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I. Einleitung

1. Gram-positive Bakterien als Wirtssysteme fiir die sekretorische
Gewinnung von heterologen Proteinen

Die technische Gewinnung von Proteinen durch Bakterien nimmt in der industriellen
Biotechnologie neben u. a. der Aminosédureproduktion eine sehr wichtige Rolle ein. Dabei
werden sowohl Gram-negative als auch Gram-positive Bakterien als Produktionssysteme fiir
industriell relevante Proteine genutzt. Als wohl bekanntestes Beispiel sei hier die bakterielle
Produktion von menschlichem Insulin durch das Gram-negative Bakterium Escherichia coli
genannt. In Gram-negativen Bakterien werden die Zielproteine meist im Cytoplasma oder im
Periplasma akkumuliert, was einen Aufschlufl der Zellen zur Gewinnung der Proteine notig
macht. Gram-positive Bakterien besitzen im Gegensatz zu Gram-negativen Bakterien keine
duBere Membran. Somit kann prinzipiell bei den Proteinen, die iiber die Cytoplasmamembran
transloziert werden, direkt eine Sekretion in den Uberstand erfolgen. Dies hat den Vorteil, daf3
die Zellen nicht aufgeschlossen werden miissen und somit eine Verunreinigung des
Zielproteins mit Zellproteinen ausbleibt.

Aus diesem Grund werden Gram-positive Bakterien schon lange als Sekretionssysteme fiir
die industrielle Gewinnung von Proteinen genutzt. So verwendet man Bacillus-Arten zur
Gewinnung von Enzymen wie Amylasen, Lipasen und Proteasen, wobei die Ausbeute der
Enzyme, die in den Uberstand ausgeschieden werden, bei bis zu 20g/1 liegt (Ferrari et al.,
1993). Hierbei ist aber zu bemerken, dafl diese hohen Sekretionsleistungen bislang nur bei
homologen Proteinen erzielt wurden. Heterologe sekretierte Proteine werden in Bacillus-
Arten rasch Opfer der zahlreich vorhandenen zellwandassoziierten und sekretierten Proteasen
(Harwood, 1992). Staphylococcus carnosus, ein weiterer Vertreter Gram-positiver Bakterien,
gewinnt aufgrund seiner ebenfalls relativ hohen Sekretionsleistung von bis zu 2g/l immer
mehr als Produktionssystem an Bedeutung. So konnte gezeigt werden, dal er sich als
Sekretionssystem sowohl fiir Enzyme als auch fiir therapeutische Proteine, wie z.B. Anti-
korperfragmente, zu eignen scheint (Dilsen et al., 2000; Pschorr et al., 1994; Schnappinger et
al., 1995; Sturmfels et al., 2001; Thudt et al., 1985). S. carnosus hat B. subtilis gegeniiber den
deutlichen Vorteil, daf} er keine Proteasen in den Kulturiiberstand sekretiert. Dadurch werden
die Ausbeuten an sekretierten Proteinen nicht wie bei B. subtilis durch Proteasen
beeintriachtigt, was ihn zu einem attraktiven Produktionswirt macht.

Die Proteinsekretion in Gram-positiven Bakterien beinhaltet als zentralen Schritt den
Transport der Proteine iiber die Cytoplasmamembran, bevor diese schlieBlich die Zellwand
passieren und in den Kulturiiberstand freigesetzt werden. Daher wird im Folgenden zunichst
auf den Proteintransport iiber Membranen im Allgemeinen und anschlieBend auf die
unterschiedlichen Transportwege im Einzelnen eingegangen.



I. Einleitung

2. Allgemeines zum Proteintransport iiber Membranen

Alle Zellen sind von mindestens einer Biomembran umgeben, die aus einer hydrophoben
Phospholipid-Doppelschicht besteht. Diese Membran bedeutet fiir grofe und geladene
Molekiile eine Permeabilititsbarriere, erlaubt aber die Passage nicht-polarer, hydrophober
Substanzen. Der kontrollierte Stoffaustausch iiber die Membran wird durch Membranproteine
reguliert, die als Kanile, Pumpen oder ,,Carrier” fungieren. Eine wichtige Funktion von
Biomembranen besteht in der Abgrenzung funktionell unterschiedlicher Reaktionsraume
innerhalb der Zelle (Kompartimentierung), welche einen unterschiedlichen Bestand an
Proteinen aufweisen. Da die Proteinbiosynthese mit Ausnahme einiger Proteine der
Mitochondrien und Chloroplasten bei allen Organismen im Cytoplasma stattfindet, besteht die
Notwendigkeit alle Proteine, die nicht fiir das Cytoplasma bestimmt sind, zu ihrem jeweiligen
Wirkungsort zu transportieren (Proteinsortierung). Diese Sortierung der Proteine zum
korrekten Zielort wird durch spezifische Erkennungssignale, die sog. Targeting-Signale,
innerhalb der Primérstruktur des jeweiligen Proteins, vermittelt. Der Transport des Proteins
iiber die Membran erfolgt durch membranstindige Multienzym-Komplexe, die sog.
Translokasen, die je nach Zellkompartiment eine unterschiedliche Zusammensetzung
aufweisen.

Im Gegensatz zur komplexen Kompartimentierung eukaryotischer Zellen weisen Prokaryoten
einen vergleichsweise einfachen Zellaufbau auf. Bei Gram-positiven Bakterien ist das
Cytoplasma nur durch die Cytoplasmamembran und eine sehr dicke Zellwand von der
Umgebung abgegrenzt. Gram-negative Bakterien haben dagegen eine diinnere Zellwand,
besitzen aber aufgrund einer duBleren Membran ein zusitzliches Kompartiment, das
Periplasma. In den Prokaryoten miissen daher alle nicht fiir das Cytoplasma bestimmten
Proteine mindestens die Cytoplasmamembran passieren. Hierfiir stehen mehrere unter-
schiedliche Wege zur Verfiigung, wobei der generelle Sekretionsweg (Sec-Weg, ,,secretion®)
und der Tat-Weg (,twin arginine translocation®) die zwei Hauptwege darstellen. Beide
bakteriellen Exportwege besitzen Gemeinsamkeiten, vor allem auf Ebene der Targeting-
Signale, weisen aber auch deutliche Unterschiede auf. Auf die Charakteristika des Sec- und
des Tat-Weges wird nun im Folgenden detaillierter eingegangen.

3. Der generelle Sekretionsweg (Sec-Weg)

Der Sec-Weg, der fiir den Organismus essentiell ist, transloziert die Proteine in einer
weitgehend ungefalteten Konformation iiber die Cytoplasmamembran, so da3 die Proteine
erst nach der Translokation in ihre aktive Konformation falten konnen. Dieser Weg ist in
Bakterien der am ldngsten bekannte und auch der am intensivsten untersuchte
Proteinexportweg. Auch in Bezug auf die Sekretion von Proteinen wurde der Sec-Weg genau
studiert und wird daher schon seit langem erfolgreich fiir die sekretorische Gewinnung
homologer Proteine mit Gram-positiven Bakterien als Wirtsorganismen eingesetzt. Im
Folgenden wird nun detailliert auf die Charakteristika des Sec-Weges eingegangen.



I. Einleitung

3.1 Das Sec-Signalpeptid

Bakterielle Proteine, die fiir den Export aus dem Cytoplasma iiber den Sec-Weg bestimmt
sind, besitzen an ihrem N-Terminus ein Signalpeptid, welches fiir das Targeting des
Vorldufers an die Translokase verantwortlich ist (siehe Abbildung 1). Dieses wird wihrend
oder kurz nach der Translokation des Proteins iiber die Cytoplasmamembran durch eine
Signalpeptidase abgespalten (Prozessierung). Das Exportprotein wird vor der Prozessierung
als Vorlidufer und im Anschluf3 daran als reifes Protein bezeichnet.

Bakterielle Signalpeptide des Sec-Weges weisen auf Ebene der Primérsequenz praktisch
keine Homologien auf, zeichnen sich aber durch einen hochkonservierten Aufbau aus drei
Dominen aus: einer am N-Terminus lokalisierten positiv-geladenen n-Region (1-5
Aminosduren), gefolgt von einer zentralen, hydrophoben h-Region (7-15 Aminoséduren) und
einer eher polaren c-Region (3-7 Aminosduren) (von Heijne, 1985). Letztere enthilt das
Erkennungsmotiv fiir die Signalpeptidase, welches den einzigen Teil des Sec-Signalpeptids
darstellt, der auf Ebene der Primérstruktur gewisse Homologien zeigt. Das Motiv ist durch
kleine, neutrale Reste — vorzugsweise Alanin — an den Positionen -1 und -3 relativ zur
Signalpeptidasespaltstelle definiert (von Heijne, 1984). Bei Nicht-Lipoproteinen erfolgt die
Abspaltung des Signalpeptids durch die Signalpeptidase I, wohingegen Lipoproteine durch
die Signalpeptidase II prozessiert werden. Letztere erkennt ein Sequenzmotiv, bei dem an
Position -3 grofere hydrophobe Aminosduren (v. a. Leucin) auftreten und an der Position +1
ein Cystein strikt konserviert ist (Sankaran und Wu, 1994).

reifer Teil
Y

AL

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Sec-Signalpeptids. Es zeigt einen hochkonservierten Aufbau
aus drei Doménen und besitzt neben dem konserviertem Erkennungsmotiv Ala — X — Ala (-3, -1) fiir die
Signalpeptidase keine weiteren konservierten Motive. Die Signalpeptidase-Spaltstelle ist durch den Stern
gekennzeichnet. Die Aminoséduren des Signalpeptids werden mit -X bis -1 numeriert und die des reifen Teils mit
+1 bis +Y. —X ist die erste Aminosdure der Signalsequenz und der Wert entspricht der Anzahl aller Aminosiuren
des Signalpeptids, Y ist die letzte Aminosiure des reifen Proteins und der Wert entspricht der Anzahl aller
Aminosduren des reifen Proteins.

3.2 Wechselwirkungen des Signalpeptids mit exportspezifischen Chaperonen

Der GroBteil aller Exportproteine wird in einer ungefalteten Konformation iiber den Sec-Weg
transloziert. Dabei findet die Membrantranslokation zumeist post-translational statt, so dal}
sichergestellt werden muf}, da3 die Proteine in einer ungefalteten und damit export-
kompetenten Konformation gehalten werden. Hierzu trigt ein komplexes Wechselspiel
zwischen exportspezifischen Chaperonen und den Signalpeptiden bzw. den reifen Teilen der
Vorlduferproteine bei. Das Sec-Signalpeptid spielt neben seiner Funktion als Targeting-Signal
und seiner Rolle bei der Regulation der Exporteffizienz und der Initiation der Translokation

3
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eine wichtige Rolle in der Erhaltung der Exportkompetenz: Es verursacht eine
Verlangsamung der Faltung des reifen Teils der Substrate (Hardy und Randall, 1991; Park et
al., 1988) und vergroBert somit das Zeitfenster fiir die Wechselwirkungen des
Vorlduferproteins mit exportspezifischen Chaperonen, welche das Vorlduferprotein in einer
ungefalteten und damit exportkompetenten Form halten und an den Sec-Apparat in der
Membran heranfiihren.

In E. coli, in dem der Sec-abhingige Proteinexport bislang am besten untersucht ist, kann das
Targeting der Vorldauferproteine an die membranstindige Sec-Translokase {iiber zwei
verschiedene Wege erfolgen. Dabei handelt es sich um das SecB- und das SRP-abhéngige
Targeting. Sowohl SecB als auch SRP (,,signal recognition particle) sind exportspezifische
Chaperone, die jeweils unterschiedliche Klassen von Proteinen zur Translokase leiten. Das
Targeting sekretorischer Proteine wird vorzugsweise von SecB vermittelt, Proteine mit sehr
hydrophoben Signalpeptiden und die meisten integralen Proteine der Cytoplasmamembran
werden jedoch iiber SRP zur Translokase dirigiert.

Das bakterielle SRP ist ein Ribonukleoprotein-Komplex, welcher aus dem Ffh-Protein (,,fifty
four homologue*) und einer 4.5S-RNA besteht, die zum SRP54-Protein und der 7S-RNA des
eukaryotischen SRP homolog sind (Poritz et al, 1988; Romisch et al., 1989). Der
Ribonukleoprotein-Komplex bindet co-translational an lange, hydrophobe Signalpeptide
und/oder Transmembransegmente von naszierenden Membranproteinen. Diese werden dann
in Assoziation mit den Ribosomen als sog. ,,Ribosome nascent chain complex* (RNC) vom
SRP an die Membran geleitet, wo das SRP an den membranstindigen SRP-Rezeptor FtsY
bindet. AnschlieBend erfolgen durch GTP-Bindung an FtsY und SRP die Freisetzung des
RNC vom SRP und die Ubergabe des Vorliuferproteins an die Sec-Translokase. Nach GTP-
Hydrolyse dissoziiert SRP von FtsY und kehrt zuriick ins Cytosol, wo es fiir SRP-abhéngiges
Targeting wieder zur Verfiigung steht. (Driessen et al., 2001; Manting und Driessen, 2000;
van Wely et al., 2001).

Das Chaperon SecB, das nur bei Gram-negativen Bakterien vorkommt, bindet innerhalb des
reifen Teils der Vorlduferproteine, wodurch diese in einer exportkompetenten Konformation
gehalten werden. Das Signalpeptid selbst wird nicht von SecB gebunden, triagt jedoch indirekt
an der Bindung von SecB bei da es, wie bereits erwihnt, die Faltung des Vorliduferproteins
verlangsamt. Der Komplex aus Vorlduferprotein und SecB wird iiber die hohe Affinitit von
SecB zu SecA, der zentralen Komponente des Sec-Apparats, an den Translokationsapparat
geleitet (Hartl er al., 1990) und SecB wird bei der Initiation der Translokation wieder ins
Cytoplasma freigesetzt (Fekkes et al., 1997).

3.3 Die Sec-Translokase

Die Komponenten der bakteriellen Sec-Translokase (Abbildung 2) wurden zuerst im Gram-
negativen Modellorganismus E. coli identifiziert und eingehend genetisch und biochemisch
charakterisiert. Die zentralen Komponenten der Sec-Translokase bilden die ubiquitar
vorkommenden integralen Membranproteine SecY, SecE und SecG, sowie die Untereinheit
SecA. SecY, SecE und SecG stehen im direkten Kontakt miteinander (Breyton et al., 2002;
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Nishiyama et al., 2000; van der Sluis et al., 2002; Veenendaal et al., 2001) und bilden
zusammen als dynamisches Heterotrimer die hydrophile Translokationspore, durch welche
die sekretorischen Proteine geschleust werden. Eine Strukturaufkldrung dieses Kanals bei
Methanococcus jannaschii deutet auf ein einzelnes SecY/E/G-Heterotrimer als aktive Spezies
(van den Berg et al., 2004). SecY und SecE sind essentielle Komponenten des Sec-
abhédngigen Proteinexports, SecG hat einen starken stimulierenden Effekt. Das SecA-Protein
ist die zentrale Komponente der Sec-Translokase. Seine Aufgabe ist es, das Vorliduferprotein
in die Sec-Translokase einzuschleusen (Initiation) und den Vorgang der Translokation
voranzutreiben. Durch ATP-Bindung und -hydrolyse gemeinsam mit dem Membranpotential
liefert es die fiir die Translokation notige Energie. SecA liegt wihrend des Translokations-
prozesses sowohl membranassoziiert als auch -integriert vor. Bislang wurde angenommen,
daB} SecA als stabiles Homodimer vorkommt, neuere Untersuchungen deuten aber darauf hin,
daB sich das SecA-Homodimer in einem Gleichgewicht mit einem SecA-Monomer befindet.
Beide Formen sind fiir die Sec-Translokation wichtig, jedoch ist das Homodimer essentiell fiir
die Translokation (Benach et al., 2003; Jilaveanu et al., 2005; Or et al., 2002).

Periplasma

Membran

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Sec-Translokase. Sie besteht aus den Komponenten der
Translokationspore (SecY, E und G), aus der zentralen ATPase SecA und weiteren akzessorischen Proteinen
(SecD, SecF und YajC) und dem mit der Sec-Translokase assoziiertem YidC. Das Targeting der sekretorischen
Proteine erfolgt entweder SecB- oder SRP-abhingig. Die fiir die Translokation benotigte Energie wird sowohl
durch ATP-Bindung und -Hydrolyse als auch durch das Membranpotential (AuH") bereitgestellt. Das
Signalpeptid (schwarz dargestellt) wird nach oder wihrend der Translokation durch die Signalpeptidase (LepB)
vom reifen Teil des Proteins (weill dargestellt) abgetrennt. Weitere Erklarungen im Text (siehe 1.3.3 und 1.3.4).

Neben der zentralen Komponente SecA und den Untereinheiten des Translokationskanals gibt
es noch weitere akzessorische Proteine, welche die Effizienz der Translokation beeinflussen.
Hierzu zdhlen SecD, SecF und YajC, welche einen membranintegralen Komplex bilden, der
in E. coli die Effizienz des Sec-Weges positiv beeinfluBt (Pogliano und Beckwith, 1994;
Tseng et al., 1999). Dieser Komplex scheint in E. coli an der Regulierung des katalytischen
Zyklus von SecA beteiligt zu sein und stabilisiert moglicherweise dessen membranintegrale
Form, um ein ,,Zuriickrutschen von bereits translozierten Abschnitten des Vorlduferproteins
zu verhindern (Duong und Wickner, 1997; Economou et al., 1995). Das YidC-Protein,
welches mit der Sec-Translokase assoziiert, ist in manchen Fillen an der Membraninsertion
von integralen Membranproteinen beteiligt (Houben er al., 2002; Luirink et al., 2001;
Nouwen und Driessen, 2002; Urbanus et al., 2001).
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3.4 Der Mechanismus der Sec-abhingigen Proteintranslokation

Die eingehende biochemische Charakterisierung der Komponenten der Sec-Translokase
fiihrte zur Aufstellung eines Modells, wie die Energie aus ATP-Bindung und -Hydrolyse am
SecA-Protein an die Translokation eines Polypeptids iiber die Cytoplasmamembran gekoppelt
ist. Das Vorlduferprotein wird nach dem Targeting an die Sec-Translokase an das SecA-
Protein iibergeben. Das SecA-Protein tritt mit SecB, dem Signalpeptid und dem reifen Teil
des Vorlduferproteins und auch mit Membranlipiden und der SecY/E/G-Translokationspore in
Wechselwirkungen. Die Ubergabe des Vorlduferproteins auf das SecA-Protein fiihrt zu einer
Aktivierung desselbigen, so daB ADP gegen ATP ausgetauscht wird (Brundage et al., 1990).
Durch die ATP-Bindung dndert SecA seine Konformation (den Blaauwen et al., 1996), was
zu einer Freisetzung des SecB-Proteins (den Blaauwen et al., 1996) und zu einer zumindest
partiellen Integration von SecA in die Cytoplasmamembran fiihrt (Economou und Wickner,
1994). Die gleichzeitige Co-Insertion des Vorlduferproteins mit dem SecA-Protein bewirkt
die Translokations-Initiation des Signalpeptids und eines Teils des reifen Proteins und somit
die Bildung des Translokations-Initiationskomplexes. Hierbei wird die Spaltstelle zwischen
Signalpeptid und reifem Teil des Vorldauferproteins auf der tramns-Seite der Cytoplasma-
membran fiir die Signalpeptidase zuginglich (Schiebel et al., 1991). Anschlieend erfolgt die
Hydrolyse von ATP, was in einer Membrandeinsertion von SecA, sowie zum Abldsen von
SecA vom Vorlduferprotein, welches in der Pore bleibt, resultiert. Durch nachfolgende
zyklische erneute Bindung von SecA an das Vorlduferprotein und ATP-Bindung und
-hydrolyse wechselt SecA zwischen inserierten und deinserierten Zustand und befordert das
Vorlduferprotein so in einem sogenannten ,,Ndhnadelmechanismus‘ in Schritten von 20-30
Aminosduren durch die Translokationspore (Schiebel et al., 1991; van der Wolk et al., 1997).

3.5 Qualitiitskontrolle an der Sec-Translokase

Es ist wichtig, dall Bakterien nur diejenigen Proteine exportieren, die auch tatsdchlich fiir den
Export bestimmt sind. Um dies gewihrleisten zu konnen, benutzt die Sec-Translokase einen
strikten Mechanismus der Qualititskontrolle. Uber genetische Selektion konnten
Suppressoren isoliert werden, die in der Lage waren Sec-Substrate mit Verdnderungen im
Signalpeptid, die einen Block des Sec-abhingigen Export dieses Substrates verursachen,
wieder zu exportieren. Solche Suppressor-Mutationen, die als pr/-Mutationen (,,protein
localization®) bezeichnet wurden, sind in den Genen, die fiir die Sec-Translokase-
komponenten SecA (PrID), SecY (PrlA), SecE (PrlG) und SecG (PrlH) kodieren, gefunden
worden (Bost und Belin, 1997; Emr ef al., 1981; Fikes und Bassford, 1989; Stader et al.,
1989). Diese pri-Mutanten suppremieren nicht nur den Exportdefekt von Sec-Substraten, der
durch verschiedenste Signalpeptid-Mutationen hervorgerufen wurde, sondern konnen sogar
auch den Export von Proteinen mit deletierter Signalsequenz vermitteln (Derman et al., 1993;
Flower et al., 1994; Prinz et al., 1996) In diesen Suppressoren ist damit scheinbar die
Qualitdtskontrolle an der Translokase herabgesetzt bzw. komplett ausgeschaltet. Die Effekte
der Suppressor-Mutationen sind meistens das Resultat verdnderter Wechselwirkungen
zwischen den einzelnen Untereinheiten der Sec-Translokase. So fiihren prlA-Mutationen zu
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einer erhohten Affinitdt zwischen SecA und SecY/E/G, was einen erhohten Export selbst
unverdnderter Substrate bewirkt (van der Wolk er al., 1998). Weiterhin bewirken priA- und
prlG-Mutationen eine gelockerte Assoziation von SecY, SecE und SecG, was durch eine
vereinfachte Insertion von SecA mit dem zu exportierenden Protein in die Membran zu einer
erhohten Translokationsrate fiihrt, so daf3 im Extremfall sogar Proteine ohne Signalpeptid
exportiert werden konnen (Duong und Wickner, 1999).

3.6 Die Anwendbarkeit des Sec-Weges fiir die Sekretion heterologer Proteine

Der Sec-Weg ist der am ldngsten bekannte und am besten untersuchte Proteintransportweg in
Bakterien. Daher ist es nicht verwunderlich, dal die industrielle Gewinnung von Proteinen
mittels Sekretion in Gram-positiven Bakterien bislang ausschlieBlich iiber den Sec-Weg
erfolgte.

Der Gram-positive Modellorganismus B. subtilis zeigt eine sehr hohe Sekretionsleistung Sec-
abhingiger Substrate, dies ist aber nur bei homologen Proteinen zu beobachten. Heterologe
Proteine werden vielfach nur sehr ineffizient und mit einer sehr geringen Ausbeute sekretiert.
Die Engpisse, die dafiir verantwortlich sind - sogenannte ,,bottlenecks® - treten meist erst in
den spiten Schritten der Sekretion auf, d.h. nach der Translokation der Vorlduferproteine iiber
die Cytoplasmamembran (Bolhuis er al., 1999). Vor der Translokation kann es zur
cytosolischen Aggregation der heterologen Proteine kommen, da aufgrund einer hohen
Syntheserate der Vorlduferproteine die Kapazitit der Chaperone, die die Vorlduferproteine in
einer exportkompetenten Form halten, iiberschritten wird (Wu er al., 1998). Das erste
,bottleneck* nach der Translokation bilden die Signalpeptidasen an der trans-Seite der
Cytoplasmamembran: Durch eine Uberbelastung der Signalpeptidasen stockt die
Prozessierung der Proteine und fiihrt zu einer Akkumulation von Exportproteinen in der
Cytoplasmamembran. AnschlieBend konnen extrazelluldre Faltungsfaktoren, wie z.B. PrsA in
der heterologen Proteinsekretion limitierend wirken (Bolhuis ef al., 1996; Kontinen und
Sarvas, 1993), was zu einer Akkumulation von nicht- oder falschgefalteten Proteinen in der
Zellwand fiuhren kann. Membran- oder zellwandassoziierte Proteasen, sowie 10sliche
Proteasen im Uberstand stellen schlieBlich das letzte ,bottleneck® dar. Langsame Faltungen
der heterologen Proteine nach der Translokation aufgrund von fehlenden Faltungsfaktoren
oder unproduktive Wechselwirkungen mit der Zellwand vergrolern das Zeitfenster, in dem
die Proteine von diesen extracytosolischen Proteasen abgebaut werden konnen, was dann
hiufig auch der Grund fiir die niedrigen Proteinausbeuten ist.

Die Verwendung von B. subtilis Stimmen, die nur noch eine geringe proteolytische Aktivitit
im Kulturiiberstand aufweisen, erbrachte zwar eine deutliche Verbesserung der Protein-
ausbeuten von bis zu 500mg/l, zeigen aber deutlich, dal nach wie vor einige Ausbeute-
limitierende Engpésse in der heterologen Proteinsekretion mittels des Sec-Weges bestehen.
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4. Der Tat — Weg

Der Tat-Weg, der die herausragende Fihigkeit besitzt, vollstindig gefaltete Proteine zu
exportieren, ist erst seit einigen Jahren bekannt und weist noch viele ungekléarte Fragen auf.
Die heterologe Proteinsekretion in Gram-positiven Bakterien mittels des Tat-Weges wurde
bislang kaum untersucht, obwohl aber gerade hierfiir der Tat-Weg aufgrund seiner Fahigkeit
vollstindig gefaltete Proteine zu exportieren moglicherweise ein grofles Potential besitzt. Im
Folgenden wird nun detailliert auf die Eigenschaften des Tat-Weges eingegangen.

4.1 Das Tat-Signalpeptid

Tat-Signalpeptide besitzen wie Sec-Signalpeptide den gleichen dreiteiligen Aufbau aus einer
basischen n-, einer hydrophoben h- und einer c-Region, welche die Erkennungssequenz fiir
die Signalpeptidase aufweist. Eine genauere Betrachtung von Tat-Signalpeptiden zeigt
jedoch, daBl sie neben der Linge - aufgrund einer Durchschnittslinge von 35 Aminosiduren
sind Tat- groBer als Sec-Signalpeptide - einige besondere Merkmale aufweisen, welche sie
deutlich von Sec-Signalpeptiden unterscheidet (sieche Abbildung 3). So befindet sich in der
n-Region am Ubergang zur h-Region ein hoch konserviertes Motiv, S/T-R-R-x-F-L-K, bei
dem zwei dicht benachbarte Argininreste extrem konserviert sind und deshalb fiir den Tat-
Weg namensgebend waren (Twin arginine translocation, Sargent er al., 1998). Weiterhin
auffillig ist auch, daB die h-Region in Tat-Signalpeptiden meist signifikant weniger
hydrophob ist als in Sec-Signalpeptiden (Cristobal et al., 1999) und daB sich in der c-Region
kurz vor der Signalpeptidase-Spaltstelle ein oder mehrere positiv geladenen Aminoséurereste
befinden konnen, die in Sec-Signalpeptiden fehlen und ein sogenanntes ,,Sec-Avoidance‘-
Motiv darstellen (Blaudeck et al., 2003; Bogsch et al., 1997; Cristobal et al., 1999; Stanley et
al., 2000).

S/TRRXFLK
~_ - 3 -1

reifer Teil

ungewéhnlich lang weniger hydrophob

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Tat-Signalpeptids. Es zeigt, wie das Sec-Signalpeptid, einen
hochkonservierten Aufbau aus drei Dominen. Die n-Region ist ungewohnlich lang und beinhaltet am Ubergang
zur h-Region das Zwillingsargininmotiv. Die h-Region ist meist weniger hydrophob als bei Sec-Signalpeptiden
und die c-Region kann positive Aminosiduren enthalten, die in der c-Region von Sec-Signalpeptiden nicht
vorkommen (durch das griine Plus gekennzeichnet). Der Stern kennzeichnet die Signalpeptidase-Spaltstelle.
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In unterschiedlichen Studien konnte gezeigt werden, dafl Tat-Signalpeptide in der Lage sind
auch Sec-Substrate zur Tat-Translokase zu dirigieren (Blaudeck et al., 2003; Cristobal et al.,
1999; Niviere et al., 1992). Umgekehrt ist es aber auch moglich mit Hilfe von Sec-
Signalpeptiden Tat-Substrate zur Sec-Translokase zu dirigieren (Wiegert et al., 1997). Dies
legt die Vermutung nahe, da3 das Signalpeptid iiber die gesamte Information, die fiir ein
korrektes Targeting zu der jeweiligen Translokase notig ist, verfiigt. Im Folgenden wird daher
noch einmal genauer auf die einzelnen Regionen des Tat-Signalpeptids eingegangen.

4.1.1 Die Rolle des Zwillingsarginin-Konsensusmotivs S/TRRxFLK

Das Zwillingsarginin im Tat-Signalpeptid ist extrem konserviert und die Bedeutung dieser
zwei Argininreste fiir das Targeting der Vorldauferproteine an die Tat-Translokase wurde in
mehreren Arbeiten untersucht. So wurde gezeigt, dal ein konservativer Austausch beider
Argininreste zu zwei Lysinresten in den meisten Tat-Substraten einen vollstindigen
Exportblock zur Folge hat, wihrend konservative Austausche der Zwillingsarginreste zu KR
und RK die Effizienz des Tat-abhingigen Export zwar deutlich reduzieren, jedoch keinen
vollstandigen Block zur Folge haben (Buchanan et al., 2001; DeLisa et al., 2002; Halbig et
al., 1999; Ize et al., 2002a; Kreutzenbeck und Freudl, unveroffentlichte Ergebnisse; Stanley et
al., 2000). Erst ein Ladungsverlust durch einen Austausch der beiden Argininreste zu KQ
oder QQ, oder eine Ladungsumkehr durch Austausch der beiden Argininreste zu DD fiihrte zu
einem vollstandigen Block (Kreutzenbeck und Freudl, unveroffentlichte Ergebnisse). Das
TatC-Protein, welches als Rezeptor fiir Tat-Signalpeptide fungiert, bindet in der Néhe der
Zwillingsargininreste an das Signalpeptid (sieche auch 1.4.3.2). Diese Interaktion ist aber
abhédngig von einem intakten Zwillingsarginin und so scheint die eigentliche Funktion der
Zwillingsargininreste im Konsensusmotiv darin zu liegen, ein Erkennungssignal fiir TatC zu
sein (Alami et al., 2003).

Es gibt jedoch auch einige natiirlich vorkommende Tat-Substrate, die ein weniger perfektes
Konsensusmotiv aufweisen. So besitzt die Tat-abhingige Penicillin-Amidase aus E. coli
anstelle der Zwillingsargininreste (RR) die Aminosduren Arginin-Asparaginsdaure-Arginin
(RNR) im Konsensus-Motiv (Ignatova et al., 2002) und das Tat-Substrat TtrB aus Salmonella
enterica weist ein Lysin-Arginin anstelle der zwei Argininreste auf (Hinsley et al., 2001).

In Tat-Signalpeptiden sind nicht nur die Zwillingsarginine, sondern das gesamte Konsensus-
motiv stark konserviert. So beeinflussen die Aminosiduren Phenylalanin, Leucin und Lysin im
Konsensusmotiv ebenfalls die Effizienz der Substrat-Erkennung durch die Tat-Translokase,
wobei beim Phenylalanin vermutlich dessen hydrophober Charakter die relevante Eigenschaft
ist (Stanley et al., 2000).

Das Tat-Konsensusmotiv ist zwar notwendig fiir den Tat-abhidngigen Export, aber fiir ein
Targeting zur Tat-Translokase ist es nicht ausreichend. Wird das Tat-Konsensusmotiv in ein
Sec-Signalpeptid an entsprechender Stelle eingefiigt, erfolgt keine Umleitung des modi-
fizierten Sec-Vorldufers in den Tat-Weg und, obendrein, wird der Sec-abhingige Export nicht
beeintrachtigt (Brink et al., 1998; Briiser et al., 1998). Dies bedeutet, da} zusitzliche Eigen-
schaften des Tat-Signalpeptids fiir das Tat-spezifische Targeting verantwortlich sein miissen.
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4.1.2 Die Bedeutung der Hydrophobizitit der h-Region

Die h-Region von Tat-Signalpeptiden weist meist eine signifikant niedrigere Hydrophobizitit
als die von Sec-Signalpeptiden auf. Die Bedeutung dieser niedrigere Hydrophobizitét scheint
darin zu liegen, eine produktive Einschleusung des Tat-Vorlduferproteins in den Sec-Weg zu
verhindern, so dafl das Tat-Substrat auch tatsdchlich iiber die Tat-Translokase und nicht iiber
die Sec-Translokase exportiert wird. So konnte Cristobal et al. (1999) zeigen, daB} das
eigentlich Tat-abhingige Fusionsprotein TorA-Lep, bestehend aus dem Tat-Signalpeptid der
TMAO-Reduktase (TorA) und der 16slichen Doméne der Sec-abhidngigen Leaderpeptidase
(Lep), durch eine Erhohung der Hydrophobizitit in der h-Region im TorA-Signalpeptid in
den Sec-Weg umgeleitet wird. Die Gesamthydrophobizitit des TorA-Signalpeptids und auch
die Hydrophobizitit der h-Region ist allerdings nicht viel niedriger als die von Sec-
Signalpeptiden, so dal} es sogar unverédndert — im Gegensatz zu anderen weniger hydrophoben
Tat-Signalpeptiden — in der Lage ist, die ATPase-Aktivitdt von SecA in vitro zu stimulieren
(Kebir und Kendall, 2002). Da es aber in vivo dennoch zu keinen funktionellen
Wechselwirkungen mit dem Sec-Apparat kommt, miissen zusitzliche Faktoren vorhanden
sein, die eine Einschleusung des TorA-Signalpeptids in den Sec-Weg verhindern. Somit
brauchen Tat-Signale, wie z. B. das von TorA, deren Hydrophobizitit ausreichend hoch fiir
produktive Interaktion mit Sec-Translokasen sind, eine zusitzliche Absicherung, nicht Sec-
abhédngig exportiert zu werden. Diese zusitzliche Absicherung erfolgt durch das sogenannte
»dec-Avoidance*“-Motiv, welches im folgenden Abschnitt erldautert wird.

4.1.3 Das ,.Sec-Avoidance“-Motiv in der c-Region

In der c-Region von Tat-Signalpeptiden konnen positiv geladene Aminoséurereste auftreten,
die in den c-Regionen von Sec-Signalpeptiden nur duBerst selten vorkommen (von Heijne,
1986). Solche positiv geladenen Aminosdurereste in der c-Region von Tat-Signalpeptiden
stellen das sogenannte ,,Sec-Avoidance*“-Motiv dar, welches produktive Wechselwirkungen
mit der Sec-Translokase verhindert. Eine Entfernung dieses Motivs aus dem Tat-Signalpeptid
hat zur Folge, dal das Tat-Substrat in den Sec-Weg umgeleitet wird (Blaudeck et al., 2003;
Bogsch et al., 1997; Cristobal et al., 1999; Stanley et al., 2000). Im TorA-Signalpeptid ist
solch ein ,,Sec-Avoidance“-Motiv vorhanden. Nun hat aber das TorA-Signalpeptid eine fiir
Tat-Signalpeptide untypische hohe Hydrophobizitit, dhnlich der von Sec-Signalpeptiden, was
prinzipiell Wechselwirkungen des TorA-Signalpeptids mit der Sec-Translokase erlauben
wiirde (siehe auch 1.4.1.2). Daher ist es wahrscheinlich, dal das ,,Sec-Avoidance“-Motiv in
solchen Signalpeptiden, in denen die Gesamthydrophobizitit hoch genug ist um potentiell
produktive Wechselwirkungen mit der Sec-Translokase einzugehen (siehe 1.4.1.2), als
entscheidender Faktor fungiert, um ein Targeting zur Sec-Translokase zu verhindern. So
konnte bei dem Tat-abhidngigen Fusionsprotein TorA-MalE, bestehend aus dem TorA-
Signalpeptid und dem reifen Teil des Sec-abhidngigen Maltosebindeprotein (MalE), gezeigt
werden, dal der Austausch des ,,Sec-Avoidance“-Motivs im TorA-Signalpeptid, bestehend
aus zwei Argininresten, gegen ein Leucin ausreichte, es in den Sec-Weg umzuleiten
(Blaudeck et al., 2003).
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Die Kinetik des Tat-abhéngigen Exports von TorA-MalE ist abhingig von der Anwesenheit
von SecB (Blaudeck et al., 2003). Da der Export schneller in Abwesenheit von SecB erfolgt,
bindet SecB das Tat-Vorlduferprotein trotz vorhandenem ,,Sec-Avoidance‘-Motiv. Daher
verhindert dieses Motiv sehr wahrscheinlich in einem spéteren Schritt die produktiven
Wechselwirkungen des Tat-Vorlduferproteins mit dem SecY/E/G-Komplex, nachdem durch
die ausreichend hohe Hydrophobizitit des Signalpeptids bereits Wechselwirkungen mit dem
SecA-Protein aufgetreten sind.

Inzwischen wurden bereits natiirliche Tat-Signalpeptide entdeckt, die bei einer Blockierung
des Tat-Weges eine Sec-abhingige Translokation vermitteln konnen, somit also einen
bifunktionellen Charakter aufweisen (DeLisa et al., 2003). Dies gilt auch fiir das oben
genannte TorA-MalE Fusionsprotein, bei dem das ,,Sec-Avoidance-Motiv mutiert ist. Es ist
in der Lage beide Wege zu benutzen, wobei aber der Sec-Weg kinetisch stark favorisiert ist.
Ein Gegenbeispiel fiir den Sec-Weg ist auch bekannt: Hier ist das Sec-abhingige
Ribosebindeprotein in der Lage auf den Tat-Weg auszuweichen, sofern der Sec-Weg blockiert
ist (Pradel et al., 2003).

Zusammengefallt kann gesagt werden, dafl in allen drei Bereichen des Tat-Signalpeptids
Faktoren vorkommen, die sowohl ein spezifisches Targeting zur Tat-Translokase bewirken,
als auch das Einschleusen in den Sec-Weg verhindern. Dies sind soweit bislang bekannt das
Tat-Konsensusmotiv, die im Vergleich zu Sec-Signalpeptiden niedrige Hydrophobizitit der
h-Region und das ,,Sec-Avoidance‘-Motiv der c-Region. Weiterhin scheint aber auch die
Gesamthydrophobizitit der n-Region einen fiir die Aufrechterhaltung der Exportweg-
Spezifitit wichtigen Faktor darzustellen (Ize et al., 2002a).

4.1.4 Spezies-Spezifitit in der Erkennung von Tat-Signalpeptiden durch die Tat-Translokase

Die Signalpeptide von Sec-Substraten lassen sich fast uneingeschrinkt zwischen den
Bakterien austauschen und gewihrleisten weiterhin einen Export des jeweiligen Substrats. Im
Gegensatz dazu sind im Tat-Weg schon einige Fille bekannt, bei denen ein fremdes Tat-
Signalpeptid von der jeweiligen Tat-Translokase nicht erkannt wird und daher das Substrat
nicht exportiert wird. So wird z. B. das Tat-Signalpeptid der Glucose-Fructose
Oxidoreduktase (GFOR) aus Zymomonas mobilis nicht von der Tat-Translokase in E. coli
erkannt (Blaudeck ez al., 2003). Diese sogenannte Spezies-Spezifitit in der Signalerkennung
von Tat-Substraten wird hochstwahrscheinlich dadurch entstanden sein, daf} sich im Laufe der
Evolution die Wechselwirkungen zwischen Tat-Translokase und Tat-Substrat spezifisch
aufeinander abgestimmt haben. Es gibt aber auch Tat-Signalpeptide, wie z. B. das von TorA
aus E. coli, die bislang von allen untersuchten Tat-Translokasen erkannt werden. Scheinbar
weisen die Signalpeptide, bei denen Spezies-Spezifitit in der Erkennung durch eine fremde
Translokase auftritt, eine ,,Avoidance‘-Eigenschaft auf, die die Erkennung durch eine fremde
Tat-Translokase verhindert und die augenscheinlich im TorA-Signalpeptid nicht vorkommt.
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4.2 Die Rolle des reifen Teils von Tat-Substraten

Die herausragende Eigenschaft des Tat-Weges ist seine Fidhigkeit, vollstindig gefaltete
Proteine zu exportieren. Die meisten Substrate des Tat-Weges sind cofaktorhaltige monomere
Redoxproteine, die ihre Cofaktoren bereits im Cytoplasma binden und somit ihre native
vollstindig gefaltete Konformation einnehmen. Neben Cofaktorhaltigen Tat-Substraten gibt
dariiber hinaus auch solche, die aus mehreren Untereinheiten bestehen. Jedoch ist das
Vorhandensein eines Cofaktors und/oder das Bestehen aus mehreren Untereinheiten keine
Voraussetzung fiir ein Tat-Substrat und auch umgekehrt sind Cofaktorhaltige Proteine
und/oder solche, die aus mehreren Untereinheiten bestehen nicht zwangsldufig Tat-Substrate.
So wird z.B. das monomere Sufl-Protein, dal keinen Cofaktor trigt, Tat-abhiingig exportiert
(Sargent et al., 1999). Solche Proteine falteten sehr wahrscheinlich zu schnell in eine stabile
Konformation und sind mit dem Sec-Weg nicht mehr kompatibel.

Fiir die Tat-abhidngige Translokation ist ein korrekter Faltungszustand der Tat-Substrate sogar
eine notwendige Voraussetzung, da in mehreren Arbeiten gezeigt werden konnte, daf} falsch
gefaltete Substrate nicht mehr vom Tat-Weg akzeptiert werden. So wird die NADP-abhingige
homotetramere Glucose-Fructose-Oxidoreduktase (GFOR) aus Zymomonas mobilis nur dann
iiber den Tat-Weg exportiert, wenn der Cofaktor NADP gebunden ist und das Enzym korrekt
gefaltet vorliegt (Halbig et al., 1999).

Neben homooligomeren Substraten, existieren auch heterooligomere Substrate, die Tat-
abhéngig exportiert werden. Dazu zédhlen die [NiFe]-Hydrogenasen, die aus einer kleinen und
einer groen Untereinheit bestehen, wobei nur die kleine Untereinheit mit einem Tat-
Signalpeptid synthetisiert wird. Die grofe Untereinheit wird jedoch trotz fehlendem
Signalpeptid exportiert, so dall eine Assemblierung beider Untereinheiten noch im
Cytoplasma stattfinden mufl (Rodrigue et al., 1999). Hier erfolgt ein Export mittels
,Huckepack“-Prinzip: Die grofle Untereinheit bindet an die kleine Untereinheit und wird
vermittelt {iber deren Signalpeptid exportiert. Weiterhin wird die kleine Untereinheit auch nur
dann exportiert, wenn die groe Untereinheit vorhanden ist.

Fiir die alkalische Phosphatase (PhoA), bei der die Ausbildung von Disulfidbriicken fiir die
korrekte Faltung zwingend erforderlich ist, konnte gezeigt werden, dall ein Tat-abhéngiger
Export nach Austausch der authentischen Sec-PhoA-Signalsequenz gegen eine Tat-
Signalsequenz nur in E. coli-Mutanten moglich ist, die eine Disulfidbriickenbildung auch im
Cytoplasma erlauben (DeLisa et al., 2003). In E. coli Wildtyp wird dagegen der Tat-
abhingige PhoA-Reporter nicht durch die Tat-Translokase exportiert. Dieser Versuch zeigte
deutlich, daff an der Tat-Translokase eine Qualititskontrolle existieren muf3, welche erkennen
kann, ob ein Protein korrekt gefaltet ist, ggf. seine Cofaktoren eingebaut und alle seine
Untereinheiten assembliert hat. Wie genau aber diese Qualititskontrolle aber nun tatsdchlich
funktioniert, ist bislang noch ungeklirt.

Das sogenannte ,Proofreading®, welches sich von der genannten Qualitdtskontrolle
unterscheidet und die Faltung und gegebenenfalls den Cofaktoreinbau zumindest bei einigen
Tat-Substraten in einer fritheren Phase kontrolliert, erfolgt u. a. iiber Substrat-spezifische
Chaperone, wie z.B. das DmsD- oder TorD-Protein. Diese beschleunigen den Cofaktoreinbau
und verhindern durch ein Binden des Tat-Signalpeptids der DMSO- bzw. der TMAO-
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Reduktase solange ein Targeting zur Tat-Translokase, bis der Cofaktor eingebaut und eine
korrekte Faltung eingenommen wurde (Hatzixanthis et al., 2005; Sargent et al., 2002).

4.3 Der Tat-Exportapparat

4.3.1 Die tat-Gene und die von ihnen kodierten Komponenten des Tat-Exportapparates

Der Tat/ApH-Weg ist erst seit einigen Jahren bekannt und wurde urspriinglich als
Proteinimportweg (ApH-Weg) in der Thylakoidmembran von Chloroplasten entdeckt. Im
Gegensatz zum Sec-Weg wird dieser ausschlieBlich durch den Protonengradienten iiber der
Membran energetisiert. Das erste fiir eine Komponente des ApH-Weges kodierende Gen,
hcfl06, wurde in Zea mays entdeckt und kodiert fiir ein Membranprotein, dessen
Inaktivierung zur cytoplasmatischen Akkumulation einiger Enyzmkomplexe fiihrt (Settles ef
al., 1997). Bei den Substraten des ApH-Weges fiel auf, dal diese mit einem charakteristischen
Signalpeptid synthetisiert wurden, das ein Zwillingsargininmotiv aufweist (Chaddock et al.,
1995; Henry et al., 1997). Neben Thylakoidproteinen wurden spidter auch bakterielle
Redoxenzyme mit solch einem Motiv gefunden. Tatsdchlich konnte auch in E. coli ein zum
hcf106 homologes Gen identifiziert werden, dessen Inaktivierung zum Translokationsblock
dreier Molybdoenzyme fiihrte, die alle ein Signalpeptid mit Zwillingsargininmotiv besitzen
(Weiner et al., 1998). Dieses Gen (mrtA) ist Teil eines zunéchst als mtt bezeichneten Operons
(,,membrane targeting and translocation®), das spiter aber in tar-Operon umbenannt wurde
(Sargent et al., 1998). Weitere Untersuchungen konnten zeigen, daB3 das m#tA-Gen fiir zwei
zum hcf106-Gen homologe Proteine, TatA und TatB, kodiert.

Das tar-Operon in E. coli enthilt die Gene tatABCD und wird konstitutiv exprimiert, wobei es
sich fiir das TatD-Protein herausstellte, da es nicht an der Tat-abhingigen Translokation
beteiligt ist (Wexler et al., 2000). Zu tatA sind sowohl ratB und tatE homolog, wobei letzteres
monocistronisch in einem anderen Abschnitt des Chromosoms vorliegt.

Tat-Gene sind zwar weit verbreitet, kommen aber nicht ubiquitdr vor. So sind sie, zusétzlich
zu ihrem Vorkommen in Pflanzen, in allen sequenzierten Genomen Gram-negativer und
Gram-positiver Bakterien mit einem Genom groBer als 2 Megabasen und auch in Archaeen
vorhanden (Wu et al., 2000; Yen et al., 2002). Die Organisation der fat-Gene ist variabel, so
konnen sie innerhalb eines Operons oder aber auch getrennt voneinander vorliegen.

Neben einem tatC-Gen ist immer mindestens ein dem hcf106 homologes Gen (tatA/B/E)
vorhanden, so dal} ein funktioneller Tat-Apparat anscheinend mindestens aus einem farC- und
mindestens einem der drei hcf106-Homolgen bestehen muf. Solch eine Minimaltranslokase
findet sich in vielen Bakterien, wie z.B. Staphylococcus aureus. Insgesamt gibt es bislang
unter den bekannten Tat-Translokasen drei unterschiedliche Klassen, die sich in der
Zusammensetzung der fat-Gene unterscheiden: (I) Minimaltranslokasen, d.h. Systeme die nur
aus den zwei Untereinheiten TatA und TatC bestehen, (II) Systeme, die die drei
Komponenten TatA, TatB und TatC aufweisen, wie z.B. Heliobacter pylori und der ApH-
Weg in Chloroplasten, und (IIT) Systeme, die neben TatA, TatB und TatC noch TatE besitzen.
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Solche Tat-Translokasen kommen u. a. bei E. coli und einigen weiteren Vertretern der
v-Proteobakterien vor (Dilks et al., 2003).

4.3.2 Topologie und Funktion der Tat-Proteine

Laut Strukturvorhersagen (Settles et al., 1997) bestehen TatA/B/E-Proteine aus einer
N-terminalen Transmembranhelix, gefolgt von einer cytoplasmatischen amphipatischen Helix
und einer cytoplasmatischen C-Region mit variabler Sequenz und Linge (siehe Abbildung 4).
Es wird vermutet, dall die amphipatische Helix aufgrund ihrer positiven Nettoladung mittels
elektrostatischer Wechselwirkungen an der cytoplasmatischen Seite der Cytoplasmamembran
anliegt (Berks et al., 2000a). Weiterhin haben Arbeiten zum Hcf106-Protein aus Chloro-
plasten und zum TatA-Protein aus E. coli gezeigt, da3 sich diese Proteine integral in der
Thylakoid- bzw. Cytoplasmamembran befinden (De Leeuw et al., 2001; Settles et al., 1997)
und dall der GroBteil des Proteins von der stromalen bzw. cytoplasmatischen Seite aus fiir
Proteasen zugénglich ist (Porcelli et al., 2002; Settles et al., 1997). Neuere Untersuchungen
am TatA-Protein von E. coli deuten jedoch darauf hin, daBl moglicherweise eine duale
Topologie vorliegt (Gouffi et al., 2004). So wurden mit Proteaseverdau des TatA-Proteins
zwei Formen ermittelt, wobei in der einen Form der C-Terminus von TatA periplasmatisch
und in der anderen Form cytoplasmatisch lokalisiert zu sein scheint. Diese duale Topologie
gilt aber nur fiir TatA und nicht fiir TatB und TatE. TatA und TatE, die auf Aminosdurebene
zu 60% identisch sind, haben iiberlappende Funktionen und nur eine tatA/E-Doppelmutante
verursacht eine vollstindige Blockierung des Tat-Weges (Jack et al., 2001; Sargent et al.,
1998). Die Expression von fatA ist in der Zelle 50 - 100fach hoher als die von fatE und so
wird angenommen, daf} tatE nur das Resultat einer kryptischen Genduplikation von ratA ist.
TatA und TatB, welche auf Aminosiurebene mit 25% eine geringere Ahnlichkeit aufweisen,
haben trotz ihres dhnlichen Aufbaus grundsitzlich verschiedene Funktionen, da TatB in
E. coli fiir den Export aller authentischen Substrate essentiell ist (Sargent et al., 1999).

Das TatC-Protein besitzt laut Strukturvorhersage sechs Transmembransegmente, sowie einen
cytoplasmatisch lokalisierten N- und C-Terminus (Sargent et al., 1998). Jiingste Arbeiten zur
Topologie von TatC unterstiitzten auch dieses Modell mit sechs Transmembransegmenten (Ki
et al., 2004). Jedoch wird auch eine alternative Topologie fiir TatC vorgeschlagen, in der
TatC nur vier Transmembransegmente aufweist und daher auch nur zwei anstelle von drei
periplasmatischen Loops ausbildet (Behrendt et al., 2004; Gouffi et al., 2002). TatC ist
ebenfalls - wie auch TatA und TatB - eine essentielle Komponente des Tat-Systems.

Periplasma

Cytoplasma

Abbildung 4: Strukturvorhersage der Tat-Proteine von E. coli. Abb. verindert nach Berks et al. (2000a).
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Die Stochiometrie der Tat-Proteine in der Zelle wurde in mehreren Arbeiten anhand
aufgereinigter hochmolekularer Komplexe untersucht und das Mengenverhéltnis von
TatA:TatB:TatC auf ca. 20:1:0.4 geschitzt (Bolhuis et al., 2001; Jack et al., 2001; Sargent et
al., 2001). TatA, welche demnach die dominante Komponente des Tat-Apparats ist, kommt in
Komplexen unterschiedlicher Zusammensetzung und GroB3e in der Zelle vor. So findet sich
TatA sowohl in einem 600kDa groen heterooligomeren Komplex zusammen mit TatB und
TatC, wobei die Menge an TatA variiert (Bolhuis ef al., 2001; Jack et al., 2001; Sargent et al.,
2001), als auch in einem heterooligomeren Komplex mit TatB, wobei es in 20-fachem
UberschuB gegeniiber TatB vorliegt (Sargent et al., 2001). TatA findet sich aber auch in
homooligomeren Komplexen mit einer Grofle von 460kDa (Porcelli et al., 2002), sowie in
homooligomeren Komplexen, deren Grée zwischen weniger als 100 und mehr als 500kDa
liegt (Oates et al., 2005). Bei letzteren wird angenommen wird, da die Komplexe aus
Molekiilen von drei bis vier Untereinheiten aufgebaut sind.

TatB und TatC liegen - wie bereits oben erwédhnt - zusammen in einem 600kDa grof3en
Komplex vor, mit einem Verhiltnis zueinander von 1:1 (Bolhuis et al., 2001). Hierbei zeigte
sich, da} TatB einen stabilisierenden Effekt auf TatC ausiibt (Sargent et al., 1999). Das TatC-
Protein geht als erste Untereinheit der Tat-Translokase Wechselwirkungen mit dem
Vorlduferprotein ein und erkennt sehr wahrscheinlich das Konsensusmotiv im Tat-
Signalpeptid. Daher iibernimmt es offensichtlich die Rolle des Substratrezeptors (Alami et al.,
2003). Erst nach der Bindung des Tat-Substrates an den Rezeptor im TatBC-Komplex kommt
TatA ins Spiel: Durch die Bildung eines Komplexes aus TatBC und Substrat erfolgt eine
Rekrutierung von TatA-Molekiilen, welche die eigentliche Translokationspore bilden (siehe
auch 1.0). Dies konnte sowohl fiir den ApH-Weg in Thylakoiden als auch fiir den bakteriellen
Tat-Weg gezeigt werden (Alami et al., 2003; Cline und Mori, 2001). Dabei wird spekuliert,
daBl das TatA-Protein, induziert durch die Wechselwirkung des Substrates mit dem TatB/C-
Rezeptorkomplex  iiber seine Transmembransegmente  oligomerisiert und die
Translokationspore bildet (Porcelli et al., 2002). Da die Grofe der Tat-Substrate variiert, ist es
denkbar, dal der Durchmesser der Translokationspore der Grée des zu tranzlozierenden
Substrats angepallt wird und, je nach Substrat, eine unterschiedliche Anzahl an Tat-
Molekiilen enthilt.

Die Rolle von TatB in der Tat-Translokase ist scheinbar die Vermittlung zwischen Rezeptor
und Translokationspore — sozusagen als physikalisches Bindeglied. Fiir Interaktionen
zwischen TatC und dem Tat-Substrat wird TatB nicht bendtigt, so dall sich moglicherweise
folgender Ablauf an der Translokase ergibt: TatC erkennt als Rezeptor das Vorlduferprotein
am Konsensusmotiv. AnschlieBend gibt es das Vorlauferprotein an TatB weiter, was in der
Lage ist, sowohl mit dem Konsensusmotiv, als auch mit der hydrophoben h-Region und dem
frithen Bereich des reifen Proteins zu interagieren. TatB reicht den Vorldufer schlieflich an
die Translokationspore weiter. Moglicherweise ist TatB nur eine physikalische Verbindung
zwischen TatC und TatA, da es zum einen in Abwesenheit von TatC mit TatA wechselwirken
kann und zum anderen in Abwesenheit von TatA mit TatC stabile Komplexe eingeht (de
Leeuw et al., 2002). Dariiber hinaus erlaubt eine Minimaltranslokase in E. coli, bestehend nur
aus TatA und TatC, einen geringen, aber dennoch detektierbaren Export (Blaudeck et al.,
2005). In dieser Arbeit wurden dariiber hinaus TatA-Suppressormutanten isoliert, die den Tat-
abhédngigen Export dieser E. coli Minimaltranslokase sogar wieder deutlich steigern konnten.
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Interessanterweise befanden sich alle Mutationen in der N-terminalen Domiéne von TatA.
Dies deutet darauf hin, daB in diesen Mutanten das TatA-Protein die Rolle von TatB
iibernehmen kann und moglicherweise nun effizienter an TatC bindet, ohne TatB als
physikalische Verbindung zu bendtigen. Dies deutet darauf hin, dafl TatB eine spezialisierte
Form von TatA zu sein scheint. Diese Ergebnisse erkldren vielleicht auch das Vorkommen
von TatAC-Minimaltranslokasen bei den Bakterien: Hier erfiillt das TatA-Protein eine
bifunktionelle Rolle sowohl als TatA als auch als TatB, eine Differenzierung von TatA zu
TatA und TatB hat hier nicht stattgefunden.

Die Aufgaben der einzelnen Tat-Proteine innerhalb der Translokase sind in einem Modell zur
Struktur der Tat-Translokase noch einmal bildlich zusammengefallt (siehe Abbildung 5,
Berks et al., 2000Db).

Periplasma

Vorlauferprotein Cytoplasma

Abbildung 5: Modell zur Struktur der Tat-Translokase von E. coli. TatC bildet den Rezeptor fiir die Tat-
Signalpeptide, mehre Kopien von TatA bilden die Translokationspore und TatB fungiert als Bindeglied zwischen
dem Rezeptor und der Pore. Abbildung verdndert nach Berks et al. (2000b).

4.3.3 Modell zum Mechanismus der Tat-Translokase

In vitro Studien zur Tat-Translokation in E. coli und Erbsen-Thylakoiden fiihrten zu einem
Modell, das die teilweise ApH-abhédngige zyklische Assemblierung und Disassemblierung der
Tat-Translokase wihrend des Transportvorganges beschreibt (Alami et al., 2003; Cline und
Mori, 2001; de Leeuw et al., 2002; Mori und Cline, 2002). Laut diesem Modell liegen die
Untereinheiten der Translokase in der Ruhephase in getrennten TatA- und TatBC-Komplexen
vor. Im ersten Schritt werden Tat-Vorlduferproteine in einem Energie-unabhingigen Schritt
vom TatBC-Komplex gebunden (Abbildung 6-1), wobei das TatC-Protein als Rezeptor fiir
das Tat-Signalpeptid dient. Moglicherweise erfolgen durch diese Bindung Konformations-
dnderungen am TatBC-Komplex, da die Bindung des Substrates Voraussetzung fiir den
folgenden Schritt ist. Abhiingig vom Protonengradienten (ApH) werden nun TatA-Molekiile
rekrutiert, die die eigentliche Translokationspore bilden, und assoziieren mit dem TatBC-
Komplex zur kompletten und aktiven Translokase (Abbildung 6-2). Es kann vermutet werden,
daB3 die Anzahl der TatA-Proteine, die rekrutiert werden, von der Grofle des Tat-Substrates
abhingen, um so eine von der GroBe her passende Translokationspore zu bilden. Diese
Assoziation zwischen TatA und TatBC bleibt solange bestehen, bis das Tat-Substrat
vollstidndig iiber die Membran transloziert wurde (Abbildung 6-3). Nach der Prozessierung
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des Tat-Vorlduferproteins durch die Signalpeptidase und der vollstindigen Freisetzung des
reifen Teils aus der Translokationspore dissoziieren TatA und der TatBC-Komplex und das
System kehrt wieder in den Ausgangszustand zuriick (Abbildung 6-4).

TatA TatB TatC

Vorlauferprotein ]:': '@
I
Abbildung 6: Modell zum Zyklus der Tat-Translokation. 1: Bindung des Vorlduferproteins an den TatBC-
Komplex. 2: ApH-abhingige Assoziation des TatBC-Substrat-Komplexes mit TatA. 3: Translokation des

Substrates (Prozessierung des Vorlduferproteins durch die Signalpeptidase ist nicht gezeigt). 4: Dissoziation von
TatA und TatBC.

4.3.4 Energetisierung des Tat-Weges

Der Tat-Weg wird iiber den elektrochemischen Protonengradienten der Membran (ApH)
energetisiert und bendtigt im Gegensatz zum Sec-Weg keine Energie in Form von NTPs. In
E. coli konnte gezeigt werden, dall Protonophoren, die das Membranpotential zerstéren, auch
den Tat-Weg blockieren (Cristobal et al., 1999; Santini et al., 1998; Wiegert et al., 1996). Der
klassische Inhibitor des Sec-Weges, Natriumazid, der die ATP-Hydrolyse durch SecA
verhindert, blockiert in E. coli auch den Tat-Weg zumindest partiell (Cristobal et al., 1999;
Santini et al., 1998; Wiegert et al., 1996). Da Natriumazid aber ein relativ unspezifischer
Inhibitor ist, kann es sein, dal das Tat-System indirekt beeintrichtigt wird. Denkbar ist, dal}
z.B. die terminale Reduktasen der Elektronentransportkette inhibiert werden, die den
Protonengradienten der Membran aufrecht erhalten (Berks et al., 2000a). Fiir den ApH Weg in
Thylakoiden wurde gezeigt, dafl ein substratspezifischer ApH-Mindestwert fiir den Export
notwendig ist. Offenbar gibt es eine substratspezifische Energiebarriere, die moglicherweise
von Parametern wie Substratgrofle, Faltungsstabilitidt oder Unterschieden in der Affinitit zur
Translokase bestimmt wird (Alder und Theg, 2003a; Alder und Theg, 2003b). Bei den
Untersuchungen in Thylakoiden zur Abhingigkeit der einzelnen Translokationsschritte vom
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Protonengradienten hatte sich gezeigt, dal der Protonengradient vermutlich wéhrend des
ganzen Transportverlaufs genutzt wird. Die Tat-Translokase konnte somit eventuell als ein
Protonen/Protein Antiporter fungieren.

4.4 Die Anwendbarkeit des Tat-Weges fiir die Sekretion heterologer Proteine

In Gram-negativen Bakterien konnte schon anhand mehrerer Arbeiten gezeigt werden, daf3
das Tat-System in der Lage ist effizient heterologe Proteine iiber die Cytoplasmamembran in
das Periplasma zu translozieren (Blaudeck et al., 2003; Gerard et al., 2002; 1ze et al., 2002a;
Ize et al., 2002b; Thomas et al., 2001). In Bezug auf seine Fihigkeit zur heterologen
Proteinsekretion in Gram-positiven Bakterien wurde das Tat-System bislang aber - im
Gegensatz zum Sec-Weg - kaum untersucht. Erste Untersuchungen in B. subtilis (Gerlach et
al., 2004) und Streptomyces lividans (Schaerlackens et al., 2004b) deuten aber an, daf} der
Tat-Weg in Gram-positiven Bakterien durchaus das Potential zur Sekretion von heterologen
Proteinen besitzt und somit eine mogliche Alternative zum Sec-Weg darstellen konnte. Dabei
spielt seine herausragende Eigenschaft vollstindig gefaltete Proteine zu exportieren eine
bedeutende Rolle: Die Proteine nehmen noch im Cytoplasma vor der Translokation ihre
gefaltete, aktive Form ein und werden in diesem Zustand transloziert. Aus diesem Grund
tauchen nach der Tat-abhédngigen Translokation nicht die Probleme, bzw. ,bottlenecks auf,
die in der Sec-abhingigen Sekretion in Gram-positiven Bakterien die Sekretionseffizienz
drastisch reduzieren, ndmlich der massive proteolytische Abbau von Exportproteinen, die
nach der Translokation zu langsam oder fehlerhaft falten (sieche auch 1.3.6). Durch die
besondere Eigenschaft des Tat-Weges, Substrate in vollstindig gefalteter Konformation iiber
die Cytoplasmamembran zu translozieren, konnen speziell auch solche Proteine in den
Kulturiiberstand sekretiert werden, die - z.B. aufgrund der notwendigen Unterstiitzung durch
cytosolische Faltungsfaktoren - nur im Cytoplasma und nicht nach der Translokation iiber die
Cytoplasmamembran ihre aktive Konformation einnehmen konnen. Eine Sec-abhéngige
Sekretion wire in solch einem Fall nicht moglich, da der Sec-Weg nur Proteine in
weitestgehend entfalteter Konformation translozieren kann, was zur Folge hat, da} die
Proteine natiirlich auch in entfalteter Konformation in den Kulturiiberstand gelangen, wo sie
dann aufgrund von fehlenden Faktoren nicht mehr in ihre aktive Form falten konnen. Dies
konnte besonders gut am Beispiel des Griin-fluoreszierenden Proteins (GFP) demonstriert
werden, das fiir die Faltung in seine aktive Konformation anscheinend auf cytosolische
Faltungsfaktoren angewiesen ist: Wird das GFP mit einem Sec-Signalpeptid synthetisiert,
liegt es nach dem Export inaktiv vor (Feilmeier et al., 2000), da es offensichtlich wegen
fehlender Faktoren auBlerhalb des Cytoplasmas nicht mehr falten kann. Wird es dagegen mit
einem Tat-Signalpeptid synthetisiert, liegt es nach dem Export in aktiver Form vor, da die
Faltung bereits im Cytoplasma stattfinden konnte (Thomas et al., 2001).

Die Tatsache, dafl Tat-abhéngig exportierte Proteine bereits im Cytoplasma ihre vollstindig

gefaltete Konformation einnehmen und in diesem Faltungszustand iiber die Cytoplasma-
membran transloziert werden, hat aber moglicherweise nicht nur Vorteile in der Sekretion
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heterologer Proteine. Es ist bislang ungeklirt, ob die Konformation der vollstidndig gefalteten
Tat-abhédngig exportierten Proteine fiir die Zellwandpassage von Nachteil sein konnte und
daher moglicherweise die Groe der vollstindig gefalteten Tat-Substrate eine Limitation in
Proteinsekretion darstellt. Dies wird im Folgenden Kapitel niher beleuchtet.

5. EinfluB} der Zellwand auf die Sekretion von heterologen Proteinen

Die Sekretion heterologer Protein mit Gram-positiven Bakterien setzt voraus, dal die Proteine
die Zellwand passieren konnen. Denn im Vergleich zu Gram-negativen Bakterien wie E. coli
ist die Zellwand Gram-positiver Bakterien ca. 10 mal so dick und weitaus stidrker vernetzt,
was aber von Organismus zu Organismus und auch je nach Wachstumsphase variieren kann.
Die Zellwand besteht aus einem dicken Mureinsacculus, der im Gegensatz zur Situation bei
Gram-negativen Bakterien aus mehreren, untereinander verlinkten Peptidoglykanschichten
aufgebaut ist. An das Peptidoglykan sind kovalent Teichon-, Lipoteichon und/oder
Teichuronsduren gebunden, die der Zellwand eine stark negative Ladung geben.
Untersuchungen zur Zellwandstruktur in B. subtilis haben ergeben, dal} diese einen pordsen
Charakter aufweist, wobei die Porengrofe zwischen 2 und 4nm im Durchmesser betréigt.
Daher sollten theoretisch Proteine bis zu einer Grole von 50kDa die Zellwand durch die
Poren passieren konnen (Demchick und Koch, 1996). GroBere Proteinen konnten dagegen in
der Zellwand stecken bleiben, was natiirlich die Sekretionsleistung stark beeintrichtigt
(Tjalsma et al., 2000).

Neben der GroBle eines Proteins kann auch seine Nettoladung limitierend fiir die Zellwand-
passage sein. Aufgrund der Ladungseigenschaft der Zellwand konnen Proteine, die eine
insgesamt positive Nettoladung aufweisen, Wechselwirkungen mit der Zellwand eingehen
und somit die Sekretionsleistung mindern.

Die Zellwandstruktur der Gram-positiven Bakterien ist wie bereits erwidhnt von Organismus
zu Organismus verschieden. Besonders deutlich ist das bei den Corynebacterianeae, wozu
u. a. Corynebacterium glutamicum und Mycobacterium tuberculosis gehoren. Diese Bakterien
besitzen einzigartige Zellwandkomponenten, die in anderen Gram-positiven Bakterien nicht
vorkommen. Typisch ist vor allem, da3 die Zellwand Mykolsduren aufweist, welche die
komplette Zelle vermutlich als Doppelschicht umgibt (Minnikin et al, 1978). Diese
Mykolsdureschicht, die eine hochst geordnete Struktur aufweist, ist der Grund fiir eine
aufBerordentlich niedrige Permeabilitit der Zellhiille (Nikaido, 1994) und stellt daher auch fiir
sekretorische Proteine potentiell eine Barriere dar. Da aber auch in Corynebacterianeae die
Sekretion von Proteinen in den Uberstand beobachtet wird, wird angenommen, dal
moglicherweise ein spezifischer Translokationsapparat in der Mykolsdureschicht die
Sekretion von Proteinen erlaubt (Houssin et al., 2002).

Da die Zellwandstruktur somit hochstwahrscheinlich die Sekretionsleistung beeinfluflt, ist es
denkbar, daB3 aufgrund der Variabilitit der Zellwandstruktur auch die Sekretionsleistung
innerhalb der Gruppe der Gram-positiven Bakterien variiert. D. h. es gibt moglicherweise
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unter den Gram-positiven Bakterien solche, die aufgrund einer guten ,,Proteindurchlédssigkeit*
ihrer Zellwand auch gute Sekretierer sind.

Moglicherweise spielt hier auch die Zellform der Gram-positiven Bakterien eine wichtige
Rolle, die maBgeblich fiir den Zellwandturnover wihrend des Zellwachstums und der
Zellteilung verantwortlich ist. Die Zellteilung und das Zellwachstum unterscheiden sich bei
stibchen- und kokkenformigen Bakterien deutlich, was sich auch auf das MalBl an
Zellwandturnover auswirkt. So erfolgt wihrend des Zellwandturnovers bei stibchenférmigen
Bakterien ein deutlich groflerer Austausch an Zellwandmaterial als es bei kokkenformigen
Bakterien der Fall ist. Wenn tatsédchlich heterologe Proteine in der Zellwand steckenbleiben,
wiirde es theoretisch durch den Zellwandturnover zu einer Freisetzung zumindest eines Teils
dieser steckengebliebenen Proteine kommen. In solch einem Falle wéren hochst-
wahrscheinlich aufgrund des groferen Zellwandturnovers die stibchenformigen Bakterien
gegeniiber den kokkenférmigen Bakterien im Vorteil, da eine groBere Menge an Protein
freigesetzt wird und in den Kulturiiberstand gelangt.

6. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die sekretorische Proteingewinnung mit Gram-positiven Bakterien hat den deutlichen Vorteil
gegeniiber der intrazelluldiren Proteingewinnung mit Gram-negativen Bakterien, daf} die
Zielproteine direkt in den Uberstand sekretiert werden konnen. Dadurch entfallen ein
Aufschlufl der Zellen und eine dadurch verursachte Verunreinigung der Zielproteine. Zudem
weisen Gram-positive Bakterien eine sehr hohe Sekretionsleistung auf und werden daher
schon lange in der industriellen Proteingewinnung genutzt. Bislang erfolgte die Sekretion
jedoch allein iiber den Sec-Weg, was einige Limitierungen mit sich bringt. So werden die
hohen Sekretionsraten zumeist nur bei homologen Proteinen erreicht, wohingegen die
Sekretionseffizienz heterologer Proteine aufgrund der zahlreichen ,,bottlenecks* der Sec-
abhédngigen Sekretion sehr niedrig ist.

Bakterien besitzen neben dem Sec-Weg noch einen zweiten, den erst vor einigen Jahren
entdeckten Tat-Weg, welcher die herausragende Eigenschaft hat, vollstindig gefaltete
Proteine zu exportieren. Die fiir den Tat-abhéngigen Export notige vollstindige Faltung der
Proteine im Cytosol umgeht die meisten unter 1.3.6 aufgefiihrten Probleme, die in der Sec-
abhidngigen Gewinnung heterologer Proteine zu niedrigen Ausbeuten fiihrt. Der Tat-Weg
eroffnet somit die Moglichkeit, solche Proteine effizient zu sekretieren, die aufgrund von
Faltungsproblemen nach der Membranpassage fiir die Sec-abhédngige Sekretion nicht geeignet
sind. Der Tat-Weg wurde aber bislang kaum auf seine biotechnologische Anwendbarkeit hin
untersucht, obwohl er ein grofles Potential im Hinblick auf die Sekretion heterologer Protein
hat.

Ziel dieser Arbeit war es, den Tat-Weg im Hinblick auf sein Potential zur sekretorischen
Proteingewinnung mit Gram-positiven Bakterien als Wirtsorganismen zu bewerten. Da
moglicherweise die Zellwandstruktur und auch die Zellform eine Rolle bei der
Proteinsekretion spielt, wurden drei Gram-positiven Organismen zur Untersuchung der Tat-
abhidngigen Sekretion heterologer Substrate ausgewihlt, die iiber eine unterschiedliche
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Zellwandstruktur verfiigen und auBlerdem eine unterschiedliche Zellform aufweisen:
B. subtilis (Stibchenformig), S. carnosus (Kokkenférmig) und C. glutamicum (Coryneform).
Um nun den Tat-Weg fiir die sekretorische Proteingewinnung in diesen drei Organismen zu
erschliefen und zu bewerten, sollte im Rahmen dieser Arbeit die Tat-abhéngige Sekretion von
unterschiedlichen heterologen Substraten in diesen Organismen untersucht, qualitativ
miteinander und auch gegebenenfalls mit der Sec-abhingigen Sekretion verglichen werden.
Die daraus gewonnenen Erkenntnisse sollten helfen, eine Aussage iiber die Verwendbarkeit
des Tat-Weges fiir sekretorische Proteingewinnung in verschiedenen Gram-positiven
Bakterien treffen zu konnen.

Fiir B. subtilis war bekannt, da3 er iiber ein funktionelles Tat-System verfiigt, im Gegensatz
zur Situation bei S. carnosus und C. glutamicum. Daher sollte zundchst untersucht werden, ob
S. carnosus und C. glutamicum iiber einen funktionellen Tat-Weg verfiigen, wobei zumindest
fiir C. glutamicum die Genomsequenz einen ersten Hinweis darauf gab. Eine anschlieBende
Charakterisierung des jeweiligen Tat-Weges sollte deutlich machen, welche Rolle er fiir den
Organismus spielt. Hierdurch konnten fiir den jeweiligen Organismus erste Riickschliisse auf
die Verwendbarkeit des Organismus als Tat-abhéngiges Sekretionssystem gezogen werden,
da wahrscheinlich ist, daf ein Organismus, in dem der Tat-Weg eine wichtige Rolle spielt,
sich eher als Sekretionssystem fiir Tat-Substrate eignet, als ein Organismus, in dem der Tat-
Weg einen sehr geringen Stellenwert hat.

Ein weiterer zusitzlicher Aspekt dieser Arbeit ist die Untersuchung zur Spezies-Spezifitit in
der Erkennung von Tat-Substraten durch die Tat-Translokase (siehe auch 1.4.1.4). In dieser
Arbeit sollte untersucht werden, in wie weit die Spezies-Spezifitit in der Erkennung von Tat-
Substraten zwischen S. carnosus, C. glutamicum, B. subtilis und E. coli ausgeprigt ist und in
welchem MaBle sie dadurch die Sekretionseffizienz heterologer Proteine beeinfluflt. Dazu soll
die Sekretionseffizienz von Fusionsproteinen mit einem, sofern vorhanden, eigenen Tat-
Signalpeptid des jeweiligen Organismus mit der Sekretionseffizienz von Fusionsproteinen mit
fremdem Tat-Signalpeptid verglichen werden.
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1. Chemikalien und Enzyme

In der vorliegenden Arbeit wurden analysenreine Chemikalien der Firmen Merck AG
(Darmstadt), Sigma Chemie (Taufkirchen) und Serva (Heidelberg) verwendet.
Biochemikalien und Enzyme, einschlieBlich der dazugehoérigen Puffer stammten von den
Firmen MBI Fermentas GmbH (St.Leon-Rot), Roche Molecular Biochemicals (Mannheim)
und New England Biolabs (Frankfurt/Main). Zuséitze fiir Ndhrmedien wurden von der Firma
Difco Laboratories (Detroit, USA) bezogen. Produkte anderer Hersteller sind an
entsprechender Stelle aufgelistet.

2. Bakterienstimme, Plasmide und Oligonukleotide

Tabelle 1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Stimme und ihre wesentlichen genetischen Marker.

Art Stamm Genotyp Referenz
B. subtilis DB104 His nprR2 nprR2 nprE18 AaprA3 Kawamura und Doi,
1984
168 trpC2 Kunst et al., 1997

tatAdCd trpC2, tatAd-Cd::Kan Jongbloed e al., 2004

tatAyCy trpC2, tatAy-tatCy::Sp Jongbloed et al., 2004

total-tat, trpC2, tatAc::Em, tatAy-tatCy::Sp, |Jongbloed et al., 2004
tatAd-tarCd::Kan

C. glutamicum | ATCC13032 | Wildtyp Abe et al., 1967
DCTC ATCC13032 AtatAC diese Arbeit
E. coli DH5a supE44 AlacU169(@80 lacZAM15) |Hanahan, 1983
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1
relAl
IM109 recAl supE44 endAl hsdR17 Yanisch-Perron et al.,

gyrA96 relAl thi-1 A(lac-proAB) 1985
F[traD36 proAB* lacl° Z AM15
MC4100 araD39 (argF-lac, U169 relA51 Casadaban, 1976
rps150 fIB5301 deoCl ptsF25

GSJ100 MC4100 x P1.MM129>Tet® Blaudeck et al., 2003
AmalE444 7jb729::Tnl0
DADE MC4100 AtatABCD/E Wexler et al., 2000
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E. coli GSJ101 DADE x P1.MM129>Tet" Blaudeck et al., 2003
malE444 7jb729::Tn10
S. carnosus TM300 Wildtyp Schleifer und Fischer,
1982
S1 Industrieller Geschmacksproduzent, | Wisby
nuc’
DMC S1 AtatC diese Arbeit

Tabelle 2: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide.

Plasmid Beschreibung Referenz
pWH1520 amp" g, tet"g., Py, XVIR Rygus et al., 1991
pBBR1IMCS-2 kanRE,c.,Placz mob rep lacZao™* Kovach et al., 1995
pEKEx2 kan®z..c.g., Prac, lacl® Eikmanns et al., 1991
pXR100 ampRE,c,, cmRS.c,, P Jochen Meens
(pers. Mitteilung)
pUCI18 ampRE,c,, Pz Vieira und Messing,
1982
pGFP,, pUCI18 gfp-uv Clontech
pK19mobsacB Integrationsvektor fiir C. glutamicum, kanR, Schafer et al., 1994
oriVg., oriT, mob, sacB
pK19mobsacBtat* | pK19mobsacB-Derivat mit den diese Arbeit
flankierenden Bereichen des ratA C-Operons
aus C. glutamicum
pPSM1058 Integrationsvektor fiir S. carnosus , cmR, Madsen et al., 2002
rep”, usb45-nucB
pPSM1058tatC pPSM1058-Derivat mit den flankierenden | diese Arbeit
Bereichen des ratC-Gens aus S. carnosus
pXRTorACGTase |pXR100, torAignaisequenzcgtase, ,untranslated | Angela Vollstedt
region’ (UTR) und Ribosomenbindestelle (pers. Mitteilung)
von S. hyicus
pXRTorAGFP pXR100, torAsignaisequenz&fP» UTR und RBSg. | diese Arbeit
hyicus
pEKEx2PhoD¢,GFP | pEKEX2, phoDC.g. signaisequen:8fP diese Arbeit
pEKEx21588¢,GFP | pEKEX2, 1588;i¢naisequenz8fP diese Arbeit
pBBRTorAMalE pBBRIMCS-2, torAjignaisequenmal E Natascha Blaudeck
(pers. Mitteilung)
pEKEx2TorAMalE | pEKEX2, torAignaisequenmal E diese Arbeit
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pEKEx2TorAGFP
pEKEx2MalE
pEKEx2PhoDg,GFP
pWHTorAMalE
pWHTorAGFP
pWHPhoDz,GFP
pWHPhoD¢,GFP
pWHOmMpA
pBBRTorAGFP
pBBRPhoD,GFP
pBBRPhoD¢,GFP
pXRPhoD¢,GFP

pXRPhoDg,GFP

PEKEX2, t07Aignaisequen:8fP
PEKEX2, malEignaisequenMal E
PEKEX2, phoDB.s. signaisequenz&fP
pWH1520, torAignaisequenzmal E
pWHI1520, torAsignaisequenz8fP
pWHI1520, phoDB.s. signaisequenz&fP
pWH1520, phoDC.g.signatsequen:&P
pWH1520, ompA

pBBRIMCS-2, torA-gfp
pBBRIMCS-2, phoDB.s. signaisequenz8IP
PEKEX2, phoDC.g. signaisequenz&fP
pXR100, phoDB.s. signaisequenz8IP

pXI'l 00, phODC 8- signalsequenzgfp

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
Dietmar Tippe
(pers. Mitteilung)
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Tabelle 3: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide. Die jeweiligen Schnittstellen sind

unterstrichen
Oligonukleotid |Sequenz (5’ - 3’) Verwendung
tatASa-for ACAGGCCCAACAAGTCTTGTCGTC Amplifizierung eines
internen fatAC
tatCSa-rev ATGCTTTAAAGCCAATGACAGGCG Fragmentes von

S. aureus

tatA400Sc-for

tatA400Sc-rev

tatC400Sc-for

tatC400Sc-rev

GTAGGTACCATGTTTACAAATATGTTTG
TTCTTGGCATCACAGG
ACGGGTGTATCCACCAATGAGATG

GGTGGATACACCCGTGTCAGAACTATTA
CGTTGGCTG
CGGGGATCCTCCGACATGGGAAACAAT
AGTACCA

Konstruktion der
S. carnosus AtatC-
Mutante

TorA(UTR)-for

TorA(UTR)-rev

CTCTAGAGTCGACCTAGAGTCGAT

CGCCGCTTGCGCCGCAGT

Konstruktion des torA-
gfp Fusionsgens fiir
S. carnosus
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Tor/GFP-for

ACTGCGGCGCAAGCGGCGCGTAAAGGA
GAAGAACTTTTCACTGGA

Konstruktion des torA-
gfp Fusionsgens fiir

GFP(UTR)-rev | CGCGCATGCTGGAATTCATTATTTGTAG |S. carnosus
AGCTC
tatACg-for GAGGTCGACAAATCTTCCGATATTGCCA
CGTTATTGCTGC
tatACg-rev CCCATCCACTAAACTTAAACACCATGGT
CCGAGGGACATGTGGTCTAC .
Konstruktion der
C. glutamicum AtatAC-
tatCCg-for TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGAAACCCG |- &
GGCGCGCCGACTTCG utante
tatCCg-rev GTGGGATCCATCCATGACCACGTGGCTT
AAGCGCT
CgDel-for AGGCTTGATCGCATCCGAAG o
Uberpriifung der
CgDel-rev CAGGCTCAAACAGTGGCATC C. glutamicum AtatAC-

Mutante

Cg2185ss-for

Cg2185ss(+4)-
rev
Cg1588ss-for

Cg1588ss(+4)-
rev

GGCGGTACCAAGGAGATATAGATATGC
CACAGTTAAGCAGACGCCAGTTC
AGTTCTTCTCCTTTACGTTGGCGTTCTTC
AGCGCGTGCAG
GGCCCTGCAGGAAGGAGATATAGATAT
GAAGCTTTTCTCCCGCACCTCACTG
AGTTCTTCTCCTTTACGGGAGTCCTCATC
AGCGAATGCAGG

Konstruktion der
phoDc,-gfp und 1588 c,-
gfp Fusionsgene

GFP(maless)-for

CgGFP-rev

GTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAG

CAGGAATTCATTATTTGTAGAGCTCATC
CATGCCATG

Konstruktion der
phoDc,-gfp und 1588 c,-
gfp Fusionsgene

CgRBSTorA-for

CgRBSTorA-rev

GGCGTCGACAAGGAGATATAGATATGA
ACAATAACGATCTCTTTCAGGCATCAC

GATGGATCCCCGCATCCGGCATTTCACA
GCA

Konstruktion des forA-
malE Fusionsgens fiir
C. glutamicum

CgTorAGFP-for

CgTorAGFP-rev

GGCCTGCAGAAGGAGATATAGATATGA
ACAATAACGATCTCTTTCAGGCATC

CAGGAATTCATTATTTGTAGAGCTCATC
CATGCCATG

Konstruktion des torA-
gfp Fusionsgens fiir
C. glutamicum

MalECg-for

MalECg-rev

TTCGTCGACAAGGAGATATAGATATGAA
AATAAAAACAGGTGCACGC

TTCGGATCCTTACTTGGTGATACGAGTC
TGCG

Konstruktion des
authentischen malE-
Gens fiir C. glutamicum
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PhoDss(Cg)-for:

CgTorAGFP-rev

GAGCTGCAGAAGGAGATATAGATATGG
CATACGACAGTCGTTTTGATG

S. 0.

Konstruktion des
phoDgs-gfp Fusionsgen
fir C. glutamicum

TorAGFPBs-for

TorAGFPBs-rev

GATGGTACCGATCTAGAACTAGTGGATC

CGCGCATGCTGGAATTCATTATTTGTAG
AGCTC

Konstruktion des torA-
gfp Fusionsgens fiir
B. subtilis

PhoDss(Bs)-for

PhoDss(GFP)-
rev
GFP(maless)-for

GFP(UTR)-rev

GAGGTACCATGAGGAGAGAGGGGATCT
TGAATG

AGTTCTTCTCCTTTACGGAAGTTAGGCG
CAGCATTTACTTC

Konstruktion des
phoDg,-gfp Fusionsgens
fiir B. subtilis

PhoDCg-Bs-for

TorAGFPBs-rev

TGGGGTACCATAAGAAGGAAGAAAAAT
AATGCCACAGTTAAGCAGACGCCAGTTC

CGCGCATGCTGGAATTCATTATTTGTAG
AGCTC

Konstruktion des

phoDcg-gfp
Fusionsgens fiir
B. subtilis

TorA(GFP)Ec-
for
TorA(UTR)-rev
Tor/GFP-for

GFP(UTR)-rev

GATAAGCTTGATCTAGAACTAGTGGATC

Konstruktion des torA-
gfp Fusionsgens fiir
E. coli

PhoDCgRBS-for

CgTorAGFP-rev

GAGGGTACCAAGGAGATATAGATATGG
CATACGACAGTCGTTTTGATG

S. 0.

Konstruktion des
phoDg,-gfp Fusionsgens
fiir E. coli

ScPhoDBs-for

ScPhoDCg-for

CgTorAGFP-rev

GGAGCATGCGAAGGGACTGGTTTAATG
GCATACGACAGTCGTTTTGATGAATGG

GGAGCATGCGAAGGGACTGGTTTAATGC
CACAGTTAAGCAGACGCCAGTTC

S. 0.

Konstruktion der
phoDg,-gfp und
phoDcg-gfp
Fusionsgene fiir
S. carnosus
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3. Mikrobiologische Methoden

3.1 Kultivierung von Bakterien

3.1.1 Nihrmedien

LB (Luria-Broth) Medium (Miller, 1972)

10g Bacto-Trypton, 5g Hefeextrakt, Sg NaCl mit Aqua dest. auf 11 auffiillen. Zur Herstellung
von festen Nihrboden wurden dem Medium zusitzlich 20g Agar pro 1 zugesetzt. Dieses
Medium diente standardmiéBig zur Anzucht aller untersuchten Bakterienstimme.

BHIS-Medium

37g Brain Heart Infusion und 91g Sorbitol mit Aqua dest. auf 11 auffiillen. Die Sterilisierung
erfolgte durch 15min autoklavieren. Dieses Medium diente standardméBig zur Anzucht der
C. glutamicum Stimme und zur Regeneration von C. glutamicum nach Elektroporation.

LBHIS-Medium
LBHIS-Medium wurde standardmiBig fiir die Anzucht und zur Regeneration von
C. glutamicum nach Elektroporation auf festen Ndhrboden verwendet.

auf 500ml  45g Sorbitol
2,5g Trypton
2,5g NaCl
1,25g Hefeextrakt
0,25g MgSO4 X 7H20
9,25g BHI
8g Agar
15min autoklavieren

CgXII Minimal-Medium (Keilhauer et al., 1993)
Dieses Medium wird standardméfig fiir die Anzucht von C. glutamicum in Minimal-
Fliissigmedien verwendet.

20g (NH4)>SO4 Spurensalze: 1gFeSO4 x 7H,0

5g Harnstoff (pro 100ml) 1g MnSO4 x H,O

1g KH,PO4 0,1g ZnSO4 x7H,0

1g K,HPO4 20mg CuSOy4

0,25g MgSO4 x 7TH,O 2mg NiCl, x 6H,0

42¢ MOPS zum Losen mit HCI (konz.) ansiduern
Iml CaCl, (1g/100ml)

Iml Spurensalze
Iml Biotin (20mg/100ml)
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Auf etwa 800ml mit Aqua dest. auffiillen und mit NaOH auf pH 7.0 einstellen. Anschlie3end
mit Aqua dest. auf 920ml auffiillen und 15min autoklavieren. Zuletzt 80ml 50%ige Glucose
und 1ml Protokatechusdure (30mg/ml) steril zufiihren.

Phosphatmedium (HPDM und LPDM)

50ml Hulett’s Salz Hulett’s Salz: 6,06 g Tris
1250ul 20% Glycerin (prol)  pH7.1 mit Eisessigsdure einstellen
1250ul 2% Casamino Acids 0,4g Ammoniumsulfat
500ul 1M L-Arginin 2g Natriumcitrat
500ul 100x Tryptophan (2mg/ml) 82mg Eisen(III)-chlorid
0,22g Mangansulfat

8,63g Magnesiumsulfat
1,4mg Zinkchlorid

Fiir Phosphatmedium mit einer hohen Phosphatkonzentration (HPDM, high phosphate
defined medium) wurden 420ul 50mM KH,PO4 (pH7.0) und fiir Phosphatmedium mit einer
niedrigen Phosphatkonzentration (LPDM, low phosphate defined medium) wurden 65ul
50mM KH,PO, (pH7.0) zugesetzt.

Zur Selektion auf Antibiotikaresistenz wurden die entsprechenden Antibiotika in folgender
Endkonzentration dem jeweiligen Medium zugefiigt:

fiir B. subtilis

Tetracyclin (in abs. Ethanol):  15mg/I
fiir C. glutamicum

Kanamycin (in Aqua bidest.): 25mg/l
fiir E. coli

Chloramphenicol  (in abs. Ethanol): 25mg/I
Kanamycin (in Aqua bidest.): 50mg/1
Ampicillin (in Aqua bidest.): 100mg/1

fiir S. carnosus
Chloramphenicol  (in abs. Ethanol): 15mg/I

3.1.2 Kultivierungsbedingungen

Die Kultivierung samtlicher Bakterienstimme erfolgte, soweit nicht anders aufgefiihrt, in LB-
Vollmedium, bzw. fiir C. glutamicum in BHIS-Medium. Die Inkubation der Stimme in
Flissigmedium erfolgte, soweit nicht anders aufgefiihrt, in einem Volumen von 5ml in
Reagenzgldsern bei 170rpm. Die Kultivierung in Fliissigmedium ab einem Volumen von
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10ml erfolgte, soweit nicht anders aufgefiihrt, in Erlenmeyerkolben auf einem Schiittler bei
130rpm. C. glutamicum wurde bei 30°C inkubiert, alle anderen Stimme bei 37°C.

3.2 Wachstumskurven
Die Aufnahme von Wachstumskurven erfolgte in 500ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen mit

einem Kulturvolumen von 100ml. Das Fliissigmedium wurde mit Ubernachtkulturen auf eine
ODgoo von 0,05 angeimpft und je nach Stamm bei 30°C oder 37°C und 130rpm inkubiert.

3.3 Stammbhaltung
Die langfristige Stammbhaltung erfolgte in Form von Glycerin-Dauerkulturen. Hierzu wurden
760ul der Ubernachtkultur mit 300ul 87% Glycerin versetzt, in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei —70°C gelagert. Die kurzfristige Aufbewahrung von Stiammen
erfolgte zumeist auf LB-Agarplatten bei 4°C.

3.4 Transformation von Bakterien

3.4.1 Transformation von E. coli Stimmen (Hanahan, 1985)

Die Transformation von Plasmid-DNA erfolgte mittels kompetenter Zellen, die nach der
Rubidiumchlorid-Methode hergestellt wurden. Hierzu wurden 100ml LB-Medium im 500ml
Schiittelkolben mit Schikane mit 1ml einer Ubernachtkultur beimpft und bei 37°C und
130rpm bis zu einer ODgyo von 0,3 bis 0,5 angezogen. Die Zellen wurden nach Erreichen der
OD auf Eis gestellt und durch Zentrifugation geerntet (4°C, 4000rpm, 15min). Das Pellet
wurde in 30ml eiskalter RF;-Losung resuspendiert und mindestens 15min im Eisbad
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (4°C, 4000rpm, 15min) wurde das Pellet in 4ml RF,-
Losung resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in 200ul-Portionen aliquotiert, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei —70°C gelagert.

Zur Transformation wurden die Zellen bei RT aufgetaut und danach fiir Smin auf Eis gestellt.
Es wurden 0,1ug Plasmid-DNA dazugegeben (das Volumen der DNA darf hochstens Y4 des
Volumens der kompetenten Zellen betragen) und fiir 20min auf Eis inkubiert. Es folgte eine
Hitzeschockbehandlung fiir 1,5min bei 42°C. Anschlieend wurden die Zellen 2min auf Eis
inkubiert. Zur Auspriagung der Antibiotikaresistenz wurde der Ansatz nach Zugabe von 800ul
LB-Medium bei 37°C und leichtem Schiitteln 1h inkubiert. Die Zellen wurden dann auf LB-
Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C im
Brutschrank inkubiert.
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RF;: prol 12gRbCl RF;: prol 2,1g MOPS
9,9¢g MnCl, 1,2g RbCl
1,5g CaCl, x 2H,0 11g CaCl, x 2H,0
2,9¢ Kaliumacetat 121ml Glycerin (87%)
121ml Glycerin (87%) pH 5.8 mit 0,2M
pH 6.8 mit 1M Natronlauge Essigsdure eingestellt
eingestellt

3.4.2 Transformation von B. subtilis Stimmen (Sadaie und Kada, 1983)

Die Transformation von B. subtilis erfolgte iiber natiirliche Kompetenz. Sémtliche
verwendeten Gefidle wurden vor Gebrauch mit Aqua bidest autoklaviert. In einem 100ml
Erlenmeyerkolben mit Schikanen wurden 10ml SPI-Medium mit Zellen aus einer B. subtilis
Ubernachtkultur, welche in LB-Medium angezogen wurden, zu einer ODgoy von 0,1 beimpft.
Die Zellen wurden bei 37°C und 160rpm im Schiittler inkubiert. Beim Ubergang von der
exponentiellen zur stationdren Wachstumsphase wurden 1ml der Zellsuspension in einen
100ml Erlenmeyerkolben {iibertragen, mit 10ul EGTA (0,1 M) versetzt und 5Smin bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurde den Zellen 1ug bis 10ug Plasmid-DNA zugesetzt und die
Kultur 1h bei 37°C mit 110rpm geschiittelt. Zur Ausprigung der plasmidkodierten
Antibiotikaresistenz wurden 1ml LB-Medium (+ 0.5% Glucose) zum Transformationsansatz
zugegeben und die Stimme ein bis zwei Stunden bei 37°C mit 160rpm geschiittelt. Die Zellen
wurden anschlieend in 15ml Falcon-Rohrchen 10min mit 5000rpm bei 4°C abzentrifugiert,
in 100ul LB-Medium resuspendiert, auf Selektionsagarplatten ausplattiert und tiber Nacht bei
37°C inkubiert.

4x SP: prol 8g (NH4)2SO4 1xSP: prol 250ml 4xSP

24g KH2P04 O,SmM C&Clz

56g K,HPO, 2,5mM MgCl,

4g NasCitrat x 7TH,O 50pg/ml Tryptophan
0,8g MgSO,4 x TH,O 50ug/ml Histidin

4¢ Hefeextrakt 0,5% Glucose

0,8 g Casamino Acids ad 11 Aqua bidest
pH 7.2 mit NaOH eingestellt sterilfiltrieren

3.4.3 Transformation von C. glutamicum Stimmen

Zur Transformation von C. glutamicum wurde die Methode der Elektroporation mit
anschlieBendem Hitzeschock angewandt (Tauch et al., 2002). Dazu wurden 50ml BHIS-
Medium mit einer Einzelkolonie von C. glutamicum angeimpft und iiber Nacht bei 30°C
inkubiert. AnschlieBend wurden 5ml dieser Vorkultur in 250ml BHIS-Medium {iberimpft
(11 Kolben mit Schikanen) und bis zu einer ODgy von 1,5 inkubiert. Nach Erreichen der
gewiinschten Zelldichte wurden die Zellen in zwei JA-10 Zentrifugenbecher iiberfiihrt und
durch Zentrifugation geerntet (20min, 6000rpm, 4°C). Die Zellen wurden nachfolgend
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dreimal mit 20ml eiskaltem TG-Puffer (ImM Tris pH 7.5, 10% Glycerin) und weitere
zweimal mit 50ml eiskaltem 10 %igem (v/v) Glycerin gewaschen. Anschlieend wurden die
Zellen in 1ml eiskaltem 10 %igem (v/v) Glycerin resuspendiert, in Aliquots von 100ul in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zu ihrer Verwendung bei -70 °C gelagert. Zur
Elektroporation wurden 50ul Zellen mit der zu transformierenden DNA gemischt und
luftblasenfrei in eine vorgekiihlte, sterile Elektroporationskiivette (Typ 16 S 2086, Biorad,
Miinchen) iiberfithrt. Der Ansatz wurde mit 0,8ml 10 %igem (v/v) Glycerin iiberschichtet.
Die Elektroporation wurde dann bei einer Spannung von 2,5kV, einem Parallelwiderstand von
200Q und einer Kondensatorkapazitit von 25uF in einem BIORAD GENE PULSER™
(Biorad, Miinchen) durchgefiihrt. Sofort nach Beendigung des elektrischen Pulses wurde die
Zellsuspension in 4ml BHIS-Medium aufgenommen, in ein 15 ml Falcon-Rohrchen iiberfiihrt
und 6min bei 46°C inkubiert. Dieser Hitzeschock inaktiviert vermutlich das Restriktions-
system von C. glutamicum, so dall bei Verwendung heterologer DNA eine hohere
Transformationseffizienz erreicht werden kann (Schafer er al., 1994). Nach dem Hitzeschock
wurden die Zellen fiir 90min bei 30°C unter Schiitteln regeneriert, bevor die Zellsuspension
auf LBHIS-Selektionsagarplatten ausplattiert wurde.

3.4.4 Transformation von S. carnosus Protoplasten (Gotz und Schumacher, 1987)

Die Transformation von Plasmid-DNA in S. carnosus erfolgte iiber Protoplasten. Hierzu
wurde der jeweilige Stamm in 500ml PH-Medium bis zu einer ODesoo von 0.5 angezogen. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation (6700rpm, 15min, 4°C) geerntet. Das Pellet wurde
anschlieBend in 30ml SMMP-Losung resuspendiert, in einen sterilen 100ml
Erlenmeyerkolben iiberfiihrt und mit 30ul Img/ml Lysostaphin versetzt und 16-18h bei 30°C
stethend inkubiert. Die so hergestellten Protoplasten wurden anschlieBend durch
Zentrifugation geerntet (25min, 7600rpm, RT) und in 5Sml SMMP gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Protoplasten in 2,1ml SMMP aufgenommen, in 300ul-Portionen
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -75°C
gelagert. Fiir die Transformation wurden die Protoplasten auf Eis aufgetaut und je Aliquot mit
1-2ug DNA versetzt. Nach Zugabe von 2ml 40 %iger PEG/SMM-Losung und einer
Inkubation von 2min bei RT wurden 7ml SMMP-Losung zugesetzt, die Protoplasten-
suspension sanft vermischt und anschlieBend 15min bei 7600rpm, RT zentrifugiert. Die
geernteten Protoplasten wurden in 250ul SMMP resuspendiert, auf DM3 Platten ausplattiert
und fiir 4,5h bei 37°C inkubiert. Danach wurden die DM3-Platten mit 3ml CY-Softagar
(50°C), der das gewiinschte Antibiotikum in 10-facher Konzentration enthielt, {iberschichtet
und fiir 2-4 Tage bei 37°C inkubiert.

PH-Medium: 10g Bacto-Pepton 4x PAB: 7% (w/v) Difco

(pro 1) 5g Hefeextrakt Antibiotic Medium No. 4
5g NaCl
1g Glucose 40% PEG/SMM Lsg.: 40g PEG 6000 in 50ml
1g KzHPO4 2x SMM

ad 100ml Aqua dest.
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2x SMM: IM Saccharose CY-Medium: 25g Hefeextrakt
(pro 1) 40mM Maleinsiure (pro 1) 25g Casamino Acids
40mM MgCl, 14,75g NaCl
pH6.5 mit NaOH eingestellt 8g Agar

alle Losungen 15min autoklavieren

SMMP-Lsg. (50ml): 25ml 2x SMM, 9,5ml 4x PAB und 2,5ml 5% BSA (sterilfiltriert)

CY-Softagar: 25ml CY-Medium (frisch aufgekocht und auf 50°C abgekiihlt), 25ml 1M Na-
Succinat (50°C), 2ml 1,5M Na-Glycerophosphat, Iml 1M MgCl, 0,5ml Glucose (50%) und
0,5ml BSA (5%)

DM3-Medium: Die folgenden Losungen wurden einzeln angesetzt und autoklaviert: 500ml
IM Na-Succinat pH7.3 (mit Bernsteinsdure eingestellt), 200ml 5% Agar, je 150ml 3,3%
Casamino Acids und Hefeextrakt und je 100ml 3,5% K,HPO, und 1,5% KH,;PO,4. Nach dem
Autoklavieren wurden die Losungen steril zusammengefiihrt und mit 20ml MgCl,, 10ml 50%
(w/v) Glucose und 10ml 5% (w/v) BSA versetzt.

4. Molekularbiologische Methoden

4.1 Isolierung von Plasmid-DNA und chromosomaler DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach Angaben des Herstellers mit dem
,»QIAprep Spin Miniprep Kit* (Qiagen, Hilden), welches auf dem Prinzip der alkalischen
Lyse von Bakterienzellen beruht (Birnboim und Doly, 1979). Um Plasmid-DNA aus
C. glutamicum zu isolieren, wurde eine modifizierte Form der alkalischen Lyse verwendet
(Schwarzer und Piihler, 1991). Auch hier erfolgte die Isolierung von Plasmid-DNA nach dem
Prinzip der alkalischen Lyse. Allerdings ist bei C. glutamicum aufgrund der besonders
stabilen Zellwand zur effektiven Lyse der Bakterienzellen eine vorhergehende Behandlung
der Zellen mit Lysozym (15 mg/ml) von 1 bis 2h erforderlich. Das gleiche gilt fiir die
Plasmidpriparation aus B. subtilis, bei der 10mg/ml Lysozym eingesetzt werden und 30min
bei 37°C inkubiert werden. Zur Lyse von S. carnosus Zellen wurde dem Lysepuffer P1 10ul
Lysostaphin (Img/ml) anstelle von Lysozym zugegeben.

Fiir die Isolierung groBerer Mengen an Plasmid-DNA (Maxiprep) wurde das ,Nucleobond
AX500” Kit (Macherey-Nagel, Diiren) nach Protokoll verwendet.

Die Isolierung chromosomaler DNA erfolgte mit dem DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden)
nach Angaben des Herstellers.
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4.2 Allgemeine molekularbiologische Methoden

4.2.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Der Verdau von DNA erfolgte in den vom Enzymhersteller (Firmen MBI Fermentas GmbH,
St.Leon-Rot und Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) mitgelieferten Puffern und nach
Vorschrift des Herstellers.

4.2.2 Entsalzen von DNA

Zur Entsalzung von DNA, z.B. nach Restriktionsverdau oder PCR, wurde das ,QIAquick Gel
Extraction Kit’ nach der Vorschrift ,QIAquick PCR Purification Kit Protocol’ verwendet
(Qiagen, Hilden).

4.2.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Agarosegelen erfolgte bei DNA-Fragmenten mit einer
Grofle von 400bp bis iiber Skb iiber das ,QIAquick Gel Extraction Kit’ nach Protokoll des
Herstellers (Qiagen, Hilden). Fragmente mit einer geringeren Grofle wurden mit dem
,MiniElute Gel Extraction Kit® nach Protokoll des Herstellers (Qiagen, Hilden) aus
Agarosegelen isoliert.

4.2.4 Fallung und Aufkonzentrierung von Plasmid-DNA (Sambrook et al., 1989)

Soweit nicht anders angegeben erfolgte die Fillung von DNA mit 2fachem Volumen
absolutem Ethanol und 1/10 Volumen 4M Natriumacetat pH 4.8 bei —20°C iiber Nacht.
Anschlieend wurde die Losung 15min bei 13.000rpm (Eppendorf Zentrifuge, 4°C)
zentrifugiert, das Pellet mit Iml Ethanol (70%) gewaschen und nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. AnschlieBend wurde die DNA
in 20 - 50ul Aqua dest. aufgenommen.

4.2.5 Agarose Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Grofle erfolgte iiber Agarose-
Gelelektrophorese. Die Agarosekonzentration lag zwischen 0,8 und 1%, je nach Grof3e der zu
trennenden DNA-Fragmente (je gro3er das Fragment, desto niedriger die Konzentration). Die
DNA-Proben wurden mit 1/5 Volumen 5x Probenpuffer versetzt und die Elektrophorese in
1x TAE Puffer bei 100V durchgefiihrt. Das Gel wurde zur Visualisierung der DNA-Banden
10min in wiBriger Ethidiumbromidlosung (1ug/ml) gefirbt und 5 bis 10min in Wasser
entfarbt.
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50x TAE-Puffer: prol 242g Trizima Base (Sigma)
7,44g EDTA/Na, (Titriplex I, Merck)
pH 8,0 mit Essigsdure (96%)

5x Probenpuffer: 0,1% Bromphenolblau
30% Glycerin

4.2.6 Behandlung mit alkalischer Phosphatase

Zur Verhinderung von Religationen der linearisierten Vektoren wurden vor der Ligation die
5‘-Phosphatreste mit alkalischer Phosphatase entfernt. Hierzu wurde der linearisierte Vektor
nach Isolierung aus dem Agarosegel (DNA in 30ul EB-Puffer aus dem ,QIAquick Gel
Extraction Kit’) mit 1,5 Einheiten ,Shrimp alkaline phosphatase‘ und 3,3ul 10x SAP-Puffer
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) versetzt und fiir 30min (iiberhingende Enden)
oder fiir 1h (glatte Enden) bei 37°C inkubiert. Die Phosphatase wurde anschlieend durch
eine 15-miniitige Inkubation bei 70°C inaktiviert.

4.2.7 Umwandlung von iiberhingenden 5°‘-Enden in glatte Enden

Zum Auffiillen von iiberhidngenden 5‘-Enden wurde die ,Klenow*‘ - DNA-Polymerase
(Roche, Mannheim) benutzt. Bis zu 300ng DNA wurden mit 1/10 Volumen Nick
Translationspuffer, 1/10 Volumen dNTP-Mix (2mM) und 1ul ,Klenow’ - Enzym (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim) versetzt und 30min bei 37°C inkubiert. Das Enzym
wurde anschliefend durch Hitze inaktiviert (10min bei 70°C) und die DNA mit Hilfe des
,QIAquick Gel Extraction Kit‘ nach Vorschrift ,QIAquick PCR Purification Kit Protocol®
gereinigt.

Nick Translationspuffer: 500mM Tris/HCI, pH7,5
ImM DTT
0,1M MgSOq4
500ul/ml BSA

4.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligationen wurden mit dem ,Rapid DNA ligation Kit* (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Im Ligationsansatz wurde ein
molares Verhiltnis von Fragment zu Vektor von 3:1 eingestellt, wobei ca. 30 ng Vektor-DNA
eingesetzt wurde. Die geschnittene Vektor-DNA wurde vor Einsatz in die Ligation immer
iber ein Agarosegel von unvollstindig verdauter Vektor-DNA getrennt und dephosphoryliert.
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4.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die in vitro-Vervielfiltigung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1988). Hierzu wurden zwei komplementire,
konvergierende Oligonukleotide (Primer) verwendet, die das zu amplifizierende Fragment
flankieren. Die PCR-Reaktion wurde mit Hilfe der ,PWO‘ - DNA-Polymerase (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
Reaktion wurde in einem Volumen von 50ul durchgefiihrt, wobei als ,template’-DNA
zwischen 1 und 20ng Plasmid-DNA eingesetzt wurde. Die Reaktion wurde im T3
Thermocycler von Biometra® durchgefiihrt. Hierbei wurde der erste Programm-Zyklus 10
mal, der zweite 15 mal mit einer Verldngerung der Elongationszeit von 5s/Zyklus wiederholt.
Der PCR Produkt wurde iiber ein Agarosegel von Nebenprodukten getrennt und aufgereinigt
(siehe II. 4.2.3. und II. 4.2.4).

Die Temperatur fiir das ,Primer Annealing’ errechnet sich nach folgender Formel:

rl"Mz 69,3°C + [0,41 x (GC-%) — (650/Primerldnge in bp)]|

4.4 Nicht-radioaktive DNA-Sequenzierung nach der Kettenabbruch-Methode

Wie bei der klassischen radioaktiven Sequenziertechnik (Sanger et al., 1977) wird auch bei
dieser Methode der Abbruch der DNA-Polymerasereaktion beim Einbau von
Didesoxynukleotiden genutzt. Hierzu wurden Fluoreszenz-markierte Oligonukleotide als
Primer (MWG Biotech) und zirkulire Plasmid-DNA als Matrize verwendet. Die
Sequenzierung wurde mit der LI-COR Apparatur der Firma MWG-Biotech nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Fiir die Sequenzreaktion wurde das ,Thermo Sequenase fluorescent
labelled primer cycle sequencing Kit* (Amersham Pharmacia Biotech, England) verwendet.
Die PCR-Reaktion wurde im T3 Thermocycler von Biometra® nach folgendem Protokoll
durchgefiihrt:

30x: 1. 95°C 3min; 2. 95°C 15s; 3. 55°C 30s; 4. 70°C 40s, gehe zu 2

15x: 5. 95°C 20s; 6. 70°C 30s; gehe zu 5.

Die Reaktion wurde durch Zusatz von 3ul ,stop solution‘ und 3-miniitiges Erhitzen bei 95°C
gestoppt. Die DNA-Fragmente wurden in einem 4,6%igem, 66cm langen und 0,25mm dicken
,Long-Ranger Polyacrylamidgel in 1x TBE Laufpuffer aufgetrennt. Vor dem Auftragen der
Proben wurde das Gel im Vorlauf fiir ca. 10min auf 45°C vortemperiert. Es wurden jeweils
1,5ul Probe auf das Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte iiber Nacht bei 47mA,
50W, 2200V und einer Temperatur von 45°C. Die Fluoreszenz-markierten DNA-Fragmente
wurden mit der Software ,Base ImageIR™" (Begleitsoftware zur Apparatur LI-COR) erfaft
und ausgewertet.
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Sequenzgel (12,5%): pro 38ml
4,6ml Acrylamid (Long Ranger)
21g Harnstoff
5Sml 10x TBE-Puffer (Long Run)
32ml Aqua dest.
60ul TEMED
350ul 10% APS

10x TBE-Puffer: 162g Tris
(pro 1) 27,5g Borsidure
9,3g EDTA

4.5 DNA-DNA Hybridisierung nach Southern
Zur Hybridisierung wurde entsprechend der Vorschrift des ,,DNA-Labeling and Detection-

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

4.5.1 Herstellung einer Digoxygenin-markierten DNA-Sonde

Die Digoxygenin-markierte DNA-Sonde wurde mittels PCR-Reaktion (s. 4.3) hergestellt.
Dazu wurde der zur DNA-DNA-Hybridisierung ausgewihlte DNA-Bereich mit geeigneten
Primern unter Zusatz von 20uM Digoxygenin-markierten dUTP (DIG-11-dUTP) amplifiziert.
Die Digoxygenin-Markierung wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift, da das
markierte PCR-Fragment im Vergleich zum nicht markierten Fragment ein langsameres
Laufverhalten aufweist. Die Sonde wurde schlieBlich {iber ein Agarosegel aufgereinigt.

4.5.2 Hybridisierung von chromosomaler DNA und Plasmid-DNA

Transfer der DNA auf Nylonmembranen

Die mit Restriktionsenzymen verdaute DNA (4-15ug DNA) wurde in einem 0,8% Agarosegel
aufgetrennt und mit einer Vakuum-Blot-Apparatur (LKB 2016 VacuGene, Pharmacia/LLKB)
auf Nylonmembranen iibertragen. Dabei wurde das Gel abhéngig von der Dicke jeweils fiir 20
bis 60min nacheinander mit Depurinierungslosung (0,25M HCI), Denaturierungslosung
(1,5M NaCl, 0,5M NaOH) und Neutralisierungslésung (1M NH4Ac) iiberschichtet. Die DNA
wurde anschlieend zur Fixierung auf der Membran mit einem Gerét der Firma Stratagene
mit UV-Licht (Stratalinker: 1200mJ) bestrahlt.

Hybridisierung der Ziel-DNA mit der Sonde

Fiir die im Folgenden beschriebenen Prihybridisierungs-, Hybridisierungs- und Waschschritte
wurden die Membranen mit der jeweiligen Losung in einem Glasrohrchen inkubiert. Das
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Glasrohrchen wurde dazu in einem Hybridisierungsofen gerollt. Das Abdecken unspezifischer
Bindungsstellen erfolgte durch Pridhybridisierung der Membranen fiir 4h bei 68°C in
Prahybridisierungslosung (5x SSC, 0,1% N-Laurylsarkosinat, 0,02% SDS, 0,5% Blocking
Reagenz [Roche]). Zur Hybridisierung wurde die Membran in Hybridisierungslosung (wie
Prahybridisierungslosung mit 5 -10ng DNA-Sonde pro ml) iiber Nacht bei 42°C inkubiert.
Die Sonde wurde vor der Zugabe in die Hybridisierungslosung fiir 10min bei 95°C denaturiert
und in Eiswasser abgekiihlt.

Nachweis der Sonde

Um ungebundene Sonden zu entfernen, wurden die Membranen zweimal fiir 10min bei RT in
2x SSC, 0,1% SDS und zweimal fiir 25min bei 68°C mit 0,1x SSC, 0,1% SDS gewaschen.
Zur Vermeidung der unspezifischen Bindung des Antikorperkonjugates (s. u.) wurden die
Membranen kurz in Puffer 1 (100mM Maleinsédure, 150mM NaCl, pH 7.5) dquilibriert und fiir
60min in Blocking-Puffer (Puffer 1 mit 1% Blocking Reagenz) im Hybridisierungsofen bei
RT gerollt. Die Losung wurde entfernt und durch Blocking-Puffer, der Anti-Digoxygenin-
Antikorper gekoppelt an alkalische Phosphatase (1:10000, Roche) enthielt, ersetzt und die
Membranen fiir weitere 30min inkubiert. Ungebundene Antikorper wurden durch zweimal
30- miniitiges Waschen mit Puffer 2 (Puffer 1 mit 0,3% Tween20) bei RT entfernt. Nach 2-
miniitiger Aquilibrierung in Puffer 3 (100mM Tris/HCI pH 9.5, 100mM NaCl, 50mM MgCI2)
wurden die Membranen mit 10ul CSPD® in 1,5ml Puffer 3 iiberschichtet und in einen
Hybridisierungsbeutel eingeschweift. CSPD® ist ein Chemilumineszenz-Substrat fiir die
alkalische Phosphatase. Das als Folge der CSPD®-Dephosphorylierung emittierte Licht kann
mit einem Rontgenfilm nachgewiesen werden. Die Exposition des Rontgenfilms erfolgte
jeweils fiir 12min und fiir 1h.

20x SSC: 175,5g NaCl, 88,23g Na3-Citrat x 2H,O pro 1

5. Proteinchemische Methoden

5.1 Induktion der Genexpression

2ml Zellen einer 5ml Ubernachtkultur wurden 10min bei 13.000rpm (Eppendorf Zentrifuge,
RT) abzentrifugiert und zweimal mit dem Medium gewaschen, indem die anschlieBende
Induktion stattfinden soll. Mit der gewaschenen Kultur wurden Sml Induktionsmedium (mit
den experimentell erforderlichen Antibiotika bzw. weiteren Supplementen versetzt)
angeimpft. Zur gerichteten Induktion der Expression von Genen, welche unter der Kontrolle
regulierbarer Promotoren stand, wurde den Kulturen der geeignete Induktor in der
experimentell erforderlichen Konzentration zugesetzt. Da in S. carnosus und B. subtilis die
Expression der Gene auf dem S. carnosus pXR100-Vektor, bzw. auf dem B. subtilis
pWHI1520-Vektor durch einen Xylose-regulierbaren Promotor gesteuert werden, wurde zur
Induktion 0,5% Xylose zugesetzt. In C. glutamicum erfolgt die Induktion der Genexpression
auf dem pEKEx2-Vektor durch Zugabe von 1mM IPTG, da die Expression durch einen tac-
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Promotor gesteuert wird. Die Kulturen wurden 4h bei der experimentell erforderlichen
Temperatur inkubiert.

5.2 Isolierung von Proteinen aus Gesamtzellextrakten und Kulturiiberstinden

5.2.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten von E. coli

Fiir den Zellaufschluf wurden 2ml Kultur fiir 10min bei 13000rpm zentrifugiert und das
Pellet in 1ml 30mM Tris/HCl pH8 aufgenommen. AnschlieBend wurden Glaskugeln (0.1-
0.25mm, Fa. Clauss, Nidderau) dazugegeben und die Zellen 10min bei maximaler
Schiittelfrequenz in der Retschmiihle aufgeschlossen. Die Zelltriimmer wurden 10min bei
13000rpm und 4°C abzentrifugiert, der Uberstand in ein neues EppendorfgefiB iiberfiihrt, mit
einer geeigneten Menge 2x Probenpuffer nach Lammli versetzt und 10min bei 95 °C erhitzt.

5.2.2 Herstellung von Gesamtzellextrakten von B. subtilis und S. carnosus

2ml der Kultur wurden 10min bei 13000rpm abzentrifugiert und das Pellet in 100ul
Lysepuffer (10mM Tris/HCI pH 8.0; 25mM MgCl,; 200mM NaCl) resuspendiert. Fiir den
AufschluB von B. subtilis wurde dem Lysepuffer 5mg/ml Lysozym zugefiigt, fiir den
Aufschlufl von S. carnosus 20ul Lysostaphin (1mg/ml). Der Ansatz wurde 30min bei 37°C
inkubiert und anschlieend mit 100ul 2x Probenpuffer nach Lidmmli versetzt und 10min bei
95°C erhitzt.

5.2.3 Herstellung von Gesamtzellextrakten von C. glutamicum

2ml der Kultur wurden 10min bei 13000rpm abzentrifugiert und das Pellet in 100ul
Lysepuffer (10mM Tris/HCI pH 8,0; 25mM MgCl,; 200mM NaCl) plus 15mg/ml Lysozym
resuspendiert. Der Ansatz wurde 2h bei 37°C bei 250rpm inkubiert und anschlieBend im
Branson Sonifier 250 bei 20% Amplitude und Stufe 2 mittels Ultraschall komplett
aufgeschlossen. Die Zelltriimmer wurden 30min bei 15300rpm abzentrifugiert, der Uberstand
in ein neues Eppendorfgefdl tiberfiihrt, mit 100ul 2x Probenpuffer nach Lammli versetzt und
10min bei 95 °C erhitzt.

5.2.4 Aufarbeitung von Kulturiiberstinden von B. subtilis, C. glutamicum und S. carnosus

Die Zellen wurden durch Zentrifugation vom Kulturiiberstand getrennt und die im Uberstand
befindlichen Proteine mit 10% TCA {iber Nacht bei 4°C gefillt. Das Prizipitat wurde nach
Zentrifugation jeweils ein Mal mit 500ul 100% Aceton und 500ul 80% Aceton gewaschen
und bei RT oder in der Speed-Vac getrocknet. AnschlieBend wurde das Pellet in 60ul 2x
Probenpuffer nach Limmli resuspendiert und fiir 10min bei 95°C erhitzt.
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5.3 Fraktionierung von B. subtilis in Protoplasten und Zellwand

Fiir die Fraktionierung von B. subtilis wurden 10ml Kultur in 100ml Kolben 4h bei 37°C
inkubiert. Es wurde soviel an Volumen der 10ml-Kultur in ein 50ml Falcon-R&éhrchen
tiberfiihrt, dal die Gesamt-OD der {iiberfithrten Kultur im 50ml Falcon-Rohrchen 4 betrug.
Die Zellen wurden anschlieBend 10min bei 5000rpm abzentrifugiert. Das Pellet wurde in
1,9ml SMMP-L6sung (siehe 3.4.4) aufgenommen, mit 100ul Lysozymldsung (20mg/ml frisch
in SMMP gelost) versetzt und 2h im Wasserbad leicht schwenkend inkubiert. Die
Protoplastierung der Zellen wurde unter dem Mikroskop kontrolliert. Die Zellsuspension
wurde dann 10min bei 15300rpm zentrifugiert, um das Zellwandkompartiment (Uberstand)
von den protoplastierten Zellen (Pellet) zu trennen. Der Uberstand wurde sorgfiltig
abgenommen, in ein neues Eppendorfgefil iiberfithrt und mit 10% TCA bei 4°C iiber Nacht
gefillt. Das Pellet wurde mit 500ul SMMP gewaschen und schlieBlich in 500ul 50mM
Tris/HCI pH 7.5 resuspendiert und ebenfalls mit 10% TCA bei 4°C iiber Nacht gefillt.
Anschlielend wurden die Proben 10min bei 15300rpm zentrifugiert und jeweils ein Mal mit
500ul 100% Aceton und 80% Aceton gewaschen. Das Prizipitat wurde bei RT getrocknet und
in 85ul 2x Probenpuffer nach Lammli aufgenommen und 10min bei 95°C erhitzt.

5.4 Fraktionierung von S. carnosus in Protoplasten und Zellwand

Fiir die Fraktionierung von S. carnosus wurden 2ml Kultur mit einer ODsoo von 4 fiir 2min bei
13000rpm zentrifugiert und der Kulturiiberstand entfernt. Das Pellet wurde in 96ul SMM-
Losung (500mM Sucrose, 20mM Maleinsdure, MgCl, (Navarre et al., 1996) resuspendiert,
mit 4ul Lysostaphin (Smg/ml in SMM gelost) versetzt und 45min bei 37°C inkubiert. Die
Zellsuspension wurde dann 10min bei 15300rpm zentrifugiert, um das Zellwandkompartiment
(Uberstand) von den protoplastierten Zellen (Pellet) zu trennen. Der Uberstand wurde
sorgfiltig abgenommen, in ein neues Eppendorfgefil iiberfiihrt und mit 10% TCA bei 4°C
tiber Nacht gefillt. Das Pellet wurde mit 500ul SMM gewaschen und schlieBlich in 500ul
50mM Tris/HCI pH 7.5 resuspendiert und ebenfalls mit 10% TCA bei 4°C iiber Nacht gefillt.
AnschlieBend wurden die Proben 10min bei 15300rpm zentrifugiert und jeweils 1x mit 500ul
100% Aceton und 80% Aceton gewaschen. Das Prizipitat wurde bei RT getrocknet und in
85ul 2x Probenpuffer nach Lammli aufgenommen und 10min bei 95°C erhitzt.

5.5 Extraktion von Proteinen aus der Zellwand von C. glutamicum (Peyret et al., 1993)

Eine 5Sml Kultur wurde 4h bei 30°C unter induzierenden Bedingungen (1mM IPTG) inkubiert
und anschliefend 2ml entnommen und 10min bei 13.500rpm abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in [ODggp x 100]Jul 50mMTris/HCl (pH 6.8) und 2% SDS aufgenommen. Zur
Extraktion der Proteine aus der Zellwand wurde die Suspension 5Smin bei 100°C inkubiert,
anschlieBend 10min bei 13.500rpm abzentrifugiert. Aufgrund der relativ geringen SDS-
Konzentration und der kurzen Inkubationszeit bleiben die Spheroplasten intakt. Der
Uberstand, der die extrahierten Proteine aus der Zellwand enthilt, wurde abgenommen und
die Proteine wurden iiber Nacht mit 10% TCA gefillt. AnschlieBend wurden die Proben
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10min bei 15300rpm zentrifugiert und jeweils 1x mit 500ul 100% Aceton und 80% Aceton
gewaschen. Das Prizipitat wurde bei RT getrocknet und in 50ul 2x Probenpuffer nach
Limmli aufgenommen.

5.6 Osmotischer Schock mit E. coli

Zur Fraktionierung von E. coli Zellen in Periplasma- und Cytoplasma/Membran-Fraktion
wurde eine Osmoschock-Methode angewendet, die auf einer Destabilisierung der Zellwand
durch Zugabe von EDTA und Lysozymbehandlung beruht. Dadurch kénnen die Proteine im
Cytoplasma und in der Zellmembran und die Proteine im Periplasma getrennt voneinander
isoliert und mittels SDS-PAGE und Western Blot untersucht werden.

Die Zellen wurden in 5ml LB-Medium iiber Nacht bei 37°C angezogen. 700ul der Kultur
wurden in 50ml LB-Medium im Schiittelkolben pipettiert und bei 37°C fiir 2 bis 3 Stunden
geschiittelt. Sobald die Kultur eine ODgg von 1,1 — 2 erreicht hatte, wurde soviel der Kultur
in ein 50ml Falcon-Rohrchen iiberfiihrt, dal die Gesamt-OD 55 betrug. Die Zellen wurden
abzentrifugiert (10min, 5000rpm) und in 2,5ml 30mM Tris/HCI pH 8.0 resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation (siehe oben) wurde der Uberstand sorgfiltig abpipettiert, das Pellet in
40ul Sucroselosung resuspendiert (Vortex) und in ein neues Eppendorfgefil3 {iberfiihrt.
AnschlieBend wurden 20ul Lysozymlosung dazugegeben, kurz ,gevortext’ und sofort fiir
4min auf Eis gestellt. Nach Zentrifugation (15min, 13000, 4°C) wurde der Uberstand
(Periplasmafraktion) in ein neues Eppendorfgefal} iiberfiihrt. Das Pellet (Spheroplasten) wird
vorsichtig mit 80ul Sucroselosung abgespiilt und in Iml 30mM Tris/HCI pH 8,0
resuspendiert. Nach Zugabe von Glaskugeln (& 0,1 - 0,25mm, Fa. Clauss, Nidderau) wurden
die Spheroplasten 10min bei maximaler Schiittelfrequenz in der Retschmiihle aufgeschlossen
und die Zelltrimmer abzentrifugiert (10min, 13000rpm). Der Uberstand (Cytoplasma-
/Membranfraktion) wurde in ein neues Eppendorfgefil iiberfiihrt und die
Proteinkonzentration wurde nach der Methode von (Bradford, 1976) bestimmt. Die
Cytoplasma-/Membran-, sowie die Periplasmafraktion wurden in 2x Probenpuffer nach
Lammli aufgenommen.

5.7 Proteinlokalisierung durch Proteinase K - Verdau von S. carnosus Protoplasten

Die zelluldre Lokalisierung von Proteinen, die in S. carnosus exprimiert wurden, wurde durch
die Behandlung von protoplastierten Zellen mit Proteinase K untersucht. Hierzu wurden
jeweils 2ml Kultur mit einer ODswo von 4 in einem Volumen von 100ul wie unter I1.5.4
beschrieben protoplastiert, eine Entfernung des Zellwandkompartimentes fand jedoch nicht
statt. AnschlieBend wurde ein Aliquot der Suspension mit 10ul Proteinase K (500pg/ml
Proteinase K in SMM gelost (500mM Sucrose, 20mM Maleinsédure, MgCl, (Navarre et al.,
1996)) versetzt und 20min auf Eis inkubiert, ein zweites Aliquot wurde mit 5% Triton X-100
(20%ige Stammlosung) aufgeschlossen und dann mit 12,5ul Proteinase K (500pg/ml
Proteinase K in SMM gel6st versetzt und 20min auf Eis inkubiert. Ein drittes Aliquot wurde
fiir die Zeit des Verdaus ebenfalls auf Eis gestellt. Alle Proben wurden mit 10% TCA {iber
Nacht gefillt. AnschlieBend wurden die gefillten Proteine jeweils einmal mit 100% und mit
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80% Aceton gewaschen, bei RT getrocknet und in 2x Probenpuffer nach Limmli
aufgenommen.

5.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Limmli, 1970)

Proteine wurden nach ihrer molekularen Masse in 12,5%igen Polyacrylamidgelen nach der
Standardmethode von Limmli (1970) gelelektrophoretisch aufgetrennt. Vor dem Auftragen
wurden die Proteine mit Probenpuffer versetzt und zur Denaturierung 5min bei 95°C
inkubiert. Als Eichstandards wurde der ,Prestained Protein Marker Broad Range‘ (New
England Biolabs, Frankfurt/Main) verwendet. Die Elektrophorese wurde bei 10mA pro Gel
(200V) in 1x Laufpuffer iiber Nacht durchgefiihrt. Bei Verwendung von Minigelen von
Biometra® wurde die Elektrophorese bei 20mA fiir 1 bis 2 Stunden durchgefiihrt.

10x Laufpuffer: 144¢g Glycin
(pro 1) 30g Tris
15g SDS

S5x SDS-Probenpuffer: 300mM Tris/HCI pH 6,8
20% 2-Mercaptoethanol
10% SDS
0,1% Bromphenolblau
10% Glycerin

Trenngel (12,5%): pro 55ml
22,9ml Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8; Roth)
13,8ml 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
0,37ml 15% SDS
5,95ml 87% Glycerin
37ul TEMED
0,55ml 10% APS

Sammelgel (6,5%):  pro 12,5ml:
2,7ml Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8)
1,5ml 0,5 M Tris/HCI, pH 6,8
125ul 15% SDS
8ul TEMED
25ul 10%APS

5.9 Western Blot

Der immunologische Nachweis einzelner Proteine erfolgte nach der Methode von Towbin e?
al. (1979). Die iiber SDS-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden im
Elektroblotverfahren unter Verwendung einer Mini Trans-Blot™ Kammer (Biorad, Miinchen)
auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Millipore, Schwalbach) iibertragen. Der
Blot erfolgte dabei in Tris/Glycin Puffer (25mM Tris/HCI pH 8, 192mM Glycin) bei 100V fiir
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1h. Nach Transfer der Proteine wurde die PVDF-Membran zur Absittigung unspezifischer
Antikorper-Bindungsstellen 1h bei 37°C in Losung I geschiittelt. Anschliefend wurde die
Membran mit spezifischen Antikorpern 1h bei 37°C inkubiert. Die Antikdrper wurden dazu
1:1000 (Verdiinnung fiir GFP-Antiserum 1:2000) in Losung II verdiinnt. Nach einmaligem
Waschen mit Losung II (30min) wurde die Membran lh bei 37°C mit an alkalische
Phosphatase gekoppelten Antikdrpern inkubiert. Hierzu wurde entweder Anti-Rabbit IgG
1:15000, Anti-Mouse IgG 1:15000 oder Anti-Guinea Pig 1:30000 in Losung II verdiinnt.
Uberschiissige Antikorper wurden durch einmaliges Waschen mit Losung II (30min) entfernt.
Der Nachweis gebundener Antikorper erfolgte durch eine etwa 5-miniitige Inkubation der
Membran in AP-Puffer. Die Detektions-Reaktion wurde mit 3 %iger TCA-Losung gestoppt.

Losung I: pro 100ml
5g Milchpulver
Iml 1M Tris/HC1 pH 7,5
7ml 10% NaCl
92ml Aqua dest.

Losung II: pro 200ml:
1g Milchpulver
2ml 1M Tris/HCI pH 7,5
20ul Tween 20
18ml 10% NaCl
179,98ml Aqua dest

AP-Puffer: 100mM Tris/HCI pH 9,5
100mM NaCl
25mM MgCl,

Als alternative Methode wurde das ,ECL Western Blotting’-System von Amersham
Biosciences (Freiburg) nach Angaben des Herstellers verwendet. Der sekundédre Antikorper
ist hierbei an ,horseradish peroxidase’ (HRP) konjugiert, die Detektion erfolgt iiber
Chemolumineszenz. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe einer CCD-Kamera dokumentiert, die
Bilder mit Hilfe des Programms AIDA 2.41 (raytest) analysiert, das eine Quantifizierung der
Chemolumineszenz-Signale ermoglicht.

Verwendete polyklonale Antikorper:
Anti-CGTase S. carnosus (Eurogentec)
Anti-GFP Aquorea victoria (JL-8, BD Biosiences Clontech)
Anti-MalE E. coli (Dr. K. L. Schimz)
Anti-MtrA C. glutamicum (BioGenes)
Anti-SecA B. subtilis (Dr. K. L. Schimz)
Anti-SecA S. carnosus (Dr. K. L. Schimz)
Anti-Sufl E. coli (Dr. K. L. Schimz)
Anti-TalB E. coli (gereinigtes TalB Protein: Ulrich Schorken; Antikorper: Eurogentec)
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5.10 MALDI-TOF Massenspektroskopie

Fiir Peptidmassen-,,Fingerprint“-Analysen wurden die Proteinbanden in Coomassie-gefirbten
SDS-Polyacrylamidgelen herausgeschnitten und mit Trypsin verdaut (Fountoulakis und
Langen, 1997). Die Proteinbanden wurden nach 2x 10min Waschen mit 350ul 0,1M
Ammoniumbicarbonat in 30% (v/v) Acetonitril (ACN) fiir 20min in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet und anschlieBend mit 1ul 3mM Tris/HCI-Puffer (pH8,8) mit 10ng/ul Trypsin
(Promega) rehydratisiert. Nach 20min wurden weitere 2ul 3mM Tris/HCI (pH8.8) ohne
Trypsin zugegeben und die Proben bei 37°C iiber Nacht verdaut. Die Peptide wurden durch
Zugabe von 6ul Wasser, 15min Inkubation, Zugabe von Sul 0,1% (v/v) Trifluoressigsdure
(TFA) in 30% (v/v) ACN und nochmals 10min Inkubation aus den SDS-Polyacrylamidgel-
Resten eluiert. Zum tryptischen Verdau von Proteinen in Losung wurde die Proteinprobe
durch Ultrafiltration (je nach GroBe Microcon-30 oder -100) eingeengt, in 10ul 3mM
Tris/HCI (pH8.8) mit 10 ng/ul Trypsin aufgenommen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurden Sul 0,1% (v/v) TFA in 30% (v/v) ACN zugegeben. 0,5ul der erhaltenen
Peptidlosung wurden auf einer Probenplatte mit 0,5ul einer geséttigten Losung von o-Cyano-
4-hydroxy-trans-Zimtsdaure in 50 % (v/v) ACN, 0,25 % (v/v) TFA gemischt. Eine externe
Kalibrierung erfolgte fiir jede Probe mit Hilfe der Calibration Mixtures 1 und 2 des
»dequazyme Peptide Mass Standard Kits* (Applied Biosystems, Weiterstadt). Die Proben
wurden in einer Voyager-DE STR Biospectrometry Workstation (Applied Biosystems) im
positiven Reflektor-Modus mit 20kV Beschleunigungsspannung, 63% Gitterspannung und
einer Verzogerungszeit von 125ns analysiert. Zur Steuerung des Gerits und zur Datenanalyse
wurden die Voyager Control Panel Software 5.0 und die Voyager Data Explorer Software 3.5
(Applied Biosystems) verwendet. Die erhaltenen Peptidmassen wurden zur Suche in einer
lokalen Datenbank mit 3312 C. glutamicum-Proteinen (Degussa) mit Hilfe der GPMAW-
Software 4.0 (Lighthouse Data) oder dem MS-Fit-Programm (Clauser et al., 1999) genutzt.
Eine sichere Identifizierung wurde angenommen, wenn mindestens vier Peptidmassen mit den
vorhergesagten Massen iibereinstimmten, wobei die Unterschiede zwischen gemessener und
theoretischer Masse maximal 100ppm betragen durften, und die Fehler der einzelnen Peptide
einem Muster folgten, das auf eine ungenaue Kalibrierung zuriickgefiihrt werden konnte.
Wenn die Anzahl der zugeordneten Peptide fiir eine sichere Identifizierung des Proteins nicht
ausreichend war, wurde versucht, einzelne dominante Peptide einer PSD-Analyse (,,Post
Source Decay*) zu unterziehen. Peptide im Bereich zwischen 1 und 4kDa wurden iiber einen
,precursor ion selector* (Fensterbreite £ 10Da) isoliert und die Fragmentierung durch hohe
Laserenergie induziert. Die Fragmentmassenspektren wurden in 12 Segmenten mit
unterschiedlichen Verhiltnissen von Beschleunigungs- zu Reflektorspannung aufgenommen
(,,decrement ratio* 0,75). Die Gerdteparameter waren wie oben beschrieben, auBer dafl die
Gitterspannung auf 75% und die Verzogerungszeit auf 150ns eingestellt wurden. Eine
Kalibrierung erfolgte iiber die Aufnahme eines Fragmentmassenspektrums von Angiotensin.
Die erwartete Aminosduresequenz des analysierten Peptids wurde mit den erhaltenen
Fragmentmassen mit dem ,Jlon Fragmentation Calculator der Voyager Data Explorer
Software verglichen.
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5.11 Detektion und Quantifizierung von GFP-Fluoreszenz

Die in dieser Arbeit verwendete Variante des Griin-fluoreszierenden Proteins (GFP) von
Aequorea victoria tragt die Bezeichnung GFP,, und kann zusétzlich zum wildtypischen GFP
auch durch UV-Licht angeregt werden. Die maximale Absorption von GFP liegt bei einer
Wellenldnge von 395nm, der typische Emissionspeak von GFP liegt bei 509nm, gefolgt von
einer sogenannten ,,Peak-Schulter* bei 540nm.

Zur Detektion der GFP-Fluoreszenz wurden 1ml Kulturiiberstand bzw. Gesamtzellfraktion in
Iml Plastikkiivetten gegeben und mit Licht der Wellenldnge 366nm aus einer normalen UV-
Lampe bestrahlt. Die Fluoreszenz wurde dabei mit einer Digitalkamera aufgenommen. Die
Kulturiiberstinde wurden nach Abzentrifugation der Zellen unbehandelt zur Fluoreszenz-
messung verwendet. Gegebenenfalls wurden jedoch die Proteine des Kulturiiberstands
aufkonzentriert. Dazu wurden Amicon ,,Ultra Centrifugalfilter Devices* Ultra-15 Sdulen von
Millipore nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Herstellung der Gesamtzellfraktionen
erfolgte je nach verwendetem Organismus nach 11.5.2.2 oder 5.2.3, jedoch erfolgte weder eine
Zugabe von Probenpuffer noch ein Aufkochen der Proben.

Die Quantifizierung der GFP-Fluoreszenz im Kulturiiberstand wurde mit dem Fluoreszenz-
spektrometer QM/4 der Firma Photon Technology International (PTI) durchgefiihrt. Hierbei
wurde die Fluoreszenz aus 1ml (gegebenenfalls aufkonzentriertem) Kulturiiberstand in 1ml
Glaskiivetten gemessen. Die Anregung von GFP erfolgte mit Licht der Wellenldnge 385nm,
das Emissionsspektrum wurde im Wellenldngenbereich von 400 bis 650nm aufgezeichnet.
Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm Felix32 Analysis von PTL
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1. Untersuchungen zur Tat-abhingigen Proteinsekretion in S. carnosus

1.1 Identifizierung der fat-Gene von S. carnosus

Da das Genom von S. carnosus noch nicht vollstindig sequenziert ist, war nicht bekannt, ob
dieser Organismus iiberhaupt iiber tar-Gene verfiigt. Das Genom seines pathogenen
Verwandten S. aureus dagegen ist bereits vollstindig sequenziert und annotiert. Danach
verfiigt S. aureus iber ein tatA- und ein ratC-Gen, besitzt daher also eine Tat-
Minimaltranslokase. Aufgrund der hohen Verwandtschaft und der damit vorliegenden hohe
Sequenzéhnlichkeit zwischen den beiden Organismen, wurden die fat-Gene aus S. aureus als
Sonde fiir die Suche nach far-Genen im Chromosom von S. carnosus verwendet. Die Sonde
wurde durch Amplifizierung eines internen 700bp-Fragments des S. aureus tatAC-Operons
mit den Primern tatASa-for und tatASa-rev hergestellt. Im Southern Blot mit HindlIII-
verdauter chromosomaler S. carnosus DNA hybridisierte die fat-Sonde an ein 3.7kb groBes
DNA-Fragment (Abbildung 7A). Dies weist darauf hin, da auf diesem Fragment der
chromosomalen DNA ein Sequenzbereich vorliegt, der groBe Ahnlichkeiten zu der Sequenz
der S. aureus tat-Gene hat. Daher wurden HindIIl-geschnittene DNA-Fragmente von ca.
3.7kb GroBe aus dem S. carnosus Chromosom isoliert, in pUC18 Vektoren ligiert und diese in
E. coli transformiert. Uber zwei Selektionsschritte wurden die Vektoren isoliert, in denen
tatsichlich die mit der tat-Sonde detektierten 3.7kb-Fragmente kloniert wurden. Dazu wurden
zuerst Pool-Minipreps von jeweils sechs Transformanden durchgefiihrt und diese
Plasmidpools mittels Southern Blot und der fat-Sonde untersucht. Nur wenn das richtige
3.7kb-Fragment in mindestens einen der Vektoren kloniert wurde, kann die Sonde mit den
7.2kb groflen Plasmiden hybridisieren. AnschlieBend wurden die Plasmide der Pools, die ein
Signal im Southern Blot gegeben haben, einzeln untersucht. Wie in Abbildung 7B ersichtlich,
hybridisiert die fat-Sonde mit den Plasmiden 2, 3, 4 und 6, was zeigt, dall diese Vektoren das
gesuchte 3.7kb-Fragment aufweisen. In die Plasmide 1 und 5 wurde ein anderes HindIlI-
geschnittenes Fragment kloniert, da keine Hybridisierung mit der taz-Sonde stattfand.

A B
EcoRI Hindlll 12 345 6

74y
4.8 .
360 - A

2.7»

Abbildung 7: Southern Blot mit EcoRI- bzw. HindIII geschnittener chromosomaler DNA aus S. carnosus
TM300 (A), bzw. mit den ca. 7.2kb groBen unverdauten Plasmiden, die das 3.7kb-Fragment aufweisen sollten
(B). Als Sonde wurde ein 700bp-grofies internes Fragment des tarAC-Operons aus S. aureus benutzt. Der rote
Pfeil kennzeichnet das 3.7kb-Fragment, daf durch die fat-Sonde detektiert wird.
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Die anschlieBende Sequenzierung des 3.7kb-DNA-Fragments zeigte dann eindeutig, daf} sich
auf diesem Genomabschnitt von S. carnosus sowohl ein fatA- als auch ein fatC-Gen befinden.
Somit weist S. carnosus, wie sein pathogener Verwandter S. aureus, ebenfalls mindestens
eine Tat-Minimaltranslokase auf. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, daf} sich auf
einem anderen Bereich des Chromosoms von S. carnosus noch weitere tat-Gene, wie z. B. ein
tatB- oder gar ein fatE-Gen befinden. Die hier identifizierten tat-Gene von S. carnosus sind
wie bei S. aureus in einem tatAC-Operon angeordnet, weisen jedoch die Besonderheit auf,
daf} sich die Gene iiberlappen, da sich das Start-Codon von tatC 52bp upstream des Stop-
Codon von ratA befindet (siehe Abbildung 8).

tatA tatC
(222bp) (825bp)
S. carnosus M
Nt
52bp
tatA tatC
(213bp) (702bp)
S. aureus

Abbildung 8: Schematische Zeichnung des fat-Operons von S. carnosus und S. aureus. Die tat-Gene von
S. carnosus tiberlappen sich in einem 52bp groBen Bereich.

Zur weiteren Charakterisierung wurden TatA und TatC aus S. carnosus auf Aminosédureebene
mit den entsprechenden Proteinen von E. coli, S. aureus und B. subtilis verglichen (siehe
Abbildung 9 und Abbildung 10 ). Hierbei zeigte sich, dal TatA und TatC von S. carnosus die
grofte Ahnlichkeit erwartungsgemiB mit TatA und TatC von S. aureus aufwiesen (77%, bzw.
64% Identitét) und generell die geringste zu den Tat-Proteinen von E. coli zeigten (32%, bzw.
34% Identitit, siche Tabelle 4).

E. coli S. aureus B. subtilis (D) B. subtilis (Y)
TatA 32% 77% 42% 60%
TatC 34% 64% 35% 36%

Tabelle 4: Vergleich der Aminosiureidentititen der S. carnosus Tat-Proteine zu den Tat-Proteinen von E. coli,
S. aureus und den zwei Tat-Systemen von B. subtilis (TatACp und TatACy).
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Sa MITNTFILGIIGPISLVVISIIALIIFGPKKLPOQFGRAIGSTLKEFKSAT—————————— 50
Sc METNMEVLGITGPTSLVVIAIIALIIFGPTKLPQFGRAIGSTLKEFKSAA—————————— 50
Bsd MESN————— IGIPGLILIFVIAITIFGPSKLPEIGRAAKRTLLEFKSAT—————————— 44
Bsy MP——————— IGPGSLAVIAIVALIIFGPKKLPELGKAAGDTLREFKNAT —————————— 42
Ec MGG——————- ISTWOLLITAVIVVLLFGTKKLGSIGSDLGASIKGFKKAMSDDEPKQDKT 53
I R T L s Kk K

Sa @@ ———————- EDLDK---ESHDTPSKESKQQREQ—-—-—- 71

sSc - EHIDE---DSHETPSKPSESQRKESTK- 74

Bsd  @————— KSLVSG--DEKEEKSAELTAVKQDKNAG 70

Bsy  —f—m————-— KGLTS---DEEE-—-KKKEDQ——————- 57

Ec

SQDADFTAKTIADKOADTNQEQAKTEDAKRHDKEQV 89

Abbildung 9: Alignment der Aminosiiuresequenzen der TatA-Proteine von S. aureus (Sa), S. carnosus
(Sc), B. subtilis TatAp (Bsd) TatAy (Bsy) und E. coli (Ec). Die Position der Transmembrandoméne ist durch
den blauen Kasten markiert. Identische Aminosiduren sind durch einen Stern, semi-Kkonservierte Aminosiduren
durch einen Punkt und Aminosduren mit Zhnlichen chemischen Eigenschaften durch einen Doppelpunkt
markiert. Das Alignment wurde mit dem Programm ClustalW 1.82 aufgestellt.

Sa @ -———--——-"—-—---"—"——— MVHFSELRHRIJVKILLSEVIT 21
Sc MRHPVNPONLSEKNQLNNRYTDTISESYQTNTNSYTSSLLDHFGELRSRILKAGIAFIIA 60
BRgd ---—-———- - - C—n—C—FC—FC— - - — — MDKKETHLIGHLEELRRRIIIVTLAAFF LF] 29
Bsy = ——-——11-"--——""-"—""""""— MTRMKVNQMSLLEHIAELRKRILIVALAFVVEl 32
Fc - MSVEDTQPLITHLIELRKRILNCTTAVTVT 30
. *: * kK *:: . .
Sa VIVVYVSSEWWMTPEIITYITRAH-——VSLHAFSFTEMIQIYVMIIFFIAFCLISPVMEYQ[ 78
Sc VLIIYISSHWWIHPFIIQEIKRGN-——-MTLHAFSFTEMIQIYVMIIFFVALLLVSPIIFYQ[ 117
Bsd LITAFLEVODIYDWLIRDLDGKL-——-AVLGP-——-SEILWVYMMLSGICAIAASIPVAAYQl 83
Bsy FIAGFFLAKPIIVYLOETDEAKQ-——LTLNAFNLTDPLYVFMQFAFIIGIVLTSPVILYQ 89
Ec FICTVYFANDTYHIVSAPLIKQLPQGSTMIATDVASPFFTPIKLTEMVST.TL.SAPVITYQ 90
. . . . . . . . * . * %
Sa LWAFVAPGLHNNERQFIYK-—-YSFFSVILLEIFGVAFAFYVGEPMITIQFALKLSLTLNIS 135
Sc LWAFIAPGLHENEKGFIRR-——-YSVFCAFFFFLGIAFAYFIGFPLITHESILNLSGIMDIA 174
Bsd LWRFVAPALTKTERKVTIMYIMYIPGLFALFLAGISFEGYFVLFPIVLSFLTHLSSG-HFE 142
Bsy LWAFVSPGLYEKERKVTLS——-YIPVSILLELAGLSESYYILFPEVVDEMKRISQODLNVN 146
Ec VIWAF TAPALYKHERRLVVP——-LLVSSSLLEYIGMAFAYFVVEPLAFGELAN-TAPEGVQ 146
R I HE R S TR O .o .
Sa PVIGFKAYLIELIRWLFTFGILFQLPILFIGLAKFGLIDTTSLKHYRKYIYFACFVLASTI| 195
Sc PVIGFKEYLSELLRWLLIFGLLFQLPVLLFGLAKFGLIVTHQLSKSRKYVYFACFVGASI| 234
Bsd TMFTADRYFRFMVNLSLPFGFLFEMPLVVMFLTRLGILNPYRLAKARKLSYFLLIVVSIL| 202
Bsy QVIGINEYFHFLLQLTIPFGLLFQMPVILMFLTRLGIVTPMFLAKIRKYAYFTLLVIAAL| 206
Ec VSTDIASYLSEVMALFMAFGVSFEVPVATIVLILCWMGITSPEDLRKKRPYVILVGAFVVGMI| 206
*: HIH O HEH . *orox . Hid :
Sa TAPPODLTLNILLTLPLILLFEFSTE IVKETYRGKP-———PTH-——————————— 233
Sc VAPPDILMLNILLTIPLILLFEVSMIIVKITQLRNSETFPEH——————————— 275
Bsd ITPPDFISDFILVMIPLLVLFEVSVTLSAFVYKKRMREETAAAA————————— 245
Bsy ITPPE[LLSHMMVTVPLLILYEISILISKAAYRKAQKSSAADRDVSSGQ———— 254
Ec GRNREEENDAEAESEKTEE 258

LTPPDVFSQTILLATPMYCLFEIGVEFFSRFYVG

e e kK e o k. * o K

Abbildung 10: Alignment der Aminosduresequenzen der TatC-Proteine von S. aureus (Sa), S. carnosus
(Sc), B. subtilis TatAp (Bsd) TatAy (Bsy) und E. coli (Ec). Die Position der sechs Transmembrandoménen ist
durch die farbigen Késten markiert. Zeichenerkldrung siehe Legende zu Abbildung 9.
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Aus dem Alignment der Aminosduresequenzen der TatA und TatC-Proteine ist ersichtlich,
daB} die Lage der Transmembransegmente hochkonserviert ist und dort auch die meisten
Ubereinstimmungen vorkommen. Das TatC-Protein von S. carnosus besitzt einen deutlich
lingeren cytoplasmatischen N-terminalen Bereich, ansonsten weisen die Tat-Proteine von
S. carnosus jedoch keine weiteren signifikanten Abweichungen zu den anderen Tat-Proteinen
auf (siehe Abbildung 9 und 10).

1.2 S. carnosus besitzt ein funktionelles Tat-System

Nachdem die tat-Gene im Genom von S. carnosus identifiziert werden konnten, war der
nichste Schritt zu untersuchen, ob tatsidchlich auch ein funktionelles Tat-System vorliegt.
Dazu soll der Export eines Tat-abhingigen Reporterproteins in S. carnosus untersucht
werden. Um dabei die Tat-Abhédngigkeit dieses Exportes zeigen zu konnen, war es zwingend
erforderlich das Exportverhalten des Reporterproteins auch in einer S. carnosus tat-Mutante
zu untersuchen. Verfiigt S. carnosus iiber ein funktionelles Tat-System, sollte das Tat-
abhédngige Reporterprotein im Wildtyp exportiert und in der rat-Mutante nicht exportiert
werden.

1.2.1 Konstruktion einer S. carnosus tat-Mutante

Das TatC-Protein stellt in allen bisher untersuchten funktionellen Tat-Systemen eine
essentielle Komponente des Tat-abhingigen Exports dar und seine Deletion fiihrt zu einem
Exportblock aller bislang untersuchten Tat-Substrate. Um nun einen moglichen Tat-
abhédngigen Export in S. carnosus auszuschalten, sollte daher das farC-Gen deletiert werden.
Dazu wurde das Wildtyp tatAC-Operon auf dem Chromosom mit einem fatAC*-Operon, bei
dem ein 400bp groBer interner Bereich des tatC-Gens fehlt, ausgetauscht. Dies erfolgte mit
einem Integrationsvektor, welcher das inaktivierte ratAC*-Operon trigt (pPSM1058tat*).
Dieser Integrationsvektor trdgt das Gen fiir Chloramphenicolresistenz und kann aufgrund
eines temperatursensitiven Replikons nur bei der permissiven Temperatur von 30°C
replizieren, bei der nichtpermissiven Temperatur von 42°C erfolgt keine Replikation mehr.
Zur Konstruktion des tatAC*-Operons wurden mittels PCR die ersten 400bp (Fragment 1)
und die letzten 400bp des tatAC-Operons (Fragment 2) mit der chromosomalen DNA von
S. carnosus als ,template’-DNA und den Primern tatA400Sc-for und tatA400Sc-rev bzw.
tatC400Sc-for und tatC400Sc-rev amplifiziert. Die Primer tatA400Sc-rev und tatC400Sc-for
wurden so konstruiert, dal sie komplementire DNA-Bereiche aufwiesen. So konnten die
beiden teilweise iiberlappenden PCR-Fragmente als ,template’ fiir eine Crossing-over PCR
eingesetzt werden, bei der mit den Primern tatA400Sc-for und tatC400Sc-rev ein Fragment
amplifiziert wurde, das aus den ersten 400bp, gefolgt von den letzten 400bp des ratAC-
Operons besteht. Das PCR-Produkt wurde mit Kpnl und BamHI geschnitten und in den mit
den gleichen Enzymen geschnittenen pPSM1058-Vektor ligiert.

Der S. carnosus Wildtyp wurde mit dem Vektor pPSM1058tat* transformiert und bei der
permissiven Temperatur iiber mehrere Generationen mit Chloramphenicol im Medium
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inkubiert. Durch einen anschlieBenden ,,Shift* der Zellen auf die nichtpermissive Temperatur
von 42°C mit Chloramphenicol im Medium muf} S. carnosus das Plasmid ins Chromosom
integrieren, um weiterhin Chloramphenicolresistenz ausprigen zu konnen. Dies erfolgte durch
homologe Rekombination zwischen dem Wildtyp fatAC-Operon auf dem Chromosom und
dem inaktiviertem tatAC*-Operon auf dem Plasmid via eines doppelten Crossing-overs
(Abbildung 11A und B). Durch Zuriickshiften des Stammes zur permissiven Temperatur mit
Chloramphenicol im Medium wurde anschlieBend wieder die Plasmidexzision ermdglicht.
Diese erfolgte durch eine homologe Rekombination zwischen dem aktiven und dem inaktiven
tat-Operon auf dem Chromosom, wobei entweder das Wildtyp tatAC-Operon auf dem
Chromosom verbleibt oder, wie gewollt, das inaktivierte tatAC*-Operon (Abbildung 11, C).

pPSM1058tat*
tatA *tatC
A
tatA tatC
{ 5
tatA tatC tatA *tatC

4 Y
{} C

— rr -

tatA *tatC

Abbildung 11: Schema zur Inaktivierung des fat-Operons. Durch homologe Rekombination zwischen dem
inaktivierten fat-Operon auf dem Plasmid und dem fat-Operon auf dem Chromosom (A) integriert der Vektor
pPSM1058tat* in das Chromosom (B). Homologe Rekombination zwischen dem inaktivierten und dem Wildtyp
tat-Operon auf dem Chromosom fiihrt zur Exzision des Plasmids (C). Es verbleibt entweder das Wildtyp oder
das inaktivierte fat-Operon auf dem Chromosom (letzteres ist dargestellt). Weitere Erkldrune im Text.

51



II1. Ergebnisse

In einem letzten Schritt wurde die Temperatur wieder auf die nichtpermissive Temperatur
erhoht und die Zellen mehrere Generationen, jedoch diesmal ohne Chloramphenicol im
Medium, inkubiert. Dies soll dem Stamm ermoéglichen das Plasmid, welches nun nicht mehr
benotigt wird, zu verlieren. Der Verlust des Plasmids wurde mittels Replikaplattierung
tiberpriift. Dazu wurden die Zellen nach der Inkubation bei 42°C ohne Chloramphenicol auf
Agarplatten ebenfalls ohne Chloramphenicol ausplattiert und dann auf Agarplatten mit
Chloramphenicol replikaplattiert. Nur die Klone, die das Plasmid noch besitzen, sind in der
Lage nach der Replikaplattierung auf der Agarplatte mit Chloramphenicol zu wachsen.

Unter den Klonen, die das Plasmid nicht mehr besitzen, wurden nun abschlieBend diejenigen
isoliert, bei denen mit der Plasmidexzision das Wildtyp fatAC-Operon aus dem Chromosom
geschnitten wurde und das inaktivierte fatAC*-Operon auf dem Chromosom verblieb. Dazu
wurde die chromosomale DNA der Klone isoliert und mittels PCR und Southern Blot
iiberpriift. In der PCR-Uberpriifung wurde das tatAC-Operon mittels PCR mit der
chromosomalen DNA dieser Klone als ,template” und den Primern tatA400Sc-for und
tatC400Sc-rev amplifiziert. Da das inaktivierte fatAC*-Operon um 400bp kleiner ist als das
tatAC-Operon des Wildtyp-Stammes, mull bei den Klonen, bei denen ein Austausch des
Operons stattgefunden hat, ein um 400bp kleineres Fragment bei der PCR amplifiziert
werden. In Abbildung 12A ist das Ergebnis der PCR-Untersuchung zu sehen. Bei allen vier
ausgewdhlten Klonen ergab die PCR ein Fragment von 800bp Gro8e, was um 400bp geringer
ist als das 1,2kb-Fragment, welches die Wildtypkontrolle ergibt. Zur Uberpriifung mittels
Southern Blot wurde die chromosomale DNA der Klone und die des Wildtyps als Kontrolle
mit dem Restriktionsenzym HindIII verdaut. Als Sonde wurde das tatA-Gen aus S. carnosus
verwendet, welches in der far-Mutante auch noch vorhanden ist. Durch den HindIII-Verdau
liegt im Wildtyp das tatAC-Operon auf einem 3,7kb groBem Fragment. Durch den Austausch
des Operons verringert sich das Fragment um 400bp auf 3,3kb (siche Abbildung 12B). Bei
den Klonen 1, 3, 5 und 6 konnte diese Grofenverdnderung um 400bp im Vergleich zum
Wildtyp, die auf den Austausch der Operons zuriickzufiihren ist, beobachtet werden, was sich
auch mit den Ergebnissen aus der PCR-Untersuchung deckt. Bei den Klonen 2 und 4 wurde
durch die Plasmidexzision die Wildtypsituation wiederhergestellt.

A B

Wt 1 3 5 6

1.2» 0.8

Abbildung 12: PCR- (A) und Southern Blot-Analyse (B) zur Uberpriifung der auf Plasmidexzision
selektionierten Klone. Wt: Wildtyp-Kontrolle, 1 — 6: ausgewihlte Chloramphenicol-sensitive Klone
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Der Austausch des Wildtyp tar-Operons durch das inaktivierte tat-Operon wurde
abschlieBend noch durch Sequenzierung eindeutig verifiziert. Klon 1 wurde fiir die weiteren
Untersuchungen ausgewihlt. Zur Vereinfachung wird der Stamm im Folgenden nur noch als
AtatC-Mutante bezeichnet.

1.2.2 Effekt der AtatC-Mutation auf die Prozessierung des Fusionsproteins TorA-CGTase

Um zu zeigen, dal} das Tat-System von S. carnosus funktionell ist, sollte der Export eines Tat-
Substrates in Wildtyp und AtarC-Mutante untersucht werden. Da bislang keine authentischen
S. carnosus Tat-Substrate bekannt sind, muBte diese Uberpriifung mit heterologen Substraten
erfolgen. Angela Vollstedt untersuchte in ihrer Dissertation die Sec- und Tat-abhingige
Sekretion von Enzymen aus extremophilen Bakterien in S. carnosus und hatte dazu bereits ein
heterologes Fusionsprotein, bestehend aus dem Signalpeptid der Tat-abhingigen TMAO-
Reduktase (TorA) aus E. coli und der Cyclodextrin-Glycosyltransferase (CGTase) aus
Anaerobranca gottschalkii konstruiert. Daher wurde in Kooperation mit Angela Vollstedt die
Prozessierung dieses TorA-CGTase Fusionsproteins mittels Pulse Chase-Experiment im
S. carnosus Wildtyp und der AtatC-Mutante miteinander verglichen. Die Prozessierungs-
kinetik des TorA-CGTase Fusionsproteins in der AtatC-Mutante zeigt im Vergleich der
Kinetik im Wildtyp, dal die Deletion des tatC-Gens eine starke Hemmung der Prozessierung
bewirkt (siehe Abbildung 13). Wihrend im Wildtyp nach 60min bereits iiber 75% des
Vorlduferproteins in die reife Form prozessiert wurden, findet in der AtarC-Mutante iiber den
gleiche Zeitraum eine deutlich geringere Abnahme des Vorldufers statt. Es erscheint zwar ein
Protein mit dem gleichen Laufverhalten der reifen CGTase, doch weiterfithrende
Untersuchungen zur Lokalisation des Fusionsproteins mittels Zellfraktionierung haben
gezeigt, dal es sich dabei um ein cytosolisches Abbauprodukt handelt.

Wildtyp AtatC
10” 1’ 10 30’ 60’ 10” 1 10° 30’ 60’

b L D ebedadad

Abbildung 13: Prozessierungskinetik der TorA-CGTase in S. carnosus Wildtyp und AfatC-Mutante. Die
Stimme wurden im Pulse Chase-Experiment fiir 10min mit **S-Methionin markiert und nach Zugabe der Chase-
Losung wurden Proben nach 10°, 1°, 30’ und 60’ genommen. Die Immunfillung erfolgte mit a-CGTase
Antikorpern. *: TorA-CGTase Vorlduferprotein, » : reife CGTase, ~: cytosolisches Abbauprodukt

Das Pulse Chase-Experiment zeigt, daB die Deletion von tatC in S. carnosus die
Prozessierung des TorA-CGTase Fusionsproteins hemmt, wohingegen im Wildtyp eine
deutliche Prozessierung stattfindet. Dies beweist, dal die TorA-CGTase Tat-abhingig
exportiert wird und somit S. carnosus iiber ein funktionelles Tat-System verfiigt.
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1.3 Die S. carnosus AtatC-Mutante zeigt keinen phéinotypischen Unterschied zum
Wildtyp

Da gezeigt werden konnte, dal S. carnosus iiber ein funktionelles Tat-System verfiigt, wurde
im Folgenden untersucht, welche Bedeutung das Tat-System fiir diesen Organismus besitzt.
Bei E. coli ist bekannt, dal das Tat-System u. a. eine groBBe Rolle bei der Aufrechterhaltung
der Integritit der duBeren Membran spielt (Stanley er al, 2001). So &duBert sich eine
Inaktivierung des Tat-Systems von E. coli u. a. in einer erhohten Sensitivitit gegeniiber der
Detergenz SDS, was eine Folge der Verschlechterung der Membranintegritit ist. Weiterhin

146t sich bei den Zellen von E. coli tat-Mutanten eine Kettenbildung beobachten, die aus
einem Defekt in der Zellteilung resultiert.

100
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Abbildung 14: Vergleich der Phéinotypen von S. carnosus Wildtyp und AfatC Mutante. Oben: Mikro-
skopische Aufnahme der Zellen von Wildtyp (Wt) und AtatC-Mutante (A). Unten: Wachstumsvergleich von S.
carnosus Wildtyp (M )und AratC-Mutante (¢ ) in LB-Medium bei 37°C.

Die S. carnosus tat-Mutante wies jedoch keine phédnotypischen Unterschiede zum Wildtyp
auf. So wird weder die Zellform noch das Wachstumsverhalten durch Inaktivierung des Tat-
System verindert. (siche Abbildung 14). Diese Ergebnisse deuten an, da3 das Tat-System von
S. carnosus anscheinend keine groBe Rolle fiir dessen Uberleben unter den gewihlten
Laborbedingungen spielt. Daher stellte sich im Zuge der weiteren Charakterisierung dieses
Tat-Systems die Frage, ob und iiber welche authentischen Tat-Substrate S. carnosus verfiigt.
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1.4 In S. carnosus konnten keine authentischen Tat-Substrate identifiziert werden

Da das Genom von S. carnosus bis dato nicht vollstindig sequenziert und auch nicht annotiert
war, konnte das Genom mittels Sequenzanalyse nicht nach potentiellen Tat-Substraten
durchsucht werden (siehe auch 1I1.2.3.1). Daher wurde eine Identifizierung von authentischen
Tat-Substraten von S. carnosus iiber einen anderen Weg versucht. Die Proteine der
Kulturiiberstinde von S. carnosus Wildtyp und ArarC-Mutante wurden auf einem SDS-Gel
aufgetrennt, mittels Comassie Blau gefiarbt und das Proteinbandenmuster miteinander
verglichen. Proteine, die im Uberstand des Wildtyps vorhanden sind, aber im Uberstand der
Mutante fehlen, wiren nun potentielle Tat-Substrate. Diese Methode hat den Nachteil, daf} die
Synthese und Translokation von Tat-Substraten, die nur bei bestimmten Wachstums-
bedingungen stattfindet, nicht zwangsldufig bei den hier gewihlten Bedingungen erfolgt und
somit die Substrate identifiziert werden konnten.

Die Proteine aus den Kulturiiberstinden von Wildtyp und AfatC-Mutante unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen (Komplex- und Minimalmedium, bei 37°C und 30°C) wurden
isoliert, auf einem SDS-Gel nach Grofle getrennt und das Bandenmuster miteinander
verglichen. Es konnte jedoch bei keiner der untersuchten Wachstumsbedingungen ein
Unterschied im Proteinbandenmuster des Kulturiiberstandes zwischen dem Wildtyp und der
AtatC-Mutante von S. carnosus gefunden werden (exemplarisch gezeigt fir Wachstum auf
Komplexmedium bei 37°C, sieche Abbildung 15).

Uberstand
Wi AtatC

Membran
Wit AtatC

175 —
83—
62 —
47,5=
325—
2= Abbildung 15: Proteinbandenvergleich. Vergleich der Proteine des
Kulturiiberstandes und der Membran zwischen S. carnosus Wildtyp
und AtratC-Mutante in Komplexmedium bei 37°C. Links ist das
Molekulargewicht angegeben.
16.5—
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Eine Auswertung der annotierten Sequenz von S. aureus, dem nahen Verwandten von
S. carnosus, im Hinblick auf potentielle Tat-Substrate brachte auch dort nur ein potentielles
Tat-Substrat zum Vorschein, welches aller Wahrscheinlichkeit nach ein Membranprotein ist.
Daher wurden auch die Membranproteine von S. carnosus Wildtyp und AtarC-Mutante
isoliert und wie die Proteine des Kulturiiberstandes miteinander verglichen. Auch hier konnte
kein Protein gefunden werden, das im Proteinbandenmuster des Wildtyps vorhanden ist und
in der AtrarC-Mutante fehlt (Abbildung 15, links) und so auf ein potentielles Tat-Substrat
hindeuten wiirde.

1.5 Das TorA-CGTase Fusionsprotein wird in S. carnosus nicht sekretiert

Da keine authentischen Tat-Substrate von S. carnosus fiir weitere Exportuntersuchungen zur
Verfiigung standen, wurden fiir die weiteren Untersuchungen zur Sekretion heterologe
Substrate verwendet. Im Pulse Chase-Experiment konnte bereits gezeigt werden, dal} das
TorA-CGTase Fusionsprotein in S. carnosus Tat-abhingig prozessiert und damit iiber die
Membran transloziert wird (siehe IIl. 1.2.2). Da die Translokationseffizienz jedoch nicht
zwangsldufig die Sekretionsleistung widerspiegelt, da die Zellwandpassage noch bevorsteht,
sollte im Folgenden untersucht werden, welcher Anteil an reifer CGTase sich tatsdchlich im
Uberstand befindet. Dazu erfolgte mittels Zellfraktionierung von S. carnosus Wildtyp und
AtatC-Mutante in Protoplasten-, Zellwand- und Uberstandsfraktion eine Lokalisierung der
TorA-CGTase Genprodukte. Die Fraktionen wurden anschliefend im Western Blot untersucht
(siehe Abbildung 16).

Wildytp AtatC
GZ u P zw Gz U P ZW
* < * CGTase
— — S—— SecA

Abbildung 16: Zellfraktionierung zur Lokalisierung des TorA-CGTase Fusionsproteins. Die
Fraktionierung von S. carnosus Wildtyp und AtatC-Mutante in Protoplasten (P), Zellwand (ZW) und Uberstand
) erfolgte wie in 11.5.2.2, 5.2.4 und 5.4 beschrieben. Die in der Gesamtzell- (GZ), Protoplasten- und
Zellwandfraktion aufgetragene Proteinmenge entspricht Iml Kultur mit einer OD600 von 0,5, die Proteinmenge
im Uberstand 1ml Kultur mit einer OD600 von 1,5. *: TorA-CGTase Vorlduferprotein, » : reife CGTase,
~: cytosolisches Abbauprodukt.

In der Gesamtzellfraktion des S. carnosus Wildtyps werden der TorA-CGTase Vorldaufer und
die reife Form detektiert, in der Protoplastenfraktion findet sich - wie erwartet - nur die
Vorlduferform. Uberraschenderweise findet sich aber im Uberstand keine nachweisbare reife
CGTase. Das Vorhandensein groer Mengen von reifer CGTase in der Zellwandfraktion zeigt
aber, daB in der Tat eine Translokation des TorA-CGTase Fusionsproteins iiber die
Cytoplasmamembran stattgefunden hat. Eine anschlieBende Sekretion der reifen CGTase in
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den Uberstand erfolgte jedoch nicht, sondern die reife CGTase blieb in der Zellwand stecken.
In der ArarC-Mutante erfolgte - wie bereits im Pulse Chase-Experiment gezeigt (siche
Abbildung 13) - keine Prozessierung des TorA-CGTase Fusionsproteins und damit im
Einklang findet sich auch keine reife CGTase in der Zellwandfraktion. Da auch keine
verstirkte Akkumulation von Vorlduferprotein in der Zelle auftritt, wird von einem schnellen
Abbau eines Teils des Vorlduferproteins ausgegangen. Die Proteinform, die intrazelluldr das
gleiche Laufverhalten wie die reife Form aufweist, ist ein Abbauprodukt des Vorliufer-
proteins. Um auszuschlieBen, dal Zell-Lyse fiir das Auftreten von reifem Protein in der
Zellwand des Wildtyps die Ursache ist, wurde zusitzlich die Verteilung von SecA, einem
cytoplasmatischen und membranstindigen Protein, untersucht. In der Abbildung ist zu sehen,
dal SecA nur in der Gesamtzell- und der Protoplastenfraktion, nicht aber in der
Zellwandfraktion oder im Uberstand, detektiert wurde, so daB Zell-Lyse ausgeschlossen
werden kann.

Ein anschlieend durchgefiihrter Proteinase K-Verdau der protoplastierten Zellen bestitigte
das Resultat der Zellfraktionierung. Bei solch einem Proteinase K-Verdau erfolgt wie bei der
herkdbmmlichen Fraktionierung ebenfalls eine Protoplastierung der Zellen. Jedoch wird
anschlieBend die Zellwandfraktion nicht von den Protoplasten getrennt, sondern der Mix aus
Protoplasten und Zellwandfraktion wird mit Proteinase K behandelt (siehe auch II. 5.7). Alle
Proteine auBlerhalb und auf der frans-Seite der Cytoplasmamembran exponierten Proteine
(also auBerhalb der Protoplasten), sind der Proteinase K zugénglich und werden abgebaut,
wohingegen cytoplasmatisch lokalisierte Proteine, wie z.B. Vorlduferproteine geschiitzt sind
und daher nicht durch die Proteinase K abgebaut werden konnen.

Wildytp AtatC
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Abbildung 17: Lokalisierung der TorA-CGTase Proteinformen in S. carnosus Wildtyp und AtatC-Mutante
durch Proteinase K-Behandlung. Die Protoplastierung und der Proteinase K-Verdau erfolgte wie in 11.5.4 und
5.7 beschrieben. Der Aufschlul3 der Protoplasten zum Verdau von intrazelluliren Proteinen erfolgte durch
Zugabe von Triton X-100 in einer Endkonzentration von 5% bevor Proteinase K zugesetzt wurde. Die
Proteinmenge fiir die unbehandelte Gesamtzellfraktion (GZ), die ohne Proteinase K behandelten Protoplasten (-),
die mit Proteinase K behandelten Protoplasten (PK) und die mit Triton X-100 aufgeschlossenen und Proteinase
K behandelten Protoplasten (T) entspricht 1ml Kultur mit einer ODgq, von 0,5, die Proteinmenge im Uberstand
(U) entspricht 1ml Kultur mit einer ODgy von 1,5. Die Qualitit der Protoplastierung sowie die Wirkung der
Proteinase K wurde anhand des cytoplasmatisch und membranstindigen SecA-Proteins iiberpriift. *: TorA-
CGTase Vorlduferprotein, » : reife CGTase, ~: cytosolisches Abbauprodukt.

In Abbildung 17 ist zu erkennen, da3 im Wildtyp das TorA-CGTase Vorlduferprotein vor
dem Proteinase K-Verdau geschiitzt ist, wohingegen der Grofteil der reifen CGTase abgebaut
wird. In der AtatC-Mutante sind beide Formen, das Vorlduferprotein und die Proteinbande auf
Hohe der reifen CGTase, vor der Proteinase K geschiitzt, was beweist, daBl beide
cytoplasmatisch lokalisiert sind. Diese Ergebnisse zeigen, zusammen mit der vorherigen
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Fraktionierung, dafl das TorA-CGTase Fusionsprotein im S. carnosus Wildtyp Tat-abhéngig
iber die Cytoplasmamembran transloziert wird, jedoch nicht in den Kulturiiberstand sekretiert
wird, sondern im Zellwandkompartiment verbleibt. In der S. carnosus AtatC-Mutante erfolgt
hingegen ein partieller cytoplasmatischer Abbau des TorA-CGTase Vorlduferproteins.
Anhand des cytoplasmatischen Kontrollproteins SecA zeigte sich, dal die hergestellten
Protoplasten intakt waren, da die SecA-Menge sowohl in An- als auch in Abwesenheit von
Proteinase K gleich ist und SecA erst nach Aufschlufl der Protoplasten durch Triton X verdaut
wird. Die Triton X-Kontrolle zeigt weiterhin, daf} die Proteinase K tatsdchlich wirkt.

1.6 Das deutlich kleinere TorA-GFP Fusionsprotein wird von S. carnosus ebenfalls
nicht sekretiert

In den vorherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal das TorA-CGTase
Fusionsprotein in S. carnosus zwar Tat-abhingig iiber die Cytoplasmamembran transloziert,
aber nicht in den Kulturiiberstand sekretiert wird, da es in der Zellwand verbleibt. Die reife
CGTase hat ein Molekulargewicht von ca. 70kDa und gelangt, da sie als Fusionsprotein mit
der Tat-Signalsequenz von TorA Tat-abhéngig exportiert wird, in einer vollstdndig gefalteten
Konformation in das Zellwandkompartiment. Es ist denkbar, daf sie aufgrund ihrer Grof3e
und/oder ihrer gefalteten Konformation das Zellwandkompartiment nicht passieren kann,
sondern in der pordsen Struktur der Zellwand stecken bleibt (siehe auch L.5).

Daher wurde im Folgenden anhand eines weiteren Fusionsproteins mit einem geringeren
Molekulargewicht untersucht, ob tatsdchlich die GroBe eines Proteins einen limitierenden
Faktor bei der Tat-abhingigen Proteinsekretion mit S. carnosus darstellt. Als Fusionsprotein
wurde das TorA-GFP gewihlt, welches aus dem TorA-Signalpeptid aus E. coli und dem
Griin-fluoreszierenden Protein (GFP) aus Aquorea victoria zusammengesetzt ist. Das GFP hat
eine Grofle von ca. 25kDa und sollte daher theoretisch die Poren der Zellwand passieren
konnen (siehe auch 1.5). Weiterhin konnte bereits gezeigt werden, da} sich das TorA-GFP
Fusionsprotein als Tat-abhidngiger Reporter, zumindest in E. coli, eignet (Santini et al., 2001).

1.6.1 Konstruktion des torA-gfp Fusionsgens fiir die Expression in S. carnosus

Die Fusion der forA-Signalsequenz mit dem gfp-Gen wurde mittels Crossing-over PCR
durchgefiihrt (sieche Abbildung 18A und B). Dazu wurden zunéchst die torA-Signalsequenz
und die Basen, die fiir die ersten vier Aminosduren des reifen TorA kodieren, inklusive der
,untranslated region” (UTR) und der Ribosomenbindestelle (RBS) der S. hyicus Lipase mittels
PCR mit dem Vektor pXRTorACGTase als ,template’ und den Primern TorA(UTR)-for und
TorA(UTR)-rev amplifiziert (Fragment 1). Es hatte sich in vorherigen Arbeiten gezeigt, daf}
es fiir die Expression von heterologen Substraten in S. carnosus von Vorteil ist, anstelle der
authentischen RBS vor dem torA-Gen aus E. coli die UTR und RBS aus S. hyicus zu
verwenden. Weiterhin wurde das gfp-Gen ohne Startcodon mittels PCR mit dem Vektor
pGFP,, als ,template’ und den Primern Tor/GFP-for und GFP(UTR)-rev amplifiziert
(Fragment 2). Die Primer TorA-rev und GFP-for wurden so konstruiert, dal sie einen
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tiberlappenden Bereich aufweisen. So konnten die beiden PCR-Fragmente als ,template’ fiir
eine Crossing-over PCR eingesetzt werden, bei der mit den Primern TorA(UTR)-for und
GFP(UTR)-rev ein Fragment amplifiziert wurde, welches aus der rorA-Signalsequenz,
inklusive der Basenpaare, die fiir die ersten vier Aminoséduren des reifen TorA kodieren, und
dem gfp-Gen besteht (sieche Abbildung 18C). Das PCR-Produkt wurde mit Sphl und Xbal
geschnitten und in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen pXR100 Vektor ligiert
(pXRTorAGFP). Auf dem E. coli/S. carnosus Shuttle-Vektor pXR100 wird die Expression
der Genfusionen in S. carnosus durch die Xylose-regulierbare Promotor/Operator-Region des
xylA-Gens von Staphylococcus xylosus gesteuert (Wieland et al., 1995). Nach Sequenzierung
der Genfusion wurden Wildtyp und AtatC-Mutante von S. carnosus mit dem Vektor
pXRTorAGFP transformiert und zunichst Expression und Sekretion untersucht.

PA —Psﬂ
A | Fragment 1 | . Fragment2 |

P1
A
= | Fragment 1 B Fragment2 |

S. hyicus UTR torA(1-12)
— |

C Xbal—-—_Sphl
T

...ACT GCG GCG CAA GCG GCG CGT AAA...

Abbildung 18: Schema einer Crossing-over PCR (A+B): Fragment 1 und 2 werden mit den Primern P1 und
P2, bzw. P3 und P4 amplifiziert (A). Die Primer P2 und P3 weisen einen iiberlappenden Bereich auf (rot), so daf3
sich in der 2. PCR die Fragmenten 1 und 2, die als ,template’ eingesetzt werden, am iiberlappenden Ende
aneinanderlagern. So entsteht mit den Primern 1 und 4 das Produkt, das aus Fragment 1 und Fragment 2 besteht.
Schema des torA-gfp Fusionsgens (C): Das rorA-gfp Fusionsgen setzt sich aus der S. hyicus UTR, der
Signalsequenz (hellblau) und den ersten 12 Basenpaaren des forA-Gens (dunkelblau) und dem gfp-Gen (griin)
zusammen. Zur Klonierung wurden upstream der UTR eine Xbal- und downstream des gfp-Gens eine Sphl-
Schnittstelle eingefiigt. Die Sequenz des Ubergangsbereichs Signalsequenz - gfp-Gen ist angegeben, wobei die
dunkelblau markierte Sequenz fiir die ersten vier Aminosiuren des reifen TorA-Proteins kodiert.
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1.6.2 TorA-GFP wird in S. carnosus Tat-abhiingig transloziert, aber nicht in den Uberstand
sekretiert

Um die Exporteigenschaften des TorA-GFP Fusionsproteins in S. carnosus genauer zu
untersuchen, wurde wie im Falle des TorA-CGTase Fusionsproteins eine Zellfraktionierung
durchgefiihrt. Diese Fraktionierung erfolgte sowohl im Wildtyp als auch in der AtarC-
Mutante, um gleichzeitig die Tat-Abhéngigkeit des Exports des Substrats zu iiberpriifen.
S. carnosus  Wildtyp und AtatC-Mutante wurden mit dem pXRTorAGFP Vektor
transformiert, wie unter I1.5.1 und 5.4 beschrieben mit Xylose induziert und in Protoplasten,
Zellwand und Uberstand fraktioniert und mittels SDS-PAGE und Western Blot iiberpriift.
Wie in Abbildung 19 zu sehen ist, wird das TorA-GFP Fusionsprotein in S. carnosus
synthetisiert, es wird aber kein Protein im Uberstand detektiert. In der Gesamtzellfraktion sind
zwei Proteinformen unterschiedlichen Molekulargewichts im etwa gleichen Mengenverhiltnis
zueinander zu sehen. Durch Fraktionierung der Gesamtzellfraktion in Protoplasten und
Zellwand verschiebt sich in der Protoplastenfraktion das Verhiltnis der beiden Proteinformen
zugunsten der Proteinform mit dem gréBerem Molekulargewicht und in der Zellwandfraktion
zugunsten der Proteinform mit dem niedrigerem Molekulargewicht. Dies deutet darauf hin,
daf es sich bei der Proteinform mit dem hoheren Molekulargewicht um das cytoplasmatisch
lokalisierte TorA-GFP Vorlduferprotein handelt und bei der Proteinform mit dem niedrigeren
Molekulargewicht um das extracytosolisch lokalisierte reife GFP. In der AtarC-Mutante
erscheinen ebenfalls zwei Proteinformen in der Gesamtzellfraktion, die augenscheinlich das
gleiche Molekulargewicht wie die beiden Proteinformen im Wildtyp aufweisen. Die
Fraktionierung zeigt aber, dafl beide Proteinformen cytoplasmatisch lokalisiert sind, da in der
Zellwandfraktion der AratC-Mutante keine der beiden Formen nachgewiesen werden konnte.
Somit kann es sich bei der Proteinform mit dem niedrigeren Molekulargewicht in der AtatC-
Mutante nur um ein cytosolisches Abbauprodukt des Vorldauferproteins handeln. Um Zell-
Lyse auszuschlieBen, die fiir das Auftreten des reifen GFP in der Zellwand des S. carnosus
Wildtyps ebenfalls verantwortlich sein konnte, wurde zur Kontrolle die Lokalisierung des
cytoplasmatischen SecA Proteins untersucht. SecA wurde nur in der Gesamtzell- und der
Protoplastenfraktion detektiert, was eine Zell-Lyse ausschlief3t.

Wildytp AtatC
GZ U P zZW GZ U P ZW

= GFP
~ —

I

s S— SecA

Abbildung 19: Lokalisierung des TorA-GFP Fusionsprotein mittels Zellfraktionierung. Die Fraktionierung von
S. carnosus Wildtyp und AtatC-Mutante in Protoplasten (P), Zellwand (ZW) und Uberstand (U) erfolgte wie in
I1.5.2.2, 52.4 und 5.4 beschrieben. Die in der Gesamtzell- (GZ), Protoplasten- und Zellwandfraktion
aufgetragene Proteinmenge entspricht 1ml Kultur mit einer OD600 von 0,5, die Proteinmenge im Uberstand 1ml
Kultur mit einer OD600 von 1,5. *: TorA-GFP Vorlduferprotein, » : reifes GFP, ~: cytosolisches Abbauprodukt.

60



III. Ergebnisse

Das Fraktionierungsexperiment zeigt, dal das TorA-GFP Fusionsprotein im S. carnosus
Wildtyp iiber die Cytoplasmamembran transloziert wird, wohingegen in der AtatC-Mutante
ein cytoplasmatischer Abbau des Vorlaufers stattfindet. Dies beweist den Tat-abhingigen
Export von TorA-GFP in S. carnosus. Jedoch erfolgt wie im Falle des TorA-CGTase
Fusionsproteins keine Sekretion des reifen Proteins in den Uberstand, sondern eine
Akkumulation des reifen Proteins im Zellwandkompartiment.

Mittels Proteinase K-Verdau wurden im Folgenden die Ergebnisse der Fraktionierung
bestitigt. Durch die Proteinase K-Behandlung der Protoplasten werden alle Proteine
auBerhalb der Cytoplasmamembran abgebaut, wohingegen cytoplasmatisch lokalisierte
Proteine durch die Cytoplasmamembran geschiitzt sind und daher nicht durch die Proteinase
K abgebaut werden konnen. In Abbildung 20 ist zu erkennen, da3 im Wildtyp das reife GFP
durch die Proteinase K zu einem Proteinfragment mit niedrigerem Molekulargewicht
abgebaut wird. Es fillt auf, da3 nicht die komplette Bande, die auf Hohe der reifen Form
lauft, durch die Proteinase K-Behandlung verschwindet, sondern etwa nur 2/3 des Proteins.
Scheinbar findet auch im Wildtyp bereits vor der Translokation ein geringer
cytoplasmatischer Abbau von TorA-GFP Vorliduferprotein statt, was in einem
cytoplasmatischen und daher vor Proteinase K geschiitzten Abbauprodukt mit dem gleichen
Molekulargewicht des reifen GFP resultiert. Das TorA-GFP Vorlduferprotein ist wie zu
erwarten ebenfalls vor der Proteinase K geschiitzt. In der ArarC-Mutante sind beide Formen,
das Vorlduferprotein und die Abbaubande auf Hohe des reifen GFP, vor der Proteinase K
geschiitzt, was beweist, dal beide cytoplasmatisch lokalisiert sind. Die Verteilung des
cytoplasmatischen SecA-Proteins zeigt, da die Protoplasten intakt waren und die Triton X-
Kontrolle, bei der die Protoplasten vor Proteinase K-Behandlung aufgeschlossen werden,
beweist, dall ein Verdau durch Proteinase K stattfindet.

Wildytp AtatC
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Abbildung 20: Lokalisierung der TorA-GFP Genprodukte in S. carnosus Wildtyp und AtatC-Mutante
durch Proteinase K-Behandlung. Die Protoplastierung und der Proteinase K-Verdau erfolgte wie in II 5.4 und
5.7 beschrieben. Der Aufschlul3 der Protoplasten zum Verdau von intrazelluliren Proteinen erfolgte durch
Zugabe von Triton X-100 in einer Endkonzentration von 5% bevor Proteinase K zugesetzt wurde. Die
Proteinmenge fiir die unbehandelte Gesamtzellfraktion (GZ), die ohne Proteinase K behandelten Protoplasten (-),
die mit Proteinase K behandelten Protoplasten (PK) und die mit Triton X-100 aufgeschlossenen und Proteinase
K behandelten Protoplasten (T) entspricht 1ml Kultur mit einer ODgq, von 0,5, die Proteinmenge im Uberstand
(9)) entspricht 1ml Kultur mit einer ODgyo von 1,5. Die Qualitiit der Protoplastierung sowie die Wirkung der
Proteinase K wurde anhand des cytoplasmatisch und membranstindigen SecA-Proteins iiberpriift. *: TorA-GFP
Vorlduferprotein, » : reifes GFP, ~: cytosolisches Abbauprodukt, =: Abbaufragment des reifen GFP durch
Proteinase K-Verdau.
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Diese Ergebnisse der Fraktionierung und des Proteinase K-Verdaus beweisen, dal das TorA-
GFP Fusionsprotein im S. carnosus Wildtyp Tat-abhidngig iiber die Cytoplasmamembran
transloziert, jedoch nicht in den Kulturiiberstand sekretiert wird, sondern im
Zellwandkompartiment verbleibt.

1.7 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Tat-abhingigen Proteinsekretion in
S. carnosus

Die vorangegangen Untersuchungen haben gezeigt, dal S. carnosus ein funktionelles Tat-
System besitzt. Dieses Tat-System besitzt mindestens die Komponenten TatA und TatC,
gehort also moglicherweise zur Klasse der Minimaltranslokasen, wie sie auch S. aureus und
B. subtilis aufweisen. Eine Deletion des farC-Gens, welches fiir eine essentielle Komponente
aller bisher untersuchten Tat-Systeme kodiert, zeigte keine besonderen phénotypischen
Auswirkungen auf S. carnosus. Weiterhin konnten auch keine authentischen Tat-Substrate in
S. carnosus, weder durch Analyse der noch unvollstindigen Genomsequenz noch durch
Vergleich der Kulturiiberstinde von Wildtyp und AtatC-Mutante, gefunden werden.
Moglicherweise spielt das Tat-System nur unter bislang unbekannten Bedingungen fiir
S. carnosus eine wichtige Rolle.

Zur Untersuchung der Tat-abhingigen Sekretion in S. carnosus wurden die Fusionsproteine
TorA-CGTase und TorA-GFP, die beide das Tat-Signalpetid TorA aus E. coli besitzen,
verwendet. Beide Fusionsproteine wurden in S. carnosus Tat-abhédngig iiber die Cytoplasma-
membran transloziert, jedoch nicht in den Kulturiiberstand sekretiert, sondern akkumulierten
in der Zellwand. Die reife CGTase hat ein relativ hohes Molekulargewicht von ca. 70kDa,
was moglicherweise ein Grund fiir das ,,Steckenbleiben‘ des Proteins in der Zellwand ist. Das
reife GFP dagegen hat ein nur geringes Molekulargewicht von ca. 25kDa und sollte daher
theoretisch die Zellwand passieren kénnen. Da GFP aber ebenfalls in der Zellwand
steckenbleibt, miissen weitere Faktoren, wie z.B. elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen dem reifen Protein und der Zellwand, die Zellwandpassage verhindern. Das heil3t,
daf nicht nur die Groe des zu sekretierenden Proteins einen limitierenden Faktor in der Tat-
abhingigen Sekretion in S. carnosus darstellt, sondern scheinbar auch die elektrostatischen
Eigenschaften der Zellwand die Tat-abhingige Proteinsekretion beeinflussen.
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2. Untersuchungen zur Tat-abhéingigen Proteinsekretion in C. glutamicum

C. glutamicum wird bereits seit vielen Jahren fiir die Gewinnung von Aminosiuren benutzt,
ist aber im Bezug auf die sekretorische Gewinnung heterologer Proteine noch kaum
untersucht worden. C. glutamicum gehort, wie S. carnosus, zu den Gram-positiven Bakterien,
weist jedoch eine Besonderheit auf, die die Proteinsekretion beeinflussen konnte:
C. glutamicum besitzt Mykolsduren im Zellwandkompartiment, welche die Zelle wie eine
duBere Membran bei Gram-negativen Bakterien anscheinend komplett umgeben. Diese
zusitzliche Permeabilititsbarriere stellt potentiell auch fiir die Proteinsekretion ein Hindernis
dar, jedoch wurde bereits gezeigt, dal C. glutamicum Proteine zumindest Sec-abhingig
sekretieren kann (Houssin et al., 2002).

Wie auch bei S. carnosus war bei C. glutamicum nicht bekannt, ob ein funktionelles Tat-
System vorhanden ist. Im Gegensatz zu S. carnosus ist aber das Genom von C. glutamicum
bereits vollstindig sequenziert und annotiert, was eine Suche nach den tat-Genen und
potentiellen Tat-Substraten deutlich vereinfacht.

2.1 C. glutamicum verfiigt iiber eine TatA C-Minimaltranslokase

Um die fat-Gene im Genom von C. glutamicum zu identifizieren erfolgte zunichst ein ,,Blast*
der C. glutamicum Genomsequenz gegen die Sequenzen von fat-Genen unterschiedlicher
Bakterien, wie z.B. E. coli und B. subtilis. Dazu wurde das ,,Genomic Blast“-Programm von
NCBI verwendet. Hiermit konnte jeweils ein tatA- und ein farC-Gen identifiziert werden, die
hintereinander, dhnlich der Anordnung der fat-Gene bei S. aureus und S. carnosus, auf dem
Chromosom lokalisiert sind (sieche Abbildung 21). Somit besitzt auch C. glutamicum ein Tat-
System aus der Klasse der Minimaltranslokasen.

tatA tatC
(315bp) (942bp)

Abbildung 21: Schematische Zeichnung des tat-Operons von C. glutamicum

Zur weiteren Charakterisierung erfolgte ein Vergleich von TatA und TatC aus C. glutamicum
mit den entsprechenden Proteinen von M. tuberculosis, B. subtilis, E. coli, S. aureus und
S. carnosus auf Aminosdureebene (siche Abbildung 22 und 23). Hierbei zeigte sich, dal} die
Tat-Proteine von C. glutamicum die groBte Ahnlichkeit mit den Tat-Proteinen von
M. tuberculosis aufwiesen (49% fiir TatA, bzw. 54% Identitit fiir TatC, siche Tabelle 5). Dies
war zu erwarten, da sowohl M. tuberculosis wie auch C. glutamicum zur Gruppe der
Corynebacterianeae gehort.
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M. B. subtilis | B. subtilis
tuberculosis (D) Y) E. coli S. aureus | S. carnosus
TatA 49% 34% 29% 26% 33% 30%
TatC 54% 26% 28% 29% 25% 25%

Tabelle 5: Vergleich der Aminosédureidentititen der C. glutamicum Tat-Proteine zu den Tat-Proteinen von
M. tuberculosis, den beiden Tat-Systemen von B. subtilis (TatACp und TatACy) , E. coli, S. aureus und
S. carnosus.

Sa MITNTEFILGI PKKLPQFGRAIGSTLKEFKSATEDLDK————- 55
Sc METNMEVLGIT PTKLPQFGRAIGSTLKEFKSAAEHIDE————- 55
Bsd MESN————-— PSKLPEIGRAAKRTLLEFKSATKSLVSG—-——-—- 50
Bsy PKKLPELGKAAGDTLREFKNATKGLTS————- 47
Cg KKLPDAARSIGRSMRIFKSEVKEMNKDGDTP 52
Mt KKLPDAARSLGKSLRIFKSEVRELON————— 48
Eec @ - ITKKLGSIGSDLGASIKGFKKAMSDDEPK-—-—-— 49
Kok KKk * ok
Sa ESHDTPSKESKQQREQ-———------""------- - — —— 71
Sc DSHETPSKPSESQRKESTK--——-——------""""""""""——-———————————— 74
Bsd DEKEEKSAELTAVKQODKNAG————————————————————————————————— 70
Bsy DEEE---KKKEDQ-—-------""""""""—"——— 57
Cg EQQQOQOPQQOQIAPNQIEAPQPNFEQHYQGOQVOQQOPONPQTPDYRONYEDPNRTS 105
Mt ENK-—————-— AEASIETPTP————-— VQSQRVD-—---PSAASGODSTEA--RPA 83
Ec  QODKTSQDADFTAKTIADKQAD-———— TNQEQAKTEDAKRHDKEQV—-——————— 89

Abbildung 22: Alignment der Aminosduresequenzen der TatA-Proteine von S. aureus (Sa), S. carnosus (Sc),
B. subtilis TatAp (Bsd), TatAy (Bsy), C. glutamicum (Cg), M. tuberculosis (Mt) und E. coli (Ec). Die Position
der Transmembrandomine ist durch den blauen Kasten markiert. Identische Aminosiduren sind durch einen
Stern, semi-konservierte Aminosduren durch einen Punkt und Aminosduren mit &dhnlichen chemischen
Eigenschaften durch einen Doppelpunkt markiert. Das Alignment wurde mit dem Programm ClustalW 1.82
aufgestellt.

Sa. 2 —-———— MVHFSELRHRIUVKILLSEVIT 21
Sc MRHPVNPONLSEKNQLNNRYTDTISESYQTNTNSYTSSLLDHFGELRSRIYLKAGIAFIIAl 60
Bsd - MDKKETHLIGHLEELRRRIIVTLAAFFLE| 29
Bsy @ --—-—1/1wnw——----------—0- MTRMKVNOMSLLEHIAELRKRIYLIVALAEFVVE 32
Cg @ MSIVEHIKEFRRRIULIALAGILVG 24
Mt @ MRAAGLLKRLNPRNRRSRVNPDATMSLVDHLTELRTRIYLISLAAILVT| 48
Fc - MSVEDTQPLITHLIELRKRILNCITAVIVT 30
R
Sa Vv YVSSFWWMTPFITYITRAH———"———————————————— VSLHAFSFTEMIQIYVMI 62
Sc VLIIYISSHWWIHPFIQEIKRGN——————————————————— MTLHAFSFTEMIQIYVMI 101
Bsd LITAFLFEVODIYDWIRDLDGKL-——————————————————— AVLGP—-—-SEILWVYMML 67
Bsy FIAGFFLAKPII | OETDEAKQ—————————————————— LTLNAFNLTDPLYVEFMQF 73
Cg TIIGFIWYDEFES O)IPTLGELLRDPYCSLPAESRWAMSDSEECRLLATGPFDPFMLRLKYV 84
Mt TTFGEVWYSHSIFGILIDSLGEWLRHPYCALPQSARADISADGECRLLATAPFDQFMLRLKV 108
Ec FLL.C ANDIYHIMSAPLIKQLP——————————————— 74
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Sa IFFIAFCLISPVMEYQLWAFVAPGLHNNERQFIYK-—-YSFFSVILLEIFGVAFAEFYVGER 119
Sc IFFVALLLVSPIIFYQLWAF IAPGLHENEKGFIRR-———YSVFCAFFFFLGIAFAYFIGEFH 158
Bsd SGEICAIAASIPVAAYQLWRFVAPALTKTERKVTIMYIMYIPGLFALFLAGISEGYFVLEH 127
Bsy AFIIGIVLTSPVILYQLWAFVSPGLYEKERKVTLS-—-YIPVSILLELAGLSESYYILFH 130
Cg ARLVGMVLGSPVWLSQLWGE ITPGLMKNERRYTAI-——-FVTIAVVLEVGGAVLAYFVVA-{ 140
Mt GMAAGIVLACPVWEYQLWAFITPGLYQRERRFAVA-——-FVIPAAVLEVAGAVLAYLVLSH 164
Ec TEMVSLILSAPVILYOVWAFTAPALYKHERRLVVP-—-LLVSSSLLEYIGMAFAYFVVEH 131
: *: Kook o kpox % *: HE H A
Sa MIIQFALKLSLTLNISPVIGFKAYLIELIRWLETEGILFQLPILFIGLAKFGLIDTTSLK 179
Sc LITHESLNLSGIMDIAPVIGFKEYLSELLRWLLIFGLLFQLPVLLFGLAKFGLIVTHQLS 218
Bsd IVLSFLTHLSSG-HFETMFTADRYFREFMVNLSLPEGELEFEMPLVVMELTRLGILNPYRLA 186
Bsy FVVDEFMKRISQDLNVNQVIGINEYFHFLLOLTIPFGLLEFOMPVILMELTRLGIVTPMFLA 190
Cg YGLEFLLTIGGDTQAAALTG-DKYFGFLLALLAIFGVSFEVPLVIGMLNINVGILPYDAIK 199
Mt KALGFLLTVGSDVQVTALSG-DRYFGFLLNLLVVEGVSFEFPLLIVMLNLAGLLTYERLK 223
Ec LAFGFI/AN-TAPEGVQVSTDIASYLSEVMALFMAFGVSEFEVPVATIVLLCWMGITSPEDL 190
* *: . . **. *:.*: . * *: :
Sa HYRKYIYFACFVLASIIAP-PDLTLNILLTLPLILLFEFSTFIVKETYRGKP———————— 230
Sc KSRKYVYFACFVGASIVAP-PDLMLNILLTIPLILLFEVSMI IVKITQLRNSET —————— 271
Bsd KARKLSYFLLIVVSILITP-PDFISDFLVMIPLLVLFEVSVTLSAFVYKKRMRE-————— 239
Bsy KIRKYAYFTLLVIAALITP-PHELLSHMMVIVPLLILYEISILISKAAYRKAQKS—————— 243
Cg DKRRMIIMILEVEAAFMTPGODPF TMLIVLALSLTVLVELALQFCRENDKRRDKKRPEWLD 259
Mt SWRRGLIFAMFVEFAAIFTPGSDPFSMTALGAALTVLLELAIQIARVHDKRKAKR—————— 277
Ec KKRPYVLVGAFVVGMLLTP-PDVFSQTLLAIPMYCLFEIGVFFSREYVGKGRNR—————— 243
* . % . . % . . . * * .
Sa = —————————- PTH-——————mmmm e 233
Sc¢ ———————— FPEH————— = m e 275
Bsd @ ————————- ETAAAA— — —— 245
Bsy = ————————— SAADRDVSSGQ=———————————m e 254
Cg GDDLSASPLDTSAGGEDAPSPVETPEAVEPSRMLNPSGEASISYKPGRADFGDVL 314
Mt —-———FEAAIPDDEASVIDPPSPVPAPSVIG———————————————————— SHDDVT 308
Ec @ @ @—————— EEENDAEAESEKTEE———-—-----"—— - ——— — — — — — —— 258

Abbildung 23: Alignment der Aminosiduresequenzen der TatC-Proteine von S. aureus (Sa), S. carnosus (Sc),
B. subtilis TatAp (Bsd), TatAy (Bsy), C. glutamicum (Cg), M. tuberculosis (Mt) und E. coli (Ec). Die Position
der sechs Transmembrandominen ist durch die farbigen Kéasten markiert. Zeichenerkldrung siehe Legende zu

Abbildung 22.

2.2 Charakterisierung des Tat-Systems von C. glutamicum

Die Analyse des Genoms von C. glutamicum fiihrte zur Identifizierung eines tatAC-Operons.
Zur weiteren Charakterisierung des Tat-Systems von C. glutamicum war es im Anschlufl nun
zwingend notwendig eine tat-Mutante zu konstruieren. Mit dieser far-Mutante sollte, analog
zur Vorgehensweise bei S. carnosus, iiberpriift werden, ob tatsidchlich auch ein funktionelles
Tat-System vorliegt und potentielle Tat-Substrate neben einer Sequenzanalyse auch mittels
Vergleich der Kulturiiberstande gefunden werden konnen (siehe auch I11.1.4).
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2.2.1 Konstruktion einer C. glutamicum AtatAC-Mutante

Zur Konstruktion einer C. glutamicum tat-Mutante wurde das komplette tatAC-Operon
deletiert. Dazu wurde das Wildtyp tatA C-Operon auf dem Chromosom gegen ein inaktiviertes
tatAC*-Operon, welches nur noch aus den ersten 17 Basenpaaren des ratA-Gens und den
letzten 35 Basenpaaren des tatC-Gens besteht, ausgetauscht. Dies erfolgte mit einem
Integrationsvektor, welcher das inaktivierte tatA C*-Operon trigt (pK19mobsacBtat*). Dieser
Integrationsvektor ist ein pUC19 Derivat aus E. coli und trigt ein Gen fiir Kanamycin-
resistenz. Aufgrund seines E. coli Replikons kann pK19mobsacB nicht in C. glutamicum
replizieren und kann daher nur Kanamycinresistenz vermitteln, wenn er ins Chromosom
integriert. Ferner liegt auf diesem Vektor das Gen fiir die Levansucrase (sacB). Die
Levansucrase bildet aus Sucrose Heteropolymere, die aufgrund ihrer Akkumulation toxisch
auf die Zellen wirken, so daf} Zellen, die das sacB-Gen enthalten, nicht in Medien mit Sucrose
wachsen konnen.

Zur Konstruktion des tatAC*-Operons wurden mittels PCR ein 400bp groBler upstream
Bereich des tatAC-Operons inklusive der ersten 17 Basenpaare des tatA-Gens (Fragment 1)
und die letzten 35 Basenpaaren des tatC-Gens gefolgt von ca. 400bp des downstream
Bereichs des tatAC-Operons (Fragment 2) mit der chromosomalen DNA von C. glutamicum
als ,template’-DNA und den Primern tatACg-for und tatACg-rev bzw. tatCCg-for und
tatCCg-rev amplifiziert. Die Primer tatACg-rev und tatCCg-for wurden so konstruiert, daf3 sie
komplementire DNA-Bereiche aufweisen. So konnten die beiden {iiberlappenden PCR-
Fragmente 1 und 2 als ,template’ fiir eine Crossing-over PCR eingesetzt werden, bei der mit
den Primern tatACg-for und tatCCg-rev ein Fragment amplifiziert wurde, das aus dem
upstream und downstream Bereich inklusive der ersten 17 und 35 letzten Basenpaare des
tatAC-Operons besteht. Das PCR-Produkt wurde mit den Restriktionsenzymen Sall und
BamHI geschnitten und in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen pK19mobsacB-
Vektor ligiert.

C. glutamicum Wildtyp wurde mit dem Vektor pK19mobsacBtat* transformiert und auf
LBHIS-Agarplatten mit Kanamycin als Antibiotikum ausplattiert. Nur die C. glutamicum
Zellen, bei denen mittels homologer Rekombination via eines doppelten Crossing-overs iiber
den upstream Bereich und den ersten 17bp des fatA-Gens oder dem downstream Bereich und
den letzten 35bp des rarC-Gens eine Integration des Vektors ins Chromosom erfolgt ist,
konnen auf diesen Selektionsplatten wachsen (siehe Abbildung 24A und B). Die Integration
des Vektors in das Chromosom konnte mittels PCR in allen Klonen, die auf den
Selektionsplatten gewachsen sind, bestitigt werden. AnschlieBend wurden die Klone iiber
Nacht in LBHIS-Fliissigmedium ohne Kanamycin kultiviert, was eine Exzision des
Integrationsvektors aus dem Chromosom ermoglicht. Diese Plasmidexzision erfolgt durch
eine homologe Rekombination zischen dem aktiven und dem inaktiven rar-Operon auf dem
Chromosom, wobei entweder das Wildtyp tatAC-Operon auf dem Chromosom verbleibt oder,
wie gewollt, das inaktivierte fatAC*-Operon (Abbildung 24, C). Zur Selektion der Klone, bei
denen tatsdchlich wihrend der iiber Nacht Kultivierung in Flissigmedium eine
Plasmidexzision stattgefunden hat, wurden die Ubernachtkulturen auf LBHIS-Agarplatten mit
20% Sucrose ausplattiert. Zellen, die noch iiber den integrierten Vektor verfiigen, kdnnen
aufgrund der Levansucrase nicht auf den Sucrose-Platten wachsen. Da das Gen fiir die
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Levansucrase auffallend hédufig mutiert und daher mit hoher Wahrscheinlichkeit auch Klone
auftreten, die trotz integriertem Vektor auf Sucrose-Platten wachsen konnen, wurden zur
Kontrolle die Zellen auf der Sucrose-Platte auf LBHIS-Agarplatten mit 20% Sucrose und
Kanamycin replikaplattiert. Die Zellen, die auf beiden Platten wuchsen, hatten einen Vektor
im Chromosom integriert, bei dem das sacB-Gen mutiert war. Nur die Zellen, die nach der
Replikaplattierung auf den LBHIS-Agarplatten mit 20% Sucrose und Kanamycin nicht
wuchsen, hatten auch tatsichlich den Integrationsvektor verloren.

pK19mobsacBtat*

tatA tatC

tatA tatC tatA* *tatC

¢ Y

tatA* *tatC

Abbildung 24: Schema zur Deletion des tatAC-Operons von C. glutamicum. Durch homologe Rekombination
zwischen dem inaktivierten tatfAC-Operon auf dem Plasmid und dem fat-Operon auf dem Chromosom (A)
integriert der Vektor pK19mobsacBtat* in das Chromosom (B). Homologe Rekombination zwischen dem
inaktivierten fat-Operon und dem Wildtyp tar-Operon auf dem Chromosom fiihrt zur Exzision des Plasmids (C).
Bei der Exzision verbleibt entweder wieder das Wildtyp fat-Operon oder das inaktivierte fat-Operon auf dem
Chromosom (letzteres ist in der Abbildung dargestellt). Weitere Erklarung im Text.

Bei den auf Plasmidexzision selektionierten Klonen konnte nun eine von zwei moglichen
Situationen auf dem Chromosom vorliegen: Entweder erfolgte durch die Plasmidexzision die
Wiederherstellung der Wildtypsituation, oder das fatAC-Operon wurde durch die zweite
homologe Rekombination, wie gewollt, deletiert. Zur Uberpriifung, welche der Situationen
vorlag, wurde die chromosomale DNA der selektionierten Klone isoliert und mittels PCR und
Southern Blot iiberpriift. In der PCR-Uberpriifung wurde der chromosomale Bereich, auf dem
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das tatAC-Operon lokalisiert ist, mittels PCR mit der chromosomalen DNA der
selektionierten Klone als ,template” und den Primern CgDel-for und CgDel-rev amplifiziert.
Die Primer CgDel-for und CgDel-rev binden 500bp upstream des tatAC-Operon, bzw. 600bp
downstream und sollten daher, da das fatAC-Operon eine Grée von ca. 1,5kb hat, in der PCR
mit chromosomaler DNA aus dem Wildtyp ein Fragment von 2,6kb Grée amplifizieren. Das
inaktivierte tatAC*-Operon ist um ca. 1,4kb kleiner als intakte fatAC-Operon, und daher sollte
bei den Klonen, bei denen ein Austausch des Operons stattgefunden hat, ein nur ca. 1,2kb
groBes Fragment in der PCR amplifiziert werden. In Abbildung 25(A) ist das Ergebnis der
PCR-Untersuchung zu sehen. Im Gegensatz zum Wildtyp, wo die PCR erwartungsgemélf ein
Fragment von 2,6kb ergab, wurde bei den drei ausgewihlten Klonen ein Fragment von 1,2kb
GroBe amplifiziert. Zur Uberpriifung mittels Southern Blot wurde die chromosomale DNA
des Klons Nummer 1 aus der PCR-Uberpriifung und die des Wildtyps als Kontrolle zum
einen mit dem Restriktionsenzym EcoRI und zum anderen mit BamHI verdaut. Als Sonde
wurde Fragment 1 verwendet (siehe oben), welches aus dem 400bp groB3en upstream Bereich
des tatAC-Operons inklusive der ersten 17 Basenpaare des ratA-Gens besteht. Durch den
EcoRI-Verdau liegt im Wildtyp der Bereich, den die Sonde im C. glutamicum Genom bindet,
auf einem 3,4kb groBen Fragment, durch den BamHI-Verdau auf einem 1,8kb groflen
Fragment. Durch die Deletion des tatAC-Operons sollte die Sonde in der AratAC-Mutante
nach dem EcoRI-Verdau ein 2kb grofes Fragment des Genoms binden und nach dem BamHI-
Verdau ein 2,6kb groBes Fragment, was auch wie in Abbildung 25(B) zu sehen ist, erfolgte.
Die PCR- und Southern Blot-Untersuchungen zeigten eindeutig, dall das Wildtyp ratAC-
Operon gegen das deletierte tatAC-Operon ausgetauscht wurde und somit die Deletion von
tatAC in C. glutamicum erfolgreich war.

A B

EcoRlI BamHlI
Wt  AfatAC| Wt AtatAC

2.6)»

3.4)»

42.6

2.0»
1.8

Abbildung 25: PCR (A) und Southern Blot-Analyse (B) der auf Plasmidexzision selektionierten Klone.
Wt: Wildtyp-Kontrolle, 1 — 3: ausgewihlte Sucrose-resistente und Kanamycin-sensitive Klone.

Der Austausch des Wildtyp tatAC-Operons durch das inaktivierte ratAC-Operon wurde
abschliefend noch durch Sequenzierung eindeutig verifiziert. Klon 1 wurde fiir die weiteren
Untersuchungen ausgewidhlt. Zur Vereinfachung wird der C. glutamicum Stamm im
Folgenden nur noch als AtatAC-Mutante bezeichnet.
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2.2.2 Die C. glutamicum AtatAC-Mutante zeigt erkennbare phinotypische Unterschiede
zum Wildtypstamm

Schon bei der Konstruktion der AratAC-Mutante fiel auf, dal bei der Selektionierung nach
solchen Klonen, bei denen die Plasmidexzision stattgefunden hatte, zwei Klassen von Klonen
mit unterschiedlichem Wachstumsverhalten auftraten: schnell wachsende Klone, die bereits
16h nach Ausplattieren sichtbar waren und langsam wachsende Klone, die erst nach ca. 24h
sichtbar wurden. Es stellte sich im Nachhinein heraus, da3 es sich bei den schnell wachsenden
Klonen um solche handelte, bei denen durch die Plasmidexzision wieder die Wildtypsituation
des tatAC-Operons hergestellt wurde, wihrend bei den langsam wachsenden Klonen die
Deletion des tatAC-Operons erfolgt war. Ein zunichst lichtmikroskopischer Vergleich von
C. glutamicum Wildtyp und AratAC-Mutante zeigte keinen offensichtlichen Unterschied in
der Zellmorphologie (Abbildung 26, oben). Ein solcher Unterschied in der Zellmorphologie
zwischen Wildtyp und fat-Mutante ist z. B. bei E. coli zu beobachten (siehe auch I11.1.3).

100 100
o o
o o
10 o-0-0-¢ ¢
10
1
1
0,1
CgXll-Medium BHIS-Medium
0,1 0,01
0 10 20 30 40 50 60 0 5 10 15 20 25 30
Zeit[h] Zeit[h]

Abbildung 26: Vergleich der Phinotypen von C. glutamicum Wildtyp und AtatAC-Mutante. Oben:
Mikroskopische Aufnahme von Wildtyp (Wt) und AratAC-Mutante (A). Unten: Wachstumsvergleich von
C. glutamicum Wildtyp und AtatAC-Mutante in CgXII-Minimal- und BHIS-Komplexmedium. C. glutamicum
Wildtyp (¢ und ¢) und AratAC-Mutante (™ und M) wurden iiber Nacht als Vorkultur in 5ml BHIS-
Komplexmedium angezogen und zu Beginn der Wachstumsmessung fiir das BHIS-Komplexmedium auf eine
ODggo von 0,05 und fiir das CgXII-Medium auf eine ODg, von 0,5 angeimpft.
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Das Wachstum von C. glutamicum Wildtyp und AtatAC-Mutante unterschied sich dagegen
deutlich. So zeigt die AtatAC-Mutante sowohl in Komplex- als auch in Minimalmedium ein
deutlich langsameres Wachstum als der Wildtyp. Weiterhin erreichte die AtatAC-Mutante in
der stationdren Phase im Minimalmedium eine maximale ODg, von ca. 12, wihrend der
Wildtyp eine ODgy, von iiber 20 erreichte. Auch im Komplexmedium erreichte die AratAC-
Mutante mit einer ODgy von 5 nur etwa die Hilfte der maximalen ODgy, die der Wildtyp mit
einer ODy von 11 erreichte (sieche Abbildung 26, unten).

Zu Beginn der Wachstumsuntersuchungen fiel ebenfalls auf, da} die AratAC-Mutante, im
deutlichen Kontrast zum Wildtyp, nicht in der Lage ist, in LB-Medium zu wachsen. Erst die
Zugabe von Glucose in einer Endkonzentration von 0,5% ermoglichte ein Wachstum in LB-
Medium. Erstaunlicherweise iibertraf das Wachstum der AratAC-Mutante in LB-Medium mit
Glucose das Wachstum in BHIS-Komplexmedium deutlich (sieche Abbildung 27A).
C. glutamicum Wildtyp, welcher in LB- und BHIS-Medium ein in etwa gleiches Wachstums-
verhalten aufweist, zeigt ebenfalls eine Verbesserung des Wachstums in LB-Medium, wenn
Glucose zugesetzt wird. Anscheinend ist die C. glutamicum AtatAC-Mutante auf Glucose als
Kohlenstoffquelle angewiesen. In normalem LB-Medium, welches nur geringe Mengen an
Glucose enthilt, erfolgt kein Wachstum. Erst durch Zugabe von Glucose - BHIS-Medium
enthilt bereits mind. 0,15% Glucose - ist die AratAC-Mutante in der Lage zu wachsen. Der
Wildtyp ist auf Glucose nicht angewiesen, jedoch zeigt er mit Glucose ein besseres
Wachstum. Diese Ergebnisse deuten an, dal das Tat-System in C. glutamicum anscheinend
einen direkten oder indirekten EinfluB auf die Aufnahme oder die Verwertung von
Kohlenstoffquellen nimmt.

A B

ODGOO

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Zeit[h] Zeit[h]

Abbildung 27: Wachstumsvergleich C. glutamicum Wildtyp und AtatAC-Mutante. A: Wildtyp und AratAC-
Mutante in BHIS- (® bzw. @), in LB- (B bzw. ®) und LB-Medium mit 0,5% Glucose (¢ bzw. ¢). B: Wildtyp
und AtatAC-Mutante in BHIS-Medium mit 0,1M (¢ bzw. ®), 0,2M (¢ bzw. m), 0,5M (¢ bzw. ) und IM
NaCl-Konzentration ( bzw. ). Die Stimme wurden iiber Nacht in BHIS-Medium angezogen, gewaschen und
auf eine ODgo von 0,05 in dem jeweiligen Medium angeimpft.

70



III. Ergebnisse

In einem weiteren Experiment zeigte sich, dal die C. glutamicum AtatAC-Mutante unter
osmotischem Stref nicht mehr wachsen kann: Wird die Osmolalitit des Mediums durch
geringe Mengen an NaCl erhoht, zeigt die AratAC-Mutante, im Gegensatz zum Wildtyp,
einen deutlichen Wachstumsdefekt. In Abbildung 27B ist zu sehen, dal} bereits eine NaCl-
Konzentration von 0,1M das Wachstum komplett verhindert, wohingegen das Wachstum des
Wildtyps erst ab einer NaCl-Konzentration von 0,5M beeintrichtigt wird. Dies ist ein Indiz
dafiir, der Tat-Weg auch an der Reaktion der Zelle auf osmotischen Stref, direkt oder
indirekt, beteiligt ist.

Diese phinotypischen Untersuchungen der AratAC-Mutante haben deutlich gezeigt, dafl der
Tat-Weg offensichtlich eine wichtige Rolle fiir C. glutamicum spielt. Nicht nur fiir das
Wachstum der Zellen, sondern auch fiir die Kohlenstoffaufnahme oder -verwertung und fiir
die Reaktion auf osmotischen Stref3 ist ein funktioneller Tat-Weg von Bedeutung. Dies steht
bislang in einem deutlichen Kontrast zu S. carnosus, wo eine Inaktivierung des Tat-Weges
offensichtlich keinerlei Auswirkung, zumindest unter den in dieser Arbeit getesteten
Bedingungen, auf den Organismus hat.

2.3 C. glutamicum verfiigt iiber ein funktionelles Tat-System mit mindestens einem
authentischen Tat-Substrat

2.3.1 Identifizierung von potentiellen Tat-Substraten in C. glutamicum

Die vorangegangenen Untersuchungen haben gezeigt, daf3 das Tat-System von C. glutamicum
offensichtlich, unter den verschiedenen Bedingungen, eine wichtige Rolle spielt. Es ist daher
davon auszugehen, da3 auch authentische Tat-Substrate vorhanden sind. Zur Identifizierung
solcher Substrate wurden die Proteine der Kulturiiberstinde von C. glutamicum Wildtyp und
AtatAC-Mutante mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Comassie Blau-Farbung auf
Unterschiede in ihrem Proteinbandenmuster hin untersucht. Weiterhin bot sich die zusitzliche
Option an, die annotierte Genomsequenz von C. glutamicum nach Signalsequenzen mit einem
potentiellen Zwillingsargininmotiv zu durchsuchen. Beide Methoden haben ihre Vor- und
Nachteile. So werden beim Vergleich der Proteinbandenmuster - wie bereits unter I11.1.4
erwidhnt - nicht zwangsldufig auch die Tat-Substrate entdeckt, die nur unter bestimmten
Wachstumsbedingungen synthetisiert und transloziert werden. Ein Vorteil dieser Methode ist
aber, daf theoretisch auch solche Tat-Substrate identifiziert werden konnten, die kein
typisches Zwillingsargininmotiv aufweisen und daher durch eine Sequenzanalyse nicht
entdeckt wiirden. Der Vorteil der Sequenzanalyse ist, dal alle Tat-Substrate, die ein
Konsensus Zwillingsargininmotiv aufweisen auch entdeckt wiirden. Die Schwierigkeit kann
jedoch darin liegen, aus einem moglicherweise grofen Pool an Proteinen, die ein
Zwillingsargininmotiv aufweisen, diejenigen Proteine herauszufiltern, die auch tatsdchlich
iiber den Tat-Weg exportiert werden. Denn das Vorkommen von Zwillingsargininresten in der
Signalsequenz ist nicht allein auf Tat-Signalsequenzen beschrinkt, wie u. a. Untersuchungen
bei B. subtilis zeigen. Durch Sequenzanalyse wurden in B. subtilis 69 potentielle Tat-
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Substrate mit einem RR oder KR-Motiv gefunden (Jongbloed et al., 2002), tatsidchlich sind
aber nur zwei der 69 Proteine auch wirklich Tat-Substrate (Jongbloed et al., 2004).

In der annotierten Sequenz von C. glutamicum wurde nun mit Hilfe der Suchmaske
,»3/T-R-R* nach potentiellen Tat-Substraten gesucht. Aus den 85 gefundenen Proteinen
wurden diejenigen herausgefiltert und verworfen, bei denen das Zwillingsarginin nicht im
N-terminalen Bereich des Proteins lag, also nicht im potentiellen Signalpeptid. Unter den
iibrigen Kandidaten besafen nur die folgenden Proteine ein klassisches Signalpeptid und
dariiber hinaus ein Zwillingsargininmotiv, welches dem Konsensusmotiv (S/T-R-R-x-F-L-K)
sehr dhnlich ist: NCgl2937 (Rieske-Protein), NCgl2865 (Laccase) und NCgl2185 (PhoD),
wobei das zuletzt genannte PhoD-Protein in dieser Arbeit genauer untersucht wurde (sieche
Abbildung 29A). Dieses Protein gehort zur Klasse der Phosphatasen und weist eine hohe
Ahnlichkeit zur Phosphodiesterase PhoD aus B. subtilis auf. PhoD ist eines der beiden
Substrate in B. subtilis, das definitiv Tat-abhingig exportiert wird. Somit war es sehr
wahrscheinlich, daB3 das PhoD-Homolog in C. glutamicum ebenfalls Tat-abhiingig exportiert
wird.

Zum Proteinbandenvergleich wurden in drei unabhingig voneinander durchgefiihrten
Versuchen die Proteine der Kulturiiberstinde von C. glutamicum Wildtyp und AtatAC-
Mutante, die iiber Nacht in BHIS-Medium kultiviert worden waren, isoliert, mittels SDS-
PAGE nach ihrer GroBe aufgetrennt und mit Comassie Blau angeférbt. In Abbildung 28 ist zu
sehen, daf} in allen drei Fillen im Proteinbandenmuster der AratAC-Mutante ein Protein von
ca. 22kDa GroBe im Vergleich zum Proteinbandenmuster des Wildtyps fehlt. Dies bedeutet,
da} die Deletion der fat-Gene in C. glutamicum, zumindest unter den hier gewihlten
Bedingungen, die Sekretion eines 22kDa gro3es Protein in den Kulturiiberstand verhindert.
Dieses Protein stellt somit ein potentielles Tat-Substrat dar.

1 2 3
Wt AtatAC oW AtatAC Wt AtatAC
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Abbildung 28: Proteinbandenvergleich: Vergleich der Proteine des Kulturiiberstandes zwischen
C. glutamicum Wildtyp und AratAC-Mutante. Links ist die Angabe des Molekulargewichts zu sehen. 1 - 3:
unabhingige Ansitze. Der rote Pfeil markiert die Proteinbande die in der AratAC-Mutante im Gegensatz zum
Wildtyp fehlt.

Die Identifizierung dieses Proteins erfolgte durch Peptidmassenbestimmung mittels
MALDI-TOF Massenspektroskopie. Dazu wurde das Protein aus dem Comassie-Gel isoliert
und mit Trypsin verdaut. Die Proteinfragmente, die durch den Trypsinverdau entstanden,
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wurden mittels MALDI-TOF Massenspektroskopie bestimmt und zur Suche in einer lokalen
Datenbank mit 3312 C. glutamicum Proteinen genutzt. Dabei stellte sich heraus, dal es sich
hierbei um ein hypothetisches Protein namens NCgl1588 handelt. Das Protein 1588 besitzt
ein klassisches Signalpeptid, jedoch ein untypisches Zwillingsargininmotiv (siche Abbildung
29). Es besitzt anstelle des Zwillingsarginin ein Arginin-Threonin und weist, bis auf das Serin
zu Beginn des Motivs, keine weiteren Ahnlichkeiten zum Tat-Konsensusmotiv auf.

NCgl2185 (PhoD)

mpqlsrrqflqttavtaglatfagtpara-

N - Region H - Region C - Region
mklfsrtslvalgtaaaitlsgvtapafa-
NCgl1588

Abbildung 29: Schematische Darstellung von PhoD, (NCgl2185) und des Proteins 1588 (NCgl1588). Zu
sehen sind die Aminosiuresequenzen der Signalpeptide und die ersten fiinf Aminosduren des reifen Teils (griiner
Pfeil). Die Aufteilung der Signalpeptide in die charakteristischen drei Regionen (n-, h- und c-Region) erfolgte
auf Grundlage des Programms SignalP 3.0. Die mutmaBlichen Zwillingsargininmotive sind rot, das SPase I-
Erkennungsmotiv ist gelb unterstrichen.

2.3.2 Konstruktion der Fusionsgene phoDc,-gfp und 1588¢.-gfp

Sowohl der Proteinbandenvergleich der Kulturiiberstinde von Wildtyp und AratAC-Mutante
wie auch die Sequenzanalysen fiihrten zur Identifizierung von potentiellen Tat-Substraten. Es
sollte nun iiberpriift werden, ob die Signalpeptide der potentiellen Tat-Substrate PhoD¢, und
1588 tatsdchlich ein Targeting an die Tat-Translokase vermitteln und einen Tat-abhingigen
Export des reifen Proteins einleiten. Dazu wurden die Signalpeptide der beiden potentiellen
Tat-Substrate inklusive der ersten vier Aminoséduren der jeweiligen reifen Teile mit dem GFP-
Protein fusioniert (PhoD¢,-GFP und 1588¢,-GFP) und der Export dieser Fusionsproteine in
C. glutamicum Wildtyp und AtatA C-Mutante untersucht.

Die Fusion der Signalsequenzen mit dem gfp-Gen wurde mittels Crossing-over PCR
durchgefiihrt (sieche Abbildung 18A und B). Dazu wurde zundchst die Signalsequenz des
Gens, welches fir PhoD kodiert bzw. des Gens, welches fiir das Protein 1588 kodiert,
inklusive einer Konsensus-RBS fiir C. glutamicum (AAGGAGATATAGAT) mittels PCR mit
der chromosomalen DNA von C. glutamicum als ,template’ und den Primern Cg2185ss-for
und Cg2185(+4)ss-rev bzw. Cgl588ss-for und Cgl588ss(+4)-rev amplifiziert. Weiterhin
wurde das gfp-Gen ohne Startcodon mittels PCR mit dem Vektor pGFP,, als ,template’ und
den Primern GFP(maless)-for und CgGFP-rev amplifiziert. Die Primer Cg2185ss-rev bzw.
Cgl1588ss-rev und GFP(maless)-for wurden so konstruiert, da3 sie einen {iiberlappenden
Bereich aufweisen. So konnten die PCR-Fragmente (phoDc¢, und gfp bzw. 1588, und gfp) als
,template’ fiir eine Crossing-over PCR eingesetzt werden, bei der mit den Primern
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Cg2185ss-for bzw. Cgl1588ss-for und CgGFP-rev ein Fragment amplifiziert wurde, welches
aus der Signalsequenz des phoDc,-Gens bzw. der Signalsequenz des 1588¢,-Gens, inklusive
der Basenpaare, die fiir die ersten vier Aminosduren des reifen Teils des jeweiligen Proteins
kodieren, und dem gfp-Gen besteht. Das PCR-Produkt phoDc,-gfp wurde mit Kpnl und
EcoRI geschnitten und in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen pEKEx2 Vektor
ligiert (pEKEx2PhoD¢,GFP). Das PCR-Produkt 7588¢,-gfp wurde mit Sbfl und EcoRI
geschnitten und in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen pEKEx2 Vektor ligiert
(pPEKEx21588¢,GFP). Nach Sequenzierung der Genfusionen, wurden Wildtyp und AtatAC-
Mutante von  C. glutamicum mit dem Vektor pEKEx2PhoD¢,GFP bzw. mit
pEKEx21588¢,GFP transformiert und Expression und Export der Fusionsproteine untersucht.

2.3.3 Untersuchungen zur Tat-Abhéngigkeit des Exports von PhoD¢,.- und 1588 .,-GFP

Handelt es sich bei PhoD¢, und 1588, tatsichlich um Tat-Substrate, dann sollten die
Fusionsproteine PhoD¢,-GFP und 1588¢,-GFP in der C. glutamicum AtatAC-Mutante, im
Gegensatz zum Wildtyp, nicht exportiert werden. Das Exportverhalten der beiden
Fusionsproteine in C. glutamicum Wildtyp und AtatAC-Mutante wurde mittels SDS-PAGE
und Western Blot Analyse untersucht. Dazu wurden die Proteine der Zellen und des
Uberstandes getrennt aufgetragen, um eine Lokalisation der Proteine zu ermdglichen. In
Abbildung 30 ist zu sehen, daB3 das 1588¢,-GFP Fusionsprotein als reife Form sowohl im
Wildtyp wie auch in der AtatAC-Mutante im Uberstand vorlag, was einen Tat-abhingigen
Export ausschliet. Weiterhin konnte der Vorldufer des 1588¢,-GFP Fusionsprotein nicht in
der Zellfraktion detektiert werden, was fiir eine fiir Sec-Substrate typische, sehr schnelle
Prozessierung spricht. Es fillt auf, dal die Menge an reifem Protein, welches in der AratAC-
Mutante sekretiert wird, deutlich geringer ist, als dies im Wildtyp der Fall ist. Moglicherweise
beeinflussen hier Sekundireffekte der tatAC-Deletion den Export oder auch die Synthese des
Sec-abhidngigen 1588,-GFP Fusionsproteins.

1588,,-GFP PhoD.-GFP
Wt AtatAC Wit AtatAC
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GFP
> — . - — x
S <
- MtrA

Abbildung 30: Lokalisierung der PhoD,- und 1588.,-GFP Genprodukte. Die Isolierung der Proteine des
Gesamtzellextraktes (GZ) und des Uberstandes (U) erfolgte wie in I1.5.2.3 und 5.2.4 beschrieben. Die in der
Gesamtzellfraktion aufgetragene Proteinmenge entspricht 1ml Kultur mit einer ODg( von 0,5, die Proteinmenge
im Uberstand 1ml Kultur mit einer ODgy von 1,0. *: PhoD¢,-GFP Vorlduferprotein, »: reifes GFP,
~: cytosolisches Abbauprodukt.
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Das PhoD¢,-GFP Fusionsprotein zeigt ein deutlich anderes Exportverhalten als das
1588¢,-GFP Fusionsprotein. So erfolgt nur im C. glutamicum Wildtyp eine Sekretion von
reifem GFP, in der AtatAC-Mutante konnte kein Protein im Uberstand detektiert werden.
Sowohl im Wildtyp als auch in der AtatAC-Mutante sind der Vorldufer und ein Abbauprodukt
in der Zellfraktion sichtbar. In der AtatAC-Mutante ist, im Vergleich zum Wildtyp, eine
erhohte Akkumulation an Vorlduferprotein und leicht erhohte Menge an cytoplasmatischen
Abbauprodukt zu erkennen, was beides auf den Exportblock zuriickzufiihren ist.

Um sicherzustellen, da3 die hier beobachtete Sekretion von reifem GFP nicht auf Zell-Lyse
zuriickzufiihren ist, wurde zusitzlich die Verteilung des cytoplasmatischen MtrA-Proteins in
den Gesamtzell- und Uberstandsproben untersucht. Da dieses nur im Cytoplasma detektiert
wurde, kann eine Zell-Lyse ausgeschlossen werden.

Die Exportuntersuchungen haben deutlich gezeigt, daBl das 1588¢,-GFP Fusionsprotein
unabhingig vom Vorhandensein der tat-Gene exportiert wird, also klar Sec-abhingig ist.
PhoD¢,-GFP dagegen wird strikt abhéngig vom Vorhandensein der tat-Gene exportiert. Aus
diesem Befund kann man dariiber hinaus schlie3en, dall C. glutamicum iiber ein funktionelles
Tat-System verfiigt. Demnach ist das authentische 1588,-Protein wahrscheinlich ein Sec-
Substrat, das authentische PhoD¢, dagegen ein Tat-Substrat. Die moglichen Griinde, warum
das Sec-Substrat 1588 im Uberstand der AfarAC-Mutante fehlt, werden in der Diskussion
besprochen (siehe 1V.2.2.3).

Was weiterhin durch diese Untersuchung deutlich wird ist, daB C. glutamicum trotz seiner
komplexen Zellwand in der Lage ist, GFP Tat-abhingig, d. h. also in gefalteter Konformation,
iiberraschend effizient in den Uberstand zu sekretieren. Dies steht im deutlichen Gegensatz zu
S. carnosus, beim dem eine Sekretion von Tat-abhingig transloziertem GFP nicht erfolgt,
sondern das gefaltete GFP in der Zellwand steckenbleibt (siehe I11.1.6).

2.4 GFP und MalE werden mit dem Tat-Signalpeptid von TorA effizient sekretiert

Die vorherigen Untersuchungen haben gezeigt, da C. glutamicum ein Fusionsprotein,
bestehend aus dem Signalpeptid des authentischen Tat-Substrats PhoD und dem reifen GFP,
effizient Tat-abhingig in den Uberstand sekretiert. Untersuchungen zur Sekretion in
S. carnosus haben gezeigt, dafl ein Fusionsprotein bestehend aus dem E. coli Tat-Signalpeptid
von TorA wund dem reifen GFP in S. carnosus zwar Tat-abhingig {iber die
Cytoplasmamembran transloziert, nicht aber in den Uberstand sekretiert wird, sondern in der
Zellwand stecken bleibt (siehe II1.1.6.2). Um die Sekretionseigenschaften von S. carnosus
und C. glutamicum anhand eines identischen Fusionsproteins qualitativ miteinander
vergleichen zu konnen, wurde daher im Folgenden die Sekretion des TorA-GFP
Fusionsproteins auch in C. glutamicum untersucht. Weiterhin wurde die Sekretion eines
grofBeren Fusionsproteins untersucht, um zu iiberpriifen, ob die Grofle des zu sekretierenden
Proteins moglicherweise eine Limitation in der Proteinsekretion in C. glutamicum darstellt.
Auch hier ist denkbar, daB3 nur Proteine bis zu einem bestimmten Molekulargewicht die
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Zellwand problemlos passieren konnen. Hierzu wurde das TorA-MalE Fusionsprotein
ausgewihlt, welches ebenfalls aus dem Tat-Signalpeptid von TorA und dem reifen Teil des
MalE, beides aus E. coli stammend, besteht. MalE hat eine Grofle von ca. 42kDa und wird in
E. coli als TorA-MalE Fusionsprotein strikt Tat-abhéngig exportiert (sieche auch 1.4.1.2).

2.4.1 Klonierung der torA-malE und forA-gfp Fusionsgene in einen Expressionsvektor fiir
C. glutamicum

Das Fusionsgen forA-gfp wurde bereits fiir die Untersuchungen zur Sekretion von TorA-GFP
in S. carnosus konstruiert (siehe I11.1.6.1). Das Fusionsgen forA-malE wurde von Natascha
Blaudeck (2001) fiir Untersuchungen zum Tat-abhéngigen Export in E. coli konstruiert. Zur
Expression der beiden Fusionsgene in C. glutamicum muflten sie aus dem S. carnosus bzw.
E. coli Vektor herauskloniert und in den C. glutamicum Expressionsvektor pEKEx2
umgesetzt werden. Zusitzlich mulite upstream der Fusionsgene eine Konsensus-RBS fiir
C. glutamicum eingefiigt werden, damit eine Translation in C. glutamicum erfolgen kann. Die
Klonierung erfolgte mittels PCR. Dazu wurde das torA-gfp Fusionsgen mit dem S. carnosus
Vektor pXRTorAGFP als ,template’ und den Primern CgTorAGFP-for und CgTorAGFP-rev
amplifiziert. Der Primer CgTorAGFP-for enthilt die Konsensus-RBS fiir C. glutamicum
(AAGGAGATATAGAT). Das PCR-Produkt wurde anschlieBend mit Pstl und EcoRI verdaut
und in den mit den gleichen Enzymen verdauten Vektor pEKEx2 ligiert (pEKEx2TorAGFP).
Das torA-malE Fusionsgen wurde mit dem E. coli Vektor pPBBRTorAMalE als ,template’ und
den Primern CgRBSTorA-for und CgRBSTorA-rev amplifiziert. Der Primer CgRBSTorA-for
enthélt ebenfalls die oben genannte Konsensus-RBS fiir C. glutamicum. Das PCR-Produkt
wurde anschliefend mit Sall und BamHI verdaut und in den mit den gleichen Enzymen
verdauten Vektor pEKEx2 ligiert (PEKEx2TorAMalE). Nach Sequenzierung der Genfusionen
wurden C. glutamicum Wildtyp und AtatAC-Mutante mit den beiden Vektoren transformiert
und nachfolgend die Expression und der Export der Fusionsproteine untersucht.

2.4.2 Untersuchungen zur Sekretion von TorA-MalE und TorA-GFP

Um das Sekretionsverhalten der beiden Fusionsproteine in C. glutamicum zu untersuchen,
wurde die Lokalisation der Proteine mittels SDS-PAGE und Western Blot Analyse in
C. glutamicum Wildtyp und AtatAC-Mutante untersucht. Dazu wurden die Proteine der Zellen
und des Uberstandes getrennt aufgetragen und die Fusionsproteine durch Anti-GFP bzw.
Anti-MalE Antikorper detektiert. Wie im Falle des PhoD¢,-GFP wurden TorA-GFP und
TorA-MalE sehr effizient in den Kulturiiberstand sekretiert (siehe Abbildung 31). Dabei
erfolgte die Sekretion beider Fusionsproteine nur im C. glutamicum Wildtyp, was eindeutig
beweist, daf} in beiden Fillen ein Tat-abhiangiger Export stattfindet. Weiterhin war, vor allem
im Fall des TorA-GFP Fusionsproteins, in der AtatAC-Mutante eine erhohte Akkumulation an
Vorlduferprotein relativ. zum Wildtyp und ein im Gegensatz zum Wildtyp verstérkter
cytosolischer Abbau zu beobachten, was auf den Exportblock zuriickzufiihren ist. Im Falle
des TorA-MalE Fusionsprotein konnte nur eine schwache Akkumulation an Vorldufer
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beobachtet werden, was ein Indiz dafiir ist, da das TorA-MalE Vorlduferprotein in der
AtatAC-Mutante aufgrund des Exportblocks schneller abgebaut wird.

A B

Wt AtatAC Wt AtatAC
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Abbildung 31: Western Blot Analyse zur Sekretion von TorA-GFP (A) und TorA-MalE (B): Die Isolierung
der Proteine des Gesamtzellextraktes (GZ) und des Uberstandes (U) erfolgte wie in 11.5.2.3 und 5.2.4
beschrieben. Die in der Gesamtzellfraktion aufgetragene Proteinmenge entspricht 1ml Kultur mit einer OD600
von 0,5, die Proteinmenge im Uberstand 1ml Kultur mit einer OD600 von 1,0. *: TorA-GFP bzw. TorA-MalE
Vorlauferprotein, » : reifes GFP bzw. MalE, ~: cytosolisches Abbauprodukt.

Diese Untersuchungen zeigten jedoch deutlich, da TorA-GFP und TorA-MalE Tat-abhingig
und effizient von C. glutamicum in den Kulturiiberstand sekretiert werden. Da aber nur die
Proteine der Zellen und des Kulturiiberstandes aufgetragen wurden, konnte damit keine
Aussage iiber die Zellwand als mogliches ,,bottleneck® in der Sekretion in C. glutamicum
getroffen werden. Da in S. carnosus die Zellwand eine uniiberwindbare Barriere fiir TorA-
GFP ist, stellte sich die Frage, in wie weit die Zellwand von C. glutamicum die Sekretion
behindert. Es ist denkbar, dal} trotz der beobachteten starken Sekretionsleistung, ein Teil der
reifen Proteine in der Zellwand steckenbleibt. Um diesen Einflu3 der Zellwand auf die
Sekretion des kleinen TorA-GFP und des etwa doppelt so grolen TorA-MalE zu untersuchen,
wurden im Folgenden auch die Proteine der Zellwandfraktion untersucht.

2.4.3 Fraktionierung von C. glutamicum zur Lokalisierung der Fusionsproteine TorA-GFP
und TorA-MalE

Durch eine Fraktionierung von C. glutamicum Wildtyp und AtatAC-Mutante in Gesamtzell-,
und Uberstandsfraktion und durch eine Isolierung der Proteine aus der Zellwand konnte eine
genauere Lokalisierung der Fusionsproteine TorA-GFP und TorA-MalE erfolgen und
iberpriift werden, ob ein Teil des reifen Proteins in der Zellwand steckenbleibt.
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Abbildung 32: Zellfraktionierung und Western Blot zur Lokalisierung der TorA-GFP (A) und TorA-
MalE (B) Fusionsproteine in C. glutamicum Wildtyp und AtatAC-Mutante. Die Isolierung der Proteine des
Gesamtzellextraktes (GZ) und des Uberstandes (U) erfolgte wie in 11.5.2.3 und 5.2.4 beschrieben. Die Proteine in
der Zellwand (ZW) wurden wie unter II.5.5 beschrieben isoliert. Die in der Gesamtzellfraktion aufgetragene
Proteinmenge entspricht 1ml Kultur mit einer OD600 von 0.5, die Proteinmenge im Uberstand und in der
Zellwand 1ml Kultur mit einer OD600 von 1,5. Zur Kontrolle wurde die Zellwandfraktion zusitzlich doppelt
aufgetragen (ZW(2x)). *: TorA-GFP bzw. TorA-MalE Vorlauferprotein, » : reifes GFP bzw. MalE.

In Abbildung 32 ist zu erkennen, dall sowohl im Fall des TorA-GFP, als auch im Fall des
TorA-MalE reifes Protein in der Zellwandfraktion detektiert werden konnte. Dabei ist die
Menge an reifem GFP, welches in der Zellwand zu finden ist, mindestens um den Faktor 6
niedriger als die Menge an sekretiertem GFP im Kulturiiberstand. Das fast doppelt so grofie
MalE ist sogar um mindestens den Faktor 20 mehr im Kulturiiberstand als in der
Zellwandfraktion vorhanden. In der AratAC-Mutante ist weder reifes GFP noch reifes MalE in
der Zellwandfraktion und im Kulturuiberstand vorhanden. Dies unterstreicht erneut, daf
sowohl TorA-GFP als auch TorA-MalE Tat-abhédngig exportiert werden und daher in der
AtatAC-Mutante nicht iiber die Cytoplasmamembran transloziert werden konnen. Um
auszuschlieBen, dal im Wildtyp eine Verunreinigung der Zellwandfraktionen durch Zell-Lyse
mit cytoplasmatischen Proteinen stattgefunden hat, wurden die Proben zusitzlich auf das
Vorhandensein des strikt cytoplasmatischen MtrA-Proteins {iberpriift. Da sowohl die
Uberstands- als auch die Zellwandfraktion kein MtrA-Protein aufwiesen, kann eine Zell-Lyse
ausgeschlossen werden.

Die Zellfraktionierungen haben gezeigt, daBl tatsdchlich reifes Protein in der Zellwand zu
finden ist. Hierbei bleibt das kleinere GFP in groflerem Maf3e in der Zellwand stecken, als das
groflere MalE-Protein. Dies ist ein Hinweis darauf, daf} in diesem Fall nicht die Grof3e der
Proteine eine Limitation fiir die Zellwandpassage darstellt, sondern moglicherweise die
Menge an transloziertem Protein die in den Zellwandbereich eindringt die Limitation bewirkt.
Moglicherweise fithren zu viele Exportproteine, die in die Zellwand gelangen zu einer
Verstopfung der Zellwandporen, d. h. bei einer zu groBen Menge an translozierten Proteinen
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wire die Kapazitit der Zellwand Proteine durch ihre Poren zu lassen iiberschritten. Dies
wiirde schlieflich aufgrund der stindig weiter erfolgenden Translokation zu einer immer
starker werdenden Akkumulation von reifem Protein in der Zellwand fithren. Eine andere
Moglichkeit fiir das Auftreten des reifen Proteins in der Zellwand konnten z.B.
elektrostatische Wechselwirkungen des Proteins mit der Zellwand sein, bei dem das Protein
kurzeitig an die Zellwand bindet und nach einer gewissen Zeitdauer die Zellwand verld3t und
in den Uberstand gelangt. Denkbar wire auch, daB nur eine gewisse Anzahl an Proteinen an
die Zellwand bindet, bis alle moglichen ,,Bindungsstellen* belegt sind und daher die weiteren
Proteine problemlos die Zellwand passieren konnen. In den beiden zuletzt genannten Fillen
kdme es nicht zu einer anwachsenden Akkumulation, sondern zu einer gleichbleibenden
Menge an reifem Protein in der Zellwand. Daher wurde im Folgenden anhand des TorA-GFP
Fusionsprotein untersucht, ob das reife Protein in der Zellwand im Verlaufe der Zeit
zunehmend akkumuliert oder ob dessen Menge gleichbleibt. Dazu wurden zu vier
verschiedenen Zeitpunkten Proben einer induzierten Kultur des Wildtyps, welcher TorA-GFP
synthetisiert, genommen und die Proteine der Zellen, der Zellwand und des Uberstandes
isoliert und mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert (siche Abbildung 33).

nach 1h nach 2h nach 3h nach 4h
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Abbildung 33: Untersuchung zur Verteilung von TorA-GFP in C. glutamicum Wildtyp zu verschiedenen
Zeitpunkten mittels Zellfraktionierung und Western Blot. Die Induktion wurde wie unter I1.5.1 durchgefiihrt,
jedoch wurden nach 1, 2, 3 und 4h 2ml Proben genommen Die Isolierung der Proteine des Gesamtzellextraktes
(GZ) und des Uberstandes (U) der Proben 1- 4 erfolgte wie in I1.5.2.3 und 5.2.4 beschrieben. Die Proteine in der
Zellwand (ZW) der Proben 1 - 4 wurden wie unter I1.5.5 beschrieben isoliert. Die in der Gesamtzellfraktion
aufgetragene Proteinmenge entspricht 1ml Kultur mit einer OD600 von 0,5, die Proteinmenge im Uberstand und
in der Zellwand 1ml Kultur mit einer OD600 von 1,5. » : reifes GFP.

Die Menge an reifem GFP, welches sich in der Zellwand befindet, bleibt iiber den Zeitraum
von 4h konstant, eine Zunahme und damit eine Akkumulation konnte nicht beobachtet
werden. Ebenso verhilt es sich mit dem intrazelluliren TorA-GFP Abbauprodukt, welches
auch iiber den gesamten Zeitraum in der gleichen Menge vorliegt. Dieses Resultat
widerspricht der Annahme, da3 die Kapazitit der Zellwand reifes Protein durchzulassen
iberschritten wird und somit ein Proteinstau entsteht, sondern unterstiitzt die Hypothese, dal3
wihrend der Zellwandpassage ein Teil des GFP mit der Zellwand interagiert und dadurch nur
verzogert in den Uberstand freigesetzt wird, bzw. ein Teil des GFP die ,,Bindungsstellen* der
Zellwand besetzt und das restliche GFP die Zellwand problemlos passieren kann.

Das reife MalE geht anscheinend in nicht so starkem Mafe wie das GFP Wechselwirkungen
mit der Zellwand ein, da bei gleich groer Synthese beider Fusionsproteine deutlich weniger
MalE als GFP in der Zellwand zu finden ist (siche Abbildung 32).
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2.5 MalE wird in C. glutamicum effizienter iiber den Tat- als iiber den Sec-Weg
sekretiert

In den vorherigen Untersuchungen konnte eindeutig gezeigt werden, daB3 C. glutamicum in
der Lage ist, GFP und MalE effizient {iber den Tat-Weg zu sekretieren. Das authentische
MalE-Protein verfiigt tiber ein Sec-Signalpeptid und wird daher normalerweise in E. coli Sec-
abhidngig exportiert. Falls das authentische MalE in C. glutamicum Sec-abhingig in den
Uberstand sekretiert wird, kann die Sec- und Tat-abhingige Sekretion von MalE in
C. glutamicum direkt miteinander verglichen werden und so eine weitere Bewertung der Tat-
abhidngigen Sekretion in C. glutamicum ermoglichen. Dazu wurde im Folgenden die
Sekretion von MalE mit der Tat-Signalsequenz von TorA mit der Sekretion von
authentischem MalE mit seinem eigenen Sec-Signalpeptid verglichen. Hierbei wird die
Sekretionseffizienz definiert als Anteil der Proteinmenge im Kulturiiberstand an der
Gesamtproteinmenge in Prozent. Die Ausbeute bezeichnet nur die Proteinmenge im
Uberstand.

2.5.1 Konstruktion des malE-Gens mit authentischer Signalsequenz fiir C. glutamicum

Das malE-Gen inklusive seiner authentischen Sec-Signalsequenz und einer C. glutamicum
RBS wurde mittels PCR kloniert. Dazu wurde das malE-Gen mit chromosomaler DNA aus
E. coli als ,template’ und den Primern MalECg-for und MalECg-rev amplifiziert. Der Primer
MalECg-for enthilt die Konsensus-RBS fiir C. glutamicum (AAGGAGATATAGAT). Das
PCR-Produkt wurde anschlieBend mit Sall und BamHI verdaut und in den mit den gleichen
Enzymen verdauten Vektor pEKEx2 ligiert (pEKEx2MalE). Nach Sequenzierung der
Genfusion wurden C. glutamicum Wildtyp und AtatAC-Mutante mit dem Vektor transformiert
und im Folgenden zuerst die Expression und der Export des MalE-Proteins untersucht.

2.5.2  Authentisches MalE wird in C. glutamicum Sec-abhingig in den Uberstand sekretiert

Bevor die Tat-abhéngige mit der Sec-anhidngigen Sekretion von MalE verglichen werden
konnte, muflite erst gezeigt werden, dal das authentische MalE auch tatsdchlich in
C. glutamicum Sec-abhingig sekretiert wird. In Abbildung 34 ist zu sehen, dall MalE sowohl
im Wildtyp als auch in der AratAC-Mutante effizient in den Kulturiiberstand sekretiert wird,
was zeigt, dal das authentische MalE, wie zu erwarten, Tat-unabhingig und somit tatsdchlich
mit grofter Wahrscheinlichkeit Sec-abhingig ist. Jedoch ist auch hier - wie im Falle der Sec-
abhédngigen Sekretion von 1588 (siehe Abbildung 30) - deutlich weniger reifes Protein im
Kulturiiberstand der AtatAC-Mutante zu sehen als im Wildtyp. Auch hier zeigt sich wieder,
daB ein Ausschalten des Tat-abhiingigen Exports einen negativen Effekt auf die Sekretion
eines Sec-Substrates hat. Um auszuschlielen, dall Zell-Lyse aufgetreten ist, wurde parallel die
Lokalisation des strikt cytoplasmatischen MtrA-Proteins untersucht. Wie erwartet befand sich
kein MtrA-Protein im Uberstand sondern nur in der Zellfraktion, womit eine Zell-Lyse
ausgeschlossen werden konnte.
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Abbildung 34: Untersuchung der Proteinverteilung von authentischem MalE in C. glutamicum Wildtyp
und AfatAC-Mutante mittels SDS-PAGE und Western Blot. Die Isolierung der Proteine des
Gesamtzellextraktes (GZ) und des Uberstandes (U) erfolgte wie in I1.5.2.3 und 5.2.4 beschrieben. Die in der
Gesamtzellfraktion aufgetragene Proteinmenge entspricht 1ml Kultur mit einer OD600 von 0,5, die im
Uberstand aufgetragene Proteinmenge entspricht 1ml Kultur mit einer OD600 von 1,5.%: MalE-
Vorladuferprotein, » : reifes MalE, ~: cytosolisches Abbauprodukt.

2.5.3 Vergleich der Tat- und Sec-abhingigen Sekretion von MalE

Im direkten Vergleich ist deutlich zu sehen, da3 die Menge an reifen MalE, welches Tat-
abhéngig in den Kulturiiberstand sekretiert wird, deutlich hoher ist, als die Menge an reifen
MalE, welches Sec-abhidngig in den Kulturiiberstand sekretiert wird (sieche Abbildung 35).
35% der Gesamtproteinmenge befinden sich im Falle der Tat-abhingigen Sekretion als reifes
Protein im Uberstand, wohingegen dies in der Sec-abhingigen Sekretion nur 16% sind. In der
AtatAC-Mutante betrdgt der Anteil an Sec-abhéngig sekretiertem MalE sogar nur 6%. Das
MalE-Vorliuferprotein, daB im Uberstand zu sehen ist, ist durch eine Verunreinigung durch
die benachbarte Spur und nicht auf Zell-Lyse zuriickzufiihren. Wie zu erwarten erfolgte in der
AtatAC-Mutante kein Tat-abhidngiger Export von TorA-MalE. Die Menge an synthetisiertem
Protein ist in allen Fille identisch, so dall ausgeschlossen werden kann, daf} der Unterschied
in der Sekretionseffizienz auf einen Mengeneffekt zuriickzufiihren wire.
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Abbildung 35: ECL-Blot zum quantitativen Vergleich der Sec- und Tat-abhiingigen Sekretion von MalE.
Die Isolierung der Proteine des Gesamtzellextraktes (GZ) und des Uberstandes (U) erfolgte wie in 11.5.2.3 und
5.2.4 beschrieben. Die in der Gesamtzell aufgetragene Proteinmenge entspricht 1ml Kultur mit einer OD600 von
0,5, die im Uberstand aufgetragene Proteinmenge entspricht 1ml Kultur mit einer OD600 von 1. Die
Entwicklung des Western Blots und die Quantifizierung erfolgten wie unter I11.5.9 fiir ECL-Blots angegeben.
*: MalE- bzw. TorA-MalE Vorliuferprotein, b : reifes MalE, ~: cytosolisches Abbauprodukt, U/G: Anteil an
reifem MalE im Uberstand an der Gesamtproteinmenge in %.

Uberraschenderweise hat der Vergleich deutlich gezeigt, daB MalE mit mehr als doppelt so
hoher Ausbeute sekretiert wird, wenn die Sekretion iiber den Tat- anstelle iiber den Sec-Weg
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erfolgt. Moglicherweise spielen hier Faktoren wie die Stabilitiit des sekretierten Proteins im
Uberstand eine entscheidende Rolle. Die Stabilitit wird in diesem Falle durch den
Faltungszustand des sekretierten Proteins bestimmt, wobei natiirlich hinsichtlich der Stabilitit
die gefaltete Form einen Vorteil gegeniiber der ungefalteten Form aufweist. Es ist durchaus
vorstellbar, dall die Sekretionseffizienz in beiden Féllen zwar gleich ist, es aber aufgrund der
hoheren Stabilitdt des liber den Tat-Weg sekretierten und daher gefalteten MalE zu einer
hoheren Ausbeute an MalE als im Falle des iiber den Sec-Weg sekretierten MalE kommt.

2.6 Die Ausbeute an Tat-abhiingig sekretiertem GFP und MalE in C. glutamicum ist je
nach Medium unterschiedlich hoch

In den Wachstumsvergleichen zwischen C. glutamicum Wildtyp und AratA C-Mutante fiel auf,
daf} die Unterschiede im Wachstum zwischen den beiden Stimmen je nach Medium variieren.
D.h., da3 anscheinend das Tat-System in den verschiedenen Medien unterschiedlich gefordert
wird. Moglicherweise beeinflult daher auch das Medium die Sekretionseffizienz der
heterologen Proteine. Um dies zu iiberpriifen, wurde sowohl die Tat-abhéngige Sekretion von
TorA-GFP als auch die Sekretion des TorA-MalE Fusionsproteins in den Komplexmedien
BHIS- und LB- und im Minimalmedium CgXII quantitativ mittels ECL-Blot miteinander
verglichen. Im Falle des TorA-GFP Fusionsprotein zeigte der Vergleich, daBl die
Sekretionseffizienz in den drei unterschiedlichen Medien etwa auf dem gleichen Niveau ist
(siche Abbildung 36A), d. h. in allen drei Medien betrug die Menge an sekretiertem reifen
GFP bezogen auf die Gesamtproteinmenge zwischen 70 und 86%. Die Gesamtproteinmenge
zeigt jedoch deutliche Unterschiede. So ist diese im LB-Medium am hochsten, was bedeutet,
dal in LB-Medium auch die hochste Synthese erfolgt ist. Im Gegensatz dazu ist in CgXII-
und BHIS-Medium die Synthese gerade einmal in etwa ein viertel so hoch wie in
LB-Medium. Dieses Verhiltnis ist auch bei der Proteinmenge im Uberstand zu beobachten.
Dies heif3t, da} sich das LB-Medium fiir die Sekretion von GFP in C. glutamicum, verglichen
mit BHIS- und CgXII-Medium, am besten eignet, da hier aufgrund der hochsten Synthese an
TorA-GFP Vorliuferprotein auch die grofte Menge an reifen GFP in den Uberstand sekretiert
wird.

Die Situation im Falle des TorA-MalE Proteins sieht anders aus (sieche Abbildung 36B): Hier
variiert die Gesamtproteinmenge nicht so stark, sondern die Ausbeute an reifem MalE im
Kulturiiberstand. So werden in LB-Medium bis zu 50% der Gesamtproteinmenge in den
Uberstand  sekretiert, im Gegensatz zum CgXII-Medium, in dem nur 22% der
Gesamtproteinmenge, und im Gegensatz zu BHIS-Medium, in dem sogar nur 10% der
Gesamtproteinmenge in den Uberstand sekretiert werden. So ergibt sich auch fiir die
tatsdchliche Menge an sekretiertem Protein auch folgende Reihenfolge: LB-Medium, mit der
groBten Menge an sekretiertem MalE, gefolgt von CgXII-Medium, das bereits nur noch die
Hilfte an sekretiertem MalE aufweist und BHIS-Medium, wo die Menge an sekretiertem
MalE nur noch ein viertel betragt. Daher scheint sich fiir die Sekretion von MalE auch wieder
das LB-Medium am besten zu eignen, jedoch hier aufgrund der hochsten Sekretionsleistung
und nicht primér aufgrund der hochsten Synthese.
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Abbildung 36: ECL-Blot zum quantitativen Vergleich der Tat-abhéingigen Sekretion von TorA-GFP (A)
und TorA-MalE (B) in verschieden Medien. Die Isolierung der Proteine des Gesamtzellextraktes (GZ) und des
Uberstandes (U) erfolgte wie in 11.5.2.3 und 5.2.4 beschrieben. Die in der Gesamtzellfraktion aufgetragene
Proteinmenge entspricht 1ml Kultur mit einer ODgy von 0,5, die im Uberstand aufgetragene Proteinmenge
entspricht Iml Kultur mit einer ODgy von 1. Die Entwicklung des Western Blots und die Quantifizierung
erfolgten wie unter I1.5.9 fiir ECL-Blots angegeben. *: TorA-GFP bzw. TorA-MalE Vorlduferprotein, » : reifes
GFP bzw. MalE, ~: cytosolisches Abbauprodukt, Ges: Gesamtmenge an synthetisiertem Protein, U:
Gesamtmenge an reifen Protein im Uberstand (der jeweils hochste Wert wurde auf 100% gesetzt), U/G: Anteil
an reifem GFP bzw. MalE im Uberstand von der Gesamtproteinmenge in %.

2.7 Die Effizienz der Tat-abhingigen Sekretion von GFP in C. glutamicum variiert je
nach verwendetem Signalpeptid

Als abschlieBende quantitative Untersuchung wurde schlieBlich der Effekt des Signalpeptids
auf die Sekretion in C. glutamicum untersucht. Dazu wurde die Sekretion von GFP, vermittelt
durch drei verschiedene Tat-Signalpeptide, miteinander verglichen. Bei den Signalpeptiden
handelte es sich um das bisher verwendete TorA-Signalpeptid aus E. coli, das
PhoD,-Signalpeptid aus C. glutamicum und das PhoDg . -Signalpeptid aus B. subtilis. Wenn
Spezies-Spezifische Unterschiede in der Erkennung des Signalpeptids durch die
C. glutamicum Tat-Translokase die Translokation beeinflussen (siehe dazu 1.4.1.4), sollte sich
das in der Sekretionseffizienz widerspiegeln. Die Gene fiir die Fusionsproteine TorA-GFP
und PhoDc,-GFP lagen bereits vor. Zur Konstruktion des Fusionsprotein PhoDg,-GFP siehe
II1.3.2.1. Das Fusionsprotein muflte aber noch, wie im folgendem Kapitel beschrieben, fiir die
Expression in C. glutamicum umkonstruiert werden.
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2.7.1 Konstruktion des phoDg,-gfp Fusionsgens fiir C. glutamicum

Das Fusionsgen phoDpg-gfp lag bereits fiir Untersuchungen in B. subtilis auf dem B. subtilis
Vektor pWHPhoDg,GFP vor (II1.3.2.1). Zur Expression des Fusionsgens in C. glutamicum
mullte dieses aus dem B. subtilis Vektor herauskloniert und in den C. glutamicum
Expressionsvektor pEKEx2 umgesetzt werden. Zusétzlich muflte upstream des Fusionsgens
eine Konsensus-RBS fiir C. glutamicum eingefiigt werden, damit eine Translation in
C. glutamicum erfolgen konnte. Die Klonierung erfolgte mittels PCR. Dazu wurde das
phoDgs-gfp Fusionsgen mit dem Vektor pWHPhoDpGFP als ,template’ und den Primern
PhoDss(Cg)-for und CgTorAGFP-rev amplifiziert. Der Primer PhoDss(Cg)-for enthilt die
Konsensus-RBS fiir C. glutamicum (AAGGAGATATAGAT). Das PCR-Produkt wurde
anschliefend mit Pstl und EcoRI verdaut und in den mit den gleichen Enzymen verdauten
Vektor pEKEx2 ligiert (pEKExPhoDg,GFP). Nach Sequenzierung der Genfusion, wurden
C. glutamicum Wildtyp und AtatAC-Mutante mit dem Vektor transformiert.

2.7.2 Vergleich der Sekretion von GFP mit TorA-, PhoDg,- und PhoD,-Signalpeptid

Das PhoDg,-GFP Fusionsprotein wird in C. glutamicum exprimiert und effizient Tat-abhingig
in den Kulturiiberstand sekretiert (siehe Abbildung 37A). Beim Vergleich der Sekretion
dieses Fusionsproteins mit der Sekretion der TorA-GFP und PhoDc,-GFP Fusionsproteine
zeigte sich unerwartet, dal die Sekretionseffizienzen von GFP in C. glutamicum mit den
fremden Signalpeptiden, TorA aus E. coli und PhoD aus B. subtilis, doppelt so hoch waren,
wie mit dem C. glutamicum Signalpeptid (siche Abbildung 37B).

A B

Wit AtatAC TorA-GFP PhoD.,-GFP | PhoD,-GFP
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} — ; 1
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_u 34 70 100
U/G 50 25 52

Abbildung 37: A: Untersuchung der Expression und des Exports von PhoDz-GFP in C. glutamicum
Wildtyp und AfatAC-Mutante mittels SDS-PAGE und Western Blot. Die Isolierung der Proteine des
Gesamtzellextraktes (GZ) und des Uberstandes (U) erfolgte fiir A und B wie in 11.5.2.3 und 5.2.4 beschrieben.
Die in der Gesamtzell aufgetragene Proteinmenge entspricht Iml Kultur mit einer OD600 von 0,5, die im
Uberstand aufgetragene Proteinmenge entspricht 1ml Kultur mit einer OD600 von 1,5.%: PhoDg-GFP
Vorlduferprotein, » : reifes GFP, ~: cytosolisches Abbauprodukt. B: ECL-Blot zum quantitativen Vergleich
der Tat-abhiingigen Sekretion von TorA-, PhoD¢,- und PhoDg-GFP. Die in der Gesamtzell aufgetragene
Proteinmenge entspricht 1ml Kultur mit einer ODgy von 0,5, die im Uberstand aufgetragene Proteinmenge
entspricht Iml Kultur mit einer ODgy von 1. Die Entwicklung des Western Blots und die Quantifizierung
erfolgten wie unter I1.5.9 fiir ECL-Blots angegeben. *: Vorlduferprotein, » : reifes GFP, ~: cytosolisches
Abbauprodukt, Ges: Gesamtmenge an synthetisiertem Protein, U: Gesamtmenge an reifen Protein im Uberstand
(der jeweils hochste Wert wurde auf 100% gesetzt), U/G: Anteil an reifem GFP im Uberstand von der
Gesamtproteinmenge in %.
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So befanden sich im Falle der beiden fremden Signalpeptide 50 bzw. 52% der
Gesamtproteinmenge im Uberstand, im Gegensatz zum eigenen Signalpeptids mit nur 25%.
PhoD¢,-GFP wies zwar die hochste Gesamtproteinmenge und damit hochste Syntheserate
auf, hatte aber jedoch 30% weniger reifes Protein im Uberstand als das PhoDg-GFP
Fusionsprotein. TorA-GFP zeigte eine fiinffach niedriger Synthese als PhoD¢,-GFP und wies
dementsprechend auch weniger Protein im Uberstand auf.

Anscheinend werden die fremden Signalpeptide von TorA aus E. coli und PhoD aus
B. subtilis mindestens genauso gut von der Tat-Translokase von C. glutamicum erkannt, wie
das authentische PhoD,-Signalpeptid. Demnach spielt die Spezies-Spezifitit in diesen Fillen
keine entscheidende Rolle in der Sekretionsleistung. Uberraschenderweise zeigte das Fusions-
protein mit dem C. glutamicum Signalpeptid die geringste Sekretionseffizienz. Entweder wird
im Falle von PhoD¢,-GFP aufgrund der hochsten Synthese die Kapazitit der Tat-Translokase
tiberschritten oder das TorA- und PhoDg-Signalpeptid werden tatsichlich von der
C. glutamicum Tat-Translokase besser erkannt als das eigene Signalpeptid.

2.8 Das von C. glutamicum Tat-abhéingig sekretierte GFP ist aktiv

Die bislang durchgefiihrten Untersuchungen haben deutlich gezeigt, dal C. glutamicum GFP
effizient iiber den Tat-Weg in den Uberstand sekretiert. Exportuntersuchungen von GFP in
E. coli haben gezeigt, da} dieses Protein nur im Cytoplasma in seine aktive Konformation
falten kann und deshalb nicht iiber den Sec-Weg sondern nur iiber den Tat-Weg in aktiver
Form exportiert wird (Thomas et al., 2001, siehe 1.4.4). Daher sollte hier abschlieBend zu den
Untersuchungen zur Tat-abhidngigen Sekretion in C. glutamicum iberpriift werden, ob das
von C. glutamicum Tat-abhingig in den Uberstand sekretierte GFP ebenfalls in aktiver Form
vorliegt. Da aktives GFP bei einer Bestrahlung mit Licht mit einer Wellenldinge von ca.
400nm griin fluoresziert, wurde der Kulturiiberstand von den C. glutamicum Stimmen, die
GFP sekretieren, auf diese Fluoreszenz hin untersucht.

In Abbildung 38 (A) ist deutlich zu sehen, da} die Kulturiiberstinde von den C. glutamicum
Stammen, die GFP sekretieren, tatsdchlich griin fluoreszieren. Der Kulturiiberstand der
Negativkontrolle, ein C. glutamicum Stamm mit Leervektor, zeigt dagegen wie erwartet keine
Fluoreszenz. Weiterhin ist erkennbar, daf3 die Intensitit der Fluoreszenz von TorA-GFP iiber
PhoDce-GFP zu PhoDg-GFP hin zunimmt, was im Einklang mit den Quantifizierungs-
experimenten stiinde (siehe II1.2.7). Um die Fluoreszenzintensitit genauer bestimmen zu
konnen, wurde daher eine Quantifizierung der GFP-Fluoreszenz in den Kulturiiberstinden
vorgenommen (sieche Abbildung 38B). Zur Quantifizierung der Fluoreszenz wurde das GFP
im Kulturiiberstand mit Licht der Wellenldnge 385nm angeregt und das Emissionsspektrum
des GFP, das in der Graphik als Kurve zu sehen ist, im Wellenldngenbereich von 400 bis
650nm aufgezeichnet. Je mehr aktives GFP im Kulturiiberstand vorhanden ist, desto groB3er ist
die Anzahl der GFP-Emissionen, was sich auf die Peakhohe auswirkt.
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Abbildung 38A: Detektion der GFP-Fluoreszenz in Kulturiiberstinden von C. glutamicum. Die Proteine
aus 50ml Kulturiiberstand wurden auf 1ml aufkonzentriert und in 1ml-Kiivetten umgefiillt (siehe I1.5.11). Die
Proben wurden mit einer UV-Lampe, die Licht mit einer Wellenlinge von 366nm emittiert, bestrahlt.
1: Negativkontrolle (Leervektor), 2: TorA-GFP, 3: PhoDc,-GFP , 4: PhoDg-GFP. B: Quantifizierung der
GFP- Fluoreszenz: (siche I. 5.11). —: Negativkontrolle, —: TorA-GFP, —: PhoD¢,-GFP, —: PhoDg,-GFP.

Aus dieser Quantifizierung ist ersichtlich, dafl die Fluoreszenz des Stammes, der GFP mittels
des B. subtilis PhoD-Signalpeptids sekretiert, um ca. den Faktor 1.5 grofer ist, als die des
Stammes, der GFP mittels des PhoD-Signalpeptids aus C. glutamicum sekretiert, und sogar
um den Faktor 6 grofer als die des Stammes, der GFP mit der TorA-Signalsequenz sekretiert.
Dies entspricht zumindest tendenziell dem Ergebnis, welches mittels Quantifizierung der
Proteinbanden im ECL-Blot erzielt wurde.

Zusammenfassend kann daher gesagt werden, daf} iiberraschenderweise mit dem PhoD-
Signalpeptid aus B. subtilis die grofite Menge an aktivem GFP in C. glutamicum sekretiert
wird. Mit dem PhoD-Signalpeptid aus C. glutamicum wird weniger aktives GFP als mit dem
PhoD-Signalpeptid aus B. subtilis sekretiert, mit dem TorA-Signalpeptid ist Menge an
sekretierten aktiven GFP am geringsten.

2.9 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Tat-abhéingigen Proteinsekretion in
C. glutamicum

C. glutamicum besitzt ein funktionelles Tat-System, welches aus einem TatA- und einem
TatC-Protein besteht. Er besitzt somit - wie auch S. carnosus und B. subtilis - eine Tat-
Minimaltranslokase. Schaltet man das Tat-System in C. glutamicum durch Deletion der tat-
Gene aus, so duflert sich dies in verschiedenen Phinotypen. Dies steht in einem deutlichen
Kontrast zu der Situation bei S. carnosus, bei dem eine Inaktivierung des Tat-Systems keinen
sichtbaren Phinotyp zeigte. So weist die C. glutamicum tat-Mutante neben einem deutlich
schlechteren Wachstum auch Defizite auf, unter osmotischen Strefl zu wachsen. Weiterhin
konnte beobachtet werden, daf} sich die Ausschaltung des Tat-Systems indirekt auch auf den
Sec-abhingigen Export auswirkt. Zwei untersuchte Sec-Substrate wurden in der far-Mutante
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signifikant schlechter sekretiert als im Wildtyp. Ganz im Gegensatz zu S. carnosus scheint in
C. glutamicum das Tat-System eine bedeutendere Rolle zu spielen. Dies erkldrt wohl
moglicherweise auch die Befunde zur Sekretionsleistung in C. glutamicum. So sekretiert
C. glutamicum die hier untersuchten Substrate im Gegensatz zu S. carnosus sehr effizient Tat-
abhéngig in den Kulturiiberstand. Es wird zwar auch reifes Protein in der Zellwand gefunden,
jedoch in einem sehr geringen Malle. Es zeigte sich iiberraschenderweise auch, daf} sich die
Sekretion des Reporterproteins MalE effizienter war, wenn sie Tat-abhingig erfolgte, als
wenn sie Sec-abhidngig war. Weiterhin stellte sich heraus, dal es einen Einflul des Mediums
nicht nur auf die Synthese der Fusionsproteine gibt, sondern auch auf die Tat-abhingige
Sekretion. So erfolgt unter den hier verwendeten Medien in LB-Medium die effektivste Tat-
abhédngige Sekretion. Beim Vergleich der Sekretion des GFP-Proteins mit unterschiedlichen
Signalsequenzen zeigte sich vollig unerwartet, da das fremde PhoD-Signalpeptid aus
B. subtilis zu einer hoheren Sekretion von GFP fiihrte, als das eigene C. glutamicum
PhoD-Signalpeptid. In allen Fillen konnte aber gezeigt werden, da3 GFP Tat-abhidngig in
aktiver Form in den Kulturiiberstand sekretiert wurde.

3. Untersuchungen zur Tat-abhingigen Proteinsekretion in B. subtilis

B. subtilis Stimme werden schon seit Jahren fiir sekretorische Gewinnung homologer
Proteine verwendet, dabei wurde bislang ausschlieBlich der Sec-Weg genutzt. Die
sekretorische Gewinnung von heterologen Proteine mittels des Sec-Weges ist in B. subtilis
aber aufgrund der in Kapitel 1.3.6 bereits beschriebenen ,bottlenecks® sehr ineffizient.
Moglicherweise bietet hier der Tat-Weg fiir die heterologe Proteinsekretion eine Alternative
gegeniiber dem Sec-Weg. Das Tat-System von B. subtilis ist schon seit lingerem bekannt und
auch schon eingehend charakterisiert. B. subtilis besitzt demnach zwei unabhingige
funktionelle TatAC-Systeme, TatACp und TatACy — somit zwei Minimaltranslokasen. Fiir
beide Systeme ist bislang jedoch erst je ein authentisches Tat-Substrat bekannt, welches
jeweils strikt nur durch eine der beiden Translokasen transloziert wird: PhoD, welches nur
durch TatACp, und YwbN, welches nur durch TatACy transloziert wird (Jongbloed et al.,
2004). Demnach liegt hier eine Substratspezifitit der beiden Tat-Systeme innerhalb eines
Organismus vor, die vergleichbar mit der Spezies-Spezifitit in der Signalerkennung von Tat-
Substraten durch die Translokase zwischen verschiedenen Organismen ist. Weitere Tat-
Substrate sind in B. subtilis bislang nicht bekannt.

Im Folgenden wurde untersucht, ob sich B. subtilis auch fiir die Tat-abhiingige Sekretion von
heterologen Substraten eignet. Als Reporterproteine wurden dazu die bisher auch bei
S. carnosus und C. glutamicum verwendeten Fusionsproteine genutzt, um auch einen
qualitativen Vergleich zwischen den verschiedenen Organismen zu ermdglichen.
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3.1 B. subtilis sekretiert TorA-GFP und TorA-MalE effizient in der Uberstand

In S. carnosus wird GFP nicht sekretiert, wohingegen in C. glutamicum eine effiziente
Sekretion sowohl des GFP wie auch des groBeren MalE-Proteins stattfindet. Daher wurde im
Folgenden zuniéchst untersucht, ob beide Fusionsproteine in B. subtilis Tat-abhingig sekretiert
werden und ob eine Akkumulation des reifen Proteins bzw. eines Teils des reifen Proteins in
der Zellwand auftritt.

3.1.1 Konstruktion der Fusionsgene torA-malE und torA-gfp fir B. subtilis

Das Fusionsgen forA-malE lag aus Exportuntersuchungen in E. coli vor (Blaudeck, 2001) und
das Fusionsgen torA-gfp wurde in dieser Arbeit bereits fiir Untersuchungen zur Sekretion in
S. carnosus konstruiert (siche III.1.6.1). Aus fritheren Versuchen war bekannt, dal3 die
authentische forA RBS zur Expression von Genen in B. subtilis ausreichend ist. Daher konnte
im Fall des torA-malE Fusionsgens darauf verzichtet werden, mittels PCR eine B. subtilis
RBS vor das Fusionsgen zu klonieren. torA-malE wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI
aus dem pBBRTorAMalE Vektor geschnitten und in den mit dem gleichen Enzym
geschnittenen Vektor pWH1520 ligiert (pWHTorAMalE). Im Falle des forA-gfp Fusionsgens
muBte die UTR der S. hyicus Lipase, die fiir die Expression in S. carnosus notig war, gegen
die RBS von forA mittels PCR ausgetauscht werden. forA-gfp wurde mittels PCR mit dem
S. carnosus Vektor pXRTorAGFP (siehe III.1.6.1) als ,template’ und den Primern
TorAGFPBs-for, welcher die RBS von forA enthilt, und TorAGFPBs-rev amplifiziert. Das
PCR-Konstrukt wurde mit Kpnl und Sphl geschnitten und in den mit den gleichen
Restriktionsenzymen geschnittenen pWH1520 Vektor ligiert (pWHTorAGFP). Nach
Sequenzierung der Genfusionen wurde B. subtilis mit den Vektoren pWHTorAGFP und
pWHTorAMalE transformiert und Expression und Export der Fusionsproteine untersucht.

3.1.2 Lokalisierung von TorA-GFP und TorA-MalE in B. subtilis

Die Tat-Abhéngigkeit und das Sekretionsverhalten der beiden Fusionsproteine TorA-GFP und
TorA-MalE wurde durch Proteinlokalisierungsexperimente in B. subtilis Wildtyp und in
B. subtilis AtatACpy, ein Stamm, in dem beide Tat-Systeme ausgeschaltet sind, iiberpriift. Es
ist deutlich zu sehen, dal im Wildtyp eine effiziente Sekretion sowohl des reifen GFP als
auch des reifen MalE-Proteins in den Kulturiiberstand stattfindet (sieche Abbildung 39A und
C). Dariiber hinaus konnte weder bei TorA-GFP noch bei TorA-MalE reifes Protein in der
Zellwandfraktion detektiert werden (siehe Abbildung 39B und D). Dies bedeutet, daf} beide
Proteine effizient und ohne in der Zellwand stecken zu bleiben in den Uberstand sekretiert
werden. Erstaunlicherweise findet aber auch in der AtatACpy-Mutante eine leicht verminderte
Sekretion von MalE statt (siehe Abbildung 39C), im Gegensatz zu GFP, welches nur im
Wildtyp sekretiert wird (sieche Abbildung 39A). Zell-Lyse als Grund fiir das Auftreten von
reifem MalE im Kulturiiberstand der AratACpy-Mutante kann ausgeschlossen werden, da das
strikt cytoplasmatische, bzw. membranassoziierte SecA-Protein von B. subtilis nur in der
Zellfraktion und nicht im Kulturiiberstand detektiert wurde.
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Abbildung 39: Zellfraktionierung und Western Blot zur Lokalisierung der TorA-GFP (A und B) und
TorA-MalE (C und D) Fusionsproteine und von OmpA (E) in B. subtilis Wildtyp und AtatACpy-Mutante.
Die Isolierung der Proteine des Gesamtzellextraktes (GZ) und des Uberstandes (U) erfolgte wie in 11.5.2.2 und
5.2.4 beschrieben. Die Proteine in der Zellwand (ZW) und der Protoplasten (P) wurden wie unter I1.5.3
beschrieben isoliert. Die in der Gesamtzell- und Protoplastenfraktion aufgetragene Proteinmenge entspricht 1ml
Kultur mit einer OD600 von 0,5, die Proteinmenge im Uberstand und in der Zellwand 1ml Kultur mit einer
OD600 von 1. Zur Kontrolle wurde die Zellwandfraktion zusitzlich doppelt aufgetragen (ZW(2x)). *:
Vorlduferprotein, » : reifes GFP, MalE bzw. die 18- und 19kDa-Abbauprodukte des sekretierten OmpA.

Falls TorA-MalE Sec-abhingig sekretiert wird und in B. subtilis ein Ausschalten der Tat-
Systeme auch die Sec-abhiingige Translokation beeintrichtig, wiirde das die reduzierte
Sekretionseffizienz in der AratACpy-Mutante erkliren. Um einen moglichen Effekt der
Deletion der tat-Gene auf den Sec-abhingigen Export genauer zu untersuchen, wurde der
Export eines weiteren Sec-Substrates in Wildtyp und AratACpy-Mutante verglichen. Dazu
wurden beide B. subtilis Stimme mit dem Vektor pWHOmMmpA transformiert, der das Gen fiir
das Sec-abhingige Aulenmembranprotein OmpA aus E. coli trigt. Es stellte sich bei dieser
Untersuchung heraus, da das OmpA-Protein im Wildtyp und der AratACpy-Mutante mit
gleicher Effizienz in den Kulturiiberstand sekretiert wird und dort als die fiir OmpA typischen
18- und 19kDa-Abbauprodukte in Erscheinung tritt (sieche Abbildung 39E). Dieses Ergebnis
deutet daher eher darauf hin, dal der Sec-abhéngige Export in B. subtilis durch die Deletion
der tat-Gene nicht beeintrachtig wird, sondern moglicherweise TorA-MalE sowohl Tat- als
auch Sec-abhingig exportiert werden kann, wobei der Tat-abhingige Export bevorzugt zu
sein scheint. Eine Mutation im ,,Sec-Avoidance“-Motiv des TorA-Signalpeptids, was einen
Sec-abhidngigen Export erlauben wiirde (siehe I1.4.1.3), konnte durch nachtrigliche
Sequenzierung ausgeschlossen werden. D. h. trotz dieses Motivs wird TorA-MalE
offensichtlich in B. subtilis vom Sec-Weg akzeptiert. Dies bedeutet anscheinend, da} in B.
subtilis ein ,Sec-Avoidance“-Motiv die Sec-abhingige Translokation nicht vollstindig
verhindern kann. Moglicherweise bendtigen Tat-Signalpeptide aus B. subtilis neben der
niedrigen Hydrophobizitidt andere Faktoren im Signalpeptid, um eine Sec-Translokation
verhindern. Anscheinend ist hier aber auch das reife Protein fiir die Wahl des jeweiligen
Exportweges von Bedeutung, da GFP mit dem TorA-Signalpeptid nur Tat-abhiingig sekretiert
wird.
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3.2 TorA-, PhoDg- und PhoDc,-GFP werden mit unterschiedlichen Ausbeuten
sekretiert

GFP wird, wie oben gezeigt, in B. subtilis effizient und Tat-abhingig durch das TorA-
Signalpeptid in den Kulturiiberstand sekretiert. Im Folgenden wurde anschlieBend die
Sekretion von GFP mit dem TorA-Signalpeptid mit der Sekretion von GFP mit dem
B. subtilis und dem C. glutamicum PhoD-Signalpeptid verglichen. Hierbei sollte untersucht
werden, ob es, dhnlich wie bei C. glutamicum, durch die verschiedenen Signalpeptide zu
unterschiedlichen Ausbeuten an sekretiertem GFP kommt. So ist es zum einen fiir die
Ausbeute von Bedeutung, wie hoch die Synthese des jeweiligen Fusionsproteins ist und zum
anderen, ob mogliche Unterschiede in der Erkennung der verschiedenen Signalpeptide durch
die B. subtilis Tat-Translokasen aufgrund von Spezies-Spezifitit die Ausbeute an reifen GFP
beeinflussen. In C. glutamicum konnte iiberraschenderweise gezeigt werden, da3 das fremde
PhoD-Signalpeptid aus B. subtilis zu einer hoheren Sekretion von GFP fiihrte als das eigene
PhoD-Signalpeptid.

3.2.1 Konstruktion der phoDp,- und phoDc.-gfp Fusionsgene fiir B. subtilis

Das phoDgg-gfp Fusionsgen wurde so konstruiert, daBl es fiir ein Fusionsprotein kodiert, das
aus dem Signalpeptid inklusive der ersten vier Aminosduren des reifen Teils des PhoD-
Proteins und dem GFP-Proteins als Reporterprotein besteht. Die Fusion der Signalsequenz mit
dem gfp-Gen wurde mittels Crossing-over PCR durchgefiihrt (siehe Abbildung 18A und B).
Dazu wurde zunichst die Signalsequenz des phoDg,-Gens inklusive der RBS von torA von
phoD mittels PCR mit der chromosomalen DNA von B. subtilis als ,template’ und den
Primern PhoDss(Bs)-for und PhoDss(GFP)-rev amplifiziert. Weiterhin wurde das gfp-Gen
ohne Startcodon mittels PCR mit dem Vektor pGFP,, als ,template’ und den Primern
GFP(maless)-for und GFP(UTR)-rev amplifiziert. Die Primer PhoDss(GFP)-rev und
GFP(maless)-for wurden so konstruiert, da} sie einen iiberlappenden Bereich aufweisen. So
konnten die beiden PCR-Fragmente (phoDg; und gfp) als ,template’ fiir eine Crossing-over
PCR eingesetzt werden, bei der mit den Primern PhoDss(Bs)-for und GFP(UTR)-rev ein
Fragment amplifiziert wurde, welches aus der Signalsequenz des phoDp-Gens inklusive der
Basenpaare, die fiir die ersten vier Aminosduren des reifen Teils des Proteins kodieren, und
dem gfp-Gen besteht. Das PCR-Produkt phoDp-gfp wurde mit Kpnl und Sphl geschnitten
und in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen pWHI1520 Vektor ligiert
(pWHPhoD3g,GFP). Das Fusionsgen phoDc,-gfp lag bereits auf dem C. glutamicum Vektor
pEKExPhoD¢,GFP vor. Zur Expression von phoDc,-gfp in B. subtilis mufite die Konsensus-
RBS von C. glutamicum gegen die RBS von forA mittels PCR ausgetauscht werden. phoDc,-
gfp wurde mittels PCR mit dem C. glutamicum Vektor pEKExPhoD¢,GFP (Konstruktion
siehe II1.2.3.2) als ,template’ und den Primern PhoDCg-Bs-for, welcher die RBS von rorA
enthdlt, und TorAGFPBs-rev amplifiziert. Das PCR-Konstrukt wurde mit Kpnl und Sphl
geschnitten und in den mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnittenen pWH1520
Vektor ligiert (pWHPhoD¢,GFP). Nach Sequenzierung der beiden Genfusionen, wurde B.
subtilis Wildtyp und AtatACpy mit den beiden entsprechenden Vektoren transformiert und
Expression und Export der Fusionsproteine untersucht.
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3.2.2 Vergleich der Sekretion von TorA-, PhoDg,- und PhoD,-GFP in B. subtilis

Sowohl das PhoD-Signalpeptid aus B. subtilis als auch das PhoD-Signalpeptid aus
C. glutamicum bewirken in B. subtilis, wie schon zuvor auch fiir das TorA-Signalpeptid
gezeigt, eine Sekretion von GFP in den Kulturiiberstand. Diese Sekretion von GFP ist in allen
drei Fillen eindeutig Tat-abhiingig, da nur im Wildtyp GFP in den Uberstand sekretiert wird
und im Gegensatz dazu in der Atatpy-Mutante kein GFP-Export zu beobachten ist (Abbildung
40). Im Vergleich der Expression der TorA-, PhoDg,- und PhoD¢,-GFP Fusionsproteine fiel
sofort auf, dal PhoD¢,-GFP in den B. subtilis Stimmen nur sehr geringem Male exprimiert
wird, TorA-GFP und PhoDg-GFP dagegen eine vergleichbar hohe Expression zeigten. Die
geringe Synthese von PhoDc,-GFP wirkt sich offensichtlich auf die Ausbeute an GFP im
Kulturiiberstand aus, da in diesem Falle auch am wenigsten GFP im Kulturiiberstand vorliegt.

TorA-GFP PhoD,,-GFP PhoD.,-GFP
Wildtyp AtatAGC,, Wildtyp AtatAGC,, Wildtyp | AtatAC,,

GZ U |Gz U |Gz U | Gz U |Gz U|Gz U

R — — -
P | — N—— R

Abbildung 40: Lokalisierung der TorA-, PhoDy- und PhoDc,-GFP Fusionsproteine in B. subtilis Wildtyp
und AfatACpy. Die Isolierung der Proteine des Gesamtzellextraktes (GZ) und des Uberstandes (U) erfolgte wie
in II. 5.2.2 und 5.2.4 beschrieben. Die in der Gesamtzellfraktion aufgetragene Proteinmenge entspricht 1ml
Kultur mit einer ODgy von 0,5, die Proteinmenge im Uberstand 1ml Kultur mit einer ODgy von 1,0.
*: Vorlduferprotein, » : reifes GFP.

Die Wahl des Tat-Signalpeptids scheint hier hingegen auf die Sekretionseffizienz in
B. subtilis keinen deutlichen Einflul zu nehmen. Sowohl unter Verwendung der PhoD-
Signalpeptide aus B. subtilis und C. glutamicum als auch unter Verwendung des
TorA-Signalpeptids aus E. coli scheint das Verhiltnis von Gesamtproteinmenge zu reifen
Protein im Uberstand sich bei den drei verschiedenen Fusionsproteinen kaum voneinander zu
unterscheiden und somit eine dhnliche Sekretionseffizienz in allen drei Fillen vorzuliegen.
Die @dhnliche Sekretionseffizienz konnte bedeuten, da3 anscheinend das PhoD-Signalpeptid
aus B. subtilis keinen entscheidenden Vorteil in der Erkennung durch das B. subtilis Tat-
System gegeniiber den beiden fremden Tat-Signalpeptiden hat. Moglicherweise ist die
Spezies-Spezifitit in der Erkennung dieser beiden fremden Tat-Signalpeptide durch eine der
B. subtilis Tat-Translokasen nicht ausgepridgt genug, um eine Beeintrichtigung der Tat-
abhéngigen Translokation von PhoD¢,-GFP und TorA-GFP im Vergleich zum PhoDg-GFP
zur Folge zu haben.

Das PhoD-Signalpeptid aus B. subtilis wird, wie bereits zuvor erwihnt, nur von der TatACp-
Translokase erkannt. Fiir das TorA-Signalpeptid aus E. coli und das PhoD-Signalpeptid aus
C. glutamicum ist dagegen nicht bekannt, an welcher der beiden Translokasen, TatACp oder
TatACly, sie erkannt werden und eine Translokation vermitteln konnen. Im Folgenden wurde
daher untersucht, an welcher B. subtilis Tat-Translokasen das TorA-Signalpeptid eine
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Translokation vermitteln kann. Da sich bereits gezeigt hatte, dal das reife Protein
offensichtlich auch einen Einfluf} auf die Wahl des Exportweges hat (II1.3.1.2), wurde sowohl
die Translokation von TorA-GFP als auch von TorA-MalE in Bezug auf die beiden
moglichen Translokasen untersucht. Dieses konnte jedoch aufgrund seiner niedrigen Synthese
in B. subtilis nicht fiir das PhoD¢,-GFP Fusionsproteins untersucht werden.

3.3 Das PhoDg-GFP Fusionsprotein wird als einziges Fusionsprotein strikt nur von der
TatACp-Translokase in B. subtilis exportiert

In B. subtilis liegen, wie bereits erwdhnt, zwei unabhidngige TatAC-Systeme vor. Die tatACp-
Gene, welche downstream des Gens fiir das Tat-Substrat PhoD lokalisiert sind, werden mit
der Expression von phoD coreguliert. D. h. Phosphatmangel, was die Expression von phoD
induziert, fiihrt gleichzeitig zur Induktion der tatACp-Gene. Die tatACy-Gene befinden sich
an einem anderen Lokus im Chromosom und sind von dieser Regulation nicht betroffen. Im
Folgenden sollte nun unterschieden werden, iiber welches Tat-System in B. subtilis die
Fusionsproteine TorA-GFP, TorA-MalE und PhoDg,-GFP sekretiert werden. Dazu wurde die
Sekretion dieser Fusionsproteine in B. subtilis Wildtyp, einer AtatACp-Mutante, einer
AtatACy-Mutante und der AtatACpy-Mutante sowohl in Medium mit Phosphatmangel
(LPDM) als auch in Medium mit hoher Phosphatkonzentration (HPDM) untersucht (siehe
Abbildung 41).

Das Fusionsprotein PhoDg,-GFP wird bei hohen Phosphatkonzentrationen in keinem der
verwendeten B. subtilis Stimme in den Kulturiiberstand sekretiert (Abbildung 41A, 1-8),
wohl aber unter Phosphatmangelbedingungen (Abbildung 41A, 9-16). Da PhoDg-GFP aber
nur im Wildtyp und in AtatACy in den Kulturiiberstand sekretiert wird, erfolgt die
Translokation des Fusionsproteins damit strikt iiber die TatACp- und nicht iiber die TatACy-
Translokase. Dies steht im vollen Einklang mit den von Jongbloed et al. (2000) gewonnenen
Erkenntnissen, dall die fatACp-Gene unter Phosphatlimitierenden Bedingungen induziert
werden und dafl das authentische Tat-Substrat PhoD strikt iiber die TatACp-Translokase
transloziert wird.

Unter Verwendung des TorA- anstelle des PhoDg-Signalpeptids liegt eine etwas andere
Situation vor. TorA-GFP wird sowohl bei Phosphatmangel als auch bei hohen
Phosphatkonzentrationen in den Kulturiiberstand sekretiert (Abbildung 41C, 1-8 und 9-16).
Hierbei erfolgt die Sekretion in allen Stammen, bis auf die AtatACpy-Mutante. D.h., TorA-
GFP kann sowohl iiber die TatACp- als auch uber die TatACy-Translokase transloziert
werden. Eine Translokasenspezifitit, wie sie im Falle des PhoD-Proteins gegeben ist, liegt im
Falle des TorA-Signalpeptids offensichtlich nicht vor und beide Translokasen konnen
scheinbar das TorA-Signalpeptid problemlos erkennen.
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Abbildung 41: Lokalisierung der PhoDg,-GFP (A), TorA-GFP (B) und TorA-MalE (C) Genprodukte in
B. subtilis Wildtyp, AtatACp, AtatACy und AtatACpy in Medium mit Phosphatmangel (LPDM) und mit
hoher Phosphatkonzentration (HPDM). Die Stimme wurden UN in HPDM angezogen, gewaschen und in
HPDM und LPDM 4h induziert. Die Isolierung der Proteine des Gesamtzellextraktes (GZ) und des Uberstandes
(0) erfolgte wie in 11.5.2.2 und 5.2.4 beschrieben. Die in der Gesamtzellfraktion aufgetragene Proteinmenge
entspricht 1ml Kultur mit einer ODg( von 0,5, die Proteinmenge im Uberstand 1ml Kultur mit einer ODgy von
1,0. *: Vorlauferprotein, » : reifes Protein, ~: cytosolisches Abbauprodukt.

Das Sekretionsverhalten von TorA-MalE ist In Abbildung 41C zu sehen. MalE wird in allen
Stammen, sowohl bei Phosphatmangel (Abbildung 41C, 1-8) als auch bei hohen Phosphat-
konzentrationen (Abbildung 41C, 9-16) transloziert. Reifes MalE ist sowohl im B. subtilis
Wildtyp, als auch in den drei verschiedenen tat-Mutanten (AfatACpy, AtatACp und AtatACy)
im Kulturiiberstand vorhanden. Jedoch ist die Menge an sekretiertem MalE in der AratACpy-
Mutante (Abbildung 41C, 4 und 12), also in der Mutante in der beide Tat-Translokasen
ausgeschaltet sind, geringer als in den beiden Stimmen in denen jeweils nur eine Tat-
Translokase ausgeschaltet ist (Abbildung 41C, 6 und 14 bzw. 8 und 16) und deutlich geringer
als im Wildtyp (Abbildung 41C, 2 und 10). D.h., die Sekretion von MalE erfolgt zwar auch
Sec-abhingig, jedoch wird eine Tat-abhingige Sekretion unter Verwendung beider Tat-
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Systeme bevorzugt. Dies bedeutet, da3 das TorA-Signalpeptid, wie schon im Falle des TorA-
GFP Fusionsprotein gezeigt, beide Tat-Systeme in B. subtilis benutzen kann, TorA-MalE aber
auch, im deutlichen Gegensatz zu TorA-GFP, zusitzlich auch noch Sec-abhingig sekretiert
werden kann. Da beide Fusionsproteine iiber das gleiche Signalpeptid verfiigen, muf} das reife
Protein hier der Grund fiir die zusétzlich beobachtete Sec-abhéngige Translokation sein.

3.4 Das von B. subtilis Tat-abhiingig sekretierte GFP ist inaktiv

C. glutamicum sekretiert GFP Tat-abhingig in aktiver Form in den Uberstand. Dies konnte
mittels Fluoreszenzmessung deutlich gezeigt werden. Um nun zu iiberpriifen, ob B. subtilis
ebenfalls GFP in aktiver Form sekretiert, wurde analog zur Vorgehensweise bei C.
glutamicum die Fluoreszenz des sekretierten GFP untersucht und mittels eines Spektrometers
gemessen (sieche Abbildung 42).
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Abbildung 42A: Detektion der GFP-Fluoreszenz in Kulturiiberstinden von B. subtilis. Die Proteine aus

50ml Kulturiiberstand wurden auf Iml aufkonzentriert und in Iml-Kiivetten umgefiillt (siehe I1.5.11). Die

Proben wurden mit einer UV-Lampe, die Licht mit einer Wellenlinge von 366nm emittiert, bestrahlt.
1: Negativkontrolle (Leervektor), 2: TorA-GFP, 3: PhoD¢,-GFP , 4: PhoDg,-GFP, 5: Positivkontrolle (TorA-

GFP in C. glutamicum). B: Quantifizierung der GFP-Fluoreszenz: (siche I1.5.11). — Negativkontrolle,
: Positivkontrolle, —: TorA-GFP, —: PhoD,-GFP, —: PhoDg-GFP.

Die Kulturiiberstande von B. subtilis Wildtyp zeigen weder im Falle des TorA-GFP, noch im
Fall von PhoDgs- und PhoD¢,-GFP keine griine Fluoreszenz. Dies deutet an, dal GFP
entweder in inaktiver Form und/oder im Falle des PhoDc,-GFP Fusionsproteins in zu
niedriger Konzentration im Kulturiiberstand vorliegt - im deutlichen Kontrast zur Positiv-
kontrolle, bei der der Kulturiiberstand von C. glutamicum Wildtyp, der TorA-GFP sekretiert,
verwendet wurde (sieche Abbildung 42A). Die Messung der Fluoreszenz mittels Spektroskopie
erhirtet den iiberraschenden Befund. Weder im Fall von TorA-GFP, noch im Fall von
PhoDgs- oder PhoDc,-GFP konnte Fluoreszenz in den Proben des Kulturiiberstandes
detektiert werden.
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In den Untersuchungen zur Proteinlokalisierung der TorA-, PhoDg,- und PhoDc,-GFP
Fusionsproteinen konnte gezeigt werden, daB in allen drei Fillen reifes GFP in den Uberstand
sekretiert wurde. Im Falle von TorA-GFP und PhoDg-GFP ist die Ausbeute an GFP im
Uberstand relativ hoch, im Gegensatz zum PhoD¢,-GFP Fusionsprotein, bei dem die Menge
an sekretiertem GFP, hochstwahrscheinlich aufgrund der niedrigeren Synthese, deutlich
geringer ist (siche Abbildung 40). Daher besteht zumindest im Falle des PhoDc,-GFP
Fusionsprotein die Moglichkeit, daB zu wenig reifes GFP im Uberstand vorliegt als das die
Fluoreszenz mefBbar wire. Im Falle der TorA- und PhoDg,-GFP Fusionsproteine ist diese
Erkldrung sehr unwahrscheinlich, da die Western Blot Experimente gezeigt haben, daf} eine
grofe Menge an reifem GFP im Uberstand vorliegt. Dies bedeutet, daB das sekretierte GFP im
Kulturiiberstand von B. subtilis im deutlichen Gegensatz zu der Situation in C. glutamicum in
inaktiver Form vorliegt.

3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Tat-abhéingigen Proteinsekretion in
B. subtilis

Bei den Fusionsproteinen TorA-MalE, TorA-GFP und PhoDg-GFP erfolgt in B. subtilis eine
effiziente Sekretion des reifen MalE bzw. GFP mit einer hohen Ausbeute in den
Kulturiiberstand. Im Falle des PhoD¢,-GFP Fusionsprotein erfolgt ebenfalls eine effizient
Sekretion, jedoch ist die Expression von phoDcg-gfp in B. subtilis sehr niedrig, was in einer
niedrigen Ausbeute an reifem GFP im Kulturiiberstand resultiert. In keinem Fall wurde reifes
Protein in der Zellwand detektiert, was bedeutet kann, dal die reifen Proteine scheinbar
problemlos und ohne storende Wechselwirkungen die Zellwand von B. subtilis passieren
konnen. Es ist aber auch denkbar, daf in der Zellwand steckengebliebenes reifes Protein sehr
schnell durch Proteasen abgebaut wird und daher nicht detektiert werden konnte. Bei der
Analyse, tiber welchen der beiden in B. subtilis vorhandenen Tat-Wege, TatACp und TatACy,
die Fusionsproteine transloziert werden, zeigten sich Unterschiede zwischen den
Fusionsproteinen. So wird unter Verwendung des PhoD-Signalpeptids aus B. subtilis GFP
spezifisch nur iiber TatACp transloziert. Dies steht im Einklang mit dem Befund, dal3 das
authentische B. subtilis Tat-Substrat PhoD ebenfalls spezifisch nur iiber TatACp transloziert
wird. Unter Verwendung des TorA-Signalpeptids dagegen erfolgt sowohl eine Translokation
des GFP iiber die TatACp- als auch iiber die TatACy-Translokase, die Sekretionseffizienz
zwischen beiden Translokasen scheint sich dabei nicht zu unterscheiden. Die Sekretion von
MalE mit dem TorA-Signalpeptid zeigte ein iiberraschendes Ergebnis, da es sowohl Tat-
abhéngig durch beide TatAC-Systeme als auch Sec-abhiingig transloziert werden kann. Dabei
wird aber die Tat-abhiingige Translokation anscheinend bevorzugt, da im Fall der Tat-
abhédngigen Sekretion iiber TatACp und TatACy groere Mengen an sekretiertem reifen MalE
im Kulturiiberstand gefunden wurden.

Erstaunlicherweise ist das GFP, das in allen Fillen zwar strikt Tat-abhéngig sekretiert wird,
nicht in aktiver Form im Kulturiiberstand vorhanden. Entweder kommt es schon vor der
Translokation zu einer Falschfaltung des GFP, oder es wird wihrend der Zellwandpassage
oder im Kulturiiberstand durch Proteasen in eine inaktive Form iiberfiihrt.
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4. Untersuchungen zur Spezies-Spezifitit bei der Signalpeptiderkennung
im Tat-abhéngigen Proteinexport

In der Signalerkennung von Tat-Substraten durch die Tat-Translokase sind Fille bekannt, bei
denen ein fremdes Tat-Signalpeptid nicht durch die Tat-Translokase eines bestimmten
Organismus erkannt wird und dadurch der Export des Substrates nicht stattfindet. Dieses
Phénomen wird Spezies-Spezifitit genannt (siche auch 1.4.1.4).

In den vorrangegangenen Untersuchungen zur Sekretion in S. carnosus, C. glutamicum und
B. subtilis konnte bereits gezeigt werden, dal das Signalpeptid von TorA aus E. coli von
bisher allen untersuchten Tat-Translokasen erkannt wird und so zu einer Tat-abhédngigen
Translokation des jeweiligen reifen Proteins fiihrt. Auch die Signalpeptide von PhoD aus
C. glutamicum und B. subtilis wurden in C. glutamicum und B. subtilis von der jeweils
anderen Tat-Translokase erkannt und fiihrten zu einer Translokation der Fusionsproteine iiber
die Cytoplasmamembran und schlieBlich zur Sekretion der reifen Proteine in den
Kulturiiberstand.

Im Folgenden wurden weiterfithrende Untersuchungen zur Spezies-Spezifitit durchgefiihrt
und zusammen mit den bisher durchgefiihrten Untersuchungen global betrachtet. D.h.
zusitzlich zu dem Signalpeptid von TorA wurden auch die Signalpeptide von PhoD aus
C. glutamicum und B. subtilis in allen Organismen einschlieBlich E. coli in Bezug auf die
Erkennung durch die Tat-Translokase untersucht.

4.1 Konstruktion des forA-gfp Fusionsgens zur Expression in E. coli und der phoDc,-
und phoDpg-gfp Fusionsgene zur Expression in E. coli und S. carnosus

4.1.1 Konstruktion des forA-gfp Fusionsgens fiir die Expression in E. coli

Die Fusion der rorA-Signalsequenz mit dem gfp-Gen wurde mittels Crossing-over PCR
durchgefiihrt (siche Abbildung 18A und B). Dazu wurde zunichst die forA-Signalsequenz und
die Basen, die fiir die ersten vier Aminosiduren des reifen TorA kodieren, inklusive der
authentischen RBS des frorA-Gens mittels PCR mit dem Vektor pBBRTorAMalE als
,template’ und den Primern TorA(GFP)Ec-for und TorA(UTR)-rev amplifiziert (Fragment 1).
Weiterhin wurde das gfp-Gen ohne Startcodon mittels PCR mit dem Vektor pGFP,, als
,template’ und den Primern Tor/GFP-for und GFP(UTR)-rev amplifiziert (Fragment 2). Die
Primer TorA(UTR)-rev und TorA/GFP-for wurden so gewihlt, daB§ sie einen iiberlappenden
Bereich aufweisen. So konnten die beiden PCR-Fragmente als ,template’ fiir eine Crossing-
over PCR eingesetzt werden, bei der mit den Primern TorA(GFP)Ec-for und GFP(UTR)-rev
ein Fragment amplifiziert wurde, welches aus der forA-Signalsequenz, inklusive der
Basenpaare, die fiir ersten vier Aminosiduren des reifen TorA kodieren, und dem gfp-Gen
besteht (siehe Abbildung 18C). Das PCR-Produkt wurde mit HindIII und EcoRI geschnitten
und in den mit den gleichen Enzymen geschnittenen pBBRIMCS-2 Vektor ligiert
(pBBRTorAGFP). Nach Sequenzierung der Genfusion, wurden Wildtyp und AtatABC/E-
Mutante von E. coli mit dem Vektor pPBBRTorAGFP transformiert.
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4.1.2 Konstruktion der phoDc,- und phoDp,-gfp Fusionsgene fiir die Expression in E. coli

Die Fusionsgene phoDgs-gfp und phoDce-gfp wurden bereits fiir die Untersuchungen zur
Sekretion in C. glutamicum konstruiert (siehe II1.2.7.1 und 2.3.2). In fritheren Versuchen hatte
sich gezeigt, dall die Konsensus-RBS von C. glutamicum zur Expression von Genen in E. coli
ausreichend ist und so konnte darauf verzichtet werden, mittels PCR eine E. coli RBS vor die
Fusionsgene zu klonieren. phoDc,-gfp wurde mit den Restriktionsenzymen Kpnl und EcoRI
aus dem pEKExPhoD¢,GFP Vektor geschnitten und in den mit den gleichen Enzymen
geschnittenen Vektor pBBRIMCS-2 ligiert (pBBRPhoD¢,GFP). Im Falle des phoDg,-gfp
Fusionsgens muften mittels PCR neue Schnittstellen eingefiigt werden. Dazu wurde
phoDgs-gfp mittels PCR mit dem C. glutamicum Vektor pPEKExPhoDgGFP als ,template’ und
den Primern PhoDCgRBS-for und CgTorAGFP-rev amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde mit
KpnlI und EcoRI geschnitten und in den mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnittenen
pBBRIMCS-2 Vektor ligiert (pBBRPhoD,GFP). Nach Sequenzierung der Genfusionen,
wurden Wildtyp und AratABC/E-Mutante von E. coli mit den beiden Vektoren transformiert.

4.1.3 Konstruktion der phoDc,- und phoDg-gfp Fusionsgene fiir die Expression in
S. carnosus

Wie schon unter II1.4.1.2 fiir die Umklonierung der phoDce- und phoDg-gfp Fusionsgene fiir
die Expression in E. coli beschrieben, wurden fiir die Adaptation der Fusionsgene fiir die
Expression in S. carnosus die bereits fiir C. glutamicum konstruierten Fusionsgene als
,templates’ verwendet. Frithere Versuche hatte gezeigt, daf} fiir die Expression von Genen in
S. carnosus die C. glutamicum RBS nicht verwendet werden kann, so dafl mittels PCR die
RBS der S. hyicus Lipase upstream der Genfusion eingefiigt werden mufite. Dazu wurde das
phoDc,-gfp Fusionsgen mit dem Vektor pEKExPhoD¢,GFP als ,template’ und den Primern
ScPhoDCg-for und CgTorAGFP-rev amplifiziert. Der Primer CgTorAGFP-for enthilt die
RBS der S. hyicus Lipase (GAAGGGACTGGTTTA). Das phoDg,-gfp Fusionsgen wurde mit
dem Vektor pEKExPhoDgGFP als ,template’ und den Primern ScPhoDBs-for und
CgTorAGFP-rev amplifiziert. Der Primer CgRBSTorA-for enthilt ebenfalls die oben
genannte Konsensus-RBS fiir S. carnosus. Beide PCR-Produkte wurden anschlieBend mit
Sphl und EcoRI verdaut und in den mit den gleichen Enzymen verdauten Vektor pXR100
ligiert (pXRPhoD¢,GFP bzw. pXRPhoDgGFP). Nach Sequenzierung der Genfusionen,
wurden S. carnosus Wildtyp und ArarC-Mutante mit den beiden Vektoren transformiert.
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4.2 Das E. coli Signalpeptid von TorA wird in allen untersuchten Organismen von der
jeweiligen Tat-Translokase erkannt

In den Kapiteln III.1.6, 2.4 und 3.1 wurde bereits gezeigt, da3 das Tat-Signalpeptid des TorA-
Proteins aus E. coli in allen drei hier untersuchten Organismen von der Tat-Translokase
erkannt wird und anschlieBend eine Translokation des TorA-GFP Fusionsprotein iiber die
Cytoplasmamembran erfolgt. In E. coli wurde der Export von TorA-GFP im Folgenden
untersucht und im Zusammenhang mit den Exportverhalten in den drei anderen Organismen
betrachtet (sieche Abbildung 43). In E. coli wird das TorA-GFP Fusionsprotein ebenfalls, wie
erwartet, Tat-abhédngig exportiert. D. h im E. coli Wildtyp wird TorA-GFP effizient iiber die
Cytoplasmamembran transloziert und das reife GFP akkumuliert im Periplasma (Abbildung
43, 1-2), wohingegen in der E. coli AtatABC/E-Mutante kein reifes Protein im Periplasma
vorkommt, sondern eine cytoplasmatische Akkumulation von TorA-GFP Abbauprodukten
auftritt (Abbildung 43, 3-4). In den Wildtypstimmen von C. glutamicum (Abbildung 43, 5-6),
S. carnosus (Abbildung 43, 9-10) und B. subtilis (Abbildung 43, 13-14) wird TorA-GFP
ebenfalls effizient, wie bereits bekannt, iiber die Cytoplasmamembran transloziert. Jedoch
erfolgt nur in C. glutamicum und B. subtilis eine Sekretion des reifen GFP in den
Kulturiiberstand, in S. carnosus kann das reife GFP die Zellwand nicht passieren, da es in ihr
stecken bleibt. In den jeweiligen tar-Mutanten der drei Organismen kommt es, wie in E. coli,
zu keiner Translokation von GFP (Abbildung 43, 7-8,11-12 und 15-16).

E. coli C. glutamicum S. carnosus B. subtilis
Wildtyp  AtatABC/E | Wildtyp AtatAC Wildtyp AtatC Wildtyp AtatAC,,
CP PP CP PP |GZ U @z U P ZW P W |GZ U @z U
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
* - — —_— o —
) — — _— D S— S e, —

Abbildung 43: Lokalisation der TorA-GFP Genprodukte in E. coli, C. glutamicum, S. carnosus und
B. subtilis. Die Isolierung der Proteine des Cytoplasmas und der Membran (CP), sowie des Periplasmas (PP) in
E. coli erfolgte mittels Osmoschock wie in II.5.6 beschrieben. Die Isolierung der Proteine des
Gesamtzellextraktes (GZ) und des Uberstandes (U) bei C. glutamicum und B. subtilis erfolgte wie in I11.5.2.2
bzw. 5.2.3 und 11.5.2.4 beschrieben. Die Isolierung der Proteine der Protoplasten und Zellwand bei S. carnosus
erfolgte wie in II1.5.4 beschrieben Die in der Gesamtzellfraktion bzw. Protoplastenfraktion aufgetragene
Proteinmenge entspricht 1ml Kultur mit einer ODgg, von 0,5, die Proteinmenge im Uberstand 1ml Kultur mit
einer ODg von 1,0 fiir B. subtilis und C. glutamicum und 1,5 fiir S. carnosus. Die in der Cytoplasma-/Membran
und Periplasma aufgetragene Proteinmenge betrdgt 10ug. *: TorA-GFP Vorlduferprotein, » : reifes GFP.

Scheinbar ist das TorA-Signalpeptid universell einsetzbar, da es bislang von allen bisher
untersuchten Tat-Translokasen erkannt wird. Moglicherweise gibt es bei den Tat-Signal-
peptiden, bei denen Spezies-Spezifitit in der Erkennung durch eine fremde Tat-Translokase
vorhanden ist, Elemente im Signalpeptid, die eine Erkennung oder eine Translokation durch
die fremde Translokase verhindern. Solche Elemente fehlen anscheinend im TorA-Signal-
peptid, was zu der problemlosen Translokation von den bisher untersuchten Proteinen mit
TorA-Signalpeptid auch in fremden Organismen fiihrt.
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4.3 Das Tat-Signalpeptid von PhoD aus C. glutamicum wird nur von C. glutamicum
selbst und B. subtilis erkannt

Das Signalpeptid des PhoD-Proteins aus C. glutamicum fiihrte sowohl in C. glutamicum selbst
(Abbildung 44, 5-6) als auch in B. subtilis Wildtyp (Abbildung 44, 13-14) zu einer Tat-
abhingigen Translokation von PhoD¢,-GFP und zu einer Sekretion des reifen GFP in den
Uberstand. In E. coli und S. carnosus konnte keine Tat-abhingige Translokation des PhoD,-
GFP Fusionsproteins beobachtet werden. In beiden Fillen wurde nur die cytoplasmatisch
lokalisierte Vorlduferform bzw. Abbauprodukte derselben detektiert (Abbildung 44, 1-4 und
13-16). D. h., in E. coli und S. carnosus wird das PhoD-Signalpeptid von C. glutamicum
offensichtlich aufgrund von Spezies-spezifischen Unterschieden in der Signalerkennung nicht
von der jeweiligen Tat-Translokase erkannt, ganz im Gegensatz zu der Situation bei
B. subtilis, Signalpeptid aus
C. glutamicum erkennt.

wo mindestens eine der beiden Tat-Translokasen das

E. coli C. glutamicum S. carnosus B. subtilis
Wildtyp ~ AtatABC/E | Wildtyp AtatAC Wildtyp  AtatC | Wildtyp  AtatAC,,
CP PP CP PP|GZ U Gz U P zZW P 2ZW |GZ U Gz U

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 118 14 15 16
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Abbildung 44: Lokalisation der PhoD,-GFP Genprodukte in E. coli, C. glutamicum, S. carnosus und
B. subtilis. Weitere Erlduterungen siehe Legende zu Abbildung 43. *: PhoD¢,-GFP Vorlduferprotein, » : reifes
GFP, ~: cytoplasmatischen Abbauprodukt.

4.4 Das Signalpeptid von PhoD aus B. subtilis wird nur von B. subtilis selbst und
C. glutamicum erkannt

Wie schon im Fall des PhoD-Signalpeptids aus C. glutamicum, wird auch das PhoD-
Signalpeptid aus B. subtilis nur in den Wildtypstdmmen von C. glutamicum (Abbildung 45,
5-8) und B. subtilis (Abbildung 45, 13-16) erkannt und Tat-abhédngig transloziert. In E. coli
das PhoDp-GFP Fusionsprotein keine Tat-abhingige
Translokation beobachtet. In beiden Fillen konnte erneut nur die cytoplasmatisch lokalisierte
Vorlduferform bzw. Abbauprodukte derselben detektiert werden (Abbildung 45, 1-4 und
9-12). Wie bereits im Falle des PhoD-Signalpeptids von C. glutamicum kann in E. coli und
S. carnosus auch das PhoD-Signalpeptid von B. subtilis aufgrund von Spezies-spezifischen
Unterschieden in der Signalerkennung nicht von der jeweiligen Tat-Translokase erkannt
werden kann, im Gegensatz zu der Situation bei C. glutamicum, wo das B. subtilis
Signalpeptid von der Tat-Translokase erkannt wird.

und S. carnosus wurde fir
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E. coli C. glutamicum S. carnosus B. subtilis
Wildtyp  AtatABC/E | Wildtyp AtatAC Wilatyp AfatC | Wildtyp  AtatAC,,
CP PP CP PP Gz U Gz U P ZW P ZW | GZ Uu Gz U
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
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Abbildung 45: Lokalisation des PhoDg,-GFP Fusionsprotein in E. coli, C. glutamicum, S. carnosus und
B. subtilis. Weitere Erlduterungen siche Legende zu Abbildung 43. *: PhoDg,-GFP Vorlduferprotein, » : reifes
GFP, ~: cytoplasmatisches Abbauprodukt.

4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Spezies-Spezifitit bei der Signalpeptid-
erkennung im Tat-abhiingigen Proteinexport

Das TorA-Signalpeptid aus E. coli wird in allen hier untersuchten Organismen durch die
jeweilige Tat-Translokase erkannt und iiber die Cytoplasmamembran transloziert. Die
Eigenschaften des TorA-Signalpeptid sind somit mit den hier untersuchten Tat-Translokasen
in B. subtilis, C. glutamicum und S. carnosus kompatibel. Das PhoD-Signalpeptid von
B. subtilis wird nur von den Tat-Translokasen von B. subtilis und von C. glutamicum erkannt,
nicht jedoch von S. carnosus und E. coli. Genauso verhdlt es sich auch mit dem
PhoD-Signalpeptid von C. glutamicum, welches ebenfalls nur von den Tat-Translokasen von
B. subtilis und C. glutamicum erkannt wird. Offensichtlich weisen die PhoD-Signalpeptide
aus B. subtilis und aus C. glutamicum Eigenschaften auf, welche aus bislang unbekannten
Griinden nicht mit den Tat-Translokasen in E. coli und S. carnosus kompatibel sind und so
eine Erkennung und den Export in E. coli und S. carnosus verhindern. Die Eigenschaften im
PhoD-Signalpeptid von B. subtilis und C. glutamicum scheinen aber von dhnlich Natur zu
sein, da die Signalpeptide sowohl von der Tat-Translokase in C. glutamicum als auch von
mindestens einer der Tat-Translokasen in B. subtilis erkannt werden. Moglicherweise ist die
grofBe Homologie der PhoD-Proteine aus B. subtilis und C. glutamicum zueinander der Grund
dafiir, da sie iiber dhnliche Eigenschaften verfiigen und deshalb deren Signalpeptide in
beiden Organismen von der Tat-Translokase erkannt und Tat-abhingig exportiert werden.
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Gram-positive Bakterien werden schon lange erfolgreich als Sekretionssysteme fiir die
industrielle Gewinnung von homologen Proteinen genutzt. So werden bei der Sekretion von
Amylasen, Lipasen und Proteasen in Bacillus-Arten Ausbeuten von bis zu 20g/1 dieser
Enzyme im Kulturiiberstand erzielt (Ferrari et al., 1993). Als Exportweg wurde hierbei
bislang der Sec-Weg verwendet. Im Sec-Weg nehmen die translozierten Proteine ihre aktive,
vollstindig gefaltete Konformation erst nach der Translokation ein, da der Sec-Weg die
Proteine nur in ungefalteter Form iiber die Cytoplasmamembran translozieren kann. Dies
stellt auch das Hauptproblem in der Sekretion von heterologen Proteinen mittels des Sec-
Weges dar. Bei heterologen Proteinen treten oftmals aufgrund von fehlenden oder
unzureichenden Faltungsfaktoren auf der trans-Seite der Membran Faltungsprobleme auf, die
in einer langsamen oder inkorrekten Faltung resultieren. Dies hat zur Folge, daf} ein Grofteil
der sekretierten Proteine schnell Opfer des extrazelluldren proteolytischen Abbaus wird und
dadurch die Ausbeute an sekretierten heterologen Proteinen sehr gering ist (Bolhuis et al.,
1999; Bolhuis et al., 1996; Kontinen und Sarvas, 1993).

Bakterien verfiigen neben dem Sec-Weg noch iiber einen weiteren Hauptexportweg fiir
Proteine, namlich iiber den Tat-Weg. Der Tat-Weg hat die herausragende Eigenschaft
vollstiandig gefaltete Proteine iiber die Cytoplasmamembran translozieren zu konnen, d. h. die
Substrate des Tat-Weges nehmen bereits im Cytoplasma vor der Translokation ihre
vollstandig gefaltete und aktive Konformation ein. Somit sollten extrazellulédre
Faltungsprobleme und die damit verbundene Anfilligkeit gegeniiber dem extrazelluldren
proteolytischen Abbau kein ,bottleneck” in der Tat-abhidngigen Sekretion darstellen.
Trotzdem wurde fiir die sekretorische Proteingewinnung mit Gram-positiven Bakterien als
Wirtssysteme der Tat-Weg bislang noch nicht verwendet.

In dieser Arbeit wurde die Tat-abhéngige Sekretion von verschiedenen heterologen Substraten
in den Gram-positiven Bakterien S. carnosus, C. glutamicum und B. subtilis untersucht. Diese
Organismen wurden ausgewdihlt, da sie alle drei eine unterschiedliche Zellform und
Zusammensetzung der Zellwand aufweisen und somit untersucht werden konnte, ob dies
einen Einfluf} auf die Sekretionsleistung hat. Nur das Tat-System von B. subtilis war bisher
identifiziert und charakterisiert, so daf in dieser Arbeit auch die Identifizierung und
Charakterisierung der Tat-Systeme von S. carnosus und C. glutamicum erfolgte.

1. Untersuchungen zur Tat-abhéingigen Proteinsekretion in S. carnosus

S. carnosus gehort zur Gruppe der Gram-positiven Kokken und ist ein enger Verwandter des
pathogenen S. aureus, welcher u. a. Haut- und Wundinfektionen auslésen kann. S. carnosus
wird seit langem in der Lebensmittelindustrie als Starterkultur eingesetzt (Liepe, 1982) und
gewinnt aufgrund seiner relativ hohen Sekretionsleistung von bis zu 2g/1 (Dilsen et al., 2000)
als Produktionsorganismus fiir biotechnologisch relevante Proteine immer mehr an
Bedeutung. Im Gegensatz zu seinem pathogenen Verwandten S. aureus ist das Genom von
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S. carnosus noch nicht vollstindig sequenziert und annotiert, so dafl bisher nicht bekannt war,
ob S. carnosus iiber tat-Gene verfiigt. S. aureus besitzt laut Analyse seiner Genomsequenz ein
tatA- und einem tatC-Gen, somit gehort sein Tat-System zur Klasse der Tat-
Minimaltranslokasen.

1.1 S. carnosus verfiigt iiber eine funktionelle Tat-Minimaltranslokase

Mittels der tat-Gene aus S. aureus als Sonden konnten in S. carnosus zwei tat-Gene, tatA und
tatC, identifiziert werden. Somit besitzt S. carnosus ebenfalls, wie S. aureus, mindestens die
Gene fiir eine Tat-Minimaltranslokase. Das Fehlen von weiteren Tat-Komponenten, wie TatB
und/oder TatE, ist typisch fiir den Stamm der Firmicuten, zu der neben den Bacillus-Arten
auch die Staphylococcen gehoren. Es kann aber trotzdem nicht ganz ausgeschlossen werden,
daB S. carnosus tiber die Gene fiir weitere Tat-Komponenten, wie z. B. TatB oder sogar TatE,
verfiigt, die auf einem anderen Bereich des Chromosoms liegen. Gewilheit dariiber kann erst
erlangt werden, sobald das komplette Genom von S. carnosus sequenziert und ausgewertet ist.
Um die Funktionalitit des TatAC-Systems von S. carnosus beweisen zu konnen, mulfite
gezeigt werden, daf3 der Export eines Tat-Substrates, der im Wildtyp stattfindet, in einer taz-
Mutante blockiert ist. Dazu wurde ein Stamm konstruiert, bei dem das tarC-Gen deletiert
wurde (4tatC), da sich gezeigt hatte, da3 das TatC-Protein bei allen bisher untersuchten Tat-
Systemen eine essentielle Komponente ist (zur Ubersicht: Palmer und Berks, 2003).

Da kein authentisches S. carnosus Tat-Substrat bekannt war, wurde das TorA-CGTase
Fusionsprotein als Tat-abhingiges Reporterprotein verwendet um das Exportverhalten in
S. carnosus Wildtyp und AtatC zu iiberpriifen. Dieses Fusionsprotein besteht aus dem Tat-
Signalpeptid der TMAO-Reduktase (TorA) aus E. coli und dem reifen Teil der Cyclodextrin-
Glycosyltransferase (CGTase) aus A. gottschalkii. Das TorA-Signalpeptid wurde verwendet,
da bekannt war, daf} es den Export von Fremdproteinen in heterologen Systemen vermitteln
kann.

Das Exportverhalten des TorA-CGTase Fusionsproteins wurde anhand der Prozessierungs-
kinetik und subzelluldren Lokalisierung des TorA-CGTase Fusionsproteins in S. carnosus
Wildtyp und AtatC untersucht. Im Pulse Chase-Experiment konnte gezeigt werden, dafl im
Wildtyp das TorA-CGTase Fusionsprotein in einer fiir den Tat-Weg typischen, im Vergleich
zum Sec-Weg langsamen Kinetik prozessiert wird, wihrend in der AtatC-Mutante, die kein
TatC synthetisieren kann, die Prozessierung blockiert ist (Abbildung 13). Dies zeigt eindeutig,
daB in Abwesenheit des TatC-Proteins in S. carnosus keine Prozessierung und somit auch
kein Export des TorA-CGTase Fusionsproteins stattfindet. Somit kann anhand dieser
Ergebnisse die klare Aussage getroffen werden, dal das Tat-Signalpeptid von TorA einen
Tat-abhdngigen Export in S. carnosus vermittelt und daraus resultierend S. carnosus iiber ein
funktionelles TatAC-System verfiigt.
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1.2 Das Tat-System von S. carnosus scheint physiologisch eine untergeordnete Rolle zu
spielen

Bei allen bislang untersuchten Bakterien ist das Tat-System im Gegensatz zum Sec-System
nicht essentiell. Dies bedeutet aber nicht, dal es keine wichtige Rolle spielt. In mehreren
Bakterien zeigte sich, dafl ein Ausschalten des Tat-Weges drastische Konsequenzen haben
kann. In E. coli ist das Tat-System u. a. sowohl von entscheidender Bedeutung fiir die
Integritét der Zellhiille, was sich in der Resistenz gegeniiber Detergenzien dufert, als auch fiir
die Zellteilung. So konnte gezeigt werden, dal eine E. coli tat-Mutante eine erhohte
Sensitivitit gegeniiber dem Detergenz SDS aufweist und Zellketten bildet, die aufgrund einer
fehlerhaften Zellteilung entstehen (Stanley et al., 2001). In beiden Fillen ist der Phinotyp das
Resultat einer Mislokalisation zweier Tat-abhidngiger Amidasen, die in den Zellwand-
metabolismus involviert sind (Ize er al., 2003). Auch im Gram-positiven Bakterium
Streptomyces coelicolor scheint der Tat-Weg eine extrem wichtige Rolle zu spielen, da tatB-
und ratC-Mutanten ein deutliches Wachstumsdefizit aufweisen und mittels Sequenzanalyse
bis zu 230 potentielle Tat-Substrate identifiziert werden konnten (Schaerlackens et al.,
2004a). In Halobakterien stellt der Tat-Weg augenscheinlich sogar den wichtigsten
Exportweg dar, da hier anscheinend die iliberwiegende Mehrheit aller Exportproteine ein
potentielles Tat-Signalpeptid aufweist (Rose et al., 2002).

Um abschitzen zu konnen, in wie weit der Tat-Weg in S. carnosus genutzt wird, wurde daher
die AtatC-Mutante auf phéinotypische Merkmale untersucht, die sie vom Wildtyp
unterscheidet. Dies schlo3 sowohl die Zellmorphologie als auch das Wachstumsverhalten ein.
Die Untersuchungen ergaben, dafl das Ausschalten des Tat-Weges in S. carnosus unter den
hier untersuchten verschiedenen Laborbedingungen weder einen Effekt auf das Wachstum
noch auf die Zellmorphologie hatte (Abbildung 14). Die ArarC-Mutante zeigte keine
offensichtlichen phénotypischen Unterschiede zum Wildtyp. Auch in der Anwendung der
Methoden zu den Exportuntersuchungen, wie z. B. Aufschlull der S. carnosus Zellen mittels
Zell-Lyse, zeigten sich keine Unterschiede im Lyseverhalten zwischen Wildtyp und ArarC-
Mutante, was auf mogliche Defekte in der Zellwand und somit auf eine Rolle des Tat-
Systems im Zellwandmetabolismus hingewiesen hitte. Diese Resultate lassen darauf
schlieBen, daB der Tat-Weg in S. carnosus, zumindest unter den hier gewihlten
Laborbedingungen, keine wichtige Rolle spielt.

Die Suche nach potentiellen Tat-Substraten bietet eine Moglichkeit, weitere Hinweise auf die
Bedeutung des Tat-Weges fiir S. carnosus zu erhalten. Aufgrund des noch nicht vollstindig
sequenzierten Genoms konnte jedoch nicht mittels Sequenzanalyse nach Tat-Substraten
gesucht werden. Daher wurden alternativ. dazu die Proteinbandenmuster von
Cytoplasmamembran und Kulturiiberstand von Wildtyp und AtarC-Mutante miteinander
verglichen.

Es wurden weder Unterschiede im Proteinbandenmuster des Kulturiiberstandes noch der
Cytoplasmamembran, auch unter verschiedenen Wachstumsbedingungen, gefunden. Daher
kann nur spekuliert werden, dal} S. carnosus nur iiber solche Tat-Substrate verfiigt, die nur zu
speziellen noch unbekannten Bedingungen exprimiert werden und deshalb mit dieser Suche
nur sehr schwer oder gar nicht erfal3t werden konnen.
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Im Verlauf dieser Arbeit wurde unter der Leitung von Professor Goétz, Universitit zu
Tiibingen, damit begonnen, das Genom von S. carnosus zu sequenzieren und zu annotieren,
was die Moglichkeit eroffnete, nun auch mittels Sequenzanalyse nach potentiellen Tat-
Substraten zu suchen. Bislang konnte aber noch kein einziges potentielles Tat-Substrat
identifiziert werden. Im vollstindig sequenzierten Genom des engen Verwandten S. aureus
wurde bisher auch nur ein mogliches Tat-Substrat identifiziert. Dieses Protein, SA1978, ist
ein hypothetisches Membranprotein und erste Untersuchungen zeigten, dal ein Fusions-
protein, welches aus dem potentiellen Tat-Signalpeptid dieses Proteins und dem reifen MalE-
Protein besteht, in E. coli Sec-abhingig exportiert wird (eigene unverdffentlichte Ergebnisse).
Moglicherweise ist in S. aureus die Anzahl an Tat-Substraten auch nur sehr gering.

Obwohl noch keine Tat-Substrate in S. carnosus gefunden wurden, spricht die Tatsache, daf3
in diesem Organismus ein funktionelles Tat-System vorliegt, fiir das Vorhandensein von Tat-
Substraten. Die bisher erzielten Ergebnisse deuten jedoch alle darauf hin, daB} S. carnosus
hochstwahrscheinlich nur iiber sehr wenige Tat-Substrate verfiigt, die fiir das Wachstum und
den allgemeinen Metabolismus, zumindest unter den hier gewéhlten Laborbedingungen, keine
Rolle spielen, sondern wahrscheinlich nur speziell in seinem natiirlichen Habitat genutzt
werden. Da auch S. aureus als weiterer Vertreter der Staphylococcen anscheinend ebenfalls
nur iiber eine geringe Anzahl an Tat-Substrate verfiigt, wird der Tat-Weg moglicherweise
generell in Staphylococcen nur unter speziellen Bedingungen genutzt. Somit stellt sich die
Frage, ob der Organismus, trotz seines unter Laborbedingungen anscheinend kaum genutzten
Tat-Systems, iiberhaupt als Sekretionssystem fiir heterologe Tat-Substrate geeignet ist.

Die Untersuchungen zur Tat-abhingigen Sekretion in S. carnosus erfolgten mittels
Fusionsproteinen, die das E. coli TorA-Signalpeptid aufwiesen, da einerseits kein
authentisches S. carnosus Tat-Substrat bekannt war und andererseits in dieser Arbeit und der
Doktorarbeit von Angela Vollstedt gezeigt werden konnte, dal3 das TorA-Signalpeptid von
der S. carnosus Tat-Translokase erkannt wird.

1.3 Die Zellwand von S. carnosus stellt eine Barriere fiir die Sekretion von heterologen
Tat-Substraten dar

Die ersten Untersuchungen zur Funktionalitit des Tat-Weges in S. carnosus hatten deutlich
gezeigt, dal das Fusionsprotein TorA-CGTase in S. carnosus einer Tat-abhingigen
Prozessierung unterliegt. Anhand dieser Untersuchungen kann jedoch keine Aussage iiber die
Sekretionseigenschaften getroffen werden, da nur die Prozessierungskinetik und somit
indirekt auch nur die Translokation iiber die Membran erfat wird. Daher wurde mittels einer
Lokalisation der TorA-CGTase Genprodukte die Verteilung von cytoplasmatischem
Vorlduferprotein, Abbauprodukten und translozierter, bzw. sekretierter reifer CGTase
tiberpriift, um eine Aussage iiber die Sekretionseigenschaften treffen zu konnen. Diese
Lokalisierung erbrachte ein iiberraschendes Ergebnis: das TorA-CGTase Fusionsprotein wird
zwar im S. carnosus Wildtyp Tat-abhéngig iiber die Cytoplasmamembran transloziert, es
erfolgt jedoch keine Sekretion des reifen Proteins in den Kulturiiberstand, sondern eine
Akkumulation in der Zellwand (Abbildung 16). Nun ist die Zellwand von Gram-positiven
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Bakterien ein sehr komplexes Gebilde, bestehend aus einem Peptidoglykangeriist mit
porenartigen Strukturen, welches wie ein Sieb wirken kann. Laut Demchick und Koch (1996)
konnen Makromolekiile mit einem Molekulargewicht von bis zu 50kDa diese Poren, die einen
Durchmesser von ca. 4nm aufweisen, problemlos passieren. Es ist daher anzunehmen, dal} das
Molekulargewicht der CGTase von ca. 70kDa ein Passieren der Zellwand nicht erlaubt. So
wird die CGTase durch den Siebeffekt der Poren in der Zellwand zuriickgehalten bzw. bleibt
stecken. Dal die GroBe eines Substrats offensichtlich einen Einflufl auf die Zellwandpassage
hat, konnte auch schon fiir Sec-Substrate gezeigt werden. So passiert eine verkiirzte Version
des S-Layer Proteins P2 in C. glutamicum die Zellwand in C. glutamicum mit einer
schnelleren Kinetik als das ungekiirzte P2-Protein (Houssin et al., 2002). Daher ist die GroB3e
anscheinend generell, d. h. sowohl fiir Tat- als auch fiir Sec-Substrate, fiir die
Zellwandpassage limitierend.

Falls tatsdchlich die GroBe der gefalteten Proteine der einzige limitierende Faktor in der
Zellwandpassage von Tat-Substraten in S. carnosus ist, sollten Proteine von geringerer Grofie
in den Kulturiiberstand sekretiert werden. Um dies zu iiberpriifen, wurde das Exportverhalten
des TorA-GFP Fusionsproteins in S. carnosus untersucht. Dieses Fusionsprotein besteht aus
dem reifen GFP welches an das TorA-Signalpeptid fusioniert ist. Das GFP hat ein Molekular-
gewicht von ca. 25kDa und sollte daher theoretisch durch die Poren des Peptidoglykangeriists
in den Kulturiiberstand diffundieren konnen. Wie bei den Untersuchungen zum TorA-CGTase
Fusionsprotein, erfolgte auch in diesem Falle eine Zellfraktionierung von S. carnosus zur
Lokalisierung der verschiedenen TorA-GFP Proteinformen. Die Lokalisierung zeigte
eindeutig, da3 TorA-GFP Tat-abhingig iiber die Cytoplasmamembran transloziert wird, das
reife GFP jedoch, wie die reife CGTase nicht in den Kulturiiberstand sekretiert wird, sondern
ebenfalls in der Zellwand akkumuliert (Abbildung 19). Demnach kann auch das GFP trotz
seines geringen Molekulargewichts die Zellwand nicht passieren. Das GFP Protein faltet in
eine stabile und kompakte B-FaB-Struktur mit einem Molekulargewicht von 25kDa und sollte
daher theoretisch die Poren — einen Porendurchmesser bei S. carnosus von 4nm vorausgesetzt
— passieren konnen. Da dies nicht der Fall ist, beeinflussen anscheinend neben der Grof3e und
der Konformation auch die elektrostatischen Eigenschaften eines Proteins die
Zellwandpassage. An das Peptidoglykan der Zellwand sind kovalent Teichon-, Lipoteichon
und/oder Teichuronsduren gebunden, die der Zellwand eine stark negative Ladung geben.
Aufgrund dieser Ladungseigenschaft der Zellwand konnen Proteine, die eine insgesamt
positive Nettoladung aufweisen oder exponierte Aminosduren mit positiv geladenen
Seitenketten aufweisen, Wechselwirkungen mit der Zellwand eingehen und somit die
Sekretion mindern bzw. verhindern. So konnte gezeigt werden, dal in B. subtilis die
Sekretion von positiv geladenen Derivaten der Sec-abhidngigen a-Amylase AmyL in den
Kulturiiberstand im Vergleich zu ungeladenen bzw. negativ geladenen Derivaten diesen
Proteins deutlich verlangsamt ist, da es zu Wechselwirkungen dieser Proteine mit der
Zellwand kommt (Stephenson et al., 2000). Auch in der Sec-abhingigen Sekretion weiterer
heterologer Proteine in B. subtilis wurden Verzogerungen in der Zellwandpassage beobachtet,
wobei die Griinde hierfiir ebenfalls in der Ladung der Proteine, aber auch in der Grofie
vermutet werden (Simonen und Palva, 1993). Im Falle der Tat-abhingigen Sekretion von GFP
in S. carnosus wird diese nicht nur verzogert, sondern erfolgt gar nicht. Die elektrostatischen
Eigenschaften des GFP sind anscheinend nicht kompatibel zu denen der S. carnosus
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Zellwand, so daf} es zu dauerhaften Wechselwirkungen des Proteins mit der Zellwand dieses
Organismus kommt und somit eine Sekretion in den Kulturiiberstand nicht nur verlangsamt,
sondern komplett verhindert wird. Im Gegensatz dazu ist im Falle der Tat-abhédngig
exportierten CGTase nicht auszuschlieBen, da sie primédr aufgrund ihres hohen
Molekulargewichts in der Zellwand stecken bleibt.

Die Zellwand von Gram-positiven Bakterien kann vollstindig gefaltete Tat-Substrate, und
wie gezeigt auch heterologe Substrate (Gerlach et al., 2004; Schaerlaeckens et al., 2004b),
durchlassen und diese in den Kulturiiberstand freisetzen. Die bisherigen Untersuchungen in
S. carnosus deuten aber an, dal hier die Zellwand anscheinend ein groeres Hindernis fiir die
Tat-abhiingige Proteinsekretion darstellt als in den bisher in Bezug auf heterologe
Proteinsekretion untersuchten Organismen B. subtilis und S. lividans.

Moglicherweise kann aber auch die Barriere, die die Zellwand in S. carnosus fiir die
Sekretion darstellt, umgangen werden. Es gibt ndmlich vielversprechende Ansitze um die
Sekretion von solchen Proteinen, fiir die die Zellwandpassage ein Problem darstellt, zu
steigern, in dem Mutanten verwendet werden, die iiber Strukturdefekte oder sogar iiber gar
keine Zellwand verfiigen (Ito et al., 1993; Maruo und Tojo, 1985; Saunders et al., 1987). Der
Nachteil hierbei ist jedoch, da3 diese Stimme meist sehr instabil sind und nur unter sehr
schwierigen Bedingungen kultivierbar sind.

Das Peptidoglykangeriist der Zellwand unterliegt wéhrend der Zellteilung und des
Zellwachstums einem stidndigen Turnover, bei dem altes Zellwandmaterial hydrolysiert und
neu-synthetisiertes eingebaut wird (Blackman et al., 1998; Foster und Popham, 2002). Daher
wire theoretisch zu erwarten, dafl in der Zellwand aufgrund ihrer Grofe steckengebliebene
Molekiile mit der Zeit doch noch langsam durch Zellwandturnover in Uberstand freigesetzt
werden, was jedoch weder fiir GFP noch fiir die CGTase beobachtet werden konnte.
Moglicherweise ist das Turnover an Zellwandmaterial in S. carnosus aufgrund seiner
Kokken-Form nur sehr gering, wodurch eine Freisetzung an in der Zellwand stecken-
gebliebenen Molekiilen sehr gering ist und damit unterhalb der Nachweisgrenze liegt. Dies
konnte erkldren, warum Proteine, die in der Zellwand nur aufgrund ihrer GroBe stecken-
geblieben sind, nicht freigesetzt werden. Fiir Proteine, die aufgrund von elektrostatischen
Wechselwirkungen mit der Zellwand und nicht aufgrund ihrer GroBe diese nicht passieren
konnen, wird dagegen ein Zellwandturnover keine Freisetzung zur Folge haben. Dieses ist
hochstwahrscheinlich fiir das kleine GFP die Ursache fiir die Zellwandakkumulation.

Aufgrund der hier erzielten Ergebnisse stellt die Tat-abhingige Sekretion in S. carnosus keine
Alternative zur Sec-abhédngigen Sekretion dar. Eine Vielzahl an Arbeiten konnte zeigen, daf3
die bisher erzielten Ergebnisse zur Sec-abhingigen Sekretion in S. carnosus deutlich
erfolgsversprechender sind (Dilsen et al., 2000; Pschorr et al., 1994; Schnappinger et al.,
1995; Sturmfels et al., 2001; Thudt er al., 1985). Das Potential, das S. carnosus in der
Sekretion heterologer Substrate hat, liegt somit eindeutig in der Sec-abhingigen und nicht in
der Tat-abhéngigen Sekretion.
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2. Untersuchungen zur Tat-abhéingigen Proteinsekretion in C. glutamicum

C. glutamicum gehort zu der Gruppe der Gram-positiven coryneformen Bakterien, zu denen
u. a. auch die humanpathogenen Vertreter Corynebacterium diphteriae und Mycobacterium
tuberculosis gehoren. Die Corynebacterianeae nehmen vor allem aufgrund ihrer Zellwand-
zusammensetzung eine Sonderstellung innerhalb der Gruppe der Gram-positiven Bakterien
ein. Sie weisen eine komplexere Zellwandstruktur auf und besitzen einzigartige
Zellwandkomponenten, die in anderen Gram-positiven Bakterien nicht vorkommen. So sind
hier vor allem die Mykolsduren zu nennen, die als hochst geordnete Struktur die komplette
Zelle als Doppelschicht umgeben (Minnikin et al., 1978). Diese Mykolsdureschicht hat eine
dhnliche Wirkung wie die duflere Membran bei Gram-negativen Bakterien, das heif3t sie wirkt
als zusitzliche Permeabilititsbarriere. Da aber trotzdem auch Sekretion von Proteinen in
Corynebacterianeae zu beobachten ist, wird angenommen, daf3 entweder ein spezifischer
Translokationsapparat oder gro3e Substrat-unspezifische Poren die Sekretion von Proteinen
erlauben (Houssin et al., 2002). Falls es sich tatsdchlich um Poren handelt, miissen diese
verschlieBbar sein, um die Eigenschaft der Mykolsdureschicht als Permeabilititsbarriere zu
erhalten.

C. glutamicum kann nach spezifischer Behandlung gro3e Mengen an Glutamat und anderer
Aminosduren in die Ndhrlosung ausscheiden, weshalb dieser Mikroorganismus auch fiir die
industrielle Aminosdureproduktion von groer Bedeutung ist (Eggeling und Bott, 2005). Die
Moglichkeit, C. glutamicum fiir die sekretorische Proteingewinnung einzusetzen, ist dagegen
bislang weitestgehend unerforscht.

2.1 C. glutamicum verfiigt iiber eine funktionelle Tat-Minimaltranslokase

Das Genom von C. glutamicum liegt vollstindig sequenziert und annotiert vor. Eine Analyse
der Genomsequenz ergab, dal C. glutamicum tiber ein tatA- und ein tatC-Gen verfiigt, die in
einem Operon vorliegen. Somit besitzt es wie auch S. carnosus die genetische Ausstattung fiir
eine Tat-Minimaltranslokase. In der Gattung der Corynebakterien ist es bei den bisher
untersuchten Bakterien anscheinend die Regel, da3 nur TatA und TatC vorkommen. Bei den
nahen Verwandten, den Actinomyceten, wozu auch M. tuberculosis gehort, findet sich im
Genom auflerhalb des tatAC-Operons zusitzlich ein potentielles tatB-Gen (Wu et al., 2000;
Yen et al., 2002).

Analog zur Vorgehensweise bei S. carnosus wurde die Funktionalitéit des TatAC-Systems von
C. glutamicum {tberpriift, indem der Export von Tat-abhingigen Reporterproteinen im
Wildtyp und einem Stamm, in dem das Tat-System ausgeschaltet war (AfatAC-Mutante),
miteinander verglichen wurde. Es konnte gezeigt werden, da u. a. das TorA-GFP
Fusionsprotein in C. glutamicum Wildtyp, im Gegensatz zu der Situation in der AratAC-
Mutante, iiber die Cytoplasmamembran transloziert und reifes GFP in den Uberstand
sekretiert wird. Ohne ein funktionelles Tat-System erfolgt eine Akkumulation von TorA-GFP
Vorlduferprotein im Cytosol und intrazelluldren Abbauprodukten (Abbildung 32). Diese
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Akkumulation von Vorlduferprotein ist Folge der ausbleibenden Translokation des
Fusionsproteins aufgrund der Ausschaltung des Tat-Systems.

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dal TorA-GFP Tat-abhédngig in C. glutamicum sekretiert
wird und somit C. glutamicum iiber ein funktionelles Tat-System verfiigt.

2.2 Das Tat-System spielt in C. glutamicum eine wichtige physiologische Rolle

Das Tat-System von C. glutamicum wurde ausgeschaltet, indem das komplette ratAC-Operon
im Genom deletiert wurde. Es zeigt sich hierbei, da C. glutamicum ohne funktionelles Tat-
System deutlicher schlechter wichst als der Wildtyp. Dieser phidnotypische Unterschied der
AtatAC-Mutante war der erste Hinweis, dal das Tat-System von C. glutamicum zumindest
unter den hier gewihlten Laborbedingungen eine weitaus groere Rolle spielt als das von
S. carnosus. Auf die Zellmorphologie von C. glutamicum hat die Deletion der tat-Gene
jedoch keinen offensichtlichen Effekt. Weder eine Verdnderung der Zellform noch eine
Kettenbildung, wie sie fiir E. coli tar-Mutanten typisch ist (Stanley et al., 2001), konnte
beobachtet werden (Abbildung 26). Damit scheint zumindest ein Einflufl des Tat-Systems auf
die Zellteilung wie bei E. coli, ob indirekt oder direkt, nicht gegeben zu sein. In E. coli tat-
Mutanten ist, wie bereits zuvor erwihnt, die fehlerhafte Zellteilung das Resultat einer
Mislokalisation zweier Tat-abhdngiger Amidasen, die am Zellwandmetabolismus beteiligt
sind (Ize et al., 2003).

2.2.1 Das Tat-System ist in C. glutamicum an Zellwachstum und -stoffwechsel beteiligt

Das Ausschalten des Tat-Systems hat in C. glutamicum einen deutlichen Wachstumsdefekt
zur Folge, der sich darin duBert, da3 die Zellen ohne Tat-System zum einen langsamer als der
Wildtyp wachsen und zum anderen nur noch die Hélfte der maximalen optischen Dichte des
Wildtyps erreichen. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dal der Tat-Weg direkt oder
indirekt am Zellwachstum in C. glutamicum beteiligt ist. Da es in C. glutamicum aber, im
Gegensatz zu der Situation in E. coli, keine phinotypischen Hinweise auf einen direkten
Einflu} des Tat-Systems auf die Zellteilung gibt, ist das Tat-System anscheinend an anderen
Prozessen wihrend des Zellwachstums beteiligt. Moglicherweise spielt das Tat-System in
C. glutamicum eine Rolle im Aufbau der Zellwand, oder aber auch im allgemeinen Stoff-
wechsel der Zelle. Fiir beide Moglichkeiten konnten Hinweise erhalten werden. So spricht fiir
eine Beteiligung des Tat-Weges am Zellwandaufbau die Tatsachte, da die AratAC-Mutante
deutlich frither auf osmotischen Stref3, hervorgerufen durch eine steigende Osmolalitit des
Mediums, reagiert als der Wildtyp. So verstirkt eine Steigerung der Osmolalitit des
Mediums, erzeugt durch eine Erhohung der NaCl-Konzentration, den Wachstumsdefekt der
AtatAC-Mutante deutlich (Abbildung 27, rechts). Solch ein Verhalten einer tat-Mutante
gegeniiber osmotischem Stre3 wurde in dhnlicher Weise auch in Pseudomonas aeruginosa
beobachtet (Ochsner et al., 2002). Offensichtlich ist der Tat-Weg in C. glutamicum, wie auch
in E. coli und scheinbar auch in P. aeruginosa, in den Zellwandmetabolismus involviert. Die
Zellwand stabilisiert normalerweise die Form der Zelle und bietet ihr einen mechanischen

108



IV. Diskussion

Schutz. Wird die Zellwand durch das Fehlen von Zellwandkomponenten oder einen
fehlerhaften Aufbau ihrer Struktur in ihrer Funktion eingeschrankt, wird sich das nachteilig
auf das Wachstum der Zelle, aber auch auf Reaktion auf mechanischen und osmotischen Stref3
auswirken. Falls Tat-Substrate fiir die Funktionalitit der Zellwand essentiell sind, also direkt
oder indirekt in den Zellwandmetabolismus involviert sind, kann das den Wachstumsdefekt
und die erhohte Sensitivitit gegeniiber osmotischen Stref3 erklidren.

Fiir eine Beteiligung des Tat-Weges in C. glutamicum am allgemeinen Stoffwechsel sprechen
die folgenden Befunde. So hatte sich in den Wachstumsuntersuchungen gezeigt, daf3
C. glutamicum ohne ein funktionelles Tat-System in den hier verwendeten Medien ohne
Glucose, im Gegensatz zum Wildtyp, nicht in der Lage war zu wachsen. Offensichtlich ist die
AtatAC-Mutante auf eine einfach zugingliche Kohlenstoffquelle, wie in diesem Falle
Glucose, angewiesen. Andere Kohlenstoffquellen, die noch im Medium vorliegen und die der
Wildtyp noch nutzen kann, konnen nicht mehr aufgenommen oder verwertet werden. Dies
bedeutet, da} das Tat-System in C. glutamicum nicht an der Aufnahme und Verwertung von
Glucose, sondern anscheinend, direkt oder indirekt, an der Aufnahme oder Verwertung
anderer Nihrstoffe aus der Nihrlosung beteiligt ist. Denkbar ist, da3 Tat-Substrate z. B.
spezifische Poren in der Zellwand bzw. der Mykolsdureschicht fiir die Aufnahme spezieller
Kohlenstoffverbindungen bilden oder direkt Kohlenstoffquellen binden und somit eine
Aufnahme dieser erméglichen. Im Falle des Sec-Weges sind viele Fille bekannt an, bei denen
Sec-Substrate an der Aufnahme von Nihrstoffen beteiligt sind. So ist z.B. das Sec-abhéngig
exportierte MalE-Protein ein Teil des Aufnahmesystems von Maltose in E. coli. Wird MalE
nicht exportiert, konnen die Zellen nicht in Medien wachsen, in denen Maltose die einzige
Kohlenstoffquelle darstellt (Dassa und Lambert, 1997).

2.2.2 Der Export des PhoD-Proteins aus C. glutamicum ist Tat-abhingig

Das Tat-System von C. glutamicum hat unter den hier gewéhlten Bedingungen einen
deutlichen Einfluf} auf das Wachstum und den Stoffwechsel, was bedeutet, dall C. glutamicum
auf jeden Fall iiber eigene Tat-Substrate verfiigen muf3. Zur Identifizierung von authentischen
Tat-Substraten von C. glutamicum wurden zum einen, wie bei S. carnosus, die Proteinbanden-
muster der Kulturiiberstinde von Wildtyp und AtatAC-Mutante miteinander verglichen und
zum anderen die Genomsequenz von C. glutamicum untersucht. Die Suche nach potentiellen
Tat-Substraten in der annotierten Genomsequenz erfolgt generell mit Suchmasken, die das fiir
den Tat-Weg typische Zwillingsarginin und definierte Bedingungen fiir die {ibrigen
Aminosduren des Tat-Konsensusmotivs einbeziehen (Bronstein et al., 2004; Dilks et al.,
2003). Mit der in dieser Dissertation verwendeten Suchmaske ,,S/T-R-R*“ konnte u. a. das
Protein mit der Bezeichnung NCgl2185 als mogliches Tat-Substrat identifiziert werden.
Dieses Protein weist ein dem klassischen Tat-Konsensusmotiv sehr dhnliches Motiv auf und
besitzt sehr grole Homologien zur Phosphodiesterase PhoD aus B. subtilis, welche Tat-
abhingig sekretiert wird. Der Vergleich der Proteinbandenmuster des Kulturiiberstandes von
Wildtyp und AratAC-Mutante fiihrte zur Identifizierung eines weiteren potentiellen Tat-
Substrats (hypothetisches Protein, NCgl1588), welches jedoch in seinem Signalpeptid
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deutliche Unterschiede zum Tat-Konsensusmotiv zeigt und u. a. anstelle des Zwillings-
arginins nur iiber ein einziges Arginin verfiigt (Abbildung 29).

Die Uberpriifung, ob beide potentiellen Tat-Substrate auch tatsichlich Tat-abhiingig exportiert
werden, erfolgte in vivo. Da jedoch keine Antikorper fiir die jeweiligen Proteine zur
Verfiigung standen, wurden die entsprechenden Signalpeptide an das GFP fusioniert und das
Exportverhalten der so resultierenden Fusionsproteine im C. glutamicum Wildtyp und der
AtatAC-Mutante iiberpriift. Da ein Tat-Signalpeptid allein fiir das ,,Targeting zur Tat-
Translokase ausreichend ist und dariiber hinaus gezeigt wurde, dall sich GFP als Tat-
abhidngiges Reporterprotein eignet, sollte das Exportverhalten dieser GFP-Fusionen zeigen,
ob der Export der authentischen Proteine 1588 und 2185 (PhoDc,) Tat-abhéngig ist.
Uberraschenderweise bewirkt das Signalpeptid von 1588 sowohl im Wildtyp als auch in der
AtatAC-Mutante eine Sekretion von GFP in den Kulturiiberstand (Abbildung 30). Dies
bedeutet, daB3 die Sekretion Tat-unabhingig und daher Sec-abhingig ist. Dariiber hinaus
konnte keine Vorlduferform dieses Fusionsprotein detektiert werden, was ein deutlicher
Hinweis auf eine fiir den Sec-Weg typische schnelle Prozessierung des Vorlduferproteins ist.
Somit ist offensichtlich, da das authentische 1588-Protein in C. glutamicum kein Tat-
sondern ein Sec-Substrat ist. Es ist jedoch auffillig, daf} im Falle des 1588-Fusionsproteins im
Wildtyp deutlich mehr reifes GFP in den Kulturiiberstand sekretiert wird, als in der AtatAC-
Mutante und das authentische 1588-Protein gar nicht in der AratAC-Mutante sekretiert wird.
Die moglichen Griinde hierfiir werden im nichsten Kapitel diskutiert.

Im deutlichen Gegensatz zum Signalpeptid von 1588 bewirkt das Signalpeptid von PhoDc,
einen Tat-abhingigen Export von GFP (Abbildung 30), was beweist, da3 das PhoD-Protein
aus C. glutamicum, wie sein Homolog aus B. subtilis, ein Tat-Substrat ist. Es ist anzunehmen,
daBl die Induktion von PhoD in C. glutamicum, wie bei seinem Homolog in B. subtilis
(Jongbloed et al., 2000), nur unter Phosphatmangelbedingungen erfolgt. Da die Anzucht der
Stamme fiir den Proteinbandenvergleich von Wildtyp und AtatAC-Mutante nicht unter
Phosphatmangelbedingungen erfolgte, konnte daher PhoD auch nicht identifiziert werden,
sondern nur iiber die Analyse der Genomsequenz.

2.2.3 Der Sec-abhingige Export von MalE und des authentischen 1588-Proteins ist in der
AtatAC-Mutante von C. glutamicum stark beeintrichtigt

Das authentische 1588-Protein fehlt im Kulturiiberstand der AratAC-Mutante, obwohl das
Signalpeptid des 1588-Protein sowohl in C. glutamicum Wildtyp als auch in der AratAC-
Mutante eine Sec-abhingige Sekretion von GFP vermitteln kann. Die Ausbeute an GFP ist
jedoch in der Mutante deutlich niedriger als im Wildtyp. Einen dhnlichen Unterschied in der
Ausbeute zwischen C. glutamicum Wildtyp und AtatAC-Mutante wurde auch in der Sekretion
des heterologen Sec-Substrates MalE beobachtet (Abbildung 34). Die verminderte Sekretion
lauft jedoch nicht parallel mit einer Zunahme an cytoplasmatischem Abbauprodukten und
einer Akkumulation von Vorliduferprotein, was fiir einen Exportblock der Proteine sprechen
wiirde (Blaudeck, 2001). Hétte das Tat-System einen direkten Einflufl auf die Sec-abhéngige
Translokation von MalE und 1588, wiirde somit ein Ausschalten des Tat-Systems eine
Akkumulation der Vorldauferproteine bewirken, sofern es in der AtatAC-Mutante nicht zu
einem erhohten Abbau von Vorlduferproteinen von Sec-Substraten kommt. Somit kann davon
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ausgegangen werden, daf} die reduzierte Ausbeute des Sec-abhingig sekretierten MalE und
GFP auf einer verminderten Synthese beruht. Zumindest fiir MalE und das das 1588-GFP
Fusionsprotein ist anzunehmen, daBl in der AtatAC-Mutante, vermutlich aufgrund einer
generell reduzierten Proteinbiosynthese in der Mutante, weniger MalE-Protein und 1588-GFP
synthetisiert und damit auch sekretiert wird. Dies wird durch die niedrigere Menge an MalE-
Vorldufer in der AtatAC-Mutante im Vergleich zu der Situation beim Wildtyp bestétigt.

Dies erklért jedoch nicht das Fehlen des authentischen 1588-Proteins im Kulturiiberstand der
AtatAC-Mutante. Die generell verminderte Proteinsynthese in der AratAC-Mutante wird eine
Reduzierung der gesamten Sec-abhingigen Proteinsekretion zur Folge haben. Da aber explizit
das 1588-Protein komplett nicht sekretiert wird, ist anzunehmen, dafl hier der allgemeine
Syntheseeffekt, der in der AtatAC-Mutante vorliegt, nicht der alleinige Grund sein kann,
sondern anscheinend ein direkter Einflull des Tat-Systems auf die Synthese von 1588 vorliegt.
Es konnte spekuliert werden, dafl die Synthese des 1588-Proteins durch eine Substanz, z.B.
eine Nahrstoffquelle, induziert wird, fiir dessen Aufnahme mindestens ein Tat-Substrat notig
ist. In der AtatAC-Mutante wiirde die Aufnahme der Substanz nicht erfolgen, was zur
Konsequenz hitte, dal 1588 nicht synthetisiert und folglich auch nicht in den Kulturiiberstand
sekretiert wiirde.

2.3 GFP und MalE werden in C. glutamicum mit hoher Ausbeute Tat-abhéingig in den
Kulturiiberstand sekretiert

Die Untersuchungen zur Tat-abhingigen Sekretion in C. glutamicum haben gezeigt, daf3
sowohl MalE als auch GFP mit iiberraschend hoher Ausbeute in den Kulturiiberstand
sekretiert werden (Abbildung 31). Aus den vorangegangenen Untersuchungen zur Protein-
sekretion in S. carnosus war bekannt, daf} dort die Zellwand fiir die untersuchten heterologen
Tat-Substrate, unabhingig von deren Grofle, eine Barriere darstellt und eine Sekretion der
reifen Proteine komplett verhindert. Auch in C. glutamicum bleibt, trotz der beobachteten
hohen Sekretionsleistung, ebenfalls eine geringe Menge an reifem Protein in der Zellwand
stecken, wobei jedoch die Menge an sekretiertem Protein deutlich hoher ist (Abbildung 32).
Es akkumuliert aber eine groere Menge reifes GFP als reifes MalE in der Zellwand und das
trotz der Tatsache, dall das Molekulargewicht von GFP mit 25kDa deutlich niedriger ist als
das des MalE-Proteins mit 42kDa. Dariiber hinaus sollten beide Proteine problemlos aufgrund
ihrer GroBe unter 50kDa die Poren der Zellwand passieren konnen (Demchick und Koch,
1996). Da aber dennoch, wenn auch in geringem Malle, ein Steckenbleiben von beiden
Proteinen, MalE und GFP, auftritt, limitieren offensichtlich in beiden Fillen die elektro-
statischen Eigenschaften der Proteine die Zellwand- und/oder Mykolsdureschichtpassage. Die
geringere Menge an MalE im Zellwandkompartiment im Vergleich zu GFP zeigt, dal MalE
offensichtlich schwichere Wechselwirkungen mit der Zellwand eingeht als GFP. Dal}
unterschiedliche Ladungseigenschaften eines Proteins die Zellwandpassage beeinflussen
konne, wurde bereits in B. subtilis beobachtet. So zeigen unterschiedliche Derivate der o-
Amylase (AmyL), die zwar keine signifikanten Unterschiede im Molekulargewicht jedoch
aber in ihrer Ladung aufwiesen, deutliche Unterschiede in ihren Bindungseigenschaften an die
Zellwand (Stephenson et al., 2000).
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Dennoch kann auch weiterhin die GroBle eines Proteins in C. glutamicum die Sekretion
limitieren. In den Untersuchungen zur Diffusionskinetik von zwei unterschiedlich groflen
Derivaten des S-Layer Proteins PS2 iiber die Zellwand von C. glutamicum zeigte sich ein
Effekt des Molekulargewichts: Houssin et al. (2002) hatten beobachtet, dall ein verkiirztes
PS2-Derivat mit einem Molekulargewicht von 21kDA schneller durch die Zellwand
diffundiert als das ungekiirzte PS2 mit einem Molekulargewicht von 52kDa. Das ungekiirzte
PS2 befindet sich mit seinem Molekulargewicht bereit im Grenzbereich der Proteine, die
theoretisch die Zellwand noch problemlos passieren konnen, was somit auch die schnellere
Kinetik gekiirzte PS2 in der Zellwandpassage erklirt.

Eine weitere Moglichkeit fiir die Akkumulation von GFP und MalE im Zellwand-
kompartiment neben den elektrostatischen Eigenschaften konnte aber auch sein, daB durch die
Uberexpression der Fusionsproteine mehr reifes Protein auf einmal in die Zellwand gelangt
als durch sie diffundieren kann. Dies wiirde zu einer Akkumulation der translozierten Proteine
vor der Zellwandpassage fiihren. Da fortlaufend neu synthetisiertes Protein iiber die Membran
transloziert wird und ins Zellwandkompartiment gelangt, miilte die Menge an akkumuliertem
Protein anwachsen. Da aber nicht beobachtet werden konnte, dafl die Akkumulation zunimmt
(Abbildung 33), kann diese Hypothese ausgeschlossen werden.

Fiir eine Akkumulation von reifen Protein in der Zellwand aufgrund von elektrostatischen
Wechselwirkungen gibt es zwei Hypothesen: (1) das reife Protein bindet nur kurzfristig an die
Zellwand gelangt dann in den Uberstand. Im Western Blot werden dann in der
Zellwandfraktion immer die Proteine erfafit, die gerade eine Bindung eingegangen sind. (2)
Zu Beginn der Sekretion besetzt ein Teil der reifen Proteine alle moglichen Bindungsstellen
fiir die Wechselwirkungen zwischen reifen Protein und Zellwand, so da3 die nachfolgenden
Proteine problemlos die Zellwand passieren konnen. Natiirlich ist auch eine Kombination aus
beiden Hypothesen denkbar.

Diese Untersuchungen zur Tat-abhidngigen Sekretion von GFP und MalE haben deutlich
gezeigt, dall die hier untersuchten Tat-Substrate, im deutlichen Kontrast zu der Situation in
S. carnosus, die Zellwand von C. glutamicum trotz des komplexeren Aufbaus und der
zusitzlichen Mykolsdureschicht, welche durchaus eine weitere Barriere fiir die
Proteinsekretion darstellen kann, nahezu problemlos passieren konnen. Es wurde weiterhin
deutlich, dal die elektrostatischen Eigenschaften der Proteine, die die Zellwandpassage
limitieren konnen, offensichtlich abhingig von der Zellwand des jeweiligen Organismus
einen unterschiedlichen Effekt auf die Zellwandpassage haben. So bewirken die
elektrostatischen Eigenschaften des GFP in der Zellwand von S. carnosus ein Steckenbleiben,
wohingegen sie in C. glutamicum eine Sekretion erlauben.

Die ersten Untersuchungen zur Proteinsekretion in C. glutamicum iiberhaupt erfolgten in vivo
vor allem mit PS2. Dieses Protein wird Sec-abhingig iiber die Cytoplasmamembran
transloziert und sehr schnell und effizient sekretiert (Houssin et al., 2002). Die Sekretion von
PS2 wird in zwei Schritte unterteilt: die Sec- und damit energieabhéngige Translokation iiber
die Cytoplasmamembran und der Energie-unabhingigen Passage durch die Zellwand und die
Mykolsdureschicht. Dabei scheint der Transport von PS2 iiber die Mykolsdureschicht
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mindestens genau so effizient wie der Sec-abhéngige Transport iiber die Cytoplasmamembran
zu sein und die Kinetik der Sekretion im Vergleich zu der Sekretionskinetik in Gram-
positiven Bakterien ohne zusitzliche Auenmembran, wie B. subtilis, nicht zu beeinflussen
(Houssin et al., 2002; Leloup et al., 1999). Diese schnelle und effiziente Uberwindung der
Mykolsdureschicht durch PS2 und auch die in dieser Arbeit beobachteten hohen Ausbeuten an
GFP und MalE lassen vermuten, dafl diese AuBenmembran entweder iiber groBBe Poren, die
eine unspezifische Proteindiffusion ermoglichen, verfiigen muf3 oder einen spezifischen
Translokationsapparat fiir Proteine besitzt. Falls es sich um Substrat-unspezifische Poren
handelt, miissen diese gro3 genug fiir gefaltete Proteine sein. Dies gilt nicht nur fiir Tat-,
sondern auch fiir Sec-Substrate, da diese noch vor bzw. wihrend der Zellwandpassage ihre
partiell oder vollstindig gefaltete Form einnehmen (Bolhuis et al., 1999; Leloup et al., 1997,
Stephenson et al., 1998). Zumindest fiir M. tuberculosis konnte schon gezeigt werden, daf} die
Mykolsdureschicht eine starke Permeabilitédtsbarriere darstellt und sogar die Diffusion von
Antibiotika deutlich erschwert (Brennan und Nikaido, 1995). Daher ist es sehr
unwahrscheinlich, da} so gro3e, unspezifische Poren in der Mykolsdureschicht existieren, daf3
auch vollstindig gefaltete Proteine durch sie hindurchpassen. Immerhin mii3ten diese Poren
ungefihr einen Durchmesser von 20-70A haben, sofern man die Grof3e von PhoD und anderer
Tat-Substrate als Berechnungsgrundlage nimmt (Berks er al., 2000a). Falls die Sekretion aber
tatsdchlich tiber unspezifische Poren und nicht iiber Translokasekomplexe erfolgt, miissen die
Poren auf jeden Fall verschlie3bar sein um die Integritit der Mykolsdureschicht gewihrleisten
zu konnen. Bislang wurden jedoch weder solche grofen Poren noch spezifische Protein-
Translokasekomplexe in der Mykolsdureschicht von C. glutamicum entdeckt. Somit bleibt
weiterhin unklar, wie Proteine iiber die Mykolsiureschicht in Uberstand gelangen.

2.3.1 Die Tat-abhingige Sekretion von MalE fiihrt in C. glutamicum zu einer hoheren
Ausbeute als die Sekretion iiber den Sec-Weg

In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dall C. glutamicum MalE sowohl Sec-
abhdngig, mit seinem eigenen Signalpeptid, als auch Tat-abhingig, mit dem TorA-
Signalpeptid, mit hoher Ausbeute in den Uberstand sekretiert (Abbildung 31 und 34). Eine
anschlieBende Quantifizierung des Sec- und Tat-abhingig sekretierten MalE fiihrte zum
iiberraschenden Ergebnis, dall die Ausbeute an MalE mehr als doppelt so hoch ist, wenn die
Sekretion von MalE Tat-abhiingig erfolgt als wenn sie Sec-abhingig erfolgt (Abbildung 35).

Tat-Substrate weisen meist eine viel langsamere Exportkinetik als Sec-Substrate auf, da sie
vor ihrer Translokation im Gegensatz zu Sec-Substraten noch ihre vollstindig gefaltete
Konformation einnehmen und gegebenenfalls Cofaktoren einbauen und ihre Untereinheiten
assemblieren. Dies konnte auch bereits im Fall des MalE-Proteins in E. coli mittels Pulse
Chase-Experimenten gezeigt werden. So wird authentisches Sec-abhédngiges MalE-Vorlidufer-
protein so schnell in die reife Form prozessiert, dal bereits nach 10s kein Vorldufer mehr
detektiert werden kann, ganz im Gegensatz zum Tat-abhingigen TorA-MalE, bei dem auch
nach 20min noch Vorlauferprotein vorliegt (Blaudeck, 2001). Dies bedeutet, dall Sec-
Substrate aufgrund der schnellen Translokation einen Vorteil in der Geschwindigkeit der
Membrantranslokation gegeniiber Tat-Substraten haben. Der Grund, da3 aber nun doch die
Ausbeute von MalE in C. glutamicum im Falle der Tat-abhingigen Sekretion trotz der
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langsameren Exportkinetik groBer ist, liegt daher moglicherweise in einem Ereignis nach der
Translokation iiber die Cytoplasmamembran. Moglicherweise ist Sec-abhingig exportiertes
MalE, welches erst nach der Translokation seine vollstindig gefaltete Konformation
einnehmen kann, wéhrend der Zellwandpassage oder im Kulturiiberstand noch vor bzw.
wihrend seiner Faltung einem proteolytischen Abbau ausgesetzt, der die Sekretionseffizienz
deutlich verringert. Da es sich bei MalE um ein heterologes Protein fiir C. glutamicum
handelt, ist es durchaus denkbar, dal nach der Membrantranslokation nur eine langsame
Faltung stattfindet, die den proteolytischen Verdau natiirlich begiinstigt. Dies ist eines der
typischen ,,bottlenecks®, welches fiir die Sec-abhédngige heterologe Proteinsekretion in Gram-
positiven Bakterien, vor allem in B. subtilis, beschrieben ist und hier vor allem auch aufgrund
der hohen Anzahl an extrazelluliren und Zellwand-assoziierten Proteasen fiir drastische
Einbuflen in der Sekretionsausbeute fiihrt (Bolhuis et al, 1999, siehe auch 1.3.6).
C. glutamicum verfiigt laut Genomanalysen nicht iiber so viele extrazelluldre und Zellwand-
assoziierte Proteasen wie B. subtilis (Lothar Eggeling, personliche Mitteilung) und daher sind
die Einbuflen in der Proteinausbeute in C. glutamicum offensichtlich nicht so dramatisch wie
bei B. subtilis. Jedoch sind diese EinbuBlen grofl genug, um den Vorteil der Tat-abhéngigen
Sekretion zumindest fiir MalE deutlich zu machen. Fiir Tat-abhingig exportiertes MalE
stellen diese extrazelluldren Proteasen ndmlich kein ,bottleneck® mehr dar, da das MalE,
aufgrund seiner bereits im Cytoplasma eingenommenen vollstindig gefalteten Konformation,
nach der Translokation im Zellwandkompartiment nicht mehr durch Proteasen angegriffen
werden kann. Somit macht in der Tat-abhingigen Sekretion heterologer Proteine der Schutz
vor extrazelluldren Proteasen durch die vollstindig gefaltete Konformation den Nachteil, der
durch die langsame Kinetik bei der Membrantranslokation gegeben ist, deutlich wett
- zumindest in C. glutamicum mit dem hier untersuchten heterologen MalE-Protein. Fiir
homologe Proteine oder heterologe Protein, die nach der Translokation schnell in eine stabile
Konformation falten kénnen und somit ebenfalls vor extrazelluldren Proteasen geschiitzt sind,
wire demnach der Sec-Weg aufgrund seiner schnelleren Exportkinetik die bessere Alternative
in der Proteinsekretion. Die hohen Ausbeuten an Sec-anhingig sekretierten homologen
Proteinen, die mit B. subtilis erzielt werden, zeigen dies deutlich (Ferrari et al., 1993).

Ein weiterer Aspekt, der die Ausbeute an sekretiertem Protein beeinfluflt, ist auch die
Exportkapazitit der jeweiligen Translokase fiir das jeweilige zu exportierende Protein. Eine
Uberexpression von Sec-Substraten kann dazu fithren, daB eine Sittigung der Sec-
Translokase auftritt, was zu einem Proteinstau an der Translokase fiihrt und die Exportrate
und damit auch die Ausbeute deutlich reduziert. Dies trifft aber nicht nur auf heterologe
Substrate zu, sondern auch auf homologe Proteine. So fiihrt z. B. die Uberexpression von
OmpA oder PhoD in E. coli zu einer Sittigung Sec-Translokase und folglich zu einer deutlich
verzogerten Translokation und einem intrazelluldren Stau der Vorlduferproteine (Bremer et
al., 1980; Pages et al., 1984). Dariiber hinaus kann eine Séttigung von Sec-Translokasen
durch Uberexpression von Exportproteinen auch zu einer herabgesetzten Vitalitit der Zellen
fiihren, da essentielle Sec-Substrate nicht mehr, bzw. nur verzogert exportiert werden konnen
(Diderichsen und Christiansen, 1988). Solch eine Sittigung der Translokase ist natiirlich auch
fiir die Tat-Translokase bei einer Uberexpression von Tat-Substraten wahrscheinlich, was
durch die Arbeiten von Barret et al. (2003) bestitigt wird, da sie zeigen konnten, daf} die
Translokation von Tat-Substraten direkt abhingig von der Menge an Tat-Komponenten ist.
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Im Falle des Sec-abhingig exportierten MalE in C. glutamicum konnte keine im Vergleich zu
der Situation des Tat-abhingig exportierten MalE erhohte Akkumulation von
Vorlduferprotein oder cytosolischen Abbauprodukten beobachtet werden, auch eine
Verianderung im Wachstumsverhalten von C. glutamicum Stimmen, die MalE {iber-
exprimieren, konnte nicht festgestellt werden. Somit kann anhand dieser Ergebnisse
ausgeschlossen werden, daB die Uberexpression des Sec-Substrates MalE zu einer Sittigung
der Sec-Translokase fiihrt und somit der Grund fiir die niedrigere Ausbeute ist.

Der Vergleich von Tat-abhédngiger mit Sec-abhingiger Sekretion heterologer Substrate in
Gram-positiven Bakterien wurde bislang erst einmal beschrieben: Schaerlaekens et al.
(2004a) verglichen dabei den Sec- und Tat-abhingigen Export der menschlichen Proteine
TNFa und IL-10 im Gram-positiven Organismus S. lividans. Es stellte sich dabei heraus, daf}
die Ausbeuten an Tat-abhidngig sekretiertem TNFo und IL-10 deutlich niedriger waren im
Vergleich zur Ausbeute der Sec-abhingig sekretierten Varianten. Die Sekretionseffizienz, die
als Quotient [extrazellulire Proteinmenge/(intra- + extrazellulire Proteinmenge)x100]
definiert ist, war jedoch fiir die Tat-abhingige Sekretion von TNFa und IL-10 generell hoher
als fiir die Sec-abhidngige Sekretion. Die Autoren begriindeten dies damit, dal3 im Falle der
Tat-abhiingigen Sekretion von TNFa und IL-10 eine deutlich geringere Menge an
intrazelluldarem Protein vorldge, als im Falle der Sec-abhéngigen heterologen Proteine, was
natiirlich die Effizienz fiir die Tat-abhingige Sekretion erhoht. Somit liegt der Grund fiir die
geringere Ausbeute an Tat-abhingig sekretiertem TNFa und IL-10 offensichtlich nicht in der
Sekretionseffizienz, sondern in der im Vergleich zu den Sec-abhingigen TNFa und IL-10
Vorlduferproteinen geringen Menge an Tat-abhidngigem Vorlduferprotein von TNFo und IL-
10. Entweder ist hier im Falle der Tat-abhiingigen Substrate die Synthese niedriger oder der
Abbau der Vorlduferproteine deutlich hoher als die der Sec-abhingigen Substrate. Dies
bedeutet, da3 im Falle von TNFa und IL-10 die Ausbeute primédr durch Synthese oder
Stabilitit der Vorlduferproteine bestimmt wird, wohingegen im Falle des in dieser Arbeit
untersuchten MalE die Ausbeute offensichtlich durch die Stabilitit des reifen Proteins
bestimmt wird.

2.3.2 Das Medium hat einen grof3en Einfluf} auf die Ausbeute an Tat-abhingig sekretiertem
GFP und MalE

In den hier durchgefiihrten Untersuchungen zur Tat-abhéingigen Sekretion von GFP und MalE
wurde beobachtet, da3 die Ausbeute an GFP und MalE je nach verwendetem Medium
variiert. Die Sekretionseffizienz, d. h. der Quotient aus der Proteinmenge im Uberstand und
der Gesamtproteinmenge, war im Falle von GFP in allen verwendeten Medien gleich hoch,
wohingegen die Gesamtproteinmenge deutliche Unterschiede zeigte. Im Falle von MalE
variierte die Sekretionseffizienz von Medium zu Medium, wohingegen die Gesamtprotein-
menge in allen Medien gleich war (Abbildung 36, A und B).

Die Menge an Gesamtprotein kann die Hohe der Synthese eines Proteins widerspiegeln, d.h.
je hoher die Synthese eines Proteins ist desto groBer sollte die Gesamtproteinmenge sein. Da
aber auch intra- und extrazelluldrer proteolytischer Abbau die Proteinmenge je nach Protein
oder Medium unterschiedlich beeinflussen kann, entspricht die nachweisbare Gesamtprotein-
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menge der Menge an synthetisiertem Protein, welches nicht abgebaut wurde. Somit kann
diese nicht nur aufgrund einer verdnderten Syntheseleistung sondern auch durch eine
unterschiedlich hohe proteolytischen Aktivitét in den verschiedenen Medien variieren. So ist
denkbar, daB3 ein Protein im Medium A in hohen Mengen synthetisiert aber gleichzeitig einem
hohen Proteaseverdau ausgesetzt ist und im Medium B deutlich schlechter synthetisiert aber
nicht abgebaut wird und somit eine hohere Gesamtproteinmenge aufweist als im Medium A.
Der als Sekretionseffizienz definierte Quotient aus Proteinmenge im Uberstand und
Gesamtproteinmenge wird gleichermal3en durch die Faktoren Synthese und Abbau beeinfluf3t.
Das heiBt, dal die hier beobachteten hochsten Ausbeuten an GFP und MalE in den
verschiedenen Medien nicht nur allein auf eine hohere Synthese des Proteins, bzw. eine
bessere Sekretionseffizienz zuriickzufithren sind, sondern auch durch die Abbaurate des
jeweiligen Proteins im verwendeten Medium beeinfluft werden. Daher zeigen diese
Untersuchungen zur Sekretion von MalE und GFP in verschiedenen Medien nur eindeutig in
welchem Medium letztendliche die Ausbeute des jeweiligen Proteins am hochsten ist.

Fiir GFP und MalE kann anhand der hier gewonnen Ergebnisse spekuliert werden, daf je
nach verwendetem Medium in C. glutamicum unterschiedliche Proteasen induziert werden
und die Proteine eine andere Empfindlichkeit gegen die jeweils vorhandenen Proteasen
aufweisen. Dies verdeutlicht da} es ratsam ist, bei jedem neuen Fusionsprotein die Ausbeute
in verschiedenen Medien zu untersuchen.

2.3.3 Ein heterologes Signalpeptid fithrt zur hochsten Sekretionseffizienz von GFP in
C. glutamicum

GFP wird in C. glutamicum effizient Tat-abhingig in den Kulturiiberstand sekretiert. Dieses
wurde sowohl unter Verwendung des homologen Tat-Signalpeptids von PhoD, als auch unter
Verwendung der heterologen Tat-Signalpeptide von TorA aus E. coli und von PhoD aus
B. subtilis beobachtet, wobei sich aber die Sekretionseffizienz und auch die Ausbeute an GFP
je nach verwendetem Signalpeptid unterscheiden (Abbildung 37). Die nachweisbare Gesamt-
proteinmenge in Zellen und Uberstand nimmt von PhoD¢,-GFP iiber PhoDg,-GFP zu TorA-
GFP deutlich ab. Der Grund dafiir kann nicht in einer unterschiedlichen Expression der
einzelnen Fusionsgene liegen, da in allen Fillen ein identisches Expressionssystem verwendet
wurde, sondern es ist wahrscheinlich, da sich entweder die Stabilititen der mRNA und/oder
die der Fusionsproteine unterscheiden und sich dadurch eine unterschiedliche
Gesamtproteinmenge ergibt. Somit weist das Fusionsprotein mit dem homologen Signalpeptid
die hochste Stabilitdt auf. Die Sekretionseffizienz von GFP war iiberraschenderweise mit den
heterologen Signalpeptiden TorA und PhoDjp; doppelt so hoch wie mit dem homologen
Signalpeptid.

Im Falle des PhoD¢,-GFP Fusionsproteins verursacht moglicherweise die groe Menge an
Vorlduferprotein eine Reduzierung der Sekretionseffizienz im Vergleich zu TorA-GFP und
PhoDg,-GFP. So ist denkbar, daB es hier in Folge einer Uberschreitung der Exportkapazit:t
der Tat-Translokase aufgrund der zu hohen Menge an PhoD¢,-GFP Vorlduferproteinen zu
einer Séttigung der Tat-Translokase kommt und dadurch die Translokation und zwangslidufig
auch die Sekretion verzogert wird. Solch ein Translokase-,,Jamming* durch Uberexpression
von Exportproteinen ist fiir die Sec-Translokase bereits beschrieben (Bremer et al., 1980;
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Pages et al., 1984) und fir den Tat-Weg ebenfalls hochst wahrscheinlich, da eine
Abhingigkeit der Translokationseffizienz von Tat-Substraten durch die Menge der Tat-
Komponenten bereits gezeigt wurde (Barrett et al., 2003). Moglicherweise konnte eine
Uberexpression der tat-Gene die Sekretionseffizienz und damit auch die Ausbeute steigern.

Es mull jedoch bedacht werden, da3 ein Translokase-,,Jamming*“ im Endeffekt nur das
Resultat unterschiedlicher Synthesemengen oder Vorliduferstabilititen und somit eine
indirekte Konsequenz anderer Primérereignisse ist.

Neben solch einem Translokase-,,Jamming® kann es jedoch noch weitere Ursachen fiir die
Unterschiede in der Sekretionseffizienz von GFP mit dem homologen und den heterologen
Signalpeptiden geben. So ist denkbar, da3 die fremden Signalpeptide aufgrund einer besseren
Erkennung durch die C. glutamicum Tat-Translokase im Vergleich zum homologen
Signalpeptid zu einer besseren Sekretionseffizienz zu fithren. Dazu miiiten die fremden
Signalpeptide Eigenschaften aufweisen, die eine effizientere Translokation des reifen Proteins
erlauben als dies mit dem eigenen PhoD-Signalpeptid der Fall ist. Tat-Signalpeptide sind
hochstwahrscheinlich nahezu perfekt an eine Erkennung durch die eigene Tat-Translokase
angepalit, aber es gibt auch zwischen den verschiedenen Tat-Signalpeptiden eines Bakteriums
Unterschiede in der Qualitdt der Erkennung durch die Tat-Translokase, so daf} es durchaus
moglich ist, dal ein heterologes Tat-Signalpeptid besser als ein homologes Tat-Signalpeptid
durch eine bestimmte Tat-Translokase erkannt wird.

Der Effekt des Mediums und des verwendeten Signalpeptids auf die Ausbeute an sekretiertem
Protein machen deutlich, da3 es keine generelle Musterlosung fiir die Sekretion von
heterologen Proteinen gibt. Vielmehr zeigen die Ergebnisse, dal} fiir jedes zu sekretierende
Protein erst einmal ausprobiert werden mul3, mit z. B. welchem Signalpeptid und in welchem
Medium die groBten Ausbeuten erzielt werden. Dieses oftmals verwendete ,tool box‘-
Prinzip, in dem verschiedene Fusionen, Wirtssysteme, Sekretionswege und Bedingungen fiir
jedes Protein individuell ausprobiert werden, ist somit auch weiterhin die Methode der Wahl,
um das optimale Sekretionssystem fiir ein bestimmtes Protein zu finden.

2.3.4 Das durch C. glutamicum Tat-abhingig in den Kulturiiberstand sekretierte GFP ist
aktiv

Die natiirlichen Substrate des Tat-Weges nehmen bereits im Cytoplasma ihre native
Konformation ein und werden daher in aktiver Form iiber die Cytoplasmamembran
transloziert. Auch fiir das heterologe GFP, das kein natiirliches Tat-Substrat ist, konnte in
E. coli gezeigt werden, da} es mit einem Tat-Signalpeptid tiber den Tat-Weg in aktiver Form
exportiert wird (Thomas et al., 2001, siehe auch 1.4.4). Das GFP kann in E. coli zwar auch
Sec-abhidngig exportiert werden, liegt jedoch dann nach dem Export inaktiv vor.
Offensichtlich kann das GFP nur im Cytoplasma seine aktive Konformation falten und daher
ist eine Sekretion mittels des Sec-Weges, der nur weitgehend ungefaltete Proteine
translozieren kann, ungeeignet (Feilmeier et al., 2000; Thomas et al., 2001, siehe auch 1.4.4).
Die Untersuchungen zur Aktivitidt des mit hoher Ausbeute in den Kulturiiberstand tiber den
Tat-Weg sekretierte GFP in C. glutamicum zeigten, da3 auch in diesem Organismus eine
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korrekte cytoplasmatische Faltung von GFP erfolgt und dieses in aktiver Form Tat-abhingig
sekretiert wird.

Diese Untersuchungen zeigen zum ersten Mal in Gram-positiven Bakterien, dafl der Tat-Weg
heterologe Proteine in aktiver Form in den Kulturiiberstand sekretieren kann. Der Tat-
abhidngige Export von aktiven Substraten in Gram-negativen Bakterien konnte schon an
mehreren Beispielen gezeigt werden, wie z.B. der Export von aktivem GFP (Thomas ef al.,
2001) oder MalE (Blaudeck et al., 2003) in E. coli.

3. Untersuchungen zur Tat-abhingigen Proteinsekretion in B. subtilis

Der Sec-Weg wird schon seit vielen Jahren in B. subtilis Stammen erfolgreich als
Sekretionssystem fiir homologe Proteine genutzt. Fiir die Sekretion heterologer Proteine weist
der Sec-Weg aufgrund einiger ,,bottlenecks®, vor allem nach der Membranpassage, deutliche
Nachteile auf, die mittels des Tat-Weges umgangen werden konnten (siehe dazu 1.3.6 und
1.4.4). Erste Untersuchungen zum Tat-System in B. subtilis haben bereits gezeigt, daf} es in
der Lage ist heterologe Proteine zu sekretieren (Gerlach et al., 2004) und somit das Potential
besitzt, als alternatives Sekretionssystem zum Sec-Weg fiir heterologe Proteine zu fungieren.
B. subtilis besitzt zwei voneinander unabhingige funktionelle Tat-Translokasen (TatACp und
TatACy). Es konnten jedoch bislang erst zwei Tat-Substrate gefunden werden, wobei das
eine, PhoD, nur iiber die TatACp- und das andere, YwbN, nur durch die TatACy-Translokase
transloziert wird und somit die beiden Tat-Systeme in B. subtilis zumindest fiir diese beiden
Proteine eine Substratspezifitit aufweisen (Jongbloed et al., 2004). Im Gegensatz zu den
Genen der TatACy-Translokase werden die Gene der TatACp-Translokase, die mit dem Gen
des PhoD-Proteins in einem Operon vorliegen, nur unter Phosphat-limitierenden Bedingungen
induziert. Dies bedeutet, dal} erst unter den Bedingungen, unter denen PhoD bendétigt wird,
auch die Komponenten der TatACp-Translokase synthetisiert werden.

3.1 MalE und GFP werden in B. subtilis mit hoher Ausbeute Tat-abhiingig sekretiert

Die Untersuchungen zur Sekretion in C. glutamicum hatten gezeigt, dal in diesem
Organismus das Tat-Signalpeptid von TorA eine effiziente Tat-abhéngige Sekretion sowohl
von GFP als auch von MalE vermittelt. Um die Sekretionseigenschaften von C. glutamicum
mit denen von B. subtilis zu vergleichen, wurde das Sekretionsverhalten der heterologen
Fusionsproteine TorA-MalE und TorA-GFP auch in B. subtilis untersucht. Hierbei zeigte sich,
daB TorA-GFP und TorA-MalE ebenfalls mit hohen Ausbeuten in den Uberstand sekretiert
werden (Abbildung 39A). Eine Akkumulation von reifem GFP oder MalE in der Zellwand,
wie sie in C. glutamicum stattfindet, konnte nicht beobachtet werden, was moglicherweise auf
eine problemlose Passage der Proteine durch die Zellwand in B. subtilis schlieBen 146t
(Abbildung 39B). Fiir die Poren in der Zellwand von B. subtilis wurde berechnet, daf} sie
Proteine bis zu einem Molekulargewicht von mindestens 50kDa durchlassen konnen
(Demchick und Koch, 1996), was fiir MalE und GFP, die ein Molekulargewicht von 42 bzw.
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25kDa haben, auch mit diesen Ergebnissen bestitigt werden konnte. Da kein reifes GFP oder
MalE in der Zellwand von B. subtilis detektiert werden konnte, treten entweder keine, oder
wenn dann nur sehr schwache Wechselwirkungen von GFP und MalE mit der Zellwand auf,
oder die reifen Proteine, die in der Zellwand akkumulieren, werden effizient von
zellwandassoziierten Proteasen abgebaut. B. subtilis besitzt sehr viele extrazellulire und
zellwandassoziierte Proteasen, die oftmals fiir einen effizienten Abbau von translozierten
heterologen Sec-Substraten (Bolhuis et al., 1999; Bolhuis et al., 1996; Kontinen und Sarvas,
1993), aber auch von heterologen Tat-Substraten (Gerlach et al., 2004) verantwortlich sind.
Eine Tat-abhingige Sekretion von heterologen Substraten in B. subtilis, wie sie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist bereits zuvor beobachtet worden. So konnten Gerlach
et al. (2004) zeigen, daf} ein Fusionsprotein, welches aus dem Signalpeptid des B. subtilis Tat-
Substrats PhoD und der E. coli Phytase AppA besteht, in B. subtilis Tat-abhéngig in den
Kulturiiberstand sekretiert wird. Im Gegensatz zu den hohen Ausbeuten an GFP und MalE
waren die Ausbeuten an AppA jedoch sehr gering, da ein GrofBteil des reifen Proteins durch
zellwandassoziierte Proteasen abgebaut wurde. Moglicherweise ist die Kinetik der Zellwand-
passage des AppA langsamer als die von GFP und MalE, so dal zellwandassoziierte
Proteasen mehr Zeit haben AppA abzubauen. Da AppA ein Molekulargewicht von 45kDa hat
und somit durch die Poren der Zellwand passen sollte, miissen seine elektrostatischen
Eigenschaften fiir eine langsamere Zellwandpassage verantwortlich sein. Andererseits sind
vielleicht das gefaltete GFP und MalE einfach nur stabiler als das gefaltete AppA-Protein und
fithren deshalb zu der beobachteten hoheren Ausbeute. Dies bedeutet, dal die Kinetik der
Zellwandpassage und die Stabilitédt des nativen Zielproteins in der Tat-abhéngigen Sekretion,
zumindest in B. subtilis aufgrund seiner Vielzahl an zellwandassoziierten und extrazelluldren
Proteasen, einen entscheidenden Faktor im Hinblick auf die Ausbeute darstellt, wohingegen
in der Sec-abhidngigen Sekretion zusitzlich die Faltungsgeschwindigkeit der heterologen
Proteine nach der Translokation entscheidend ist (Bolhuis et al., 1999).

Die hohen Ausbeuten, die bei den Tat-abhéngig sekretierten heterologen Proteinen GFP und
MalE beobachtet werden, deuten an, dall das Tat-System in B. subtilis zumindest fiir die hier
untersuchten Substrate als Sekretionssystem genutzt werden kann und moglicherweise eine
Alternative zum Sec-abhédngigen Export darstellt. Da jedoch ein Vergleich der Tat- und Sec-
abhingigen Sekretion von GFP und MalE in B. subtilis bislang nicht durchgefiihrt wurde,
kann noch nicht die Aussage getroffen werden, welcher der beiden Exportwege die besser
Alternative fiir die Sekretion fiir GFP und MalE ist.

Der Export von TorA-GFP und TorA-MalE zeigt einen gravierenden Unterschied: Im Gegen-
satz zu TorA-GFP, welches nur Tat-abhéngig transloziert wird, erfolgt im Falle des TorA-
MalE Fusionsproteins auch in der AtatACpy-Mutante eine geringe Sekretion von MalE. Dies
bedeutet, dal TorA-MalE trotz des Tat-Signalpeptids Sec-abhidngig sekretiert wird, wobei
anscheinend das reife Protein den Ausschlag fiir die Wahl des Exportwegs gibt. Ahnliches
wurde bereits in E. coli beobachtet: Das Tat-Signalpeptid der Glucose-Fructose Oxido-
reduktase (GFOR) aus Z. mobilis kann aufgrund von Spezies-spezifischen Unterschieden in
der Erkennung von Tat-Signalpeptiden durch die Tat-Translokase in E. coli keinen Tat-
abhidngigen Export der reifen GFOR vermitteln. Wird jedoch das GFOR-Signalpeptid vor das
reife MalE-Protein fusioniert, erfolgt ein Sec-abhéngiger Export des MalE-Proteins in E. coli
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(Blaudeck, 2001). So beeinflult anscheinend auch hier das reife Protein die endgiiltige
Entscheidung, iiber welchen Weg der Export erfolgt. Moglicherweise ist in E. coli die
Faltungskinetik von GFOR-MalE langsamer als die der authentischen GFOR, wodurch das
GFOR-MalE Fusionsprotein ldnger in einer ungefalteten und damit in einer, im Gegensatz zur
authentischen GFOR, fiir den Sec-Weg kompatiblen Form vorldge. Weiterhin ist auch
denkbar, dal das GFOR-MalE Protein nach seiner Faltung auch wieder im Cytoplasma
entfaltet werden kann, im Gegensatz zur authentischen GFOR, die moglicherweise
irreversibel in eine stabile Konformation faltet. Dariiber hinaus weist das GFOR-Signalpeptid
kein ,,Sec-Avoidance“~-Motiv auf, das einen Sec-abhingigen Export verhindern kénnte. Dies
wiirde erkldren, warum MalE in E. coli mit GFOR-Signalpeptid Sec-abhingig, aber mit
TorA-Signalpeptid, welches ein ,,Sec-Avoidance“-Motiv aufweist, nur Tat-abhingig
exportiert wird.

Die Ausbeute an sekretiertem MalE ist im Wildtyp deutlich hoher als in der AratACpy-
Mutante. Dieser verminderte Export in der AtatACpy-Mutante konnte damit erkliart werden,
daB, wie bereits in C. glutamicum beobachtet, das Ausschalten des Tat-Weges auch in
B. subtilis einen allgemeinen EinfluB} auf den Sec-abhingigen Export hat. Untersuchungen zur
Sekretion des Sec-abhingigen E. coli Aulenmembranproteins OmpA in B. subtilis zeigten
jedoch, daBl diese sowohl im Wildtyp als auch in der tat-Mutante mit gleicher Effizienz
erfolgte, so daBl eine allgemeine Beeintriachtigung des Sec-abhingigen Exports durch
Ausschalten des Tat-Weges in B. subtilis ausgeschlossen werden kann und somit ein anderer
Grund fiir die verminderte Sekretion von MalE in der AratACpy-Mutante vorliegen muB.
Offensichtlich wird das TorA-MalE Fusionsprotein sowohl Tat- als auch Sec-abhédngig
exportiert. Da daher im Wildtyp MalE sowohl iiber beide Exportwege, Tat- und Sec-Weg,
und in der Atat-Mutante nur iiber den Sec-Weg exportiert wird, ist im Wildtyp die Ausbeute
an MalE auch hoher als in der fat-Mutante.

Das Tat-Signalpeptid von TorA weist eine fiir Tat-Signalpeptide untypisch hohe
Hydrophobizitiat auf, die der von Sec-Signalpeptiden sehr &dhnlich ist. Nur das ,,Sec-
Avoidance‘-Motiv in der c-Region des TorA-Signalpeptids verhindert in E. coli einen Sec-
abhédngigen Export, da gezeigt werden konnte, daf} eine Entfernung dieses Motivs in einem
TorA-MalE Fusionsprotein eine Umleitung des zuvor Tat-abhingigen Fusionsproteins in den
Sec-Weg zur Folge hatte (Blaudeck e al., 2003). Das in der c-Region modifizierte TorA-
MalE wurde jedoch sowohl iiber den Sec- als auch iiber den Tat-Weg exportiert, wobei aber
der Sec-Weg kinetisch favorisiert war. Weiterhin konnten De Lisa et al. (2003) in E. coli
Fusionsproteine mit Tat-Signalpeptiden beobachten, die bei Blockierung des Tat-Weges in
den Sec-Weg umgeleitet wurden, somit also einen bifunktionellen Charakter aufwiesen.

Das TorA-Signalpeptid scheint in B. subtilis trotz seines ,,Sec-Avoidance*“-Motivs also auch
einen bifunktionellen Charakter zu haben, da es im Falle des TorA-MalE Fusionsproteins
sowohl einen Sec- als auch einen Tat-abhdngigen Export vermittelt. Anscheinend kann das
»ec-Avoidance“-Motiv, welches in E. coli den Sec-abhidngigen Export verhindert, in
B. subtilis diesen nicht verhindern, da in B. subtilis nicht als solches erkannt wird. Dariiber
hinaus weisen die Tat-Signalpeptide der authentischen B. subtilis Substrate PhoD und YwbN
beide in ihren c-Regionen keine positiv geladenen Aminosduren auf, die fiir solch ein Motiv
charakteristisch wiren Da aber die h-Regionen beider Proteine eine fiir den Sec-Weg typische
hohe Hydrophobizitit besitzen, existiert moglicherweise ein anderes, bislang unbekanntes,

120



IV. Diskussion

»Sec-Avoidance“-Motiv in den Signalpeptiden von PhoD und YwbN, welches einen Sec-
abhédngigen Export dieser Tat-Substrate in B. subtilis verhindert.

Hierbei muff aber weiterhin bedacht werden, dafl das reife Protein in diesem Fall
offensichtlich bestimmt, iiber welchen Weg exportiert wird, da GFP mit dem TorA-
Signalpeptid im deutlichen Gegensatz zu MalE strikt Tat-abhéngig exportiert wird. Ohne sein
eigenes Sec-Signalpeptid faltet MalE im Cytoplasma rasch in seine stabile native Konformat-
ion (Weiss und Bassford, 1990). Im Gegensatz zum authentischen Sec-Signalpeptid von
MalE, daB3 eine Faltung des reifen Proteins verzogert und es damit in einer fiir Sec-Weg
kompatiblen Form hiilt, erlaubt im Fusionsprotein TorA-MalE das Tat-Signalpeptid von TorA
eine cytoplasmatische Faltung und somit einen Tat-abhingigen Export von MalE. Da aber
dennoch ein Sec-abhingiger Export von TorA-MalE in E. coli noch moglich ist, was, wie
bereits oben erwihnt, anhand des MalE-Proteins mit dem TorA-Signalpeptid ohne ,,Sec-
Avoidance“-Motiv gezeigt wurde, mufl auch entfaltetes und damit fiir den Sec-Weg
kompatibles MalE vorhanden sein. Anscheinend ist die Faltung von TorA-MalE nicht so
stabil, als daB} keine Entfaltung mehr moglich wire.

Moglicherweise kann TorA-MalE in B. subtilis nach seiner Faltung im Cytoplasma auch
wieder entfaltet und somit auch Sec-abhingig exportiert werden, im Gegensatz zu TorA-GFP,
das offensichtlich in eine zu stabile Konformation faltet. Diese Entfaltung von TorA-MalE
konnte z. B. an der Sec-Translokase durch die Translokation erfolgen. D.h. MalE wird durch
das ,,Ziehen* durch die Translokase entfaltet. Die Sec-abhingige Translokation von TorA-
GFP wiirde demnach auch initiiert werden, eine Translokation von GFP konnte aber aufgrund
der stabilen gefalteten Konformation nicht erfolgen

3.2 GFP wird in B. subtilis in Abhingigkeit vom Signalpeptid mit unterschiedlichen
Ausbeuten sekretiert

Das GFP-Protein wird in B. subtilis nicht nur mittels des TorA-Signalpeptids, sondern auch,
wie schon bei C. glutamicum beobachtet, mittels der PhoD-Signalpeptide aus B. subtilis und
C. glutamicum Tat-abhdngig in den Kulturiiberstand sekretiert (Abbildung 40). Dabei
unterscheiden sich die Ausbeuten an GFP mit TorA- und PhoDp-Signalpeptid offensichtlich
nicht, wohingegen im Falle des PhoD,-GFP Fusionsprotein deutlich weniger GFP sekretiert
wird. Da auch die Gesamtproteinmenge von PhoD¢,-GFP signifikant niedriger ist, als die der
beiden anderen Fusionsproteine, liegt der Grund fiir die geringe Ausbeute offensichtlich in
Ereignissen vor der Translokation. Da in allen drei Fillen ein identisches Expressionssystem
verwendet wurde, kann eine unterschiedliche Expression der einzelnen Fusionsgene sein als
Ursache fiir die verschiedenen Gesamtproteinmengen ausgeschlossen werden. Es ist daher
anzunehmen, daB} sich die Stabilitit der mRNA wund/oder die der Fusionsproteine
unterscheidet. Moglicherweise faltet das PhoD¢,-GFP Fusionsprotein langsamer als die TorA-
und PhoDp-GFP Fusionsproteine und ist deswegen deutlich sensitiver gegeniiber
cytosolischen Proteasen. Auch fiir C. glutamicum konnte in dieser Arbeit schon gezeigt
werden, dal die Fusionsproteine TorA-, PhoDg- und PhoDc,-GFP mit unterschiedlicher
Ausbeute sekretiert werden, wobei auch hier der Grund in der Stabilitit der Fusionsproteine
liegt (siehe 1V.2.3.3).
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Diese Ergebnisse zeigen wieder deutlich, wie wichtig es ist, verschiedene Fusionen,
Sekretionssysteme und Bedingungen auszutesten und somit nach dem ,,tool box*“-Prinzip
vorzugehen, um eine optimale Ausbeute eines Proteins zu erreichen.

3.3 Die Signalpeptide TorA und PhoDp, zeigen eine unterschiedliche Translokase-
spezifitiit in B. subtilis

Das GFP wird mittels des TorA-Signalpeptids aus E. coli und mittels des PhoD-Signalpeptids
aus B. subtilis strikt und das MalE-Protein mittels des TorA-Signalpeptids zumindest zum
Teil Tat-abhidngig in B. subtilis sekretiert. Da B. subtilis iiber zwei unabhingige, funktionelle
Tat-Systeme, TatACp und TatACy verfiigt, die zumindest fiir die B. subtilis Tat-Substrate
PhoD und YwbN eine Substratspezifitit aufweisen, wurde untersucht {iiber welche
Translokase der Tat-abhingige Export von TorA-GFP, TorA-MalE und PhoDg,-GFP erfolgt.
Dazu wurde das Exportverhalten der Fusionsproteine in B. subtilis Wildtyp, in der AtatACpy-
Mutante und in zwei Mutanten, in denen jeweils nur eines der beiden Tat-Systeme
ausgeschaltet ist (AratACp und AtatACy) untersucht. Da die Gene fiir die TatACp-Translokase
nur bei Phosphatmangel voll exprimiert werden, erfolgte die Untersuchung sowohl unter
Phosphatiiberschu3- als auch unter Phosphatmangelbedingungen.

Die Sekretion von GFP mittels des B. subtilis Signalpeptid von PhoD erfolgt nur unter
Phosphatmangel und da auch nur, sofern die TatACp-Translokase nicht ausgeschaltet ist, also
nur im Wildtyp und der AratACy-Mutante (Abbildung 41A, Spur 2 und 8). Dies steht im
vollen Einklang mit den Befunden von Jongbloed et al. (2000), in denen gezeigt wurde, daf3
das authentische PhoD in B. subtilis strikt iiber die TatACp- und nicht iiber die TatACy-
Translokase exportiert wird und daB8 der Export nur unter Phosphatmangelbedingungen
erfolgt. Dies bedeutet, da3 die Translokasenspezifitit allein durch das PhoD-Signalpeptid
bestimmt wird, da es sowohl fiir das reife PhoD als auch fiir das reife GFP eine strikte
Translokation iiber die TatACp-Translokase vermittelt.

Im Fall des TorA-GFP Proteins liegt eine andere Situation vor. Hier erfolgte eine Sekretion
von GFP in allen Stimmen aufler in der Mutante, in der beide Tat-Systeme ausgeschaltet sind
(Abbildung 41B). Die Sekretion erfolgte sowohl bei Phosphatiiberschull als auch bei
Phosphatmangel, wobei unter Phosphatiiberschu3bedingung die Menge an sekretierten GFP
in der AtatACy-Mutante im Vergleich zu der Menge an sekretiertem GFP unter
Phosphatmangelbedingung signifikant niedriger ist (Abbildung 41B, Spur 8 und 16). Dies
bedeutet, dal TorA-GFP in B. subtilis im Gegensatz zu PhoDp-GFP iiber beide Tat-Systeme
exportiert wird. Dabei ist der Export tiber TatACy, im Gegensatz zum Export iiber TatACp
unabhidngig von der Phosphatkonzentration, da unter beiden unterschiedlichen Phosphat-
bedingungen die gleiche Menge an GFP in der AtatA Cp-Mutante sekretiert wird.

Das Signalpeptid von TorA kann im Gegensatz zu den Signalpeptiden der authentischen
B. subtilis Tat-Substrate PhoD und YwbN von beiden Tat-Translokasen in B. subtilis erkannt
werden, so daB TorA-GFP sowohl iiber die TatACp- als auch die TatACy-Translokase
exportiert wird. Offensichtlich verfiigt das Signalpeptid von PhoD bzw. das Signalpeptid von
YwbN iiber Eigenschaften, die eine Erkennung durch die TatACy- bzw. TatACp-Translokase
verhindern und somit nicht im TorA-Signalpeptid vorhanden sein konnen.
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TorA-MalE wird in allen B. subtilis Staimmen, sowohl unter Phosphatiiberschuf3- als auch
unter Phosphatmangelbedingungen exportiert (Abbildung 41). Dieses bestitigt die bisherigen
Ergebnisse: das TorA-Signalpeptid wird offensichtlich aufgrund seiner unter IV.3.1 besproch-
enen Eigenschaften und aufgrund der Faltungseigenschaften des MalE-Proteins auch iiber den
Sec-Weg exportiert und das TorA-Signalpeptid wird aufgrund seiner Eigenschaften durch
beide Tat-Systeme erkannt, was den Export sowohl in der AfatACp-Mutante als auch in der
AtatACy-Mutante erkliart. Da die Ausbeute von MalE in der AfatACp- und in der AtatACy-
Mutante im gleichen Malle hoher ist wie in der AratACpy-Mutante, kann ausgeschlossen
werden, daf in einer der beiden Mutanten nur Sec-abhéngiger Export erfolgt.

3.4 Das in B. subtilis Tat-abhingig sekretierte GFP ist inaktiv

Die Untersuchungen zur Tat-abhingigen Sekretion von GFP in C. glutamicum hatten gezeigt,
daBl GFP in aktivem Zustand sekretiert wird. Dies stand im Einklang zu den Befunden von
Thomas et al. (2001) zum Tat-abhingigen Export von GFP in E. coli. Uberraschenderweise
zeigte das GFP, welches in B. subtilis Tat-abhéngig in den Kulturiiberstand sekretiert wurde,
unabhiéngig vom verwendeten Signalpeptid (TorA, PhoD¢, und PhoDg;,), im Gegensatz zu der
Situation in C. glutamicum, trotz identischer Konstruktion keine Fluoreszenz im
Kulturiiberstand (Abbildung 42A und B). Mogliche Griinde fiir die fehlende Fluoreszenz im
Falle des in B. subtilis sekretierten GFP konnten sein: (1) die Menge an aktivem GFP im
Uberstand ist zu gering, als daB eine Fluoreszenz detektierbar wire, (2) das GFP-Protein wird
in der Zellwand oder im Uberstand von B. subtilis durch Proteasen in einen inaktiven Zustand
tiberfiihrt oder (3) das GFP wird bereits im Cytoplasma falsch gefaltet.

Punkt (1) kann nur die fehlende Aktivitidt im Falle des PhoD,-GFP Fusionsproteins erkliren,
da hier tatsiichlich eine vergleichsweise geringe Menge an GFP im Uberstand vorhanden ist.
Im Falle der Fusionsproteine TorA-GFP und PhoDg,-GFP ist die Ausbeute an reifen GFP im
Kulturiiberstand sehr hoch und vergleichbar mit der Menge an reifen GFP, die im
Kulturiiberstand von C. glutamicum vorliegt und dort fiir sichtbare Fluoreszenz ausreicht.
Daher scheidet ein Mengeneffekt als Grund fiir die fehlende Fluoreszenz zumindest fiir TorA-
GFP und PhoDg,-GFP aus.

Tat-abhéngig sekretierte Proteine konnen scheinbar in B. subtilis trotz ihrer gefalteten
Konformation durchaus Opfer von extrazelluldren Proteasen werden, wie die Untersuchungen
von Gerlach et al. (2004) gezeigt haben. Dennoch scheint Punkt (2) nicht als Ursache fiir die
hier fehlende Aktivitit des GFP in Betracht zu kommen, da keinerlei Anzeichen auf einen
Abbau des reifen GFP vorliegen. Wird das GFP durch Proteasen in eine inaktive
Konformation iiberfiihrt, wiirde erwartet werden, daf} sich die Grofle des GFP und damit auch
das Laufverhalten im SDS-Gel veriindern wiirde. Da aber das im Uberstand von B. subtilis
vorkommende GFP das typische Laufverhalten zeigt und keine extrazelluldren
Degradationsprodukte zu finden sind, wird Proteaseverdau als Ursache fiir die fehlende
Aktivitit ebenfalls ausgeschlossen.

Anscheinend ist hier Punkt (3), eine Falschfaltung des GFP im Cytoplasma, der Grund fiir die
Inaktivitit des GFP, obwohl dies auch aufgrund der folgenden Argumente unwahrscheinlich
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scheint. Das GFP ist durchaus in der Lage sich in B. subtilis auch als Teil einer Fusion in
seine aktive und damit fluoreszierende Konformation zu falten (Webb und Resnekov, 1999;
Webb et al., 1995). Dariiber hinaus konnte fiir das GFP der verwendeten Fusionsproteine,
TorA-GFP, PhoDg,-GFP und PhoD¢,-GFP in C. glutamicum eindeutig Aktivitéit
nachgewiesen werden. Dies wiirde bedeuten, dal das GFP in diesen Fusionen nur in
B. subtilis aus bisher unbekannten Griinden nicht in seine aktive Konformation falten kann.

Die Untersuchungen zu Tat-abhingigen Sekretion in B. subtilis haben gezeigt, dall dieser
Organismus durchaus in der Lage ist heterologe Substrate mit hoher Ausbeute Tat-abhingig
in den Uberstand zu sekretieren und somit auch das Potential besitzt fiir die Gewinnung
heterologer Proteine mittels des Tat-System eingesetzt zu werden. Zumindest fiir die hier
untersuchten Tat-abhiingig sekretierten Proteine stellt die Zellwand in B. subtilis, im
Gegensatz, zu der Situation in S. carnosus offensichtlich keine Barriere in der
Proteinsekretion dar.

4. Untersuchungen zur Spezies-Spezifitit bei der Signalpeptiderkennung
im Tat-abhéngigen Proteinexport

Studien zum Sec-abhidngigen Proteinexport haben gezeigt, dall Sec-Signalpeptide im
allgemeinen innerhalb der Bakterien austauschbar sind ohne dabei den Export des jeweiligen
reifen Proteins deutlich zu beeintrachtigen (Izard und Kendall, 1994; von Heijne, 1989). Dies
scheint dagegen fiir Tat-Signalpeptide nicht uneingeschrinkt zu gelten. So wird die GFOR,
ein Tat-Substrat aus Z. mobilis, in E. coli nicht transloziert, sondern akkumuliert als
Vorlduferform im Cytoplasma. Erst das Austauschen des Tat-Signalpeptids der GFOR gegen
das Tat-Signalpeptid von TorA aus E. coli ermoglicht eine Tat-abhdngige Translokation der
reifen GFOR in E. coli (Blaudeck er al., 2003). Dieses Phinomen des Nicht-Erkennens von
Tat-Signalpeptiden wird aber nicht nur zwischen verschiedenen Organismen, sondern auch
innerhalb eines Organismus beobachtet. So wird in B. subtilis das Tat-Substrat PhoD nur iiber
die TatACp-Translokase exportiert, wohingegen das Tat-Substrat YwWbN nur iiber die
TatACy-Translokase exportiert wird (Jongbloed et al., 2004).

Auch die Ergebnisse dieser Arbeit deuten an, dal einige Tat-Signalpeptide nicht von
bestimmten fremden Tat-Translokasen erkannt werden. So konnte kein Export von GFP mit
den Tat-Signalpeptiden der PhoD-Proteine aus B. subtilis und C. glutamicum in E. coli und
S. carnosus beobachtet werden (Abbildung 44, Spalte 1-4, 9-12 und Abbildung 45, Spalte 1-4,
9-12), im Gegensatz zu der Situation in B. subtilis und C. glutamicum, wo GFP mit beiden
PhoD-Signalpeptiden, aus B. subtilis und C. glutamicum, Tat-abhingig exportiert wird. Das
Fehlen von reifem Protein auf der trans-Seite der Membran heif3t aber nicht zwangsliufig,
dafl kein Export stattgefunden hat. Es kann nicht ausgeschlossen werden, da3 in E. coli und
S. carnosus ein Export auch mit den PhoD-Signalpeptiden stattfindet, GFP aber nach der
Translokation effizient abgebaut wird und daher kein reifes GFP im Periplasma bzw. im
Uberstand zu finden ist.
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IV. Diskussion

Das TorA-Signalpeptid dagegen wird neben E. coli von allen Tat-Translokasen der bisher
untersuchten Organismen erkannt. So vermittelt es in E. coli, S. carnosus, C. glutamicum und
B. subtilis einen Tat-abhingigen Export von GFP (Abbildung 43), wobei das TorA-
Signalpeptid in B. subtilis sogar von beiden Tat-Translokasen erkannt wird (Abbildung 41B).
Bislang ist nicht genau bekannt, was die Spezies-Spezifitit in den Signalpeptiden von Tat-
Substraten ausmacht. Es ist jedoch wahrscheinlich, dal einige Signalpeptide iiber Eigen-
schaften verfiigen, die eine Erkennung durch andere Translokasen verhindern. Da es oftmals
Unterschiede, z.B. in der Hydrophobizitit und /oder der Nettoladung der Tat-Signalpeptide
gibt, ist es denkbar dal} diese Eigenschaften eine wichtige Rolle in der Spezies-Spezifitit
ausmachen. So ist die Nettolandung der beiden PhoD-Signalpeptide geringer als die des
TorA-Signalpeptids. Moglicherweise kann die E. coli Tat-Translokase aufgrund dieses
Ladungsunterschiedes die Signalpeptide der PhoD-Proteine nicht erkennen, wohingegen die
Tat-Translokasen aus C. glutamicum und B. subtilis keine Probleme mit der Erkennung von
Tat-Signalpeptiden mit hoherer Nettoladung hat. Diese Eigenschaften der Tat-Signalpeptide
werden im Laufe der Evolution als eine spezifische Anpassung an die eigene Translokase
entstanden sein.

Weiterhin konnten aber auch andere Ereignisse vor der Translokation verhindern, daf} ein
fremdes Signalpeptid von einer Tat-Translokase erkannt wird. So ist denkbar, dal fremde
Signalpeptide von cytosolischen Chaperonen gebunden werden und aufgrund dieser Bindung
eine Maskierung der Signalpeptide erfolgt, was eine Erkennung durch die Tat-Translokase
verhindert. In E. coli wurden Chaperone gefunden, die Tat-Signalpeptide binden und solange
maskieren konnen, bis das Protein alle Co-Faktoren eingebaut hat und vollstindig gefaltet ist
und dadurch den Export von unreifen Protein verhindern (Hatzixanthis et al., 2005; Sargent et
al., 2002). Moglicherweise werden in E. coli und S. carnosus die PhoD-Signalpeptide
ebenfalls durch solche cytosolischen Chaperone gebunden, jedoch dauerhaft maskiert, da die
Chaperone im Falle des heterologen Substrats nicht feststellen konnen, ob tatsdchlich alle Co-
Faktoren eingebaut sind und es vollstindig gefaltet ist.

5. Vergleich von S. carnosus, C. glutamicum und B. subtilis in Bezug auf
die Anwendbarkeit als Tat-abhingiges Sekretionssystem fiir die
Gewinnung heterologer Proteine

Die vorliegenden Untersuchungen haben deutlich gezeigt, dal alle drei Gram-positiven
Bakterien in der Lage sind, heterologe Proteine Tat-abhéngig iiber die Cytoplasmamembran
zu translozieren. In den Sekretionseigenschaften zeigen die Organismen jedoch gravierende
Unterschiede. C. glutamicum und B. subtilis sekretieren die hier untersuchten heterologen
Proteine in fast allen Fillen mit einer hohen Ausbeute in den Kulturiiberstand. Fiir
C. glutamicum konnte sogar am Beispiel des MalE-Proteins gezeigt werden, dal} die
Ausbeute, die mittels Tat-abhingiger Sekretion erreicht wird, diejenige, welche mittels Sec-
abhingiger Sekretion erzielt wird, iibertrifft. Die Eigenschaft des Tat-Weges vollstdndig
gefaltete Proteine zu translozieren ist hier im Falle des MalE-Proteins offensichtlich der
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IV. Diskussion

entscheidende Faktor fiir die hohen Ausbeute: Dadurch dafl das heterologen MalE bereits in
gefalteter Konformation ins Zellwandkompartiment gelangen, ist es von vorneherein stabiler
und resistenter gegeniiber Proteasen als das Sec-abhingig und daher in ungefalteter
Konformation translozierte MalE. Dieses Ergebnis zeigt aber nur, da3 im Falle der Sekretion
von MalE in C. glutamicum der Tat-Weg die bessere Alternative als der Sec-Weg ist und
schlieBt nicht aus, dal viele andere heterologe Proteine wahrscheinlich Sec-abhingig mit
hoherer Ausbeute in den Uberstand sekretiert werden. Jedoch fiir die Sekretion von Proteinen,
die nur im Cytoplasma in ihre aktive Konformation falten konnen, ist wahrscheinlich nur der
Tat-Weg die einzige Alternative, da hier die Proteine auch in aktiver gefalteter Form iiber die
Cytoplasmamembran transloziert und in den Uberstand sekretiert werden konnen, wie es fiir
das GFP in C. glutamicum in dieser Arbeit auch gezeigt wurde.

Die Zellwand von C. glutamicum und B. subtilis scheint zumindest bei den hier untersuchten
heterologen Proteinen GFP und MalE keine uniiberwindliche Barriere darzustellen, da in
B. subtilis weder MalE noch GFP und in C. glutamicum nur geringe Mengen beider Proteine
in der Zellwand akkumulieren. Beide Proteine weisen aber beide ein Molekulargewicht von
unter S0kDa auf und konnen daher zumindest aufgrund ihrer GroBe die Poren der Zellwand
problemlos passieren. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, da3 die Zellwand von
C. glutamicum und B. subtilis fiir groBe heterologe Substrate sehr wohl eine Barriere ist.
Einen deutlichen Gegensatz stellt die Situation bei S. carnosus dar. Die hier untersuchten
Proteine blieben ausnahmslos in der Zellwand stecken und wurden deshalb auch nicht in der
Uberstand sekretiert. Hierbei scheinen besonders elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen den Substraten und der Zellwand eine Rolle zu spielen, die in S. carnosus fiir die
hier untersuchten Proteine offensichtlich von groBlerem Ausmal} sind als in C. glutamicum
und B. subtilis. Daher scheint in S. carnosus die Zellwand, zumindest fiir die hier
untersuchten Proteine, eine uniiberwindliche Barriere darzustellen. Dies schliefft natiirlich
nicht aus, daf} es authentische Tat-Substrate in diesem Organismus gibt, die problemlos die
Zellwand passieren konnen.

In einer abschlieBenden Bewertung kann eindeutig gesagt werden, dal sich C. glutamicum
und auch B. subtilis fiir die sekretorische Tat-abhingige Proteingewinnung von heterologen
Substraten zu eignen scheinen und daher auch das Potential fiir die industrielle Anwendung
aufweisen. Die Untersuchungen haben aber auch gezeigt, da es unerldBlich ist, fiir jedes zu
sekretierende Protein Fusionen mit unterschiedlichen Signalpeptiden und unterschiedliche
Bedingungen auszuprobieren, um optimale Ausbeuten zu erreichen. S. carnosus hat sein
Potential in der sekretorischen Proteingewinnung von heterologen Substraten dagegen
offensichtlich wohl eher in der Sec-abhéngigen als in der Tat-abhéngigen Sekretion.
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V. Zusammenfassung

Fiir die sekretorische Proteingewinnung in Gram-positiven Bakterien wurde bislang ausschlieBlich der
Sec-Weg genutzt. Hierbei verlduft die Sekretion heterologer Substrate in vielen Fillen ineffizient, da
diese nach der Membranpassage oft nur sehr langsam oder falsch falten und so Opfer extrazelluldrer
Proteasen werden. Im Tat-Weg erfolgt die Faltung der Substrate bereits im Cytoplasma, wodurch
Faltungsprobleme von heterologen Substraten nach der Translokation vermieden werden. Somit ist der
Tat-Weg, bei dem die Untersuchungen zu seinem biotechnologischen Potential gerade erst begonnen
haben, moglicherweise eine Alternative zum Sec-Weg in der sekretorischen Gewinnung heterologer
Proteine. Dieses wurde in der vorliegenden Arbeit anhand der Gram-positiven Bakterien
Staphylococcus carnosus, Corynebacterium glutamicum und Bacillus subtilis ndher untersucht, wobei
zu Beginn nur bekannt war, dall B. subtilis ein funktionelles Tat-System besitzt. Fiir S. carnosus und
C. glutamicum wurde dies hier zum ersten Mal gezeigt. Bei der Charakterisierung der Tat-Systeme
zeigte sich, dal unter den hier getesteten Bedingungen der Tat-Weg in C. glutamicum, im deutlichen
Gegensatz zur Situation in S. carnosus, eine wichtige Rolle sowohl fiir das Wachstum als auch fiir den
Stoffwechsel spielt.

Zur vergleichenden Bewertung der Sekretionseigenschaften dieser Bakterien wurde die Tat-abhéngige
Sekretion von verschiedenen Fusionsproteinen untersucht. In S. carnosus stellte sich heraus, da3 die
Modellproteine CGTase und GFP in der Zellwand stecken bleiben und nicht sekretiert werden. Wobei
im Fall der CGTase anscheinend das hohe Molekulargewicht von 70kDa die Zellwandpassage limitiert
und beim GFP (25kDa) nicht die Grofe, sondern offensichtlich elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen GFP und der Zellwand die Sekretion verhindern. In C. glutamicum und B. subtilis konnte
dagegen gezeigt werden, da3 GFP und auch ein weiteres Substrat (MalE) Tat-abhingig mit hoher
Ausbeute sekretiert werden. Eine Lokalisierung der Proteine ergab, dal hier nur eine geringe Menge in
der Zellwand steckenbleibt und somit die Wechselwirkungen zwischen GFP bzw. MalE und der
Zellwand von B. subtilis und C. glutamicum offensichtlich nicht so stark sind wie die im Falle von
GFP in S. carnosus. Dariiber hinaus zeigte ein Vergleich von Tat- und Sec-abhingiger Sekretion von
MalE in C. glutamicum, dal eine deutlich hohere Ausbeute iiber den Tat-Weg erzielt wird. Dies ist
anscheinend eine Folge der hoheren Stabilitit des iiber den Tat-Weg exportierten MalE-Proteins.
Weiterhin konnte mit der Beobachtung, da GFP in C. glutamicum in aktiver Form Tat-abhéngig
sekretiert wird, deutlich gemacht werden, dal der Tat-Weg moglicherweise vor allem fiir solche
Proteine als Sekretionsweg genutzt werden kann, die wie GFP cytosolische Faltungsfaktoren
benotigen und daher nicht iiber den Sec-Weg in aktiver Form sekretiert werden konnen.

Eine Tat-abhingige Sekretion von GFP in B. subtilis und in C. glutamicum konnte sowohl mit
heterologen, als auch mit homologen Tat-Signalpeptiden vermittelt werden. Hierbei wurden jedoch je
nach verwendetem Fusionsprotein unterschiedliche Ausbeuten erzielt, wobei hierfiir offensichtlich die
Stabilitit der jeweiligen mRNA und/oder des Fusionsproteins entscheidend ist. Dariiber hinaus konnte
in C. glutamicum gezeigt werden, dal auch das verwendete Medium einen grofien Einfluf} auf die
Ausbeute hat, wobei auch hier vermutet wird, dafl die Stabilitit der mRNA und/oder des
Fusionsproteins, die je nach Medium variiert, dafiir verantwortlich ist. Die erhaltenen Befunde machen
deutlich, daB es kein generelles System fiir die heterologe Proteinsekretion gibt, sondern daf fiir jedes
zu sekretierende Protein zuerst nach dem ,tool-box“-Prinzip tiberpriift werden muf3, in welcher
Fusion, in welchem Wirt und unter welchen Bedingungen, die hochsten Ausbeuten erzielt werden.
Tat-Signalpeptide kdnnen im Gegensatz zu Sec-Signalpeptiden nicht generell ausgetauscht werden. So
wurde auch in dieser Arbeit beobachtet, da die Tat-Signalpeptide von PhoD aus B. subtilis und
C. glutamicum offensichtlich keinen Export von GFP in E. coli und S. carnosus vermitteln, was auf
Spezies-spezifische Unterschiede in der Signalpeptiderkennung durch die jeweiligen Tat-Translokasen
hindeutet. Dies ist beim TorA-Signalpeptid aus E. coli nicht der Fall, da es bei allen hier untersuchten
Organismen einen Tat-abhiingigen Export vermitteln kann. Offensichtlich weisen die PhoD-
Signalpeptide Eigenschaften auf, die eine Erkennung durch die Tat-Translokasen in E. coli und
S. carnosus verhindern.
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