrt. Das eKipaions-
verhaltnis von RF1 und RRF zueinander ist aber nicht allein entscheidedié beobachtete
Verzogerung des Ribosomen-Recyclings, also fir das Ablésen des Ribasomesr gerade
translatierten mRNA und die anschlieRende erneute Bindung an eieeewaRNA flr eine
weitere Translationsrunde. Auch die Konzentration von RF2 und RF3 mussi hierbe
beriicksichtigt werdenlin vitro wurde beispielsweise gezeigt, dass die aufgrund der
Konkurrenz von RF1 und RRF um die Bindung an das Ribosom verringerte #regsetes
Ribosoms von der mRNA durch eine erhbhte RF3-Menge wieder verbessddanwkann
(Pavlovet al, 1997b).In-vivo-Daten von Jgrgenset al. (1995) deuten darauf hin, dass eine
zu hohe RF1-Konzentration die Genauigkeit der Termination herabsetzAuiren zeigten

fir E. coli dass bei einer 30- bis 40-fachen Uberproduktion von RF1 die vollstandige
Synthese vorg-Galaktosidase von urspringlich 60 % auf 30 % reduziert wird. Daher lasst
sich vermuten, dass eine erhdhte Konzentration von RF1 zu verfrihten floasalabrichen

an Sinn-Codons fuhrt. Pavlost al. (1997b) zeigten dagegen mit einem anddgercoli
Stamm, dass eine erhOhte RF1-Konzentration bei einer Kultivierungstatur von 37 °C
keinen Einfluss auf die Wachstumsrate hat. Bei 30°C wurde sogar derdridihung der
RF1-Menge eine Verbesserung des Wachstums erzielt. Die Autarantee, dass bei dieser
Temperatur ohne zusatzliche RF1-Synthese die Termination verlanigsamd der grofdte

Teil der ,Release“-Faktoren nicht frei, sondern an Ribosomen gebundeeagtoburch
Uberexpression von RF1 oder RF2 steht der Zelle ein gréRerer PoeleanRF1- bzw. RF2-
Proteinen zur Verfigung, so dass es beim Erreichen eines Stop-Codgingrzschnelleren
Freisetzung des synthetisierten Proteins kommt und die Proteinbiasynthegesamt
beschleunigt wird.

Im Gegensatz zum RRF ist das RF3-Protein nicht essenti&ll goli (Grentzmanret al,

1994; Mikuniet al, 1994).B. subtilisbesitzt Uberdies kein zum RF3 v&n coli homologes
Protein. Das Ablosen der Klasse 1 ,Release“-Faktoren vom Ribosom atags auch Uber
einen alternativen Weg erfolgen konnén.coli RF3-Deletionsmutanten zeigen dennoch ein
im Vergleich zum Wt-Stamm verlangsamtes Wachstum. Durch Kjpession von RF1 in
RF3-Deletionsmutanten konnte das Wachstum wieder verbessert wenrdien ,(P897b). Die
Ursache fir das verbesserte Wachstum ist moglicherweise rumeddie Konzentrations-
erhéhung von freiem, also nicht ribosomal gebundenem RF1. Aufgrund des fehldfflen R
Proteins werden die ,Release”-Faktoren der Klasse 1 nach erfolgblésen des fertigen
Proteins weniger effizient vom Ribosom freigesetzt. Wenn zu wWegiig ,Release”-Faktoren

der Klasse 1 vorhanden sind, mussen die Ribosomen, die an ein Stop-Codonngelange
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wahrscheinlich auf einen verfiigbaren ,Release”-Faktor wartenzwasner verlangsamten
Freisetzung des fertig synthetisierten Proteins vom Ribosom und smich zu einem
verzogerten Ablosen des Ribosoms von der mRNA fiihrt.

Alle diese Daten machen deutlich, dass die Konzentrationen deligbeteiProteinfaktoren
gut aufeinander abgestimmt sein mussen, damit die Terminationchgiglichnell und genau
erfolgen kann. Dabei spielt natirlich auch die Konzentration der tt@nstaden Ribosomen
eine bedeutende Rolle. Pavlewal (19971 zeigten in einenk. coliin-vitro-System, dass die
hochste Geschwindigkeit fur das Recycling der Ribosomen mit eiRérKRnzentration
erhalten wird, die etwas unterhalb der Konzentration der Ribosomen liegt.

In dieser Arbeit wurde gezeigt (Kapitel 111.1.7.2.2.), dassBinlicheniformisDSM13 die
Koexpression der autoreguliertgarfB-Gene zu einer erhdhten Subtilisin-Ausbeute, die
Uberexpression des deregulierfBE*-Gens dagegen nur zu einer geringfiigigen Erhéhung
der Ausbeute fuhrt. Diese Daten lassen vermuten, dass eine mdedrdibeing der RF2-
Menge vielleicht zu einer fur die Zelle optimalen RF2-Konzemmatund dadurch
beschleunigten Stop-Codon-Erkennung fuhrt. Eine weitere Erh6hung der RF2-Mwdrigen
diesem positiven Effekt wieder entgegen, da vermutlich das zwisldmean der Termination
beteiligten Proteinfaktoren und den Ribosomen bestehende optimale Komnzesirat
gleichgewicht aufgrund der jetzt zu hohen RF2-Menge gestort und yalenbiosynthese
wieder verlangsamt wird.

1.2.1.3. Die Uberproduktion des eigenen RF2-Proteins fihrt béi. licheniformis ,E* zu
einer Steigerung der Subtilisin-Ausbeute

Im Gegensatz zum LaborstamB subtilis DB104 und zum Wt-StammB. licheniformis
DSM13 istB. licheniformis,E” ein durch wiederholte Zyklen von ungerichteter Mutagenese
und anschlieendem Screening auf hohe Sekretionsleistung optimiemen.Bai einem so
optimierten Stamm ist es wahrscheinlich, dass alle weiteeganderungen, vor allem solche,
die in die Proteinbiosynthese eingreifen, die Sekretionsleistungsdfésenmes wieder
verringern. Insbesondere mit dem Wissen Uber das fur die EffizienRrdeeinbiosynthese
wichtige Konzentrationsgleichgewicht der beteiligten Proteinfaktend der Ribosomen war
zu erwarten, dass die Koexpression gdB-Gene inB. licheniformis,E* pSub zu einer
verringerten Subtilisin-Ausbeute filhren wirde. Trotzdem wurde die Mangeekretiertem
Subtilisin bei Koexpression der autoregulierten und dereguliprtBAGene analysiert, um zu
Uberprifen ob die RF2-Proteine vBnlicheniformisDSM13 und ,E“ einen unterschiedlichen
Einfluss auf die miB. licheniformis,E* erzielten Subtilisin-Ausbeuten haben.

Wahrend die Koexpression deBWt-Gens inB. licheniformis,E* pSub tatsachlich zu einer
Abnahme der Subtilisin-Ausbeute flhrte, wurde bei Koexpression des allienteg priBE-
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Gens eine ahnlich hohe Ausbeute erhalten wie opriB-Expression. Entgegen der
urspringlichen Erwartung wurde durch Uberexpression des deregupeiB&t-Gens sogar
eine deutliche Steigerung der Subtilisin-Ausbeute erzielt.

Die Uberexpression des deregulierefBE*-Gens hat somit i8. licheniformis,E* ganz im
Gegensatz zu dessen Uberexpression im Wt-Stamm einen positifekt Bif die
Proteinbiosynthese. Dieses Ergebnis macht es sehr wahrscheinlish, néaen den
Unterschieden in den RF2-Proteinen noch weitere Veranderungen zwischasn be
B. licheniformisStammen bestehen, die moglicherweise die Ribosomen oder andere an der
Proteinbiosynthese beteiligten Komponenten betreffen (s. IV. 1.2.1.4.). Beixptegsion
des deregulierteprfBE*-Gens stehen sehr viel mehr RF2-Proteine fur die Termination der
Translation zur Verfigung, so dass pro Zeiteinheit mehr Proteindesigiért werden
konnten und die Proteinbiosynthese vielleicht insgesamt beschleunigtiwikéergleich zu

B. licheniformisDSM13 ist inB. licheniformis,E* mdglicherweise aufgrund einer hdoheren
Proteinbiosyntheserate eine hohere RF2-Konzentration flr eine opfireai@nation der
Translation erforderlich. Die Expression des autoreguliergfBE-Gens hatte in
B. licheniformis ,E* keinen Einfluss auf die Subtilisin-Ausbeute, da diese geringéigi
Erhohung der RF2-Menge fiur eine Beschleunigung der Termination walmiggtheiicht
ausreichend ist.

Im Gegensatz zur Expression bzw. UberexpressiompdBE-Gens bewirkte die Expression
des prfBWt-Gens eine deutliche Verringerung der Ausbeute. Der RF2Bvdicheniformis
,E" Ist durch die zwei veranderten Aminosauren offenbar besser aweohselwirkungen
mit den zelleigenen Ribosomen angepasst als der RFB.MaheniformisDSM13. Letzterer
scheint die Proteinbiosynthese vBnlicheniformis,E” sogar zu behindern. Bei Expression
des prfBWt-Gens inB. licheniformis,E* konkurriert dasB. licheniformis, E*-eigene RF2-
Protein wahrscheinlich mit dem RF2-Protein vBnlicheniformis DSM13 (Wt) um die
Bindung an das Ribosom. Der RF2 vBn licheniformisDSM13 kann wahrscheinlich mit
einer ahnlichen Affinitat an die Ribosomen des ,E“-Stammes bindem, \adléeicht die
Termination nur mit geringerer Effizienz katalysieren. Mdglielare auch, dass das
nachfolgende Ablésen deB. licheniformisDSM13 RF2 vom Ribosom des ,E*-Stammes
weniger schnell erfolgt. Sowohl eine verlangsamte Freisetzungyddsetisierten Proteins als
auch ein verlangsamtes Ribosomen-Recycling fuhren zu einer vetgimger
Proteinbiosynthese-Rate und letztendlich zu einer verringerten SubtilisintAesbe

Die unterschiedlichen Auswirkungen der Expression yofBWt und insbesondere der
Uberexpression voprfBE* machen es sehr wahrscheinlich, dass die zwei Aminosauren-
austausche zwischen den RF2-Proteinen ®n licheniformis DSM13 (Wt) und

B. licheniformis ,E* tatsachlich einen unterschiedlichen Einfluss auf die Ternonatler
Proteinbiosynthese haben.
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1.2.1.4. Die Mutationen imprfBE-Gen sind wahrscheinlich mitverantwortlich fur die
mit B. licheniformis ,E* erzielte hohe Subtilisin-Ausbeute

Die Koexpression deprfB-Gene inB. subtilisund B. licheniformis,E* zeigte, dass die
zwischen beiden RF2-Proteinen unterschiedlichen Aminosauren tatséchliodn
unterschiedlichen Einfluss auf die in den Kulturtiberstand sekretigtdiSin-Menge haben.
Zusatzlich wurde die Subtilisin-Ausbeute durch die Expressionsstarkepriie-Gene
beeinflusst. InB. licheniformisDSM13 fiihrte eine moderate Erhdhung pgB-Expression
und in B. licheniformis,E* die Uberexpression desrfBE*-Gens zu einer Steigerung der
Subtilisin-Ausbeute. Somit kénnten auch die stillen Mutationen, falleisg Stabilisierung
der secAprfB-mRNA bewirken und diese in einer erh6hten RF2-Menge resultiert, izu de
guten Sekretionseigenschaften d@edicheniformis,E” beitragen. Aufgrund dieser Befunde
ist es sehr wahrscheinlich, dass diesecAGenlocus vorB. licheniformis,E” im Vergleich
zum Wt-Stamm identifizierten Sequenzunterschiede mitverantworthiér die von
B. licheniformis,E” sekretierten hohen Subtilisin-Mengen sind.

Auffallig ist, dass in Abhangigkeit vom jeweiligeB. licheniformisStamm die Expression
bzw. Uberexpression desrfB-Gene einen unterschiedlichen Einfluss auf die sekretierten
Subtilisin-Mengen hatte. Wahrend i licheniformis,E* gerade die Uberexpression des
priBE*-Gens zu einer verbesserten Ausbeute fiihrte, schien eine zu hohe d@rRE2-M
(Uberexpression voprfBE*) fiir die Termination der ProteinbiosyntheseBinlicheniformis
DSM13 (Wt) ungulnstig zu sein. Im Wt-StanBnlicheniformisDSM13 konnte die Subtilisin-
Ausbeute durch zusatzliche Expression der autoreguligni8iGene verbessert werden,
wogegen die Expression des autoregulieggBWt-Gens inB. licheniformis,E* zu einer
verringerten Ausbeute filhrte. Die unterschiedlichen AuswirkungemprilB+Expression auf
die Subtilisin-Ausbeute, die mit beid&n licheniformisStammen erzielt wird, lasst vermuten,
dassB. licheniformis,E“ im Vergleich zu B. licheniformisDSM13 neben den insecA
Genlocus identifizierten Mutationen noch weitere Veranderungen im Geawndneist, die
wahrscheinlich die Ribosomen oder andere Komponenten der Proteinbiosynibes®.w
Initiations-, Elongations- und Terminationsfaktoren betreffen. Die Nutah flhren
maoglicherweise zu verédnderten Wechselwirkungen der Faktoren und derorRéyos
zueinander. Verdnderte Bindungsaffinitaten konnten zu einer Veranderun§irdele
Proteinbiosynthese optimalen Konzentrationsverhaltnisse von Faktoren urdtigesrsden
Ribosomen fuhren. Denkbar wére auch, dasdicheniformis,E* eine insgesamt erhdhte
Konzentration der an der Proteinbiosynthese beteiligten Komponenten stuiweifolglich
eine erhohte Proteinbiosynthese-Kapazitat besitzt, was eine Wasenirsache fir die mit
diesem Stamm erzielten hohen Subtilisin-Ausbeuten sein kénnte.
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2. Untersuchungen desecAGens auf seine Verwendbarkeit als Selektionsmarker fir
die Subtilisin-Produktion mit B. licheniformis

Bacillus licheniformis wird von der Industrie unter anderem zur Gewinnung von
Serinproteasen des Subtilisin-Typs eingesetzt (Gugitaal, 2002). Zur industriellen
Subtilisin-Produktion erfolgt die Expression des Subtilisin-Gens ztimers einem Plasmid
hoher Kopienzahl, welches zur anfanglichen Selektion eine Antibiotikegrzkassette
enthalt. Die eigentliche Fermentation wird aufgrund von sonst ersiemvegesetzlichen
Auflagen und aus Kostengriinden jedoch ohne Antibiotika durchgefiihrt, so dasdiehed
Laufe der Fermentation das Plasmid verlieren. Somit nimmt dezilAamt Zellen, der zur
Subtilisin-Produktion beitragen kann, wahrend der Fermentation ab. Eine ISit#isin-
Ausbeute konnte daher mit einem alternativen Selektionssystertt aiden, bei dem das
Plasmid bis zum Ende der Fermentation stabil in den Zellen gehate. Zur Konstruktion
eines alternativen Selektionssystems sollte ein essent@les auf den zur Subtilisin-
Produktion verwendeten Vektor gebracht und anschlieRend die chromosomale kepge di
Gens deletiert werden. Es sind bereits mehrere solcher Selsistamse in der Literatur
beschrieben. Lukacsovidt al (1990) haben beispielsweise ein Selektionssyster.fdoli
entwickelt, bei dem das Gen des chromosomal kodierten ribosomalen Léi® dxletiert,
und diese Deletion durch das genannte, aber jetzt auf dem Plasmicsidoieal Gen,
komplementiert wurde. Degryse (1991) konstruierte ebenfallg.fdoli ein System, bei dem
das chromosomale essentiadi@pD-Gen mutiert und durch eine funktionelle Kopie auf dem
zu selektionierenden Plasmid komplementiert wurde.da@®-Gen ist fur die Synthese von
Diaminopimelinsaure wichtig, die eine Vorstufe fur Lysin darstellt.

In dieser Arbeit wurde nun untersucht, ob sich das essensetidaGen als alternativer
Selektionsmarker zur Subtilisin-Produktion nHt licheniformiseignet. Das SecA-Protein
stellt die zentrale, energieliefernde Komponente der Proteinsekrdar (Economou &
Wickner, 1994). Wie bereits erwéhnt, wurde gezeigt, dass durch gliéighzéberproduktion
von SecA die Ausbeute an sekretierter Levansucrase deutlichggesteerden kann (Leloup
et al, 1999). Aufgrund der essentiellen Bedeutung von SecA fur die Lebensfaldgkeit
Zelle und seiner bei erhbhter Menge positiven Wirkung auf den Proteimexpode das
secAGen daher als vielversprechender Kandidat fur die Verwendung a&madiver
Selektionsmarker fiur Subtilisin-Gen-haltige Plasmid®& inicheniformisausgewéhlt. Hierbei
muss bericksichtigt werden, dass die Expressiosets®Gens, ausgehend von dem in hoher
Kopienzahl vorkommenden Subtilisin-Plasmid, auch eine zusétzliche Bejasiir die
Zellen, die bereits grof3e Mengen an Subtilisin produzieren, bedeut&yiiligese des SecA-
Proteins konnte hinsichtlich der verfigbaren freien Aminosauren und der zur
Proteinbiosynthese bendétigten Energie in direkter Konkurrenz zur Syndlkes8ubtilisins
stehen und daher zu einer verringerten Subtilisin-Ausbeute flihren. Eine indétabolische
Belastung durch die Synthese eines plasmidkodierten Proteins kdnnia, EXperimenten
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mit E. coli gezeigt wurde, auch einen Rickgang der Plasmidkopienzahl zur Folge walse
in diesem Fall wiederum in einer verringerten Subtilisin-Ausbesgaltieren wirde (Cheah
et al, 1987; Corchero & Villaverde 1998). Nach Konstruktion desASelektionssystems
wurde daher der resultierende StarBmlicheniformis,E“ AsecApSubSecA bezlglich der
SecA-Menge in den Zellen, der Stabilitdt des pSubSecA-Plasmiddeunch Vergleich zum

AusgangsstamrB. licheniformis,E* pSub sekretierten Subtilisin-Menge untersucht.

2.1. Das secASelektionssystem fuhrt zu einer erhbhten SecA-Konzerdtion in den
Zellen

Um das essentiellsecAGen als Selektionsmarker zur Subtilisin-Produktion einsetzen zu
kobnnen, wurde dassecAGen in das Subtilisin-Plasmid pSub kloniert, in den
industrierelevanten StamnB. licheniformis ,E* eingebracht und anschlieiend das
chromosomalesecAGen uber die Methode der homologen Rekombination deletiert
(s. lll.2.1.3.). Bei der Klonierung degcAGens in das Subtilisin-Plasmid pSubBnsubtilis
DB104 wie auch bei der anschlielenden TransformationBvdicheniformis,E* mit dem
bereits konstruierten pSubSecA-Plasmid erwies sich das Plasmutlat stabil (s. 111.2.1.1.).

Es wurden zwar zunachdB. subtilis bzw. B. licheniformis Transformanten mit dem
pSubSecA-Plasmid erhalten, doch wurden im Vereinzelungsausstrichr wisder Klone
identifiziert, in denen Teile des pSubSecA-Plasmids deletietrwdie Deletionen waren
entweder imsub oder imsecAGen lokalisiert. Erst nach mehrfachem Einzelausstrich und
wiederholter Auswahl von Klonen konnten solche mit einem stabilen pSulf&ashid
isoliert werden. Das so erhaltene pSubSecA-Konstrukt wies allsrding Punktmutation im
secAGen an Bp Position 1725 auf, die vor der Umsetzungsde&Gens aus dem Plasmid
pHSGsecAE nicht vorlag und daher wahrend der Klonierurigy subtilisDB104 entstanden
sein musste. Da die veranderte Base jedoch keinen Einfluss aumihes&uresequenz des
SecA-Proteins hatte, wurde mit diesem pSubSecA-Plasmid vestbegtet. Es stellte sich
die Frage, worauf die beobachtete Instabilitdt des pSubSecA-Kondiarktste bzw. warum
die Punktmutation an Bp Position 1725 entstanden ist. Da in friheren Expernngeatsgt
wurde, dass dasecAGen, ausgehend von einem ExpressionsvektdB. subtilisin grof3er
Menge uberproduziert werden kann ohne einen negativen Effekt auf die l&¢hgkeit der
Zellen zu haben (Frings, 1995), kann fir die Zelle nur die Kombination aysrddheziertem
Subtilisin und SecA ungunstig sein. Ein erster Gedanke war, dassodbikation von
Subtilisin-  und SecA-Uberproduktion einen Engpass im Proteinexport bewirkt.
Maoglicherweise wird das in groRer Menge synthetisierte Subtitigrch die erhdhte SecA-
Menge in der Zelle haufiger in den Exportapparat eingeschleust uniddssri&xport anderer
wichtiger Proteine verringert. Eine Kompetition von in grol3er Mengethstisierten
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sekretorischen Proteinen um die Exportstellen der Wirtszelle wbeteits mehrfach
beschrieben (Skare, 1989; Zagorec, 1990; Simonen & Palva, 1993). Da mit deténdagl
konstruiertensecASelektionssystem miB. licheniformis,E* AsecApSubSecA trotz grolier
Mengen SecA in der Zelle (s.11.2.2.1.) Subtilisin-Ausbeuten in mindesdensgleichen
GroRRenordnung wie mit dem AusgangsstarBilicheniformis ,,E* pSub erzielt werden
konnten (s. 1ll.2.2.3.), ist ein durch Uberproduziertes SecA bedingter EngpaBspiont
jedoch eher unwahrscheinlich.

Die Uberproduktion von SecA und Subtilisin stellt fir die Zelle eidlee metabolische
Belastung darDas konnte sogar dazu fuhren, dass die Synthese von SecA und Subtilisin mit
der Synthese von anderen essentiellen Proteinen konkurriert, so dizse Mtdleicht nicht

in ausreichender Menge synthetisiert werden kénnen. Um diesen Engpasgehen, ist
vielleicht schon eine geringfigige Absenkung der Expressionsstarke sessGens
ausreichend. Mdoglicherweise fiihrt die wahrend der Klonierung des pSulb3emAids in

B. subtilis DB104 entstandene stille Mutation an Bp Position 1725 zu einer leichten
Verringerung desecAExpression. Durch die Mutation wurde das urspringliche TCA-Codon
durch ein TCG-Codon ersetzt. Beide Codons stehen fir die Aminosaurngj&goich liegen

sie in unterschiedlicher Haufigkeit im Genom vBnsubtilisvor. Wahrend das TCA-Codon
mit einer Haufigkeit von 1,48 % aller Codons Verwendung findet, ist das-Ca@don mit
einer Haufigkeit von 0,63 % nur weniger als halb so oft im GenonBvaubtiliszu finden
(Datenbank: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Da fir selteadoms auch
geringere Mengen an passenden tRNA-Molekilen zur Verfugung stehemncktbeia
Punktmutation vielleicht eine Verzégerung der Translation und somit\&nmengerung der
SecA-Proteinmenge in der Zelle (Knippers, 1997). Die Punktmutation koumdézdeem einen
Einfluss auf die mRNA-Stabilitdit desecATranskriptes haben. Bei einer verringerten
Stabilitat wirde weniger mRNA zur Translation zur Verfugungpeste so dass letztendlich
weniger SecA-Protein synthetisiert wirde. Eine verringerteA&smthese senkt die
metabolische Last der Zelle und stellt moéglicherweise Ressoufir die Synthese
essentieller Proteine frei. Nach Fertigstellung slesASelektionssystems wurde jedoch im
Western-Blot-Experiment gezeigt, dass ausgehend vom Plasmid p3ub8etz
Punktmutation imsecAGen hohe Mengen SecA synthetisiert werden (s. 111.2.2.1.). Somit
bewirkt die Punktmutation, wenn Uberhaupt, nur eine geringfigige Abnahmeedér S
Konzentration.

Neben der Notwendigkeit desgecAGens fur die Lebensfahigkeit der Zelle wurde dasA
gerade deshalb als alternativer Selektionsmarker zur Selektion uliist-Gen-haltigen
Plasmiden ausgewahlt, da eine erhddeAGendosis zu einer erhfhten SecA-Menge in der
Zelle und diese wiederum zu einer fir manche Proteine verbesSe#estion fihren kann.
Die aufgrund desecASelektionssystems erhthte SecA-Menge in den Zellen kdnnte nach der
~,Chaperon-Hypothese* dafiir sorgen (Herbett al, 1999), dass mehr Subtilisin durch
cytosolisches SecA gebunden und in der exportkompetenten Konformation mehedtdis
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es schlie3lich in den Translokator eingeschleust werden kann (s. adch.)lVTatsachlich
wurde nach vollstandiger Konstruktion descASelektionssystems beobachtet (s. 111.2.2.3.),
dass die erhbhte SecA-Konzentration zu einer gesteigerten Subtilisin-Aulihetite

2.2. Das Plasmid pSubSecA ist in desecADeletionsmutanteB. licheniformis ,E* AsecA
stabil

Die Motivation zur Konstruktion desecASelektionssystems war, das Subtilisin-Plasmid
wéhrend der industriellen Fermentation stabil bis zum Ende der kuling in den Zellen zu
halten. Nach Fertigstellung des Systems wurde daher in Schittelefzrimenten die
Stabilitat des pSubSecA-Plasmids in decADeletionsmutantd. licheniformis,E* AsecA
und die Stabilitat der Plasmide pSubSecA und pSub im Ausgangs&ahameniformis,E*
bei Kultivierung ohne Antibiotikazugabe untersucht. Dazu wurden die iminZzedengs-
ausstrich erhaltenen Klone mittels ,Skim-Milk“-Plattentest #ufe Proteaseaktivitat hin
untersucht (s. 11.2.2.2.). Die Uberpriffung der Plasmid-Stabilitit von pSubSacA
B. licheniformis,E”“ AsecAund pSubSecA oder pSub i licheniformis,E* erfolgte in zwel
unterschiedlichen experimentellen Ansétzen. Im ersten Ansatz wdieletellen alle 12 h in
frisches LB-Medium uberimpft und insgesamt tUber einen Zeitraum vag8&nikultiviert. Im
zweiten Ansatz erfolgte die Kultivierung unter den gleichen Bedirgundie auch zur
Bestimmung der Subtilisin-Ausbeuten gewahlt wurden, Uber einen Zeiranrii2 h bis in
die spate stationare Wachstumsphase (s. 111.2.2.3.).

Das pSubSecA-Plasmid erwies sich in siecADeletionsmutant®. licheniformis,E* AsecA
in beiden experimentellen Anséatzen jeweils lUber den gesamtervi&uitigszeitraum als
stabil, wahrend die Plasmide pSubSecA und pSi licheniformis,E” verloren gingen. Im
ersten Schuttelkolbenexperiment hatten nach Kultivierung Uber eineaufeit’on 8 Tagen
nur ca. 6 % der getesteten Klone vBnlicheniformis,E“ das Plasmid pSub verloren. Im
zweiten Experiment, bei der Kultivierung Giber 72 h ohne Uberimpfen, waveattustanteil
des pSub-Plasmids durdB. licheniformis,E* Zellen deutlich héher. Nach 72-stindiger
Kultivierung hatten sogar tber 90 % dBr licheniformis ,E* Zellen das pSub-Plasmid
verloren. Beide experimentellen Ansatze unterschieden sich dadurchjiedsslturen im
ersten Experiment nach Erreichen der stationdren Wachstumsphdissciies Medium
Uberimpft wurden, wahrend im zweiten Experiment nach Animpfen durchgehsnziibi
spaten stationaren Wachstumsphase weiter kultiviert wurde. Beimrgasige von
exponentieller zu stationdrer Wachstumsphase sorgt das Zwei-Komgasyeteém
DegS/DegU fur die Induktion von vielen hydrolytischen Enzymen, die von dike Ze
sekretiert werden, um eventuell vorhandene externe NahrungsquellercldieBe (Mader
et al, 2002) Auch das auf dem pSub-Plasmid lokalisierte und fur das SubtilisiB viemtus
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kodierendesubGen besitzt eine Zielsequenz zur Regulation durch DegU (Jatohk,
1985). Zellen mit einem pSub-Plasmid beginnen daher, mit dem Ubergangpaeetieller
zu stationarer Wachstumsphase in grol3er Menge Subtilisin zu sgwttesti und zu
sekretieren. Der Verlust des pSub-Plasmids stellt daher elgllbesonders wahrend dieser
Sekretionsphase (stationdare Wachstumsphase) einen Selektionsvorteieilaas von den
Zellen in LB-Medium nicht bendtigte plasmidkodierte Subtilisin dann anicht hergestellt
und sekretiert werden muss. Entsprechend dieser Ergebnisse Uber ster\@dust durch
B. licheniformisZellen zeigten Haringtoet al (1988), dass auch b&i. subtilis Plasmide
Uberwiegend wéhrend der postexponentiellen Wachstumsphase verloren gehen.

Noch drastischer als der Verlust des pSub-Plasmids war dersVdds Plasmids pSubSecA
in B. licheniformis,E* Zellen (2. Experiment, Kultivierungszeit von 72 h). Wahrend nach
24-stundiger Kultivierung ohne Antibiotikum noch kein Verlust des pSub-Plasauifiisat,
hatten nach dieser Kultivierungszeit bereits alle getestdtareKlesB. licheniformis,E"* das
pSubSecA Plasmid verloren. Der einzige Unterschied zwischen dem p@db dem
pSubSecA-Plasmid besteht isecAGen, welches zusatzlich in das pSub-Plasmid kloniert
wurde. Die Expression des auf dem Plasmid lokalisiesgeGens bewirkte eine Zunahme
von SecA-Proteinen in den Zellen (s.111.2.2.1.). Bereits wahrend der Konstrudes
pSubSecA-Plasmids traten Schwierigkeiten bezuglich der Stabde& Plasmids auf
(s. ll.2.1.1.), die wahrscheinlich nicht auf die Expressionsge®\Gens alleine, sondern auf
die kombinierte Expression vaub undsecAGen zuriickzufuhren sind (s. auch IV.2.1.). Bei
Kultivierung ohne Zugabe von Antibiotikum ergibt sich fur Zellen, die dasr®d verlieren,
moglicherweise ein Wachstumsvorteil, da sie im Gegensatz llen4rit einem pSubSecA-
Plasmid weder das SecA noch das Subtilisin Uberproduzieren missen. Zxlehaviirden
daher aufgrund des schnelleren Wachstums wéahrend der Kultivierungicimgeré/yaset
al., 1994). Im Gegensatz dazu kann sietADeletionsstamnB. licheniformis,E* AsecAdas
Plasmid pSubSecA aufgrund der fur diesen Stamm essenseliéiKopie auf dem Plasmid
nicht verlieren. DasecASelektionssystem ist somit funktionell.

2.3. Mit B. licheniformis ,E“ AsecA pSubSecA werden bei Kultivierung im
Schuttelkolben vergleichbar hohe Subtilisin-Ausbeuten enelt wie mit dem
AusgangsstamnB. licheniformis ,E* pSub

DassecASelektionssystem wurde konstruiert, um die Stabilitat des SubtBisn-tragenden
Plasmids bei Kultivierung ohne Antibiotika zu verbessern, da die indietiermentation
auch ohne Antibiotika im Medium durchgefuhrt wird. Tatsachlich konnte gererden,
dass das pSubSecA-Plasmid bei Kultivierung im Schuittelkolben stabil i
B. licheniformis,E* AsecAZellen verbleibt, wahrend das urspriinglich verwendete Plasmid
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pSub derB. licheniformis,E* Zellen im Laufe der Kultivierung verloren geht (s. I11.2.1.1.).
Das secASelektionssystem kénnte somit zu einer Steigerung deBmlicheniformis,E*
erzielten Subtilisin-Ausbeute fiihren. Im Western-Blot-Experimemtde weiterhin gezeigt,
dass Zellen mit dem pSubSecA-Plasmid im Vergleich zu solchiedem pSub-Plasmid eine
erhohte SecA-Konzentration aufweisen (s. 1ll.2.2.1.). Da eine erhdhte \ewde einen
positiven Effekt auf die Proteinsekretion haben kann (Lektugl, 1999), kdnnte diese die
Subtilisin-Ausbeute noch zusétzlich steigern. Wie bereits erwdadlitt die Uberexpression
dessecAGens fur die Zellen, die schon in grof3er Menge Subtilisin produzieweh, eine
zusatzliche Belastung dar (s.IV.2. und IV.2.1.). Ein Vergleich der mit S&mmen
B. licheniformis,,E* mit dem Plasmid pSub bzw. pSubSecA und &itlicheniformis,E*
AsecApSubSecA im Schuttelkolbenexperiment erzielten Subtilisin-Ausbeotika zeigen,
welchen Einfluss dasecASelektionssystem nun insgesamt auf die Subtilisin-Ausbeuten hat
(s. .2.2.3.). Dazu wurde sowohl eine Kultivierung mit als auch ohne Antbioti
durchgeflnhrt.

2.3.1. Die Uberexpression desecAGens hat einen positiven Einfluss auf die Subtilisin-
Ausbeute mitB. licheniformis ,E*

Die SecA-Menge in Zellen mit dem pSubSecA-Plasmid ist imgeh zu solchen mit dem
Plasmid pSub deutlich erhoht (s. 111.2.2.1.). Um bei gleicher Plasmidsiaibiir den Einfluss
der hohen SecA-Konzentration und der aus der Uberproduktion von SecA resudtiere
groReren metabolischen Belastung auf die Subtilisin-Ausbeute zu uhemsweurde eine
Kultivierung unter Zugabe von Antibiotika durchgefiihrt. Unter diesem Sehsdruck
sollten beide Plasmide stabil in den Zellen verbleiben. Mit demmi8t®. licheniformis,E*
AsecApSubSecA (113,5 U/ml) wurde im Vergleich zum Ausgangsst@niicheniformis
-E“ pSub (94,1 U/ml) eine um fast 19 % hdhere Subtilisin-Ausbeute e(gidlt.2.2.3.). Die
zur hohen Subtilisin-Synthese zusatzliche Uberproduktion von SecA hat kemén
negativen Einfluss auf die Ausbeute, sondern scheint im Gegentedraiige Sekretion von
Subtilisin in den Kulturiberstand zu bewirken. Mit d@&nlicheniformis,,E* Stamm ohne
chromosomalesecADeletion wurde dagegen in Gegenwart des Plasmids pSubSecAreine i
Vergleich zum Ausgangsstamm nur ca. 50%ige Subtilisin-Ausbeusdt¢d®,1 U/ml). Dies
war deshalb erstaunlich, da siéh licheniformis,E* pSubSecA undB. licheniformis,E*
AsecApSubSecA nur dadurch unterscheiden, dass im letzteren Stamm das ohmateos
secAGen deletiert ist. Durch die Untersuchung einzelner Klone im ,9Kilk'-Plattentest
und durch Plasmidpréaparationen wurde nachgewiesen, Babsheniformis,E" Zellen
erstaunlicherweise das pSubSecA-Plasmid trotz Selektion mibidiikum verloren hatten.
Dagegen blieben die Plasmide in den beiden anderen StaBrhemeniformis,E* pSub und
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B. licheniformis,E* AsecA wie beiSelektion durch Antibiotikum zu erwarten, bis zum Ende
der Kultivierung erhalten. Die nur geringe Subtilisin-Aktivitat, dmit dem Stamm

B. licheniformis ,E* pSubSecA erzielt wurde, lasst sich somit durch das Fehlen des
pSubSecA-Plasmids erklaren. Das Plasmid konnte Uber den 2,7 kB groRen hamologe
Bereich desecAGens in das Chromosom integriert worden sein. $ddeGen und das fur

die Tetracyclinresistenz kodierentietRGen konnten so vom Chromosom aus exprimiert
werden. Die verringerte Gendosis dgeGens wirde die verringerte Subtilisin-Aktivitat pro

ml Kulturiberstand erklaren. Eine weitere Moglichkeit ware, dassp&ibSecA-Plasmid
tatsachlich ganz verloren gegangen ist und es sich bei den ZellerPlaisn@d um spontan
tetracyclinresistente Mutanten handelt. Aufgrund des bereits digkatieNachstums-
nachteils, der den Zellen wahrscheinlich aufgrund der Expressi@edasind desubGens
entsteht, wirden spontanresistente Zellen wahrend der Kultivierung angereichert.

2.3.2. Im Schattelkolbenexperiment ohne Antibiotika werden mitB. licheniformis ,E*
AsecA pSubSecA und B. licheniformis ,E“ pSub vergleichbare Subtilisin-
Ausbeuten erhalten

Nachdem nun gezeigt wurde, dass dasASelektionssystem trotz wahrscheinlich fur die
Zelle zusatzlicher metabolischer Belastung einen positiven Edtdidie Subtilisin-Ausbeute
hat, wurde in einer weiteren Kultivierung im Schuttelkolben ohne Antkaintigabe
untersucht, wie sich die vollstandige Stabilitat des pSubSecA-RlssmB. licheniformis

.E“ AsecA im Vergleich zum Verlust der Plasmide pSub bzw. pSubSecA durch
B. licheniformis,E” auf die sekretierte Subtilisin-Menge auswirkt. Entgegen Esvartung
wurden mit den Stamme. licheniformis AsecA pSubSecA und dem Ausgangsstamm
B. licheniformis,E* pSub nur Subtilisin-Ausbeuten in vergleichbarer Hohe erzielt, obwohl
der Ausgangsstamm das Plasmid nachweislich wahrend der Kultivieturey Zusatz von
Antibiotikum verloren hat. Moglicherweise wird zu frihen Zeitpunkten nachidhen der
stationdren Wachstumsphase bereits der grofdte Teil des Subtiigilen Kulturiberstand
sekretiert (nur 1,5 % - 5,4 % der Zellen hatten das Plasmid bis zunvi&uitigszeitpunkt
von 48 h verloren), so dass ein Verlust zu spateren Zeiten keinen sehr Brofkgss mehr

auf die Gesamtausbeute des Subtilisins hat. Zudem ist die Verlustrateude3laSinids stark
von den Kultivierungsbedingungen abhéngig. Wahrend bei der Kultivierung tber einen
Zeitraum von 8 Tagen und Uberimpfen der Zellen in frisches LB-Medi @ % der

B. licheniformis,E* Zellen das pSub-Plasmid verloren hatten, war der Verlustanietiber

90 % bei Kultivierung Uber einen Zeitraum von 72 h bis in die spate staionar
Wachstumsphase sehr viel groRer. Die industrielle Fermentatimigtezbenfalls Gber einen
Zeitraum von 72 h. Es ist davon auszugehen, dass die stationdre Wachstanisghas
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Kultivierung im Fermenter wegen der verwendeten komplexen Nahrmg@diBnSoja-Mehl)
und der fur die Zellen optimierten Wachstumsbedingungen zu friherem Zefgacht wird
als bei der Kultivierung im Schuttelkolben. Zusatzlich wird wahrsdiohi die Absterbephase
aufgrund der fur die Zellen im Fermenter optimierten Lebensbedingumgansgezogert.
Somit wirde die fur die Subtilisin-Produktion entscheidende stationahafiensphase
verlangert. Da die Plasmidverluste hauptsachlich wahrend diesdrsWiansphase auftreten
(Harington et al, 1988), kénnte die Fermentation im Vergleich zum Schittelkolben-
experiment einen hoheren Verlust des pSub-Plasmids zur Folge habewolBiandige
Plasmidstabilitat des pSubSecA-Plasmidsiricheniformis,,E“ AsecAZellen sollte daher
insbesondere im Fermentationsprozess zu einer Steigerung der Subtilisin-Adgbeart.

Im Vergleich zu den hier im Schuttelkolbenexperiment ohne Antibiotikezigmit
B. licheniformis,E* pSub undB. licheniformis,E* AsecApSubSecA erzielten Subtilisin-
Ausbeuten war die miB. licheniformis,E* pSubSecA ohne chromosomadecADeletion
erzielte Ausbeute deutlich geringer. Sie entsprach in etwa udvedite, die mit dem Stamm
ohne Plasmid erhalten wurde. Da gezeigt wurde, dass unter diesemekurigsbedingungen
B. licheniformis,,E* Zellen das pSubSecA-Plasmid bereits nach 24-stindiger Kultivge
verloren haben (s. 111.2.2.2.), lasst sich die geringe Subtilisin-Aktidigges Stammes durch
den frihen Verlust des Plasmids erklaren. Allerdings konnten im Kultistabe von
B. licheniformis ,E* pSubSecA mittels Coomassie-gefarbtem SDS-Polyacrdgehi
deutliche Mengen Subtilisin nachgewiesen werden, wahrend im Kulturdhersdes
Stammes ohne Plasmid kein Subtilisin detektiert werden konnte. DieeKiatzon des
chromosomal kodierten Subtilisins, welches wie das plasmidkodiertdiSahton B. lentus
eine molekulare Masse von 27 kDa besitzt, scheint daher fir den NachmvEsomassie-
gefarbten Gel zu gering zu sein. Somit kann es sich bei der inurlloérstand von
B. licheniformis,E* pSubSecA nachgewiesenen Bande nur um das plasmidkodierte Subtilisi
von B. lentushandeln, welches vor dem Plasmidverlust noch synthetisiert wurdenadier
den Ergebnissen des AAPF-Testes zu urteilen, nicht vollstdndigzaksein scheint. Dieses
Ergebnis lasst vermuten, dass die Stdmme mit einem pSub- oder p&tI&emid zwar
gro3e Mengen Subtilisin synthetisieren, aber nur ein Gemisch awenaktind inaktivem
Enzym in den Kulturiberstand entlassen. Harsubtilis wurde gezeigt, dass die
Konzentration des essentiellen extracytoplasmatischen FalturegshelPrsA bei
Uberproduktion vona-Amylase und Subtilisin ,Carlsberg‘sgbQ limitierend fiir deren
Sekretion in den Kulturiberstand ist (Kontinen & Sarvas, 1993; Vitikaetead., 2001).
~Puls-Chase“-Experimente mit Uberproduzierten Subtilisin-PhoA-Fusiotespen zeigten
weiterhin, dass inB. subtilis prsA-Mutanten nicht die Translokation selbst, sondern die
anschlieBende Freisetzung und die Reifung des Subtilisins verzéddeicsbst al, 1993).
Das an der Aul3enseite der Plasmamembran verankerte PrsA witcsoRaltungshelfer fur
translozierte Proteine an der Grenzflache von Cytoplasmamembraneliwadrdl bendtigt.
Hier sorgt es wahrscheinlich dafur, dass die sekretierten Reot@ine unproduktiven
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Wechselwirkungen mit der Zellwand eingehen und so in ihre native Kortiormalten
kénnen (Wahlstromet al, 2003). Auch inB. licheniformisDSM13 wurde einprsA-Gen
identifiziert, dessen Genprodukt eine Identitdt von 69% zum PrsA-PreteirB. subtilis
aufweist (Frings, 1995). Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass raBcHicheniformisdie
PrsA-Konzentration bei der Gewinnung von sekretorischen Proteineneteniti ist. Bei
Uberproduktion des Subtilisins, ausgehend vom Plasmid pSub oder pSubSecA, steht
maoglicherweise nicht genug PrsA zur Verfugung, um die Faltung essngen in grof3en
Mengen sekretierten Subtilisins zu katalysieren, wahrend fur diaggeen Mengen des
chromosomal kodierten Subtilisins die PrsA-Konzentration fur die Faltictg limitierend

ist. B. licheniformis,E*“ pSubSecA Zellen verlieren ihr Plasmid wahrend der ersten 24 h de
Kultivierung vollstandig (s. Ill.2.2.2.). Diese Zellen sekretieren also zwrBeginn der
stationaren Wachstumsphase plasmidkodiertes Subtilisin, welchearalittgr limitierenden
PrsA-Menge wahrscheinlich nur zum Teil in seiner nativen aktiven dforation ins
Kulturmedium entlassen wird. Auch wenn nur ein geringer Teil desendhdieser Zeit
synthetisierten, plasmidkodierten Subtilisins als aktives Enzym m Kigturiberstand
entlassen wird, sollte mB. licheniformispSubSecA eine zumindest etwas hohere Ausbeute
erzielt werden als mit dem Stamm ohne Plasmid. Der AAPE&rgab aber entgegen dieser
Erwartung nur ahnlich hohe Subtilisin-Aktivitaten fur beide Stamme.

Die Tatsache, dass ein grol3er Teil des Bonlicheniformis,E* in den Kulturiiberstand
entlassenen Subtilisins nicht aktiv zu sein scheint, bedeutet walnisthel der industriellen
Produktion eine deutliche Verringerung der Gesamtausbeuten. Durch Uberpmmodrdti
PrsA in B. licheniformis ,E* lieBe sich vielleicht der Anteil an aktivem in den
Kulturiberstand freigesetztem Subtilisin steigern. Fur die Sehkrevon Subtilisin
~Carlsberg® mit B. subtilis wurde gezeigt, dass die Koexpression gesA-Gens zu einer
deutlichen Ausbeutesteigerung fuhrt (Kontinen & Sarvas, 1993). Insbesoraiesi@rertes
ungefaltetes oder gefaltetes aber noch nicht autoprozessient&litilisin ist anfallig fur
proteolytischen Abbau (Yabutet al, 2001). Eine durch hohe Mengen PrsA katalysierte
schnellere Reifung und Freisetzung des Subtilisins verringert serainden Zeitraum, in
dem der Abbau stattfinden kann und sorgt weiterhin fur die richtigerfgaties Subtilisins zu
einem aktiven Enzym mit einer proteaseresistenten Konformatsn.ist daher sehr
wahrscheinlich, dass eine erhdohte PrsA-Menge auch die SekretionubtéhsiB8s von

B. lentus mit B. licheniformis ,E“ verbessern kann. Eine erhthte PrsA-Menge sorgt hier
maoglicherweise sowohl fur einen Anstieg deesamtmenge an freigesetztem Subtilisin als
auch fur einen erhdhten Anteil von in seine native Konformation gefalteted somit
aktivem Subtilisin im Kulturiberstand. Die Koexpression \@wsA erscheint somit eine
vielversprechende Mdglichkeit, um die Subtilisin-AusbeutenBniicheniformis,E* weiter

zu steigern.
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2.4. Abschlieliende Betrachtung dessecASelektionssystems fir die industrielle
Subtilisin-Produktion mit B. licheniformis

Mit dem secASelektionssystem ist es gelungen, ein zur Selektion mit Anibialiernatives
System zu konstruieren. In dieser Arbeit wurde im Schuttelkolbenexpatrigezeigt, dass
der StamnB. licheniformis,E* AsecAdas pSubSecA-Plasmid stabil in den Zellen behalt und
dass die Uberexpression decAGens, ausgehend vom Plasmid pSubSecA, einen positiven
Einfluss auf die Subtilisin-Ausbeute hat. Das bisher zur industri@labtilisin-Produktion
mit B. licheniformis verwendete Plasmid besitzt zur anfanglichen Selektion ein
Antibiotikaresistenzgen, doch wird die eigentliche Fermentation ohnekt®asdruck
durchgefuhrt, so dass die Zellen im Laufe der Kultivierung das Rlaserlieren. Zur
industriellen Subtilisin-Produktion werden die Kultivierungsbedingungen salgevdass in
kurzer Zeit hohe Zelldichten erreicht werden und dass die Zellerhlef&nd mdoglichst
lange in der fur die Subtilisin-Produktion entscheidenden stationaren acphase
verbleiben. Da sowohl eine hohe Wachstumsrate (¥ya$, 1994) als auch eine verlangerte
postexponentielle Wachstumsphase (Haringibal, 1988) den Plasmidverlust beglnstigen,
sollte die im Gegensatz zum pSub-Plasmid vollstandige StallkgitpSubSecA-Plasmids
insbesondere unter fermentativen Bedingungen zu einer deutlichen 8tgiger Subtilisin-
Ausbeute fiihren. DasecASelektionssystenst somit eine vielversprechende Methode, um
die Ausbeuten bei der industriellen Gewinnung von sekretorischen Enzymtar we
steigern. Da antibiotikaresistente Krankheitserreger mittdewein grof3es Problem bei der
Bekdmpfung von Infektionskrankheiten darstellen, besteht ein zusatzlidigesneines
Interesse, Antibiotikaresistenzgene als Selektionsmarker zu idemeiuch hier bietet das
secASelektionssystem fir die industrielle Gewinnung von Enzymen eine gute Alernati
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V. Zusammenfassung

B. licheniformis wird von der Waschmittelindustrie zur Gewinnung von Proteasen des
Subtilisin-Typs eingesetzt. Die zur Produktion verwendeten Stammdeweumeist Uber
wiederholte Zyklen von ungerichteter Mutagenese und anschlieBendemiSgraef hohe
Sekretionsleistung erhalten. Die Ursachen flir die guten Sekregensehaften sind in der
Regel nicht bekannt. In dieser Arbeit sollten im industrierelevantg@amm

B. licheniformis,E* Sequenzunterschiede zum Wt-StamnB. licheniformisDSM13
identifiziert werden, die zu dessen guten Sekretionseigenschafteagbri Anzunehmen ist,
dass solche Mutationen Gene der Proteinbiosynthese oder der Protieikdtaors betreffen.

Ein moglicher Genort fir solche Mutationen ist decAGenlocus, der sowohl ein Gen der
Proteintranslokation als auch eines der Proteinbiosynthese enth&tedaé€enlocus besteht
aus dem fur die zentrale und energieliefernde Komponente der Paytsiakation
kodierendersecAGen und dem stromabwarts lokalisierfgfB-Gen, das fur den ,Release”-
Faktor 2 (RF2) kodiert. RF2 sorgt bei der Termination der Proteinblussaftr das Ablésen
der vollstandig synthetisierten Proteine vom Ribosom.

Im secAGenlocus des industrierelevanten Stammes wurden im Vergleich#ugtamm

41 Punktmutationen gefunden, von denen erstaunlicherweise nur eine im 2526 Bp grof3en
secAGen liegt, dagegen aber 40 im viel kleineren, 1102 Bp grpfiBraGen lokalisiert sind.
Die Mutation imsecAGen ist eine stille Mutation und bewirkt daher keine Veranderung im
SecA-Protein. Da gezeigt werden konnte, dass der industrierelestamen in der spaten
stationaren Wachstumsphase jedoch viermal mehr SecA-Protein studdgedeWt-Stamm,
bewirken die Mutationen imsecAGenlocus sehr wahrscheinlich unter anderem eine
Stabilisierung der bicistronischesecAprfB-mRNA. Die daraus resultierende Erhéhung der
SecA-Konzentration kénnte eine der Ursachen fur die guten Sekretemsehgften des
industrierelevanten Stammes sein.

Zwei der imprfB-Gen des industrierelevanten Stammes identifizierten Mutationénidie
Veranderung je einer Aminosaure im RF2-Protein zur Folge. Durdat\ar der Expression
des unverdnderten und des mutiepeB-Gens wurde sowohl der Einfluss der Aminosauren-
austausche als auch der Einfluss einer erh6hten RF2-Menge auft dlermWt- und dem
industrierelevanten Stamm erzielte Subtilisin-Ausbeute untersucht.dén Wt-Stamm
wurde bei einer moderaten Erh6hung der RF2-Konzentration, unabhéngig davonswelche
prfB-Gen exprimiert wurde, eine deutlich gesteigerte Subtilisin-Auteberhalten, wogegen
hohere RF2-Mengen nur zu einer geringfigigen Erhéhung der Ausbeute fuhegmeDtet
auf ein fein abgestimmtes Verhdltnis der Konzentrationen von RF2, t@&sdfen und
weiteren an der Proteinbiosynthese beteiligten Faktoren hin. Im idekvanten Stamm
bewirkte die Uberexpression des eigenen, mutierteriB-Gens eine deutliche
Ausbeutesteigerung, wogegen bereits eine sehr geringe ExpressioitgefB-Gens im
industrierelevanten Stamm eine Verringerung der sekretiertenliSiodtlenge zur Folge
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hatte. Da sowohl die Natur als auch die Konzentration des RF2-Proteins eiflessEuf die

Hohe der Subtilisin-Ausbeute hat, ist es sehr wahrscheinlich, dassdefhéfizierten
Mutationen zusammen mit weiteren Mutationen in anderen Komponenten des
Proteinbiosynthese-Apparates eine erhdohte Proteinbiosynthese-Kapawitéten und somit
wesentlich fur die mit dem industrierelevanten Stamm erziéltdren Subtilisin-Aubeuten
verantwortlich sind.

Bei der industriellen Subtilisin-Gewinnung erfolgt die Expression $igstilisin-Gens von
einem Plasmid, welches zur anfanglichen Selektion eine Antibiosiktéeazkassette enthalt.
Die eigentliche Fermentation wird jedoch ohne Antibiotika im Mediuncladyefihrt, so dass
ein Teil der Zellen das Plasmid wahrend der Kultivierung verliert.

In dieser Arbeit wurde ein alternatives Selektionssystem kongiroes dem das essentielle
secAGen als Selektionsmarker fungiert. Dazu wurde skEsAGen des industrierelevanten
B. licheniformisStammesn das zur Subtilisin-Synthese verwendete Plasmid kloniert, das so
entstandene Plasmid in Zellen des industrierelevanten Stammebrartg und anschliel3end
dessen chromosomalesecAGen deletiert. Das Subtilisin-SecA-Plasmid blieb in siecA
Deletionsmutante Gber den gesamten Zeitraum der Kultivierung stabim Schuttelkolben-
Maf3stab wurden Subtilisin-Ausbeuten in mindestens der gleichen GroRenordrniahgvee
mit dem Ausgangsstamm ohne Selektionsdruck durch Antibiotika. Die vamlig& Stabilitat
des Subtilisin-SecA-Plasmids lasst erwarten, dass insbesondere demt fermentativen
Bedingungen der industriellen Subtilisin-Gewinnung eine signifikante Amsbieigerung
erzielt werden kann.
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