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I. Einleitung

|. Einleitung

Die Translokation von Proteinen Uber Biomembransnim allen lebenden Zellen ein
essentieller Prozess. Diese Essentialitat lieghdsgrindet, dass selbst eine vergleichsweise
einfach strukturierte prokaryotische Zelle Ubereefufteilung in Raume unterschiedlicher
Funktion, sogenannte Kompartimente, verflgt. Jedieser Kompartimente besitzt einen
spezifischen Satz an Proteinen. Es werden jedoleh Rroteine am gleichen Ort, den
sogenannten Ribosomen, synthetisiert. Bei Prokenydtefinden sich diese innerhalb der
Cytoplasmafraktion, welches man vereinfacht als dasere” der prokaryotischen Zelle
bezeichnen kann. Damit die restlichen Kompartimestbenfalls ihren Satz an Proteinen
erhalten, muss es Verteilungsmechanismen gebemlieiegewéhrleisten. In Prokaryoten ist
die Proteintranslokation der zentrale fur dieset&kmg verantwortliche Mechanismus.
Zuerst muss jedes Protein, das nicht fur das Casoph bestimmt ist, neben der Information
fur seine Faltung, welche die eigentliche Funktib@iades Proteins gewéhrleistet, auch die
Information fur seine korrekte Lokalisierung besitz In der Regel werden solche
extracytoplasmatischen Proteine als Vorlauferpnetsiynthetisiert, die in den reifen Teil des
Proteins und ein Signalpeptid unterteilt werden.edes aminoterminal lokalisierte
Signalpeptid ist das entscheidende Kriterium fineelranslokation Uber die das Cytoplasma
umgebende Biomembran, die als Cytoplasmamembramdbezt wird.

Die eigentliche Translokation dieser Proteine uUlwke Membran erfolgt an einem
Multienzymkomplex in der Membran, der als TranskkaTranslokator oder Translokon
bezeichnet wird. In Prokaryoten gibt es im Wesehdn zwei Wege, welche die
Translokation von Proteinen lber die Membran gelgéten. Diese sind zum einen der
generelle Sekretionsweg, der als Sec-Weg (secresen”) bezeichnet wird und der erst seit
wenigen Jahren bekannte Tat-Weg (taviptarginine-ranslocation®). In allen Bakterien ist
der Sec-Weg essentiell und dort fur die Translokatiles Grofiteils der Exportproteine
verantwortlich, wéahrend der Tat-Weg meist nichteesigll ist und nur den Export
vergleichsweise weniger Proteine gewahrleistet. Diglang einzige Ausnahme hiervon
stellen halophile Archaebakterien dar, in denen dat-Weg essentiell ist und fur die
Translokation des Grol3teils der Exportproteine otigh wird (Dilks et d., 2005; Thomas
und Bolhuis, 2006). Im Folgenden wird nur auf diec@&bhangige Proteintranslokation im
Detail eingegangen, da die Tat-abhangige Proteisliviation fur die vorliegende Arbeit zu
vernachlassigen ist.



I. Einleitung

|.1 Das Signhalpeptid

Proteine, die fur den Transport Uber die bakteri€lytoplasmamembran bestimmt sind,
werden im Cytosol als Vorlauferproteine synthetisié/orlauferproteine besitzen eine
zusatzliche, aminoterminale Sequenz, die als Sgnakenz oder Signalpeptid bezeichnet
wird. Dieses Signalpeptid dient als Erkennungs- gayeting®-Signal fur die Einschleusung
des Proteins in den Translokator. Ferner dient Sigmalpeptid bei Substraten des Sec-
Exportweges zur Verlangsamung der Faltung in etabile und somit exportinkompatible
Form (,anti-folding“ Eigenschaften des SignalpeptiBarket al.,1988; Liuet al, 1989).
Signalpeptide werden in einem als Prozessierungiti@zeten Vorgang wahrend oder kurz
nach der erfolgten Translokation vom reifen Teils déxportproteins abgespalten. Dies
geschieht durch spezifische, membranstandige Retedie als Signalpeptidasen bezeichnet
werden.

Obwohl sich auf Ebene der Aminoséuresequenz keiremeBisamkeiten zwischen
Signalpeptiden verschiedener Proteine finden, @t dennoch einen gemeinsamen,
charakteristischen Aufbau. Dieser unterteilt dagn8&8lpeptid in drei Regionen (siehe
Abbildung 1) (von Heijne, 1985).

-3, -1
N _
Y
@ 24 - 30 AS I
=

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines S«Signalpeptids Zu erkennen ist de
hochkonservierte dreiteilige Aufbau in n-, h- unBegion. Die nRegion besitzt aufgrund eines o
mehrerer Arginin- oder Lysin-Reste eine positivdtbladung. Die HRegion wird hauptséachlich a
hydrophoben Aminoséauren gebildet. Die c-Regiontbesiiede polaren Charakter und beinha
die Spaltstelle fur die Signalpeptidase (SPaseytéreist durch kleine, unpolare Aminoséaurere
(meist Alanin) an den Positionen -3 und -1 gekeiutreet.

Die n-Region besitzt aufgrund eines oder mehregein= oder Argininreste eine positive
Nettoladung. Diese Ladung ermdglicht wahrscheinéme Wechselwirkung mit dem SecA-
Protein sowie den sauren Phospholipiden der Mem&&ita et al, 1990; de Vrijeet al,
1990). Bei der Insertion des Signalpeptids in dienMdran ist diese positive Ladung dafur
verantwortlich, dass es sich nach der sogenanip@asitjve-inside-rule” so orientiert, dass die
n-Region auf der cytoplasmatischen Seite verbleibt.



I. Einleitung

Auf die n-Region folgt die zentrale h-Region, dieem stark hydrophoben Charakter besitzt
und eine Mindestlange von acht Aminosauren aufweist

Die c-Region hat polaren Charakter und verflugt blardhinaus tber den einzigen auf
Aminosaureebene konservierten Bereich des Signidisepdas Erkennungsmotiv fir die
Signalpeptidase. Dieses Erkennungsmotiv wird duktkine, aliphatische Aminosauren
(meistens Alanin) an Position -1 und -3 determinfeon Heijne, 1985; Izard und Kendall,
1994). Diese als ,-3, -1"-Regel bezeichnete Genaimeit ist eines der zentralen Kriterien,
das géangige Computer-Algorithmen fur die Voraussage potentiellen Spaltstellen und bei
der Entscheidung darlber, ob es sich bei einer @eriminalen Sequenz eines Proteins um
ein Signalpeptid handelt oder nicht, verwenden. didst jedoch auch nicht-spaltbare
Signalpeptide, die bei integralen Membranproteiaé Membrananker fungieren kdnnen
(Facey und Kuhn, 2004).

Trotz der Tatsache, dass die dreiteilige Strukiom yprokaryotischen Signalpeptiden hoch
konserviert ist, finden sich Unterschiede zwisclggnalpeptiden aus Gram-positiven und
Gram-negativen Bakterien. Die durchschnittliche d&in der Signalpeptide bei
Exportproteinen Gram-negativer Bakterien betragtA2dinosauren und ist somit deutlich
geringer als die der Signalpeptide von Proteinen @rtam-positiven Bakterien, welche im
Durchschnitt 30 Aminosauren betragt. Diese Verlamgg verteilt sich auf alle drei
Regionen. Ferner ist die positive Nettoladung d&egion bei Proteinen aus Gram-positiven
Bakterien haufig héher (von Heijne und AbrahamsE®89; Simonen und Palva, 1993).
Dennoch ist es prinzipiell méglich, Exportproteiaes Gram-negativen Bakterien in Gram-
positiven Bakterien zu exportieren und umgekehreghbet al.,1993).

|.2 - Targeting" an die Sec-Translokase

Exportproteine, die Uber den Sec-Weg exportiertderey missen in einer losen, entfalteten
Konformation vorliegen. Faltung des Proteins fubdi der Sec-Translokation zu einer
Exportinkompatibilitdt. Proteine besitzen jedocte diendenz, sich bereits wahrend der
Synthese im Cytosol zu falten. Da dies jedoch dran3lokation tber den Sec-Weg
unmaglich machen wirde, gibt es flr Exportprotelvhechanismen, die dies unterbinden.
Zum einen verlangsamt das aminoterminale Sign&tpepi Exportproteinen eine Faltung in
eine exportinkompatible Form (,anti-folding“- Eigechaft). Dartiber hinaus wird die Faltung
durch die Bindung von cytosolischen Faktoren vetéity die neben dem Aufrechterhalten
der exportkompatiblen Form auch noch dafir sorgelass Exportproteine die
membranstandige Translokase erreichen. Letzteres$ al$ ,targeting” der Exportproteine
bezeichnet.

Untersuchungen in Bakterien fiuhrten dort zur Idéatiion von zwei wesentlichen
JLargeting“-Wegen. Einer dieser Wege, der SecB-ablge Weg, ist nur in Gram-negativen
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Bakterien vorhanden, wahrend der zweite Weg, dd?-BRg, in Gram-positiven und Gram-
negativen Bakterien zu finden ist (Abbildung 2).eDimfassendsten Untersuchungen zu
beiden Wegen wurden in den Modellorganisntescherichia coliund Bacillus subtilis
vorgenommen.

In E. coli bindet das SecB-Protein, welches fur die AusUbwegner Funktion als
Homotetramer assembliert, bereits wahrend der &getbpezifisch nur an den reifen Teil des
Vorlauferproteins (Randallet al, 1990). Somit unterbindet SecB die Faltung des
Exportproteins in eine exportinkompatible Form. Beagewahrleistet dartiber hinaus Uber
seine hohe Affinitat zur zentralen Komponente dec-$ranslokase, dem SecA-Protein, das
J[argeting des von ihm gebundenen Exportproteins @das membranstandige Sec-
Translokon (Hartket al, 1990). Ist die Ubergabe an das SecA-Protein gitfeb wird SecB
wieder in das Cytoplasma freigesetzt und stehtl&sr,targeting” weiterer Exportproteine zur
Verfugung (Fekkeset al, 1997). Der SecB-Weg, der zu einem posttransiakeom
Exportmechanismus fuhrt, ist B. coli fur das ,targeting” des Grof3teils der Exportpnotei
zustandig. Ein geringerer Teil der Exportprotein@d hier hauptsachlich die integralen
Membranproteine der Cytoplasmamembran, wird aestelh SecB Uber den SRP-Weg zur
Translokase geleitet. Exportproteine, deren ,tangétiiber den SRP-Weg erfolgt, besitzen in
Bakterien fur gewohnlich Signalpeptide mit aufi@lhioher Hydrophobizitéat (de Giet al,
1998; Lee und Bernstein, 2001).

Der SRP-(gnal recognition_article) Weg wurde zuerst in Eukaryoten entdeckaiféf und
Blobel, 1982). Das SRP ist bei Eukaryoten ein Rimbeoproteinkomplex aus sechs
Proteinen und einer 7 S RNA. Die 54 kDa schwereelémheit des SRPs, ein GTP-
bindendes Protein, bindet das Signalpeptid des adtetproteins wahrend der
Proteinbiosynthese, und dieser Komplex aus SRPRibdsom wird zu einem spezifischen
SRP-Rezeptor in der Membran des endoplasmatiscagkuRims (ER) geleitet. Dort erfolgt
co-translationale Proteintranslokation des Protegindas ER-Lumen nach Ablosen des SRP
(Luirink und Dobberstein, 1994; Rapopeital, 1996). Der bakterielle SRP-Weg (b-SRP) ist
bedeutend simpler aufgebaut als die eukaryotisciwgaMte. Das SRP besteht hier nur aus
einem Protein, dem Ffh (,fifty-four homologue®), ileskes das homologe Protein zum 54 kDa
Protein der Eukaryoten darstellt, und einer 4,5NAR Analog zu der Funktion des SRP in
Eukaryoten bindet das b-SRP ebenfalls an naszierBnoteine und leitet den Komplex aus
Vorlauferprotein und Ribosom (RNC: jBbsome associatedascent chain amplex®) zum
Rezeptor FtsY, der membrangebunden und aléintereinheit des eukaryotischen SRP-
Rezeptors homolog ist. Eine Ubergabe des Vorlatfegins an die Sec-
Translokasekomponenten erfolgt nach GTP-HydrolyseKomplex aus RNC, b-SRP und
FtsY (Valentet al, 1998). Hierbei kommt es moglicherweise zu eineglden Interaktion des
FtsY mit dem SecYEG-Translokationskanal (Angedinal, 2005).

Ein SecB-homologes Protein existiert in den bighemaufhin untersuchten Gram-positiven
Bakterien nicht. Es war jedoch moglich, homologemffenenten des b-SRP-Systems von
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E. coli zu identifizieren. Das b-SRP besteht B. subtilis dem Gram-positiven
Modellorganismus, aus einer RNA (scRNA), die d& RNA der Eukaryoten bzw. der 4,5 S
RNA von E. coli entspricht. Es konnte ein zub coli Ffh homologes Protein identifiziert
werden und ein dem FtsY entsprechendes Proteincf&tt al, 1988; Nakamurat al, 1992;
Hondaet al, 1993; Nakamurat al, 1994). Dartiber hinaus wurde eine weitere Komptee
des b-SRP beB. subtilis identifiziert. Es handelt sich dabei um das esskat histon-
ahnliche Protein HBsu, welches an die Alu-Doméne siRNA bindet (Nakamurat al,
1999). Ob es in Gram-positiven Bakterien neben 8&® weitere Wege zum ,targeting” an
die Sec Translokase gibt, ist bislang unklar.

Fur dasB. subtilis SecA wurde neben seiner energieliefernden Funktidd. subtiliseine
Chaperonfunktion postuliert, wobei das SecA in aeiaytosolischen Form eventuell die
Funktion des in Gram-positiven Bakterien nicht @mrknenden exportspezifischen
Chaperons SecB ubernimmt (Herbeital, 1999). Eine kirzlich gefundene Affinitat von
cytosolischem SecA zu RNCs fihrte zu der Hypothedass cytosolisches SecA
cotranslational am ,targeting” von Exportproteinan die Sec-Translokase beteiligt ist
(Karamyshev und Johnson, 2005).

—

Cytoplasma

Membran

Periplasmal/
extrazellularer
Raum

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Se-Translokase Die ATPase SecAder
Translokationsmotor, ist die zentrale Komponente Tdanslokase. SecY, E und G bilden
eigentlichen Translokationskanal aus. S&DYajC und YidC stellen weitere akzessoris
Komponenten der Traftokase dar. Das ,targeting” von Exportproteinenrkéiber SecB odt
den b-SRPWNeg erfolgen. Wahrend oder kurz nach erfolgter 3lakation spaltet di
Signalpeptidase (SPase) das Signalpeptid (blau)reden Teil des Vorlauferproteins (schwe
ab. Weitere Erlauterungen finden sich im Text.
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|.3 Aufbau der Sec-Translokase.

In Escherichia colwurden die Komponenten der Sec-Translokase urehdeunktionsweise
am grindlichsten untersucht.  Prinzipiell sind abesowohl Aufbau sowie
Wirkungsmechanismus in allen Bakterien hoch konegrv

Die zentrale, energieliefernde Komponente der Saaslokase ist das SecA-Protein, das oft
als der Nanomoter bezeichnet wird, der die Pratmsiokation antreibt. Den
Translokationskanal, durch den Exportproteine Uther Cytoplasmamembran transloziert
werden, bilden die Proteine SecY, SeckE und Sec®enNaiesen Hauptkomponenten der
Proteintranslokation, die mit Ausnahme von Sec@ adisentiell fir das Uberleben der Zelle
sind, spielen die Membranproteine SecD, SecF, Yaj@ YidC eine unterstiitzende Rolle.
Die nachfolgenden Abschnitte behandeln die Kompteremer Sec-Translokase und ihre
Funktionsweise im Detail.

1.3.1 SecA: Der Nanomotor der Proteintranslokation.

Das SecA-Protein stellt die zentrale Komponente 8ec-Translokase dar. Es ist eine
ATPase, das heil3t, es besitzt die Fahigkeit, ATBiaden und zu hydrolysieren. Aufgrund
dieser Fahigkeit ist es die energieliefernde Kongpde der Proteintranslokation (den
Blaauwen et al., 1996) und wird als Translokations-ATPase oder MNawtor der
Proteintranslokation bezeichnet. Fir einige Prategt neben der ATP-Hydrolyse an SecA
die Beteiligung des Membranpotentials an der Ereigeung der Proteintranslokation
gezeigt worden (Schiebet al, 1991).

SecA verfugt Uber verschiedene Bindungspartnebiisdet sowohl an das Signalpeptid wie
auch den reifen Teil des Vorlauferproteins (Cunhalg und Wickner, 1989),
maoglicherweise an einer putativen Praprotein-Bitelks (Kimuraet al, 1991; Papanikoet

al., 2005). Es besitzt Affinitat zu Lipiden, besondseiren Phospholipiden, und besonders
hohe Affinitdt zum SecYEG-Komplex (Liket al., 1990). Dartber hinaus bindet SecA das
exportspezifische Chaperon SecB (bei Gram-negatBagdtierien) und seine eigene mRNA
(Hartl et al.,1990; Dolan und Oliver, 1991).

Das SecA-Protein liegt in der Zelle in drei vergcl@nen Formen vor: einer l6slichen Form
im Cytosol, einer peripher an die Membran gebunddf@m und einer Form als integrales
Membranprotein (Economou und Wickner 1994; Ramamyurind Oliver 1997). Die
cytosolische Form hat eventuell eine Funktion bgiiangeting” von Exportproteinen an die
Translokase (Karamyshev und Johnson, 2005) undediken anderen Formen treten wahrend
der Funktion als Nanomotor auf. Im Verlauf der Braranslokation durchlauft das SecA-
Protein, in Abhangigkeit von ATP-Bindung und Hydms®, Zyklen von Insertion in und
Deinsertion aus der Cytoplasmamembran. Diese zyldidnsertion und Deinsertion, die
durch Konformationsédnderungen des SecA-Proteintazds kommt, erklart das Auftreten
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der sowohl membranassoziierten wie membranintegfadem. Der Zyklus von Insertion und
Deinsertion von SecA treibt die Translokation éesSecA gebundenen Vorlauferproteins
durch den aus SecY, SecE und SecG gebildeten Karaat (Economoet al, 1995).

Da SecA stabil in einer homodimeren Form vorligdkita et al, 1991; Doyleet al, 2000)
wurde lange angenommen, dass es auch wahrendatemBanslokation als Dimer aktiv ist
(Driessen, 1993). Einige Untersuchungen deuten cjedan, dass SecA wahrend der
Proteintranslokation dissoziiert und maglicherweas® Monomer aktiv ist (Oet al, 2002;
Benachet al, 2003; Oret al, 2005). Da eine weitere Arbeit jedoch auch zedsss
membrangebundene SecA-Dimere fur die Proteintreastn essentiell sind (Jilavearai
al., 2005), kann die Frage Uber den oligomeren Zdstier translokationsaktiven SecA-
Spezies bislang nicht eindeutig beantwortet werden.

Die seit wenigen Jahren verfligbaren Kristallstregsiuder SecA-Proteine au. subtilis
(Huntet al, 2002) undM. tuberculosigSharmaet al, 2003) lieferten nicht nur eine genaue
Darstellung der Struktur des SecA, sondern ermiigdic gemeinsam mit den bisher aus
genetischen und biochemischen Untersuchungen g@&menn Daten, ein besseres
Gesamtverstandnis der SecA-Funktionsweise.

Das SecA-Protein kann in drei primare Doméanen deilgjenverden: die zentrale DEAD-
Motor-Domane, die C-Domane und die SSDufstrate_pecificity domain®) (Vrontou und
Economou, 2004) (siehe Abbildung 3).

Zn"™ Binde-
domine

~stemin“ 55D ,Stem out* C-Domine
“bulbl bulb2 SD WD IRA1CTD
BE I S ==

Abbildung 3: Kristallstruktur des B. subtilis SecA (A) zeigt die RibborSichtweise des Proteir
wahrend (B) eine raumfullende Darstellung ist. Bue jeweiligen Abbildung gehdrenden linea
Darstellungen sind unterhalb dargestellt und defen den Farbcode fir (A) und (BXBD:
.nucleotide_linding domain“; IRA2: ,intramolecularegulator of ATPasecdivity”; SSD: ,substrate
gpecificity domain”; SD: ,gaffold domain”; WD: ,wing domain”; CTD: ,aarboxy trminal
domain”; weitere Erlauterungen sind dem Text zu ehninen (ver&ndert nach Huet al, 2002;
Vrontou und Economou, 2004).
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Die DEAD-Motor-Doméne ist aminoterminal lokalisieund verflgt Gber eine fir die
Superfamilie 2 der RNA-Helikasen typische D-E-A-D/E-x-H Struktur. Funktionell lasst
sich die DEAD-Motor-Doméne in zwei Subdomanen gired die NBD (,rucleotide_Inding
domain®) und die IRA2-(,ntramolecular_egulator of ATPase chivity*) Domane. Die
zyklische Bindung und Hydrolyse von ATP, welche di€ranslokation von
Vorlauferproteinen ermdglicht, erfolgt an der NBBEcbnomouet al, 1995). Sie besitzt die
fur ATPasen typischen, hochkonservierten WalkeuAd Walker B-Motive (Walkeet al,
1982). Auf Ebene der Primérstruktur ist die NBD aurdie SSD unterbrochen. Bei
Betrachtung der Kristallstruktur ragt die SSD waits der NBD heraus. Die IRA2-Domane
wurde aufgrund der Anwesenheit von Walker-Motiveriihér auch fur eine zweite,
niederaffine Nukleotidbindestelle des SecA-Protajehalten. Die Walker-Motive verfiigen
jedoch nur Uber einen Teil der funktionell bededtsn konservierten Aminosaurereste und
eine direkte Nukleotidbindung konnte nie nachgeenewerden. Neuere Ergebnisse zeigten
auf, dass die IRA2 keine katalytische, sondern eggulatorische Funktion besitzt. Die
hochflexible IRA2-Doméne steuert durch ihre Bindueng die NBD die dort stattfindende
Bindung und Hydrolyse von ATP (Nakatogaetaal, 2000; Sianidi®t al, 2001).

Die C-Doméne von SecA kann in vier Subdomanen gdegit werden: die SD (gaffold
domain®), die IRA1-Domane, die WD (g domain“) und die CTD (,arboxy _erminal
domain®). Die SD fungiert als ,molekulares Gertst$ &indeglied zwischen der DEAD-
Motor-Domane und dem IRA1-Teil der C-Domane. DieAIRDoméane besitzt ihrerseits
regulatorische Funktion. Neben der IRA2 ist sie #derite intermolekulare Regulator der
Bindung und Hydrolyse von ATP an der NBD des Secétdins. Die IRA1 fungiert als eine
Art Schalter, der ATP-Hydrolyse in Gegenwart vonc¥eG und Vorlauferproteinen
beginstigt, wahrend die unproduktive ATP-Hydrolysecytosolischem SecA unterbunden
wird (Karamanotet al, 1999). Dies gewabhrleistet, dass ATP nur dannraedht wird, wenn
eine Proteintranslokation aufgrund der Gegenwanh \®ecYEG und Vorlauferprotein
stattfinden kann. Die IRA1 sorgt somit fir eine amg von ATP-Bindung und Hydrolyse
an die Proteintranslokation. Hierbei steht die IRAtht in direktem Kontakt zur NBD,
sondern es wird angenommen, dass sie Uber den Kaniaverschiedenen anderen SecA-
Subdomanen globale Konformationsanderungen bewdi&tATP-Bindung und Hydrolyse an
der NBD steuern (Sianidist al, 2001). Fir die flexible WD wird vermutet, dase an der
Interaktion zwischen SecA und SecYEG beteiligt d€nnte, da sie eine proteaseresistente
Form einnimmt, wenn SecYEG anwesend ist. Daher tedsie fir die Bindung von SecA an
SecYEG eine wichtige Rolle spielen (Economou undRier, 1994; Eichler und Wickner,
1997). Die vierte Subdomane der C-Domaéne, die Cfelt inE. coli eine Rolle bei der
Bindung von Lipiden und SecB (Breukiek al, 1995).

Auf Ebene der Primarstruktur liegt die SSD inneohddr NBD, ragt aber bei Betrachtung der
Tertiarstruktur deutlich aus dieser heraus. Zwdiparallele B-Faltblatter bilden eine Art
Stangel (engl. ,stem*; die beiden Faltblatter werdtaher als ,stem in“ und ,stem out"
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bezeichnet) an deren Ende ein zweiteiliger birneniger Anhang (engl. ,bulb® und als
.bulbl® und ,bulb2” bezeichnet) lokalisiert ist. M neuesten Ergebnissen ist es
wahrscheinlich, dass der ,stem" Signalpeptide uret gbulb® den reifen Teil von
Vorlauferproteinen bindet (Papaniket al, 2005). Diese Bindung von Vorlauferproteinen
beeinflusst nicht nur die Konformation der SSD,dsm auch die der DEAD-Motor-Domaéane
und es ist daher mdglich, dass so auch Einflussli@uATP-Bindung und Hydrolyse durch
SecA genommen wird.

1.3.2 SecY, SecE und SecG: Der Translokationskanal.

Die drei membranintegralen Proteine SecY, SeckE u8dcG bilden in der
Cytoplasmamembran einen heterotrimeren Komplex adgr den eigentlichen
Proteintranslokationskanal bildet (Brundageal, 1990; Akimaruet al, 1991). Homologe zu
SecYEG finden sich nicht nur in Gram-positiven undsram-negativen Bakterien, sondern
auch in Archeae und sogar in Eukaryoten. Es hasa#ltalso um eine evolutionar sehr hoch
konservierte Struktur. In Bakterien bilden SecY B&tE den essentiellen Kernkomplex aus
(Tauraet al, 1993; Jolyet al, 1994), wahrend dem nicht essentiellen SecG-Pragaie
akzessorische Funktion zukommit.

SecY ist ein integrales Membranprotein, dag.rcoli tber 10 Transmembransegmente (TMS
1-10) in der Membran verankert ist (Ito, 1990). wbl der N- als auch der C-Terminus
ragen ins Cytosol, mit den als C1 und C6 (C: cweplatisch) bezeichneten Bereichen
(Akiyama und Ito, 1987). Zwischen ihnen liegen vieeitere cytoplasmatisch exponierte
Bereiche (C2-C5).

Das SecE inE. coli verfugt Uber drei TMS, in einigen anderen Bakterigie z. B. in

B. subtilis ist es jedoch nur Uber ein TMS in der Membrarankert. BeiE. coli scheint in
der Tat auch nur das dritte TMS und der davor helgecytoplasmatische Bereich funktionell
von Bedeutung zu sein (Schatzal, 1991; Nishiyamat al, 1992; Murphyet al, 1994).

Das SecA-Protein bindet bei der Translokationgtign direkt an den SecY/SecE-Komplex
(Snyderset al.,1997; Mantinget al, 1997), und diese Wechselwirkung ist essentielefiie
effiziente Proteintranslokation (Mantireg al, 1999).

Die dritte Komponente des SecYEG-Kanals, das Seo®iR, ist nicht essentiell, sorgt aber
fur eine deutlich verbesserte Proteintranslokagéiimenz (Nishiyamaet al, 1996).

Uber den Oligomerisierungszustand der in der Rrotislokation aktiven SecYEG-Spezies
gibt es verschiedene Ansichten. Modelle reichen e@ioer aktiven, monomeren Form (Yahr
und Wickner, 2000), Uber eine dimere Form (Bessamatal.,2002) bis zu einer tetrameren
Form (Mantinget al, 2000).

Neue Studien, basierend auf der Réntgenkristakiirudes SecYE®/ von Methanoccous
janaschii(Van den Berget al, 2004) zeigten jedoch auf, dass sich der Transtwkskanal
hdchstwahrscheinlich in einem einzigen Heterotrirmr SecYEG befindet. Zwar handelt es
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sich bei M. janaschii um ein Archaebakterium, doch zeigt die Anordnurey &ecY-
Transmembransegmente viancoli, die tUber elektronenmikroskopische Aufnahmen dethit
wurde, eine annahernd vollstandige Ubereinstimmmitgder M. janaschii Kristallstruktur
(Breyton et al, 2002;Van den Berget al, 2004; Bostinaet al, 2005). Dies macht es
wahrscheinlich, dass di. janschii SecYEG-Kristallstruktur ebenfalls der der bakiiézie
Translokationspore entspricht.

Nach der Kristallstruktur lasst sich das SecY-Rnoggob in zwei Halften teilen, gebildet von
den TMS 1-5 und den TMS 6-10 (Abbildung 4 A und B).

J
A Bioop € loop B

Aulenseite

Abbildung 4: Kristallstruktur der Methanococcus janaschii Translokationspore. (A) zeigt eire
seitliche Ansicht des SecY in der Membran; SecH{nkles Lila) umspannt die beiderdlien de:
SecY-Proteins; Sec@) ist in rosa dargestell(B) Aufsicht auf die Translokationspore aus c
Cytosol. In Blau und Rot dargestellt sind die baidiilften des SecY-Proteins (TMS51in blau
und TMS 6-10 in rot). In der Mitte der Struktur dgr den Translokationskanal versperrenoag"
zu sehen (verandert nach van den Beral, 2004).

Diese Halften werden neben einem kurzen ,loop” ztvehh TMS 5 und 6 vor allem auch
durch SecE zusammengehalten (Abbildung 4yAlUntereinheit). Im Inneren der beiden
SecY-Haélften befindet sich ein trichterformiger Kander sich von seiner mit 20-25
Angstrom weitesten Stelle von Aul3en nach Innenveirengt. Die schmalste Stelle in der
Mitte des Kanals hat nur noch einen Durchmesser5/A8nAngstrom und wird von einem

hydrophoben Ring aus 5 Isoleucinen gebildet (Ahlvtyl 5). Dariber hinaus wird diese
dinne Pore noch durch das TMS2a von SecY auf dglg@natischen Seite des Kanals wie
durch einen Stopfen (engl. ,plug®) blockiert (Aldiing 4 B, Abbildung 5, Schritt 1 und 2).
Dieser ,plug* verhindert die Passage von Proteined anderen Molekilen und muss zur
Seite bewegt werden, wenn eine Proteintranslokatfolgen soll. Dies geschieht

maoglicherweise durch eine Interaktion des Vorlgufeteins mit zwei TMS von SecY

(Abbildung 5, Schritt 3). Tatsachlich konnte einewggung des ,plugs” wahrend der
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Translokation aus dem Inneren des Kanals zum Chtaten Ende von SecE durah vitro
.crosslinking“-Studien gezeigt werden (Tarat al, 2005; Abbildung 5, Schritt 3).
Anschlie3end kann eine durch SecA und das Membtanpal angetriebene Translokation
des Vorlauferproteins durch den Kanal erfolgen (shimg 5, Schritt 4). Der enge Isoleucin-
Ring fungiert hierbei als eine Dichtung, welche diggewollte Diffusion anderer Molekile
durch den Kanal unterbindet. Dass es sich bei diesaterférmigen Struktur tatsachlich um
den Proteintranslokationskanal handelt, wird durchvitro ,crosslinking“-Studien gestitzt.
Eine Vernetzung von Vorlauferproteinen wahrend Tanslokation fuhrt in vielen Féllen zu
einer Bindung an Aminoséauren des Isoleucin-Ringer ah sehr dicht benachbarte Reste
(Cannoret al, 2005).

Dass die eigentliche Translokation des Vorlaufagns durch einen Kanal aus nur einem
SecYEG-Heterotrimer geschieht, ist somit héchstraateinlich geworden. Es scheint aber
dennoch der Fall zu sein, dass eine Di- oder Olgywsierung von SecYEG die Translokation
durch die Pore in einem SecYEG-Monomer positiv ifaesst (Tamet al, 2005; Bostinaet
al., 2005).

DE-DR-DA
eC Y| — . —

w' N/
—
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Abbildung 5: Modell der Translokation eines Vorlauferproteins durch den
Translokationskanal von Methanococcus janaschii. Ein SecAProtein ist in Archaebakterien nic
vorhanden, der generelle Mechanismus der Interaldies Vorlauferproteins mit der Trslokase
und der ,plug“Bewegung sollte in Eubakterien mit einem SecA jédanalog verlaufen. Anstel
einer direkten Interaktion mit dem Ribosom ist heuloch eine Wechselwirkung mit dem SecA-
Protein, welches das Vorlauferprotein bindet, \@lisar. (1) geschlossener Translo&askanal; (2
das Vorlauferprotein wird vom Ribosom bzw. SecA den Translokationskanal gebracht;
Wechselwirkung des Signalpeptides mit SecY fuhrtemer Bewegung des ,plug“ und ein
Offnen des Kanals; (4) Translokation durch den Kaniarbei fungiert der IsoleuciRing als ein
Art Dichtung; (5) Freisetzung des transloziertent®ins; der Kanal ist wieder durch den ,piug
verschlossen (Verandert nach van den Berg., 2004).

11



I. Einleitung

1.3.3 SecD, SecF, YajC und YidC: zusatzliche Kompamten der Sec-Translokase.

Neben SecYEG bilden SecD, SecF und YajC den zwhg&rotrimeren Proteinkomplex, der
an der Sec-abhangigen Proteintranslokation betegig SecD und SecF sind zwei grol3e,
integrale Membranproteine, die jeweils 6 TMS besitzin B. subtilis wie auch in einigen
anderen Organismen, sind SecD und SecF zu einefdemyroals SecDF bezeichneten
Membranprotein fusioniert, welches tber 12 Transhramsegmente verfugt (Bolhus al,
1998). SecD und SecF (bzw. SecDF) sind nicht eis$lefilr das Uberleben der Zelle,
Stamme mit einer Deletion der entsprechenden Gezigerz jedoch einen schweren
Wachstumsdefekt (Pogliano und Beckwith, 1994). D5aad SecF bilden einen Komplex mit
YajC, einem Membranprotein, das keine bekannte #amkin der Proteintranslokation
besitzt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass ¥aj€n Komplex mit SecYEG und SecDF
eingeht und somit moéglicherweise das Bindegliedszhen diesen beiden Teilkomplexen der
Translokase darstellt (Duong und Wickner, 1997a).EL coli wurde eine Rolle des
SecDFYajC-Komplexes fur die Modulation des katalgtien Zyklus von SecA impliziert
(Economou et al, 1995). Der SecDFYajC-Komplex stabilisiert mdogéciveise die
membranintegrale Form von SecA und verhindert soZeirlickgleiten des unvollstandig
translozierten Vorlaufers (Duong und Wickner, 199 AWeiterhin gibt es Ergebnisse die
andeuten, dass der SecDFYajC-Komplex mit seineRagr@eriplasmatischen Domanen an
der Freisetzung der translozierten Vorlauferpraewon der Translokase beteiligt ist
(Matsuyameet al, 1993).

YidC stellt eine weitere Komponente der Sec- Trakeste dar. Es ist ein essentielles Protein,
welches mit der Translokase in einem SecYEG-SecBS@C-Komplex assoziiert
(Nouwen und Driessen, 2002) und eine Rolle beinb&invon Sec-abhangigen Proteinen in
die innere Membran spielt (Samuelsgiral, 2000; Scottet al.,2000).

.4 Sec?2: Eine zusatzliche Proteintranslokationsmasinerie in Gram-
positiven Bakterien.

Bis vor kurzem war man der Ansicht, dass in eineakt&iengenom nur je esecA-und ein

secYGen vorhanden sind. Diese Gene sind fiir das Uberleler Zelle essentiell und in den
meisten Bakterien sind ein SecA- und ein SecY-Rraaesreichend, um die Translokation
aller Sec-abhéngigen Vorlauferproteine zu gewdadtdai Daher war die Entdeckung eines
zweiten secA- und in manchen Fallen zusatzlich eines zwedecY&Gens im Genom

verschiedener Gram-positiver Bakterien Uberraschénel Entdeckung dieser zusatzlichen
Sec-Komponenten erfolgte entweder Uber die Anallgsevollstandig sequenzierten Genome
oder Uber die Analyse von Mutanten, deren PhanatypMutationen in den zusatzlichen
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secA-odersecY&Genen zurlckgeht (Braunstashal, 2001; Bensing und Sullam, 2002; Lenz
und Portnoy, 2002; Chest al, 2004).

Das erste zusatzlicheecAGen wurde in Mycobakterien entdeckt (Braunsiiral, 2001).
Inzwischen gibt es eine Vielzahl Gram-positiver &aien, in denen ein zweitsgcA und in
manchen Fallen zuséatzlich ein zweitescY gefunden wurde. Zu diesen zadhlen neben
Mycobakterien unter anderem verschiedene ListeriarA sowie Staphylokokken,
Streptokokken und Corynebakterien (Braunsteinal, 2001; Bensing und Sullam, 2002;
Lenz und Portnoy, 2002; Chest al, 2004). Auffallig ist, dass diese zusétzlichen -Sec
Komponenten nur in Gram-positiven Bakterien, uner liast nur in pathogenen Vertretern,
gefunden wurden. Tatsachlich scheinen die akzes$tmmn Sec-Komponenten oft direkt oder
indirekt an der Pathogenitat dieser Bakterien bgtetu sein (Lenz und Portnoy, 2002;
Bensing und Sullam, 2002; Braunsteinal, 2003). In Gram-negativen Bakterien wurden sie
hingegen nicht identifiziert.

In Bakterien, die Uber zusatzliche Sec-Komponengaiiigen, kodiert eines deecA-bzw.
secYGene fur ein SecA- bzw. SecY-Protein, das gro3e dloge zu den SecA- bzw. SecY-
Proteinen vork. coli undB. subtilisaufweist. Dies wurde aksecAlbzw. secY lbezeichnet
und das jeweilige SecAl- bzw. SecY1-Protein stedhrscheinlich das SecA- bzw. SecY-
Ortholog in diesen Organismen dar. Das zwsédeA-bzw. secYGen kodiert fur ein SecA-
bzw. SecY-Protein mit deutlich geringerer Homologie den SecA- bzw. SecY-Proteinen
von B. subtilisundE. coli und wurde alsecAZbzw.secY Zezeichnet.

Die bisher daraufhin untersuchteecA2-undsecY2cene haben die Gemeinsamkeit, dass sie
Uberraschenderweise nicht-essentiell sind. Siéestelamit die einzigen bislang bekannten
Beispiele nicht-essentiellsecA-bzw.secY&Gene dar.

Wenngleich alle Bakterien mit zusatzlichen Sec-Konmgnten die Anwesenheit eingscA2
gemeinsam haben, so lassen sie sich doch in Hbdief die bislang vermutete
Funktionsweise der akzessorischen Sec-Komponenteh o zwei Gruppen einteilen:
Bakterien, die nur Uber einsecA2 verfigen (u.a. Listerien, Mycobakterien und
Corynebakterien) und solche, die zusatzlich nelman secA2auch noch eirsecY2besitzen
(u.a. Staphylokokken und Streptokokken). Auf diéséden Gruppen wird im Folgenden
detailliert eingegangen.

1.4.1 Die SecA2-abhdngige Proteintranslokation.

Zu den bisher identifizierten Bakterien, in derean@men nur ein zweitesecAaber kein
zweitessecYvorhanden ist, gehoren verschiedene Stamme deolbayterien, Listerien und
Corynebakterien. Bisher studiert wurde der SecA2ialjige Proteinexport in
Mycobacterium tuberculosis Mycobacterium smegmatisind Listeria monocytogenes
(Braunsteiret al, 2001; Braunsteiet al, 2003; Lenz und Portnoy, 2002; Leeizal, 2003;
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Monk et al, 2004; Machataet al, 2005). Da neben dem SecA2 bislang keine anderen
zusatzlich am Proteinexport beteiligten Proteineliesen Stammen detektiert wurden, ist es
wahrscheinlich, dass SecA2 einige oder alle deliciken Komponenten der Sec-Translokase
(SecY,E,G,D,F,YajC und YidC) bendtigt, um bei deotRintranslokation aktiv zu sein. In
allen drei bisher untersuchten Bakterienstimmen da$ secA2 im Gegensatz zum
.houskeeping'secAlein nicht-essentielles Gen.

In einersecA2Mutante vonM. tuberculosisverden zwei Proteine im Vergleich zum Wildtyp
in deutlich geringerer Menge (5-30%) sekretierterdei handelt es sich um die Superoxid-
Dismutase (SodA) und die Katalase (KatG). Beided $itroteine, die beim Abbau reaktiver
Sauerstoff-Zwischenstufen (ROI:_eactive _aygen intermediates®) beteiligt sind. ROI-
Freisetzung stellt einen bedeutenden antimikragielMechanismus in Macrophagen des
Wirts dar. Tatséchlich ist eireecA2Mutante, die aufgrund reduzierten Exports von SodA
und KatG wahrscheinlich weniger effizient ROIs aldrakann, deutlich weniger virulent, als
der M. tuberculosisWildtyp (Braunsteinet al, 2003). Diese reduzierte Pathogenitat ist
besonders von Interesse, da die Vdn tuberculosisverursachte Tuberkulose eine der
bedeutendsten Bedrohungen fur die menschliche @asitrweltweit darstellt, da sie fur tber
zwei Millionen Tote pro Jahr verantwortlich ist (MId Health Organization®, 2002) und
etwa zwei Milliarden Menschen mit ihr infiziert sinEine genauere Betrachtung der beiden
secA2-abhangig exportierten Proteine SodA und KatG zeige auffallige Besonderheit:
beide verfigen Uber kein klassisches Signalpepdsachlich haben sie in vielen anderen
Bakterien nachweislich eine cytoplasmatische Lekalung. Es ist daher verwunderlich, wie
diese Proteine ohne Signalpeptid in den SecA2-BEwegr eingeschleust werden.

In Listeria monocytogeneginem intrazellularen Pathogen, zeigt eseeA2Mutante, wie in

M. tuberculosis eine deutlich verringerte Pathogenitat (Lenz &adtnoy, 2002). So ist der
LDso-Wert einerL. monocytogenes secAMitante in Mausen im Vergleich zum Wildtyp
mindestens um den Faktor 500 reduziert. In eseeA2Mutante werden im Vergleich zum
Wildtyp hauptsachlich zwei Autolysine, p60 und Nami& deutlich reduziertem MalRe
exportiert. Beide sind in der Lage bakterielles tRigglycan abzubauen und verfiigen Uber
klassische Sec-Signalpeptide. Die Funktion von p68 NamA bei der Pathogenitat von
L. monocytogenekdnnte darauf zuriickgehen, dass beide zu einemrelfr Abbau der
Listeria-Zellwand fuhren, die zu einer Freisetzung einer Rgro Menge an
Zellwandbruchstiucken fihrt. Diese werden vom Imnystesm der Wirtszelle erkannt.
Aufgrund der sehr grol3en Menge dieser Zellwandstéinnte dies jedoch dazu fihren, dass
das Immunsystem nicht mehr aktiviert wird, sonde&® zu einer Abstumpfung der
Immunantwort kommt (Lenzt al, 2003). Bleibt in einersecA2Mutante dieser Effekt
aufgrund eines reduzierten Exports von p60 und Namilveise oder komplett aus, so
reagiert die Wirtszelle aggressiver auf diemonocytogenelwasion und die Pathogenitat
desListeria-Stammes ist deutlich reduziert.
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Neben p60 und NamA werden einige weitere Proteinder secA2Mutante in reduziertem
Male in den extrazellularen Raum freigesetzt. hienubefinden sich auch einige Proteine,
die Uber kein Signalpeptid verfligen und eine nasiegene cytosolische Funktion besitzen
(z.B. GroEL, EF-Tu; sog. ,moonlighting“- Proteineldie SecA2-abhangige Freisetzung
dieser Proteine kénnte auf eine durch p60- und N&xport verursachte hohere Autolyse
des Wildtyps im Vergleich zusecA2Mutante zuriickgehen. Eine solch erhohte Autolyse
konnte jedoch bislang nicht entdeckt werden.

Fur die SecA2-abhangigen, signalpeptidlosen ,magbitilng“- Proteine stellt sich wie bei den
mycobakteriellen SecA2-Substraten SodA und KatG FKiiege, wie ein targeting” dieser
Proteine gewabhrleistet wird. Das ,targeting® vonOp@8NamA und der anderen SecA2-
abhangig exportierten Proteine, die Signalpeptettben, wirft ebenfalls eine Frage auf: hier
ist unklar, wie ein spezifisches ,targeting” an 82gewahrleistet wird und ob bzw. wie ein
falsches ,targeting® an SecAl verhindert wird. CBggnalpeptide dieser Proteine weisen
weder eine auffalige Gemeinsamkeit auf, noch wsctegiden sie sich in einer
offensichtlichen Art und Weise von ,klassischen“gi&lpeptiden von SecAl-abhéngig
exportierten Proteinen.

Die Ergebnisse aus Mycobakterien undnonocytogenegeuten also an, dass in Bakterien,
die nur Uber ein SecA2 verfugen, dieses am Expodsespezifischen Satzes an Proteinen
beteiligt ist. Hierbei ist das SecA2 hochstwahrsdieh auf die restlichen, nur in einzelner

Kopie vorliegenden, Komponenten der Sec-Translokasgewiesen. Da der Export der

SecA2-spezifischen Substrate in eisecA2Mutante jedoch nur stark reduziert ist und nicht
vollstandig zum Erliegen kommt, scheint auch unalgigi von SecA2 ein Export dieser

Substrate, wahrscheinlich tGber SecAl, mdglich. ReisAfur den effizienten Export seiner

spezifischen Substrate jedoch nétig. Wie nun eezifisches ,targeting” dieser Substrate an
SecA2 erfolgt, ist, vor allem auch in Hinblick adie Substrate ohne Signalpeptid, vollig

unklar.

I.4.2 Die SecA2/SecY?2-abhangige Proteintranslokatio

Die SecA2/SecY2-abhangige Proteintranslokationtze2fen ein paar Gemeinsamkeiten sehr
deutliche Unterschiede zu der SecA2-abhangigenslokation. EinsecA2-und gleichzeitig
ein secY2cen wurde bislang in den Genomen von einigen Stakbkken und
Streptokokken entdeckt. Interessanterweise liegam secA2und secY2immer in einem
Operon mit einer &hnlichen Struktur (siehe Abbilgl@) vor. NebersecA2undsecY2gibt es

in diesem Operon immer ein Gen, das fur ein sebiBe&g, Serin-reiches Protein (Srrerjse
rich repeat protein“) kodiert. Bei diesem Protein handsltsich bei den bislang eindeutig
daraufhin untersuchten BakterieBtieptococcus gordoniind Streptococcus parasanguinis
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[friher parasanguiy um das SecA2/SecY2-abhangig exportierte SubgBansing und
Sullam, 2002; Chemt al, 2004). Weitere Gene in diesem Operon kodierenePm, die
entweder am Expors€cA2, secY2, asp)-6der der Glykosylierungg(fA, gtfB, gly, ngsdes
Srr-Proteins beteiligt sind.

Wie auch bei den bislang untersuchten Bakterieremé&m SecA2-Exportweg handelt es sich
beim  SecA2/SecY2-Exportweg um einen akzessorischemicht essentiellen
Proteinexportmechanismus. Alle GenesatA2/secY Bperon sind deletierbar.

S gly nsssecY2asp1asp2 asp3 secA2 gtfA gtfB asp4 asp5
gsp

S gordonii  NE— ) I ) - )
secY2 asp1 asp2 asp3 secA2 gtfA gtfB asp4

s. agalactiae ﬂc{)ﬁj—“ﬁ:ﬁcﬁ)«:ﬁ:ﬁ:{) -

Gykosyltransferase Gene

secY2 asp1 asp2 asp3 secA2 gtfA gtfB
srr

s. aureus -y )

srr secY2 asp1 asp2 asp3 secA2 gtfA gtfB

S. epidermidis - )

Abbildung 6: Vergleich der secA2/secY2-Genloci von Streptococcus gordonii, Streptococcus
agalactiae, Staphylococus aureus und Staphylococcus epidermidis.

srr (,serine ich repeat protein“): diese Gene kodieren die Sec2-gathst gspB dassrr von
S. gordonij secY2secA2undaspl-5(,accessory acretory poteins?): Deletion dieser Gene fit
zu einem Verlust des Srr-ExportgtfA, gtfB (,glycosyl franskrase®): Die Gene kodierefiir
Glyksoyltransferasen, deren DeletionSn gordoniizu einer Aggregation und einem Abbau v
Srr fahrt. Nss, gly $. agalactiaehat 4 Homologe): die Genprodukte sind an der Glykerung
des Srr beteiligttnp: enkodiert eine putative Transposase (veréndech reakamatsuwet al,
2004a).

Studien mit Deletionsmutanten vosecA2 oder secY2 ermdglichten es anhand eines
Exportdefekts des Srr-Proteins dieses als SecAZ[58ubstrat zu identifizieren. Hierbel
wird, im Gegensatz zu den SecA2-Substraten von bikierien oder Listerien, der Export
des Srr in der Mutante komplett blockiert (Bensumgd Sullam, 2002; Cheat al, 2004).
Dartber hinaus scheint das Srr das einzige Expgmstsat des SecA2/SecY2-Weges zu sein,
wahrend fur den SecA2-Weg mehrere Substrate imeiBakterium entdeckt wurden. Eine
maogliche Ausnahme bildet hi&. parasanguinisbei dem eventuell FimA, ein Adhesin, ein
zweites Substrat neben dem Srr darstellt (Gheat, 2004). Die Srr-Proteine sind sehr grol3e,
zellwandassoziierte Adhesine, die an der BindungR#kterienzellen an Wirtsoberflachen
beteiligt sind (Takamatset al, 2005a; Takamatset al, 2006; Takahaslet al, 2004; Chen
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et al, 2004; Sibocet al, 2005). Da sie somit an der Kolonisierung von ®firbeteiligt sind,
haben sie bei pathogenen Bakterien auch Einflugsdeu Pathogenitat des jeweiligen
Bakterienstammes (Bensing und Sullam, 2002; Ghext, 2004; Seiferet al, 2006). Neben
der auB3ergewohnlichen Gréf3e, den Serin-reichenoRegiund einem LPXTG-Zellwand-
Verankerungsmotiv, haben die Srr-Proteine noch eiveitere Gemeinsamkeit: ihre
aminoterminale Region entspricht nicht einem kkd®n Sec-Signalpeptid. Zwar kann mit
dem SignalP-Algorithmus fur einige der Srr-Protegie Signalpeptid vorausgesagt werden,
doch ist dieses mit 90 Aminosauren etwa dreimalasg wie ein durchschnittliches Sec-
Signalpeptid in Gram-positiven Bakterien (BensingduSullam, 2002). Fir dieses
aul3ergewohnliche ,targeting“-Signal wird vermutdgss es an der Einschleusung in den
SecA2/SecY2-Weg beteiligt sein koénnte. Ob und we teerbei ein ,targeting” an
SecAl/SecY1 verhindert, ist jedoch noch ungeklart.

Neben der Deletion vasecA2odersecY Xihrte inS. gordoniidie Deletion von funf weiteren
Genen zu einem Block des Srr-Exports. Diese werleaspl-5(asp:_acessory acretory
proteins) bezeichnet. Die vaasp4und asp5kodierten Proteine zeigen lUberraschenderweise
in Bezug auf ihre GroRe, Sekundarstruktur und inngem Maf3e auch auf Ebene der
Aminosauresequenz, eine Ahnlichkeit zu den SecH- $BcG-Proteinen ali subtilisund
anderen Bakterien (Takamatsual, 2005b). Aspl, Asp2 und Asp3 hingegen zeigen kigine
Ahnlichkeit zu bislang bekannten Proteinen. Wahrerspl asp2 und asp3 in allen
secA2/secYBperons gefunden wurden, simdp4 und asp5 nicht universal konserviert
(Takamatstet al, 2005 b).

Die weiteren Gene desecA2/secYBperons kodieren fur Proteine, die nicht direkt am
Export des Srr beteiligt sind, sondern dessen Gllierung beeinflussen. Dass
Glykosylierung des Srr-Proteins stattfindet, konime mehreren Fallen gezeigt werden
(Bensinget al, 2004a; Bensingt al, 2004b; Cheret al, 2004; Siboocet al, 2005). Die
Glykosylierung scheint hauptsachlich an den Sezicken Regionen zu geschehen und
erfolgt wahrscheinlich vor dem Export (Bensieg al, 2004a). Ist die Glykosylierung
schwerwiegend beeinflusst, wie es in eigdA odergtfB Mutante der Fall ist, so aggregiert
das Srr-Protein und wird abgebaut (Takamatsal, 2004a). Eine Mutation vogtf odernss
fuhrt ebenfalls zu einer veranderten Glykosylierues Srr-Proteins, allerdings hat diese
keinen signifikanten Einfluss auf Stabilitdt odexpirt des Srr (Takamatset al, 2004a;
Takamatsiet al.,2004b).

Im Gegensatz zur SecA2-abhangigen Proteintranstokatdie wahrscheinlich die
Komponenten der klassischen Sec-Translokase fur Rieeinexport benétigt, scheint
aufgrund der Vielzahl funktionell wichtiger Komparien des SecA2/SecY?2-Exportes hier
eine eigenstandige Translokase zu existieren. ase trotz einiger zuerst offensichtlicher
Gemeinsamkeiten, wie dem Vorhandensein eines Seol- SecY-Proteins, funktionell
durchaus sehr unterschiedlich von der klassiscleerT&anslokase sein. Ein Hinweis hierauf
ist z.B., dass die Srr-Proteine wahrscheinlich der Translokation glykosyliert werden
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(Bensinget al, 2004a). Ein Export eines solch extensiv modifieie Proteins Uber einen
Mechanismus, der dem klassischen Sec-Weg ahngfragtisch ausgeschlossen, da dieser
nur ungefaltete Proteine exportieren kann. Auchdiéim SecA2/SecY2-Weg ist unklar, wie
ein spezifisches ,targeting® an die Sec2-Translekagttfindet und auf welche Art ein
falsches ,targeting” an Secl unterbunden wird. Bdses interessant ist, welche Rolle die fur
einige Srr-Proteine vorhergesagten, sehr langemafigptide hierbei spielen.

1.5 : Zielsetzung dieser Arbeit

Trotz bisheriger Untersuchungen ist die zentraleg€éy warum in einigen Gram-positiven
Bakterien ein zweites Sec-Translokationssystemieagirl nur unzureichend beantwortet.
Inzwischen gilt es zwar als nahezu erwiesen, da@sszaisatzlichen Sec-Proteine fur den
Export spezifischer Substrate zustandig sind. Esleanoch weiterhin vollig unklar, wieso
der Export dieser spezifischen Substrate die Ektwng zusatzlicher Sec-Komponenten
erforderlich gemacht hat.

Fur die Sec2-Translokation sind sowohl der Traredioks- wie auch der ,targeting“-
Mechanismus unbekannt und es ist unklar, inwiehieit Ahnlichkeiten und Unterschiede zur
klassischen Sec-Translokation bestehen. Hierbei ast von besonderem Interesse
herauszufinden, wie das ,targeting” der spezifiscls®c2-Substrate vermittelt wird. Es ist
unklar, ob analog der klassischen Secl-Translokase spezielle Proteinsequenz flr dieses
Jargeting” zustandig ist. Ferner ist nicht bekaoht und wenn ja wie ein falsches ,targeting®
an die Secl-Translokase verhindert wird. Um diesizi@rsuchen, soll das ,targeting“ von
authentischen Sec2-Substraten sowie von Fusioespeotaus Secl- und Sec2-Substraten an
die klassische Secl-Translokase analysiert werden.

Fur Bakterien, die nur Uber ein SecA2-Protein vgefuist es hochstwahrscheinlich, dass das
SecA2-Protein mit den Komponenten der klassischerl-ranslokase Wechselwirkungen
eingeht, damit es in der Proteintranslokation akterden kann. Die SecA2/SecY2-abhéngige
Proteintranslokation ist aufgrund der Vielzahl vbeteiligten Komponenten, die teilweise
eine Homologie zu den Komponenten der Secl-Traas®laufweisen, wahrscheinlich von
der Secl-Translokase unabhangig. Dennoch ist énbisicht ausgeschlossen, dass auch
hier Wechselwirkungen zwischen akzessorischen urdssischen Sec-Translokase
Komponenten stattfinden kénnen. Dies sollte fur 8asA2-Protein au$. aureus einem
Bakterium mit einem SecA2/SecY2-System, und derssibkehen Sec-Translokase von
B. subtilisuntersucht werden.

Da in allen bislang daraufhin untersuchten Bakteriein Zusammenhang zwischen
Pathogenitat und Sec2-Proteintranslokation beststhes von Interesse herauszufinden, ob
Sec2-Systeme in nicht-pathogenen Bakterien ein&tleumbesitzen oder nicht. Daher sollte
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untersucht werden, db. carnosusein nicht-pathogener Verwandter v8naureusiber ein
Sec2-System verfligt und ob dieses funktionellBsteits verodffentlichte Ergebnisse deuten
auf mogliche gravierende Unterschiede bei der $¥okeintranslokation zwischen Bakterien,
die ein SecA2/SecY2-System besitzen und solcherimeéim SecA2-System hin. Daher sollte
die Sec2-Proteintranslokation ebenfalls in einemtesen nicht-pathogenen Bakterium,
C. glutamicum das nur Gber ein SecA2-Protein verfugt, untdrsuerden. Auch hier stellt
sich die Frage, welche Bedeutung dem Sec2-Systeemam nicht-pathogenen Bakterium
zukommit.
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ll. Material und Methoden

[1.1 Bakterienstamme, Oligonukleotide und Plasmide

Tabelle 1:In dieser Arbeit verwendete Bakterienstdmme

Art Stamm Genotyp Referenz  bzw.
Herkunft
Escherichia coli JM109 mcrA, recAl, supE44, endAYanish-Perron

hsdR17, gyrA96, relAl, thi-fet al, 1985
(dlac-proAB) F'[traD36,
proAB',laclZ, AM15]

DH5a supE444lacu169(E80 Hanahanet al.,
lacZAM15) hsdR17 recAl | 1983
endAl gyrA96 thi-1 relAl

MC4100 araD39 (argF-lac, U169 |Casadaban,
relA51 rps150fIB5301 1976
deoC1 ptsF25

BL21(DE3) |F ompT hsd$(rs’ mg) gal | Studier und

dcm(DES3) Moffatt, 1986
Bacillus subtilis DB104 his, nprR2, nprE1&laprA3 | Kawamura und
Doi, 1984
NIG1152 |met, his, div34i Miyakawa uno
Komano, 1981
NIGpX met, his, div341 diese Arbeit
AamyE::(xylA xyIR,c)
NIGSaAl |met, his, div34i diese Arbeit
AamyE::(xylA xylR,cf
secAL.,)
NIGSaA2 |met, his, div34i diese Arbeit
AamyE::(xylA xylR,cf
secAZ.,)
Staphylococcus carnosus | TM300 Schleifer  und
Fischer, 1982
DeltaA2 A4secA2 diese Arbeit
Corynebacterium glutamicumATCC13032| Wildtyp Kinoshiteet al.,
1957
CgIntA2 Pk19CgsecA2- diese Arbeit

Integrationsmutante
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CgintAl Pk19CgsecAl- diese Arbeit
Integrationsmutante

ptacA2 secA2Promotoraustausch- diese Arbeit
mutante

Tabelle 2:In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz
PEKEX3 spebe.c. . Prac, lacl’ E. Radmacher, pers.
Mitteilung
pK19mobsacB Integrationsvektor fUE. glutamicum Schaferet al, 1994
Kame.c.c.40rVe.,0rVE.c, oriT, moh sacB
pK19CgsecAl pK1fobsacBDerivat mit den flankierendeuliese Arbeit
Bereichen desC.g.secAlzur Herstellung
einer Deletionsmutante
pK19CgsecA2 pK1fobsacBDerivat mit den flankierendeuliese Arbeit
Bereichen desC.g.secA2zur Herstellung
einer Deletionsmutante
pHSG575 che., Pac Takeshiteet al,
1987
pHSGSaSrr Cfft¢, Pac Sifs.a. diese Arbeit
pCU3Ery amPe.c, erfes Pac Maren Hintz, pers.
Mitteilung
pCU3SrrLip amPe.c, enf's.s Pac, SITSPProLip diese Arbeit
pK18mob karfe.c. c.gOrnVec,0nVvVE.c, oriT Schaferet al, 1994
pK18CgsecAl pK1gob Derivat mit 500bp internediese Arbeit
C.g.secAl Sequenz zur Herstellung einer
Disruptionsmutante
pK18CgsecA2 pK1gob Derivat mit 500bp internediese Arbeit
C.g.secA2 Sequenz zur Herstellung einer
Disruptionsmutante
pK18tacA2 pK18nob Derivat mit Anfang defC.g.secA2diese Arbeit
Sequenz hinterg; lacl?
PVWEX2 tefe ¢ +c.g, Pao lacl? V. Wendisch, pers.
Mitteilung
pVA1 tefe c.rc.g, Pao 1CI%, SECAL g, oxHisTAG diese Arbeit
PVA2 tefEc.rc.g, Pao 1CI%, SECA2 4. oxhisTAG diese Arbeit
puUC18 amPe.c, Pacz Vieira und Messing,
1982
pLipPS1lkan Lipasen, kanss, Popp, 1986
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\*2J

pXR100 ampPe.., crsc. P, XYIR Jochen Meens, pers
Mitteilung

PXRSriseLip amp'e., cls.c Pyl XyIR diese Arbeit

PXRSrrodlip ampe., cls.c Py, XyIR diese Arbeit

PXRSrizod-ip ampe., cls.c Py, XyIR diese Arbeit

pXRScSTAG ampe.., cls.c. Py, XyIR diese Arbeit

pWH1520 amge otefss, Py, XyIR Rygus und Hillen
1991

pMKL40 amgeotefss, Py, XyIR sech:s, Kloseet al.,1993

pWSaAl ampPe otefiss, Py, XYIR secAL a Caspers, 2002

pWSaA2 ampPe o tef’s s, Pyl XyIR, secA2.,, Caspers, 2002

pWSrrSPProLip anfy otefs s, Py, xyIR, srrSPProLip diese Arbeit

pX amp'e., cnes, XyIR Kim et al, 1996

pXSaAl amPe., cmes, XYIR, secAd., diese Arbeit

pXSaA2 amPe., cMes, XYIR, secA2, diese Arbeit

pXBsA amp'e., cMs.s, XyIR, SecAs. diese Arbeit

Tabelle 3:In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz 55 3° Verwendung

peKEx3 SbfTerm

CTCGTATAATGTGTGGAATTG

PEKEX2 u.3 Semzier-
primer

pPEKEX3 EcoTerm

CAGACCGCTTCTGCGTTC

pPEKEX2 u.3 Sequien
primer

CgA1BNtermBamHlI

CTGGGATCCGCGAAGTTATGATC
GTCGAC

Klonierung internes C.g.
secAlFragment zur Her-
stellung der Disruptions-
mutante

CgAlBcterm EcoRI

CTGGAATTCTGCCTCGTTTGGTC
AACAGC

Klonierung internes C.g.
secAlFragment zur Her-
stellung der Disruptions-
mutante

N- term LaclQKpnl

CGCGGTACCTCACTGCCCGCTTT

Konstruktion der C.g.

CCAGTC secAZ2Promotor-
Austauschmutante
Cterm PTaq GATCCTCTAGAGTCGACCTG Konstruktion der C.g.
secA2Promotor-
Austauschmutante
N-termCgsecA2 GCAGGTCGACTCTAGAGGATCGQG Konstruktion der C.g.
TCACCGGAGGTATAACCG secAZ2Promotor-
Austauschmutante
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CtermCgsecA2BamH

GACGGATCCGAAAAATTCGACC
AATGGCCG

Konstruktion der C.g.
secA2Promotor-
Austauschmutante

SaSrr N- TermBamHI|

GTCGGATCCGAATGTAAAGATA/

TACAAGGAG

MAmplifikation S.a.srr

SaSrrCterm Xbal

CAGTCTAGACCAGCTATAAATTCQ

AATTTATGC

Amplifikation S.a.srr

SaSrrCterm Pstl

GTCCTGCAGCCAGCTATAAATTC
AATTTATGC

Amplifikation S.a.srr

CgA2B N-term BamH

CTGGGATCCCGTCTTCCTCACCG
ACAA

Klonierung internes C.g.
secAZFragment zur Her-
stellung der Disruptions-
mutante

CgA2B C-term EcoRl

CTGGAATTCCGCTTCAGCGGATG
AT

Klonierung internes C.g.
secA2Fragment zur Her-
stellung der Disruptions-
mutante

=

=

[¢)

o

cA

)

O

CgVerInt Nterm CAACTGTGGAGCGGAGTAG Verifikation
pK19CgsecA2 Integratio
CgVerInT Cterm CACCTTCATTGATGCGGAAC Verifikation
pK19CgsecA2 Integratio
CgA259400 CGTCAATGATTATTTGGCG Sequenzierung C.g/As2
CgA250900 CAAATTAGAGCAGCAGCTG Sequenzierung C.cA2
CgA25q1400 CTCAACATCGAAGTAAGCG Sequenzierung CecA?2
CgA25S91900 GTGATCATTGACGAGCG Sequenzierung C.gAZe
CgA2592200 CAGCAACGTGGACCTAC Sequenzierung C.gAZe
CgA1Sqg400 GAAAAGGCGTCCACGTTG Sequenzierung C.gAde
CgA1Sg900 CAACCTCTACGCACCTG Sequenzierung C.g. de
CgA15Sq1400 CAAACGAGGCATCAAGC Sequenzierung C.gAsk
CgA1Sg1900 GTCACCAACTCCATCAAG Sequenzierung C.gAsk
CgA1Sqg2300 GATCCGCAACATCGAAC Sequenzierung C.gAske
CgsecA2 NtermBamHIGTCGGATCCGCTCACCGGAGGTAKIonierung C.g. secA2
TAACC
CgA2CtermTAGBam | GTCGGATCCTTAGTGATGGTGAT | Klonierung C.g. secA2
HI GGTGATGTCTAAAGATATTTCCT |mit 6xHis Tag

ATGCCACTGATC

CgsecA2 Cterm Sacl

GTCGAGCTCCTGGAATTTCATA
TTCTCAGG

(Klonierung C.g. secA2 in
pEKEX3

CgAlVerIntN-term GCAAAGTGAAGGCACGTCGC Verifikatioder C.g.
secAlMutante

CgAlVerIntC-term CTAGTACTCCAGCGTAGTCAAC | Verifikatimder C.g.
secAlMutante

C.g.secAlNtermPstl

GTCCTGCAGCGTATCGCTATTTA

\Klonierung C.gsecAl

TAAGGACG
CgAlCtermXbaTAG | CGCTCTAGATTAGTGATGGTGAT] Klonierung C.gsecAl
GGTGATGGTCAGCGACTTCCGCG mit 6xHis Tag
TCTTG
CgAlFragANtermEco| CGCGAATTCGAGTCCCAAGAGGC Klonierung der C.gecAl
RI ACGCGGTG flankierenden Bereiche

fur Deletionsmutante
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CgAlFragACterm

CCCATCCACTAAACTTAAACACT
TGGACAATCCAAACACGAGCAG
TCGTC

Klonierung der C.gecAl
flankierenden Bereiche
fur Deletionsmutante

CgAlFragBNterm

TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGCA
GTTCATCAAGCAAGACGCGGAA
GTCG

Klonierung der C.gecAl
flankierenden Bereiche
fur Deletionsmutante

CgAlFragBCtermPsitl

CGCCTGCAGCTCTCAAGGAGAT
TGTTGTGCTTGTTCCAATTCC

'Klonierung der C.gecAl
flankierenden Bereiche
fur Deletionsmutante

CGFragANtermHind

GACAAGCTTGCTCAGTCCTGGG
AATCGAAACGCAG

AKlonierung der C.gecA2
flankierenden Bereiche
fur Deletionsmutante

CGFragAC-term

CCCATCCACTAAACTTAAACACC
AATCAAAACCGGCCACGGTTATA
C

Klonierung der C.gecA2
flankierenden Bereiche
fur Deletionsmutante

CGFragCN-term

TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGTQG
AGTGATCAGTGGCATAGGAAAT

Klonierung der C.gecA2
flankierenden Bereiche

ATCTTTAGATAACCTG fur Deletionsmutante
CGFragCC-termBam | CTGGGATCCGACATCATCAAGGAIonierung der C.gecA2
AGATGTCACTTTCTGGGTG flankierenden Bereiche

fur Deletionsmutante

ScSrrAForBamHI GCGGGATCCGAGATTGGGGAAT| Klonierung des verkirzte
GTGATGAATGTC S.csrr Srr2 ohne Stop
ScSrrArev ATAGCTTGATCCGCTTTCTGAAC| Klonierung des verkirzte
TATC S.csrr Srr2 ohne Stop
ScSrrBfor GATAGTTCAGAAAGCGGATCAA |Klonierung des verkirzte
GCTATAC S.csrr Srr2 ohne Stop
ScSrrBrevSpHI TCGGCATGCTCATTATACTGAAT]| Klonierung des verkirzte
TGCTCTTAGAAGTACTCGC S.csrr Srr2 ohne Stop
ScSrBrevSpHIsTAG | TCGGCATGCTCATTAGTGATGGTKIonierung des verkirzte

GATGGTGATGTACTGAATTGCTC
TTAGAAGTACTCGC

S.csrr Srr2 ohne Stop
und mit 6xHisTag

ScSrrBrevSpHIPCR2

TCGGCATGCTCATTAGTGATGG
G

TKlonierung des verkirzte
S.csrr Srr2 ohne Stop
und mit 6xHisTag

SaSrrfor (BamHI)

GCGGGATCCGTAAAGATAATAC

Klonierung des verkiirzte

AAGGAGTTATTACATG S.asrr Srr2
SaSrrRevSpHI TCGGCATGCTCATTAGCTATTTG Klonierung des verkiirzte
AAATACTGATAGAGTCC S.asrr Srr2

SaSrrRevSpHITAG

TCGGCATGCTCATTAGTGATGGT
GATGGTGATGGCTATTTGAAATA

Klonierung des verkiirzte
S.asrr Srr2 mit 6xHisTag

CTGATAGAGTCC
SaAl1N-term BamHlI CGCGGATCCATGGGATTTTTATC Chromosmale Integratiof
AAAAATTCTTGATGGC des S.&ecAlin dasB.

subtilisGenom uber pX

SaAlC-term BamHI

CGCGGATCCTTATTTTCCATGG(C
AAT TTTTGAATTTTTTACCAC

tChromosmale Integratior
des S.aecAlin dasB.
subtilisGenom uber pX

SaA2N-term Smal

TCC CCC GGG ATG AAA CAT
AAA CTA GAT GTT ACG

Chromosmale Integratiof
des S.&ecA2n dasB.

subtilisGenom uber pX
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Il. Material und Methoden

SaA2C-term Smal

TCCCCCGGGTTATGGAAAATGTA
TAA CTGGCATAC

Chromosmale Integratiof
des S.&ecA2n dasB.
subtilisGenom Uber pX

Srr SP RBS-term
BamHI

CGCGGATCCGAAGGGACTGGTTT
AATGAGTAAAAGACAGAAAGCA
TTTCATGACAGCTTAGC

' KonstruktionsrrSPProLip
Uber “cross-over” PCR

Srr SP Reif term

CGCAAAAGCTTGCTGGTCATGC
A

AKonstruktionsrrSPProLip
uber “cross-over” PCR

Pro Lip Sp term

TTGCATGACCAGCAAGCTTTTGC
GAATGATTCGACAACACAAACA
ACGACACCAC

KonstruktionsrrSPProLip
Uber “cross-over” PCR

Lipase C-term Sphl

ACATGCATGCTCTGAATTTTGAA
GGT

KonstruktionsrrSPProLip
Uber “cross-over” PCR

Srr C-termNeul00

TGTGCTTTGTGAAGTGTTATTTG
ATGCAG

Konstruktion
srr100ProLipuber “cross
over’ PCR

ProLipSpterm100

CTGCATCAAATAACACTTCACAA
AGCACAAATGATTCGACAACAC
AAACAACGACACCAC

Konstruktion
srr100ProLipuber “cross
over” PCR

Srr C-term2000

TCCTGATGTTGATACGGAATCAC
TCATGC

Konstruktion
srr2000ProLip
uber “cross-over” PCR

ProLipSPterm2000

GCATGAGTGATTCCGTATCAAC/
TCAGGAAATGATTCGACAACACA
AACAACGACACCAC

AKonstruktion
srr2000ProLip
uber “cross-over’ PCR

Srr SP RBS-term Pstl

GCCTGCAGGAAGGGACTGGTT]
ATGAGTAAAAGACAGAAAGCAT
TTCATGACAGCTTAGC

[Klonierung des
srrSPProLipin pCU3Ery

Lipase C- term Pstl

GTCCTGCAGTCTGAATTTTGAAC
GT

5Klonierung des
srrSPProLipin pCU3Ery

ScA2ANtermKpnl

CGGGGTACCATGGCTAATATGAT
GCAGCAAAGCG

Konstruktion einer
S. carnosus secA?2
Integrationsmutante

ScA2ACterm

CTCCAGGCTGGTATTCATAATCA
GG

Konstruktion einer
S. carnosus secA?
Integrationsmutante

ScA2CNterm

CCTGATTATGAATACCAGCCTGG
AGCAAAGAACGTAATAATGTACT
GGCCCTTAATG

Konstruktion einer
S. carnosus secA?
Integrationsmutante

ScA2CCtermBamHI

GCGGGA TCC GC CGA ATG TCA
CCATAC TCAAGC

Konstruktion einer
S. carnosus secA?2
Integrationsmutante

POSecAl N BamHI

GTCGGATCCTATGTGATATTTGA
AAGGGCTCT

Klonierung des
S. carnosus secAl
Promotors votacZ

POSecAl Cterm

GTGAATCCGTAATCATGGTCATT
CTGTTCGCTCCT TTGGTATAA

Klonierung des
S. carnosus secAl
Promotors votacZ
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POSrr NBam GTCGGATCCGTGAATTTAAGTAC |Klonierung des
AGATTGAAAC S. carnosus secA2/secYR
Promotors votacZ
POSrr Cterm GTGAATCCGTAATCATGGTCATT |Klonierung des

N

CATCACATTCCCCAATCTCTA S. carnosus secA2/secY
Promotors votacZ

POlacZ Nterm ATGACCATGATTACGGATTCAC | Amplifikation des
promotorlosenacZ-Gens

POlacZ Cterm Xbal |CAGTCTAGAGCGAAATACGGGC |Amplifikation des
AGACATG promotorlosenacZ-Gens

[1.2 Chemikalien und Enzyme

Analysenreine Chemikalien arldRoth GmbH & Co, Karlsruhe
Merck AG, Darmstadt
Serva GmbH & Co.KG, Heidelberg
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen

Biochemikalien, Enzyme incl. Puffer Roche Debtand Holding GmbH, Grenzach
%5-L-Methionin NENuBont (Deutschland), Bad Homburg
Fertigmedien, Medienkomponenten Difco LaboramrDetroit, USA
Nitrozellulosemembranen Schleiché&chiill, Dassel

PVDF Membranen Immobilon P; Millipore; Fa. CRbth Karlsruhe

[1.3 Medien und L&sungen

LB (Luria Broth) Medium (Miller, 1972 ): prol: 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NacCl
pH 7,0
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Medien zur Transformation von B. subtilis (Hardy, 1985)

4 x SP-Medium: prol: 56 g XKPQO,
2 KHPO,
B (NH)SO
4 g JQatratx7H,0O
@8 MgSQx7H,O
@8 Casaminoacids

o2

SPI-Medium: prol: 250 ml ¥ SP-Medium
oM  CaCl
2M  MgCh

5(g/ml Tryptophan
5@g/ml Histidin
0% Glukose
HdAqua bidest

Das fertige SPI-Medium wurde sterilfiltriert

Medium zur radioaktiven Markierung von B. subtilis (van Dijl et al., 1991)

S7 Minimalmedium: 20 mM K-Phosphat-Puffer pH 7,0
20 mM Na-Glutamat pH 7,0
10 mM (NH).SO,
2 mM Mgdl

oM Cadl
50 uM MnGCl
MM FeGl
1 uM ZnGl
2 uM Thiamin

0,4 pg/ml Riboflavin

28 pg/ml Uridin

1 % Ribose

50 pg/ml aller Aminosauren aul3er Methionin
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LOsungen zur

RF1: prol:

RF2: prol:

Herstellung kompetenter Zellen vork. coli (variiert nach Hanahan, 1983)

12 g RbDCI

9,9 g Mngl

15 g Calt2H,0
2,9 g Kaliumacetat
121 ml Glyzerin (87%)
pH 5,8

sterilfiltriert

21 g MOPS

1,2 g RbCI

11 g Cagk2H,0
121 ml Glyzerin (87%)
pH 6,8

sterilfiltriert

BHIS Medium zur Anzucht und Regeneration vonC. glutamicum

pro |

37 g Brain Heart Infusion (BHI)
91g Sorbitol

CgXll Minimal-Medium (Keilhauer et al., 1993) fir die Anzucht vonC. glutamicum in
Minimal-Flissigmedien

prol: 20 g
5 g
1 9
1 9
0,25¢g
42 g
1 ml
1 ml

(NH)2SO, Spurensalze: 1 g FeSO/H0O
Harnstoff (pro100ml) 1 g MdX HO
KHPO, 0,1 g ZnSEx 7H0
KHPO, 20 mg CuSO
MgSQ@x 7H,0O 2 mg NiGlx 6H0
MOPS zum Lésen mit HCI (konz.) anséue

Cadl (1 g/100 ml)
Biotin (20 mg/100 ml)

Auf etwa 800 ml mit Aqua bidest auffillen und mita®@H auf pH 7.0 einstellen.
Anschlie3end mit Aqua bidest auf 920 ml auffullerdu5 min autoklavieren. Zuletzt 80 ml
50%ige Glucose, 1 ml Protokatechusaure (30 mg/md)iml Spurensalze steril zufiihren.
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Medien fur die Protoplastentransformation vonS. carnosus (G6tz und Schumacher,
1987)

PH-Medium: 4x PAB:
pro | : 10 g Bacto-Pepton 7% (WDifco Antibiotic
5 g Hefeextrakt Medium No.4
5 g NaCl
1 g Glucose
1 g kHPG,
2XSMM: 40% PEG/SMM Lsg.:
1 M Saccharose 40 g PEG 6000 in 50 ml 2xSMM
40 mM Maleinséaure ad hAICAqua bidest
40 mM MgdJ

pH 6.5 mit NaOH einstellen

CY-Medium:
25 g Hefeextrakt
25 g Casaminoacids
14,75 g NaCl
8 g Agar
SMMP-Lsg. (50 ml):
25 ml 2x SMM
9,5 ml 4x PAB
2,5 ml 5% BSA (sterilfiltriert)

CY-Softagar:
25 ml CY-Medium (frisch aufgekocht und auf 50°@ekiihlt)

25 ml 1 M Na-Succinat (50°C)
2 ml 1,5 M Na-Glycerophosphat
1 ml1lM MgCl

0,5 ml Glucose (50%)

0,5 mlBSA (5%)

DM3-Medium:

Die folgenden Lésungen wurden einzeln angesetztaumaklaviert: 500 ml 1 M Na-Succinat
pH7.3 (mit Bernsteinsaure eingestellt), 200 ml 5¢aA je 150 ml 3,3% Casamino Acids und
Hefeextrakt und je 100 ml 3,5%,KPO, und 1,5% KHPO,. Nach dem Autoklavieren
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wurden die Losungen steril zusammengefihrt und 2@itml MgCI2, 10 ml 50% (w/v)
Glucose und 10 ml 5% (w/v) BSA versetzt.

Antibiotikakonzentrationen :

Zur Selektion auf Antibiotika-Resistenz wurden dbfedien Antibiotika in folgenden
Konzentrationen zugesetzt:

o Wirkkonzentration B )
Antibiotikum Stamm Losungsmittel
(Lg/ml)
Ampicillin E. coli 100 ddHO
Chloramphenicol B. subtilis 10 Ethanol (100%)
Kanamycin E. coli 10 ddHO
B. subtilis 50 ddHO
C. glutamicum 25 ddrBO
Tetracyclin E. coli 7,5 Ethanol (70%)
B. subtilis 15 Ethanol (70%)
C. glutamicum 3 Ethanol (70%)

Zur Herstellung fester Nahrbéden wurden den Medkg/| Agar zugesetzt.

I1.4 Mikrobiologische Methoden

[1.4.1 Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung samtlicher Bakterienstamme erfelgéoweit nicht anders aufgefuhrt, in LB-
Vollmedium bzw. in BHIS Vollmedium fi€. glutamicumDie Inkubation in Flissigmedium
erfolgte bei einem Volumen von 5 ml in Reagenzgléadeei 170 rpm. Die Kultivierung in
Flissigmedium ab einem Volumen von 10 ml erfolgte Brlenmeyerkolben auf einem
Schuttler bei 120 rpnB. subtilis, S. carnosusnd E. coli werden standardmaRig bei 37°C,
C. glutamicunbei 30°C inkubiert.

[1.4.2 Stammbhaltung

Die Stammhaltung samtlicher Bakterienstamme edaigtForm von Glyzerinkulturen. UNK
wurden zu 50% mit Glyzerin versetzt, in flissigetitk&toff schockgefroren und bei —20°C
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bzw. —70°C aufbewahrt. Die kurzfristige Aufbewahgurerfolgte auf LB-Agarplatten,
entsprechend der Resistenz des Bakterienstammesitibtotika supplementiert, bei 4°C.

I1.4.3 Wachstumskurven

Die Aufnahme von Wachstumskurven erfolgte in 500Erienmeyerkolben mit Schikanen
mit einem Kulturvolumen von 50 ml. Das Flissigmedinvurde mit Ubernachtkulturen,
sofern nicht anders erwahnt, auf eines@®on 0,05 angeimpft und je nach Stamm bei 30°C
oder 37°C und 120 rpm inkubiert.

11.4.4 Transformation von Bakterien

[1.4.4.1 Transformation von E. coli Stdmmen (Hanahan, 1983)

Der jeweilige Stamm wurde in 100 ml LB-Medium bis@ner ORy, von 0,6 angezogen und
15 min mit 5.000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Das Igellet wurde in 17 ml eiskaltem RF1-
Puffer gewaschen und nach einem zweiten Zentrifoigsgchritt in 4 ml RF2-Puffer
resuspendiert. Die kompetenten Zellen wurden in il0QAliquots in 1,5 ml Eppendorf
ReaktionsgefalRen in flussigem Stickstoff schoclayefr. Zur Transformation wurden
kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, zu ca. 10®lagmid-DNA pipettiert und 30 min auf
Eis inkubiert. Ein anschlielBender Hitzeschocklgtéofir 90 sek bei 42°C. Nach Zugabe von
1 ml LB zu den Zellen wurden diese zur Auspragueg plasmidkodierten Antibiotika-
Resistenz 1 h bei 37°C geschuttelt. Nach 10 mintrifegation bei 13.000 rpm und 4°C
wurde das Zellpellet in 100 pl LB-Medium resuspendiund 1/10 bzw. 9/10 des
Transformationsansatzes auf Selektionsagarplatisplattiert. Die Inkubation erfolgte tber
Nacht bei 37°C.

[1.4.4.2 Transformation von B. subtilis Stammen (variiert nach Sadaie und Kada, 1983)

Samtliche verwendeten Gefal3e wurden vor Gebrautlgua bidest autoklaviert. In einem
100 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen wurden 5 RI-Bledium, je nach bereits kodierter
Antibiotika-Resistenz des Stammes mit entsprechendatibiotika versetzt, aus einer
B. subtilisUNK zu einer Ogovon 0,05 beimpft und bei 37°C bei 130 rpm inkubi8ei
Transformation der temperatursensitiven Mutante N2 Mutante wurden die Zellen
anstelle von 37°C bei 30°C inkubiert, sowohl bes&im wie auch allen weiteren Schritten.
Bei Erreichen der spatexponentiellen bis statianaréachstumsphase wurden 1 ml der
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Zellsuspension in einen 100 ml Erlenmeyerkolbeneol®thikanen Ubertragen, mit 5 pl
EGTA (0,1 M) versetzt und 5 min bei Raumtemperatiubiert. Anschlielend wurden die

Zellen je nach Stamm mit 1 pg bis 10 pg Plasmid-Digfsetzt und fir eine Stunde bei 37°C
mit 110 rpm geschuttelt. Zur Auspragung der plagmiierten Antibiotika-Resistenz wurden
3 ml LB-Medium zum Transformationsansatz zugegelrah weitere 1,5 Stunden bei 37°C
mit 130 rpm inkubiert. Die Zellen wurden dann 1Gmit 4.800 rpm bei 4°C abzentrifugiert
(Eppendorf Centrifuge 5810 R), in 100 ul LB-Mediumesuspendiert und auf

Selektionsagarplatten ausplattiert. Die Inkubatitem Zellen erfolgte bei 37°C Uber Nacht.
Inkubation von NIG1152 Stammen erfolgte Uber Na&ht30°C.

[1.4.4.3 Transformation von C. glutamicum Stammen

Zur Transformation vonC. glutamicumwurde die Methode der Elektroporation mit
anschlieBendem Hitzeschock angewandt (Taeickl, 2002). Dazu wurden 50 ml BHIS
Medium mit einer Einzelkolonie vog&. glutamicumangeimpft und Gber Nacht bei 30°C
inkubiert. Anschlieend wurden 5 ml dieser Vorkuolio 250 ml BHIS-Medium Uberimpft
(1 | Kolben mit Schikanen) und bis zu einer gPvon 1,5 inkubiert. Nach Erreichen der
gewinschten Zelldichte wurden die Zellen in zwetlIAZentrifugenbecher tberfthrt und
durch Zentrifugation geerntet (20 min, 6000 rpmCy°Die Zellen wurden nachfolgend
dreimal mit 20 ml eiskaltem TG-Puffer (1 mM Tris pH5, 10% Glycerin) und weitere
zweimal mit 50 ml eiskaltem 10 %igem (v/v) Glycegawaschen. AnschlieRend wurden die
Zellen in 1 ml eiskaltem 10 %igem (v/v) Glycerirsuspendiert, in Aliquots von 100 pl in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zu iihlverwendung bei -70°C gelagert. Zur
Elektroporation wurden 50ul Zellen mit der zu tfansierenden DNA gemischt und
luftblasenfrei in eine vorgeklhlte, sterile Eleltonationskivette (Typ 16 S 2086, Biorad,
Munchen) Uberflhrt. Der Ansatz wurde mit 0,8 ml%em (v/v) Glycerin Gberschichtet.
Die Elektroporation wurde dann bei einer Spannuag 2,5 kV, einem Parallelwiderstand
von 200 W und einer Kondensatorkapazitat von 25 ipFeinem BIORAD GENE
PULSERTM (Biorad, Munchen) durchgefuhrt. Sofort nach Begndg des elektrischen
Pulses wurde die Zellsuspension in 4 ml BHIS-Medaufgenommen, in ein 15 ml Falcon-
Rohrchen tberfiihrt und 6 min bei 46°C inkubierte€gir Hitzeschock inaktiviert vermutlich
das Restriktionssystem vdD. glutamicum so dass bei Verwendung heterologer DNA eine
hohere Transformationseffizienz erreicht werdennkg8chaferet al, 1994). Nach dem
Hitzeschock wurden die Zellen fir 90 min bei 30°@eu Schiitteln regeneriert, bevor die
Zellsuspension auf BHIS-Selektionsagarplatten aattsgit wurde.
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[1.4.4.4 Transformation von S. carnosus Protoplasten (G6tz und Schumacher, 1987)

Die Transformation von Plasmid-DNA i8. carnosuserfolgte Uber Protoplasten. Hierzu
wurde der jeweilige Stamm in 500 ml PH-Medium hiseiner OD600 von 0,5 angezogen.
Die Zellen wurden durch Zentrifugation (6700 rprb, rhin, 4°C) geerntet. Das Pellet wurde
anschlieBend in 30 ml SMMP-Losung resuspendiert, eimen sterilen 100 ml
Erlenmeyerkolben Uberfiihrt und mit 30 pl Lysostapbdsung (1 mg/ml) versetzt und
16-18 h bei 30°C stehend inkubiert. Die so herdjégsteProtoplasten wurden anschlieRend
durch Zentrifugation geerntet (25 min, 7600 rpm,) Rfd in 5 ml SMMP gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation wurden die Protoplaste,ih ml SMMP aufgenommen, in 300 pl-
Portionen aliquotiert, in fluissigem Stickstoff schgefroren und bis zur Verwendung bei
-75°C gelagert. Fur die Transformation wurden dietdplasten auf Eis aufgetaut und je
Aliquot mit 1-2 pg DNA versetzt. Nach Zugabe vomR40 %iger PEG/SMM-L6sung (40 g
PEG 600 in 100 ml 2x SMM) und einer Inkubation \@min bei RT wurden 7 ml SMMP-
Losung zugesetzt, die Protoplastensuspension ganftischt und anschlieRend 15 min bei
7600 rpm, RT zentrifugiert. Die geernteten Protsfga wurden in 250 pl SMMP
resuspendiert, auf DM3-Platten ausplattiert unddfr h bei 37°C inkubiert. Danach wurden
die DM3-Platten mit 3 ml CY-Softagar (50°C), desdgewiinschte Antibiotikum in 10-facher
Konzentration enthielt, Uberschichtet und fur 2ag@ bei 37°C inkubiert.

[1.4.5 Durchfihrung von ,plasmid-curing“-Experiment en

Um die Essentialitat voi€. glutamicumGenen zu verifizieren wurden ,plasmid-curing”-
Experimente durchgefuhrt. Hierzu war es zuerstréeidich eine chromosomale Deletion des
zu untersuchenden Gens durchzufihren, wenn dasifGérans vom pVWEX2-Vektor
exprimiert wird. AnschlieRend wurden ein solcherldliensstamm und der Wildtyp, die
beide den entsprechenden pVWEX2-Expressionsveldsrzd untersuchenden Gens tragen,
auf ihre Fahigkeit hin untersucht dieses Plasmigerlieren. Dazu erfolgte eine Anzucht von
je drei unabhangigen Klonen beider Stamme in jenlBHIS-Medium mit 100 uM IPTG,
aber ohne das fir die Selektion auf den Vektor eedete Tetracyclin, in 100 ml
Erlenmeyerkolben bei 30°C und 120 rpm. Nach 10 (tdigg bzw. 14 (Ubernacht) Stunden
Wachstum wurden je 150 pL der Stamme in 10 mltiescBHIS-Medium mit 100 mM IPTG
aber ohne Tetracyclin Uberimpft und weiter wie obeschrieben inkubiert. Die QB nach
jedem Animpfen der Kolben und vor dem Uberimpferém nachsten Kolben wurde jeweils
ermittelt. Aus der Anzahl der von der Anfangs-$afxur End-ORy ndtigen Verdopplungen
der Zellzahl wurden die verstrichenen Generatiogreechnet. Der jeweilige Versuch wurde
durchgefuhrt, bis mindestens 235 Generationen Wachdgur alle untersuchten Stamme
erreicht waren. Nach 75, 115, 175 und 235 Genemtiovurden Zellen der jeweils drei
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unabhangigen Kulturen des Deletionsstamms und diédiys auf BHIS-Agarplatten mit
100 puM IPTG ausplattiert. Anschlielend wurden ven dusplattierten Zellen der jeweils
drei Kulturen des Deletionsstamms und des Wildg400 Klone auf BHIS-Agarplatten
(insgesamt also je 300 Klone des Wildtyps und detetibnsstamms) mit entweder nur
100 uM IPTG oder 100 uM IPTG und Tetracyclin gepidkas prozentuale Verhéaltnis der
Klone, die noch Tetracyclin-resistent sind, in Bgzauf die Anzahl der Klone die auf
Medium nur mit IPTG wachsen, wurde fur die jewealgStadmme berechnet. Tetracyclin-
Resistenz wurde mit der Anwesenheit des Vektors Teiacyclin-Sensitivitat mit einem
Verlust des Vektors gleichgesetzt. Um zu verifigredass diese Annahme korrekt war, und
um zu Uberprifen, ob es sich bei dem jeweiligerm8&tanoch um den Wildtyp oder den
Deletionsstamm handelte, wurden zu jedem der $udeltte Zellen der beiden Stamme auf
die Anwesenheit des Plasmids tber Mini-Praparatiwh in Bezug auf den Genlokus des zu
untersuchenden Gens uber PCR kontrolliert. Da igirzd untersuchenden Deletionsstamme
niemals Tetracyclin-sensitive Klone gefunden wurdkannten hier nur die Tetracyclin-
resistenten Klone untersucht werden. Zu den Zekigm75, 115 und 175 Generationen
wurden 5 Tetracyclin-resistente und 10 Tetracysénsitive Klone des Wildtyps und vom
Deletionsstamm 5 Tetracyclin-resistente Klone aigsel Weise untersucht. Zum letzten
Zeitpunkt wurden vom Wildtyp jeweils 20 Tetracyehesistente und Tetracyclin-sensitive
Klone und vom Deletionsstamm 20 Tetracyclin-resitgelone untersucht.

[1.5 Gentechnische Methoden

[1.5.1 Allgemeine gentechnische Methoden

[1.5.1.1 Agarose-Gelelektrophorese (Sambrookt al., 1989)

Fur die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihred® im elektrischen Feld wurden
0,8%ige Agarosegele angefertigt. Hierzu wurde Agaiio TAE-Puffer aufgekocht und nach
Abklhlen auf 50°C-60°C auf Geltrager gegossen. CIdben wurden mit 1/10 Volumen
10x Probenpuffer versetzt und die ElektrophoresdAf-Puffer bei 100 V durchgefihrt.
Nach erfolgter Elektrophorese wurden die DNA-Bande&s min in einer
1% Ethidiumbromidldsung gefarbt, und 5- 10 min imd&er entfarbt.

10x TAE-Puffer: prol: 48,4 g Tris
11,42 Edsigsaure (96%)
7,449 EDTA/N&
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10 x Probenpuffer: 0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xytyanol
50 % @dyin

[1.5.1.2 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

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

[1.5.1.3 Behandlung von DNA mit alkalischer Phosphtase

Um die Religierung linearisierter Vektoren zu veides, wurden vor dem Ansetzen der
Ligation 5 - Phosphatreste des Vektors mit alkakscPhosphatase entfernt. Die alkalische
Phosphatase (shrimp alkaline phosphatase) wurdei dach Angaben des Herstellers
verwendet.

[1.5.1.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Im Ligationsansatz mit einem Gesamtvolumen von L@yde ein molares Verhaltnis von
Vektor zu Insert von 1:3 eingestellt. Die Ligaticgrfolgte mit 1/10 Volumen 20
Ligationspuffer (200 mM Tris/HCI pH 7,6, 100 mM MgC100 mM DTT, 6 mM ATP) und
1,0 Einheiten T4 DNA-Ligase bei 16°C Uber Nacht.

[1.5.1.5 Umwandeln von Uberhdngenden 5 Enden in gtte Enden

Zum Auffullen von Uberhdngenden 5'-Enden wurde dfgenow' - DNA-Polymerase
(Roche, Mannheim) benutzt. Bis zu 300 ng DNA wurdait 1/10 Volumen Nick
Translationspuffer, 1/10 Volumen dNTP- Mix (dAT#CTP, dGTP, dTTP je 2 mM) und 1ul
,Klenow’ - Enzym (Roche Molecular Biochemicals, Mdreim) versetzt und 30 min bei
37°C inkubiert. Das Enzym wurde anschliel3end diitithe inaktiviert (10 min bei 70°C)
und die DNA mit Hilfe des ,QIAquick Gel ExtractioKit’ nach der Vorschrift ,QIAquick
PCR Purification Kit Protocol* gereinigt.
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Nick Translationspuffer: 500 mM Tris/HCI, pH7,5
1 niDIT
0,1 M MgSQO,
500 ul/BBA

[1.5.1.6 Entsalzung von DNA- Lésungen

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

[1.5.1.7 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA aus Agarosegelen erfolgté DBIA-Fragmenten mit einer Grol3e
von 400bp bis 5kb Uber das ,QIAquick Gel Extractigit’ nach Protokoll des Herstellers
(Qiagen, Hilden).

[1.5.2 Praparation von DNA

[1.5.2.1 Praparation chromosomaler DNA

Die Praparation chromosomaler DNA dissubtilis C. glutamicunoderS. carnosugrfolgte
mit Hilfe des ,DNeasy Tissue Kit" (Qiagen) und wairrdach Protokoll des Herstellers
durchgefiihrt (DNea$yTissue Handbook; Seite 28/29 und 17-19). Im RadieS. carnosus
wurden anstelle von Lysozym Lysostaphin fur denlazgschluss (15 pl einer 1 mg/ml
Stocklésung pro Ansatz) verwendet.

[1.5.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus. coli wurde nach dem Prinzip der alkalischen Lyse
(Birnboim und Doly, 1979) verfahren. Hierzu wurdeweder das ,QIAprep Spin Miniprep’
oder das ,Midi Plasmid Purification Kit' (Qiagen,ilten) verwendet. Es wurden 2 ml UNK
bei 13.000 rpm fir 10 min (Eppendorf, RT) abzenogiért und anschlieiend wurde nach
Protokoll des Herstellers verfahren. Die Prapamatimn Plasmid-DNA Uber das ,Midi
Plasmid Purification Kit' erfolgte nur, wenn groRé&ngen an DNA benétigt wurden oder
wenn das Plasmid in einer sehr niedrigen Kopienzatiegt (,very low copy’-Vector).

36



Il. Material und Methoden

Die Isolierung von Plasmid DNA aus Gram-positiveakirien erfolgte analog zu der aus
E. coli, doch wurden die Zellen hierzu nach dem Abzargiéren der UNK fiir 30 min in
250 pl des von Quiagen hergestellten P1-Resupemdjspuffer mit 5 mg/mlEg. subtilig
bzw. 20 mg/ml C. glutamicum Lysozym bzw. 15 ul einer 1 mg/ml Lysostaphin Lidgu
(S. carnosusbei 37°C lysiert. Die Inkubationszeit bei 37°QG Be glutamicunbetrug anstelle
von 30 min 1,5-2 h. AnschlieRend wurde ebenfalthrarotokoll des Herstellers verfahren.

[1.5.2.3 Plasmidisolierung im praparativen Mal3stab

Zur Isolierung von Plasmiden im préaparativen MaRstas 150-500 ml Kulturen wurde das
Nucleobond-Kit (Macherey und Nagel) mit Puffern undch Angaben des Herstellers
verwendet. Zellen einer Kultur bis 200 ml wurdenl&-14 Zentrifugenbechern, Zellen einer
Kultur bis 500 ml in JA-10 Zentrifugenbechern 10nntei 8.000 rpm abzentrifugiert
(Beckmann, 4°C). Zur Plasmidisolierung au& subtilis wurden die Zellen nach

Resuspendierung in S1-Puffer (Macherey und Nag@ld® min durch Zugabe von 80 pl
Lysozym (100 mg/ml) bei 37°C unter leichtem Schweankufgeschlossen.

[1.5.3 Durchfihrung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1988)

Die in vitro-Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten erfolgte mitiltd der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) (Saikiet al, 1988). Hierzu wurden zwei komplementéare,
konvergierende Oligonukleotide (Primer) verwenakg das zu amplifizierende Fragment
flankieren. Die PCR-Reaktion wurde mit Hilfe derigHFidelity’-DNA-Polymerase (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim) durchgefiihrt. REiralytische PCRs wurde eine Taq
Polymerase ohne ,proof reading”“-Aktivitat (MBI Feemtas, St.Leon-Rot) verwendet. Bei
Fragmenten mit einer Gréf3e von Uber 8 kB wurde,Bigpand Long Template* Polymerase
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim), bei Fragten tUber 12 kB die Polymerase des
,Expand 20 kB“"** (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim) Systerasvendet

Die Reaktion wurde im T3 Thermocycler von Biometrd@rchgefuhrt. Hierbei wurde der
erste Programm-Zyklus 10 mal, der zweite 20 malammér Verlangerung der Elongationszeit
von 5s/Zyklus wiederholt. Der PCR Produkt wurderidia Agarosegel von Nebenprodukten
getrennt und aufgereinigt (siehe 5.1.8).

Die Temperatur fur das ,Primer Annealing’ errechsieh nach folgender Formel:

TM=69,3°C +[0,41 x (GC-%) — (650/Primerlange mp
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[1.5.4 Durchfihrung der,cross-over*-PCR

Um eine préazise Fusionierung von zwei DNA-Fragmerea erzielen, wurde die ,cross-
over‘-PCR-Technik eingesetzt (Abbildung 7). In dasten PCR-Reaktionen wurden hierzu
die beiden zu fusionierenden DNA-Fragmente (Fragnierund 2) separat voneinander
amplifiziert (Abbildung 7 A). Beim Design des Priree8 wurde hierbei darauf geachtet, dass
er als 5"-Uberhang Uber einen Bereich verfligtedden 3" -Ende des Fragments 1 entsprach.
Somit besalRen Fragment 1 und 2 einen Uberlappéeteinch. Dieser Uberlappende Bereich
war in der angeschlossenen ,cross-over‘-PCR voreBeuhg (Abbildung 7 B). Hier wurden
in einer PCR-Reaktion mit den Primern P1 und P4FRtegmente 1 und 2 gleichzeitig als
Lemplate” eingesetzt. Ein PCR-Produkt konnte iesér PCR nur erhalten werden, wenn es
Zzu einem ,annealing” von Fragment 1 und 2 an demrlappenden Bereich kam. Daher
wurde die ,annealing” Temperatur dieses Bereich®lesign des Primers 3 auch so gewahlt,
dass sie mit der von Primer 1 und Primer 4 Ubetieinste. Nach der ,cross-over“-PCR
wurde eine genaue Fusion des Fragments 1 an dgmé&mna2 erhalten.

A p1 P3
e — e———
> Y
B P1 J\L
—————~
P4

Abbildung 7: Schematische Darstellung der ,cross-ar“-PCR.

(A): PCRAmplifikation der beiden zu fusionierenden Nuclédstquenzen. Hierbei enthalt Prir
3 als 5°-Uberhang einen Bereich, der denEBde von Fragment 1 entspricht (roter Anha
Primer 1 und 4 enthalten Restriktionsschnittsteflerdie spéatere Klonierung (gelbe Anhénge).
(B): PCR zur Amplifikation der Genfusion. Fragméntnd 2 werden gemeinsam als ,templ:
DNA in eine PCR-Reaktion eingesetzt. Amplifikatierfolgt mit den Primern 1 und 4.

[1.5.5 Nicht radioaktive DNA-Sequenzierung nach deiKettenabbruch-Methode

Wie bei der klassischen radioaktiven Sequenzienikamach Sangeet al. (1977) wird auch
bei dieser Methode der Abbruch der DNA-Polymeragdren beim Einbau von
Didesoxynukleotiden genutzt. Hierzu wurden Fluoeegzmarkierte Oligonukleotide als
Primer (MWG Biotech) und zirkulare Plasmid-DNA alslatrize verwendet. Die
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Sequenzierung wurde mit der LI-COR- Apparatur dem& MWG-Biotech nach Angaben
des Herstellers durchgefiihrt. Fir die Sequenzmakitvurde das ,Thermo Sequenase
fluorescent labelled primer cycle sequencing K&mersham Pharmacia Biotech, England)
verwendet. Die PCR-Reaktion wurde im T3-Thermoayelen Biometra® nach folgendem
Protokoll durchgefthrt:

30 x: 1. 95°C 3 min; 2. 95°C 15 sek; 3. 55°C 30 gekr0°C 40 sek, gehe zu 2

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

Die Reaktion wurde durch Zusatz von 3 pl ,stop 8otu und 3-mindtiges Erhitzen bei 95°C
gestoppt. Die DNA-Fragmente wurden in einem 4,6%igé6cm langen und 0,25mm dicken
,Long-Ranger’ Polyacrylamidgel in 1x TBE Laufpuffaufgetrennt. Vor dem Auftragen der
Proben wurde das Gel im Vorlauf fir ca. 10 min 46fC vortemperiert. Es wurden jeweils
1,5 ul Probe auf das Gel aufgetragen. Die Gelaphkrese erfolgte ber Nacht bei 47 mA,
50 W, 2200 V und einer Temperatur von 45°C. Dieftszenz-markierten DNA-Fragmente
wurden mit der Software ,Base ImagélR (Begleitsoftware zur Apparatur LI-COR) erfasst
und ausgewertet.

Sequenzgel (4,6 %): 4,6 ml crydamid (Long Ranger)
21  gHarnstoff
5 ml10x TBE-Puffer (Long Run)
32 ml Aqua dest.
60 uITEMED
350 ul10% APS

10 x TBE-Pulffer: prol 162 ¢ Tris
27,5 g Borsaure
39 ¢ EDTA

Bei spateren Sequenzierungen stand der Kappilagaequ ,3100-AvantGenetic Analyzer”
(Applied Biosystems) zur Verfugung, der das Seqigwnarhaben deutlich beschleunigte.
Hier wurde die Sequenzier-PCR-Reaktion unter Vedweg normaler unmarkierter
Oligonukleotide (OPERON Biotechnologies, Koln) mém ,BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit* (Applied Biosystems) nach Angabes tHerstellers durchgefuhrt. Die vier
verschiedenen Didesoxynukleotide waren hierbei mitterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoffen markiert. Die Aufreinigung der Sequeaktionen erfolgte mit dem ,DyeEx 2.0
Spin Kit* (Qiagen, Hilden). Abweichend von den Abga des Herstellers wurden die
.BigDye-Saulchen* vorher zweimal mit je 20 pl HPMasser gewaschen. Die
Sequenzierung mit dem ,310Avant Genetic Analyzer erfolgte nach Angaben des
Herstellers und wurde mit der zugehdrigen ,Dataédtion Software 2.0 ausgewertet.
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[1.5.6 DNA-DNA Hybridisierung nach Southern

Zur Hybridisierung wurde entsprechend der Vorsthids ,DNA-Labeling and Detection-
Kits* (Roche, Grenzach-Wyhlen) vorgegangen, der HMethode von Southern (1975)
zugrunde liegt.

Herstellung einer Digoxygenin-markierten DNA-Sonde

Die Digoxygenin-markierte DNA-Sonde wurde mittel€R-Reaktion (s. 11.5.3) hergestellt.
Dazu wurde der zur DNA-DNA-Hybridisierung ausgew&ahDNA-Bereich mit geeigneten
Primern unter Zusatz von 20 pM Digoxygenin-marldert dUTP (DIG-11-dUTP)
amplifiziert. Die Digoxygenin-Markierung wurde n@ts Agarose-Gelelektrophorese
Uberprift, da das markierte PCR-Fragment im Vecgleum nicht markierten Fragment ein
langsameres Laufverhalten aufweist. Die Sonde wuscldiel3lich Uber ein Agarosegel
aufgereinigt.

Hybridisierung von chromosomaler DNA und Plasmid#N

Transfer der DNA auf Nylonmembranen

Die mit Restriktionsenzymen verdaute DNA (4-15 pdNA) wurde in einem 0,8%
Agarosegel aufgetrennt und mit einer Vakuum-Blopamtur (LKB 2016 VacuGene,
Pharmacia/LKB) auf Nylonmembranen Ubertragen. Dabeide das Gel abhangig von der
Dicke jeweils fur 20 bis 60 min nacheinander mitpDenierungslosung (0,25 M HCI),
Denaturierungslésung (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH) ivelitralisierungslosung (1 M NJAc)
Uberschichtet. Die DNA wurde anschliel3end zur Fung auf der Membran mit einem Geréat
der Firma Stratagene mit UV-Licht (Stratalinker002mJ) bestrahlt.

Hybridisierung der Ziel-DNA mit der Sonde

Fur die im Folgenden beschriebenen PrahybridisggyrHybridisierungs- und Waschschritte
wurden die Membranen mit der jeweiligen Lésung inem Glasrohrchen inkubiert. Das
Glasrohrchen wurde dazu in einem Hybridisierungsagferollt. Das Abdecken unspezifischer
Bindungsstellen erfolgte durch Prahybridisierung d&embranen fir 4 h bei 68°C in
Prahybridisierungslosung (5x SSC, 0,1% N-Laurylsarmkat, 0,02% SDS, 0,5% Blocking
Reagenz [Roche]). Zur Hybridisierung wurde die Meanbin Hybridisierungslésung (wie
Prahybridisierungslosung mit 5 -10 ng DNA-Sonde prp Uber Nacht bei 42°C inkubiert.
Die Sonde wurde vor der Zugabe in die Hybridisigaldsung fir 10 min bei 95°C
denaturiert und in Eiswasser abgekunhlt.
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Nachweis der Sonde

Um ungebundene Sonden zu entfernen, wurden die kégrab zweimal fir 10 min bei RT in
2x SSC, 0,1% SDS und zweimal fur 25 min bei 68°€C Griix SSC, 0,1% SDS gewaschen.
Zur Vermeidung der unspezifischen Bindung des Ampkrkonjugates (s. u.) wurden die
Membranen kurz in Puffer 1 (100 mM Maleinsaure, 1@ NacCl, pH 7.5) aquilibriert und
fur 60 min in Blocking-Puffer (Puffer 1 mit 1% Blking Reagenz) im Hybridisierungsofen
bei RT gerollt. Die Lésung wurde entfernt und duBtbcking-Puffer, der Anti-Digoxygenin-
Antikorper gekoppelt an alkalische PhosphataseOQDQ@, Roche) enthielt, ersetzt und die
Membranen fur weitere 30 min inkubiert. Ungebundéméikérper wurden durch zweimal
30-minutiges Waschen mit Puffer 2 (Puffer 1 mit%,3ween20) bei RT entfernt. Nach
2-mindtiger Aquilibrierung in Puffer 3 (100 mM TH4$CIl pH 9.5, 100 mM NaCl, 50 mM
MgCl,) wurden die Membranen mit 10 ul CSPD® in 1,5 mff@u3 lberschichtet und in
einen Hybridisierungsbeutel eingeschweilt. CSPO®eiis Chemilumineszenz-Substrat fur
die alkalische Phosphatase. Das als Folge der CSPE®osphorylierung emittierte Licht
kann mit einem Rontgenfilm nachgewiesen werden.Bxigosition des Rontgenfilms erfolgte
jeweils fiir 12 min und fur 1h.

20x SSC: 175,5 g NaCl; 88,23 g Naitrat x 2HO pro |

[1.6 Proteinchemische Methoden

[1.6.1 Isolierung von Proteinen aus Gesamtzellextigen und Kulturtiberstanden

[1.6.1.1 Induktion der Genexpression

Zellen aus 2 ml einer UNK wurden 10 min bei 13.0p0 (Eppendorf, RT) abzentrifugiert
und anschlieend zweimal mit dem Medium, in dem khduktion stattfinden sollte,
gewaschen. Mit der gewaschenen Kultur wurden 5 esl ldduktionsmedium (entsprechend
der Resistenz des Bakterienstammes mit Antibiddilkaplementiert) zu einer Qg von 0,2
angeimpft und 4-5 h bei experimentell erforderlitAeemperaturen inkubiert. Wenn sich die
zu exprimierenden Gene unter der Kontrolle eindsizierbaren Promoters befanden, wurde
die Expression durch Zugabe des entsprechenderktbrdugezielt induziert. Der Xylose
Promotor von pXR100 und pWH1520 wurde mit 0,5 % o0$@, derlacZ-Promotor von
pUC18 sowie detac Promoter von pEKEX2 und pVWEX2 wurden mit 1 bzyl &M IPTG
induziert.
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[1.6.1.2 Herstellung vonE. coli Gesamtzellextrakten

2 ml der wie unter 6.1.1 behandelten Kultur wurd®min bei 13.000 rpm (Eppendorf, 4°C)
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl 30 mM/HCI, pH 8.0 resuspendiert. Es wurden
Glaskugeln (@ 0,1- 0,25 mm Fa. Clauss, Nidderagggaben und fiur 10 min bei maximaler
Schittelfrequenz in der Retschmihle aufgeschlogienzelltrimmer wurden abzentrifugiert
(10 min, 13.000 rpm, 4°C) und der Uberstand abgenem Dieser wurde 1:1 mitx2
Laemmli Puffer (5 ml Tris/HCI pH 6,5, 2 g SDS, 11 Glycerin 87%, 1,6 g DTT, 0,25%
Bromphenolblau, ad 50 ml Aqua bidest) versetzt fiimd.0 min bei 95°C inkubiert, wodurch
die Proteine denaturiert wurden.

11.6.1.3 Herstellung vonB. subtilisund S. carnosus Gesamtzellextrakten

2 ml der wie unter 6.1.1 behandelten Kultur wurd®min bei 13.000 rpm (Eppendorf, 4°C)
abzentrifugiert, das Pellet in 50 pl Lysispuffé® (mM Tris/HCI pH 8,0, 25 mM MgG| 200
mM NaCl, entweder 5 mg/ml Lysozym f@. subtilisoder 15ul einer 1mg/ml Lysostaphin
Lésung furS. carnosusresuspendiert und der Ansatz 30 min bei 37°C bt Durch
Zugabe von 50 pl % Laemmli Puffer (5 ml Tris/HCI pH 6,5, 2 g SDS, 4Iml Glycerin
87%, 1,6 g DTT, 0,25% Bromphenolblau, ad 50 ml Agidest) und 10 min Inkubation bei
95°C wurden die Proteine denaturiert.

[1.6.1.4 Herstellung von Gesamtzellextrakten au€. glutamicum

2 ml der wie unter 6.1.1 behandelten Kultur wurd@&nmin bei 13.000 rpm abzentrifugiert
und das Pellet in 100 pl Lysepuffer (10 mM Tris/HE 8,0; 25 mM MgCJ; 200 mM NacCl)
plus 15 mg/ml Lysozym resuspendiert. Der Ansatzdew h bei 37°C bei 250 rpm inkubiert
und anschlieBend im Branson Sonifier 250 bei 20%lade und Stufe 2 mittels Ultraschall
komplett aufgeschlossen. Die Zelltrimmer wurdem®0 bei 15300 rpm abzentrifugiert, der
Uberstand in ein neues Eppendorfgefal uberfihtt160 pl 2x Probenpuffer nach Lammli
versetzt und 10 min bei 95°C erhitzt. Eine altemeatund deutlich schnellere
Aufschlussmethode stellt der Kugelmuihlenaufschingsier Retschmihle dar. Hierzu wurden
die abzentrifugierten Zellen in 100 ul 30 mM Tri€fKH pH 8.0 resuspendiert, Glaskugeln
(@ 0,1-0,25 mm Fa. Clauss, Nidderau) zugegeben fimd20 min bei maximaler
Schittelfrequenz in der Retschmihle aufgeschlogienzelltrimmer wurden abzentrifugiert
(10 min, 13.000 rpm, 4°C), der Uberstand abgenomrheh mit 2x Lammli-Probenpuffer
versetzt und zur Denaturierung der Proteine 10bwir®5°C erhitzt.
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[1.6.1.5 Aufarbeitung von Kulturiberstéanden

Die Zellen aus 2 ml der wie unter 6.1.1 behandeitaliur wurden 20 min bei 13.000 rpm
(Eppendorf, 4°C) zentrifugiert und die Proteine ay& ml des Uberstandes mit 200 pl TCA
(100%) Uber Nacht bei 4°C gefallt. Die Proteine aair 30 min bei 13.000 rpm (Eppendorf,
4°C) abzentrifugiert und das Pellet zweimal mit #aee(80%) gewaschen. Danach wurde das
Pellet in der Vakuumzentrifuge getrocknet, in 502 Laemmli-Puffer aufgenommen und
die Proteine bei 95°C fur 10 min denaturiert.

[1.6.1.6 Fraktionierung von S. carnosusin Protoplasten und Zellwand

Fur die Fraktionierung voB. carnosusvurden 2 ml Kultur mit einer Of3p von 4 fiir 2 min
bei 13000 rpm zentrifugiert und der Kulturtiberstamfernt. Das Pellet wurde in 96 pl
SMM-L6sung (500 mM Sucrose, 20 mM Maleinsaure, Mg(@avarre et al, 1996)
resuspendiert, mit 4 pl Lysostaphin (5 mg/ml in SM®I6st) versetzt und 45 min bei 37°C
inkubiert. Die Zellsuspension wurde dann 10 min bBBBO0 rpm zentrifugiert, um das
Zellwandkompartiment (Uberstand) von den protojgasn Zellen (Pellet) zu trennen. Der
Uberstand wurde sorgfaltig abgenommen, in ein nd&msendorfgefal tberfihrt und mit
10% TCA bei 4°C uber Nacht gefallt. Das Pellet veurdit 500 pl SMM gewaschen und
schlie3lich in 500 pl 50 mM Tris/HCI pH 7.5 resusgert und ebenfalls mit 10% TCA bei
4°C Uber Nacht gefallt. AnschlieRend wurden diebBrp10 min bei 15300 rpm zentrifugiert
und jeweils 1x mit 500ul 100% Aceton und 80% Acegewaschen. Das Prazipitat wurde bei
RT getrocknet und in 85 ul 2x Probenpuffer nachnuadi aufgenommen und 10 min bei
95°C erhitzt.

11.6.1.7 Osmotischer Schock miE. coli

Zur Fraktionierung vork. coli Zellen in Periplasma- und Cytoplasma/Membran-koakt
wurde eine Osmoschock-Methode angewendet, die inaf Bestabilisierung der Zellwand
durch Zugabe von EDTA und Lysozymbehandlung bermaturch kénnen die Proteine im
Cytoplasma und in der Zellmembran und die Prot@mderiplasma getrennt voneinander
isoliert und mittels SDS-PAGE und Western Blot usieht werden.

Die Zellen wurden in 5 ml LB-Medium Uber Nacht 331°C angezogen. 700 pl der Kultur
wurden in 50 ml LB-Medium im Schiittelkolben pipettiund bei 37°C fir 2 bis 3 Stunden
geschattelt. Sobald die Kultur eine OD600 von 12 efreicht hatte, wurde soviel der Kultur
in ein 50 ml Falcon-Réhrchen Gberfiihrt, dass diesa@@-O0Ry, 55 betrug. Die Zellen
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wurden abzentrifugiert (10 min, 5000 rpm) und irb 2nl 30 mM Tris/HCI pH 8.0
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation (sieben) wurde der Uberstand sorgfaltig
abpipettiert, das Pellet in 40 pl Sucroselosungisesndiert (Vortex) und in ein neues
Eppendorfgefald tberfuhrt. AnschlieRend wurden RPDygozymldésung dazu gegeben, kurz
,gevortext’ und sofort fir 4 min auf Eis gestelMach Zentrifugation (15 min, 13000 rpm,
4°C) wurde der Uberstand (Periplasmafraktion)imreeues EppendorfgefaR tberfiihrt. Das
Pellet (Spheroplasten) wurde vorsichtig mit 80 utrdseldésung abgesptilt und in 1 ml 30
mM Tris/HCI pH 8,0 resuspendiert. Nach Zugabe vodaskugeln (4 0,1-0,25mm, Fa.
Clauss, Nidderau) wurden die Spheroplasten 10 reinmaximaler Schittelfrequenz in der
Retschmihle aufgeschlossen und die Zelltrimmerrdbizgiert (10 min, 13000 rpm). Der
Uberstand (Cytoplasma-/Membranfraktion) wurde imm@ues EppendorfgefaR tberfuhrt und
die Proteinkonzentration wurde nach der Methode {Bradford, 1976) bestimmt. Die
Cytoplasma-/Membran- sowie die Periplasmafraktioarden in 2x Probenpuffer nach
Laemmli aufgenommen.

[1.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmlét al., 1970)

Die Proteine wurden nach ihrer Grof3e im denaturdea SDS-Polyacrylamidgel im
elektrischen Feld aufgetrennt. Die Acrylamidkonzatvn des Trenngels lag bei 12,5%. Das
Trenngel wurde mit einem 5%igen Sammelgel Uberbbbic

Trenngel (12,5%): pro 30 ml: 12,5 ml AcrylamBisacrylamid (30:0,8)
7,5 ml 1,5M Tris/HCI pH 8,8
0,3 ml 10%SDS
3,2 ml 87%Glycerin
6,2 mlHO
0,3 ml 10% APS
20 pl TEMED

Sammelgel (5%): prol5 ml: 2,5 ml AcrylamBisacrylamid (30:0,8)

3,75 ml 0,5M Tris/HCI pH 6,8

0,15 ml 10% SDS

8,45 ml HO

0,15 ml 10% APS

20 pl TEMED
Die Proben wurden vor dem Auftragen ix 2aemmli-Puffer aufgenommen und zur
Denaturierung 10 min bei 95°C inkubiert. Die Elekinorese erfolgte in Laufpuffer (pro I
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6,08 g Tris, 28,86 g Glycin, 10 ml SDS 10%) uberciMabei 10 mA pro Gel. Bei
Verwendung von Minigelen von Biometra® wurde dieltophorese bei 20 mA/ Gel fir
1 bis 2 Stunden durchgefihrt.

[1.6.3 Coomassie- Farbung von Proteingelen

Das zu farbende Gel wurde 1 h in Coomassie Brillizlne-Losung (pro I: 1,75 g Serva Blau
R, 454ml Methanol, 92 ml Eisessig) geschwenkt umd dberschissige Farbstoff mit
Entfarber (30% Ethanol, 10% Eisessig) entfernt. D@sl wurde anschlielend in
Geltrocknungsrahmen (Gel Drying Frames; DiversifiGibtech) nach Anleitung des
Herstellers getrocknet.

[1.6.4 Silber-Farbung von Proteingelen

FUr den sensitiveren Nachweis von Proteinen wuridese mit Silber gefarbt. Hierzu wurde
das ,Serva Silver staining kit* (Serva; Heidelbenglch Angaben des Herstellers eingesetzt.
Trocknung der Gele erfolgte wie unter 11.6.3 begadten.

[1.6.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen mitgezifischen Antikorpern (Western
Blot)

Die zu untersuchenden Proteine wurden vor der thmprhg auf Nitrozellulosemembranen
oder PVDF Membranen im SDS-Polyacrylamidgel aufgeit. Samtliche verwendeten
Filterpapiere (Whatmann 3MM) sowie die Nitrocellsgmnembran (Schleicher & Schill,
Dassel) wurden vor Gebrauch kurz im Transferpuffeo |: 3 g Tris, 14,4 g Glycin, 10%
Methanol) getrankt. Das Acrylamidgel wurde ebesfdld min in Transferpuffer equilibriert.
Die anschlieRende Ubertragung der Proteine auflifiezellulosemembran erfolgte fir 1,5 h
bei 0,8 mA/cm Gel. Hierfir wurde die Blot-Apparatur von PharnadtKB verwendet und
der Aufbau nach Anweisungen des Herstellers dufdhge Alternativ wurde fur Mini-Gele
die Trans-Blot" Kammer (Biorad) verwendet und der Blot bei 100% f h durchgefiihrt.
Nach dem Transfer der Proteine wurde die Membran Albdeckung unspezifischer
Bindungsstellen 30 min bei 37°C in Blot-Puffer D (M Tris/HCI pH 7,5, 0,9% NaCl, 5%
Magermilchpulver) geschwenkt. Danach wurde die Memldl h in Blot-Puffer 2 (10 mM
Tris/HCI pH 7,5, 0,9% NaCl, 0,5% Magermilchpulvéd,1% Tween 20), in dem der
Antikorper (primarer Antikorper) gegen das Zielmiot 1:1000 verdinnt wurde, geschwenkt.
Zum Entfernen Uberschussiger Antikdrper wurde diemdran zweimal 30 min in Blot-
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Puffer 2 gewaschen. Fir den Nachweis der primamik@per wurde die Membran mit an
alkalische Phosphatase gekoppelte sekundéare Apékankubiert. Hierzu wurde entweder
Anti-Rabbit 1gG 1:15000, Anti-Mouse 1gG 1:15000 odenti-Guinea Pig 1:30000 in Blot-
Puffer 2 verdiinnt. Die Membran wurde 1 h bei 37 @eér Loésung inkubiert. Durch erneutes
zweimaliges Waschen (s.0.) wurde der Uberschissmgaindare Antikoérper entfernt.
Anschlie3end wurde die Membran in EntwicklungspuffBEO0 mM Tris/HCL pH 9,0, 100
mM NaCl, 5 mM MgC}) 10 min equilibriert und zum Starten der Farbrgakimit 10 ml
Entwicklungslésung (10 ml Entwicklungspuffer, 66 NBT [50 mg/ml in 70% Formamid],
66 ul BCIP [25 mg/ml]) Uberschichtet. Sobald dietBinbanden ausreichend sichtbar waren,
wurde die Reaktion durch Waschen der Membran miig886TCA-LOosung oder Wasser
gestoppt. Beim Western Blot der SecY-Proteine wartitelle des Blot-Puffers 1 TBT-Puffer
mit Magermilchpulver (50 mM TrisHCI pH 7,5; 150 mMaCl; 0,05 % Tween, 5 %
Magermilchpulver) und anstelle von Blot-Puffer 2 T-Buffer ohne Magermilchpulver
eingesetzt.

Verwendete Antikorper :

Anti-SecA S. carnosus (Dr. K-L Schimz)
Anti-SecA2 S. aureus (diese Arbeit)
Anti-Lipase S. hyicus (Dr. K-L Schimz)
Anti-TalB E. coli (Eurogentec)
Anti-MalE E. coli (Dr. K-L Schimz)
Anti-5xHis (Qiagen, Hilden)
Anti-SaSrr2200Lip S. aureus/S. hyicus (diese Arbeit)
Anti-LacZ E. coli (Dr. K-L Schimz)

11.6.6 Pulse-Chase mitB. subtilis (variiert nach van Dijl, 1991)

[1.6.6.1 Markierung von B. subtilisWT

Aus einerB. subtilis UNK in S7-Medium (mit entsprechenden Antibiotikadu50 pg/ml
Methionin supplementiert) wurden 5 ml S7-Mediumetner ORy von 0,075 angeimpft und
bis zu einer Okyvon 0,6-0,8 im Reagenzglas bei 37°C und 200 rprakiget. Dann wurde
dem Ansatz ein Volumen entnommen, welches so graf} dass die Ofdo nach Waschen
und Resuspendieren in 2,5 ml Medium 0,6 entspfaase Zellen wurden in 50 ml Falcon
Tubes 10 min bei 5.000 rpm (Heraeus Minifuge, R€ptafugiert. Die Zellen wurden
zweimal mit 5 ml S7-Medium ohne Methionin gewascha dann in 2,5 ml S7-Medium
ohne Methionin resuspendiert. Der Zellansatz wundgtere 45 min bei experimentell
erforderlicher Temperatur mit 200 rpm inkubierturanduktion der Genexpression von
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IPTG- induzierbaren Genen wurde den Kulturen 10 wun der Markierung 1 mM IPTG
zugesetzt. Die Markierung der Zellen erfolgte bieee Versuchstemperatur von 37°C mit
100 pCi**S-Methionin. Die Markierung erfolgte fiir 1 min. Cmoh wurden 100 pl Chase-
Losung (45 mg/ml Methionin, 2,5 mg/ml Puromycin)gesetzt und zu verschiedenen
Zeitpunkten 600 ul Proben entnommen, die sofoft,5hml Eppendorf Reaktionsgefal3en mit
150 pl eiskalter TCA (40%) gemischt wurden. Diel@elwurden Gber Nacht bei 4°C gefallt.

11.6.6.2 Markierung von B. subtilis NIG1152

Um den Einfluss verschiedener SecA-Proteine aufRleteinexport von Vorlauferproteinen
in B. subtilis zu untersuchen, wurde die temperatursensiBvesubtilis secAMutante
NIG1152 verwendet. Bei der nicht-permissiven Terapervon 42°C kommt es in dieser
Mutante zu einem Block des Proteinexportes derm$glicht, den Einfluss von heterologen
SecA Proteinen auf den Proteinexport zu untersuchen

Aus einer UNK der temperatursensitivBn subtilissecAMutante NIG1152 in S7- Medium
(mit entsprechenden Antibiotika und 50 pg/ml Methosupplementiert) wurden 5 ml S7-
Medium (mit entsprechenden Antibiotika und 50 pgMdthionin) zu einer OB von 0,3
angeimpft und in einem 100 ml Erlenmeyerkolben Saihikanen bis zu einer Qg von 0,9—
1,0 bei 30°C und 160 rpm inkubiert.

Um Unterschiede des Proteinexportes bei der permarssTemperatur von 30°C und der
nicht-permissiven Temperatur von 42°C zu untersactweirden Hunger in Abwesenheit von
Methionin und Pulse-Chase fiir einen Teil der Zeben30°C, fur den anderen Teil bei 42°C
durchgefuhrt. Fir die Untersuchung des Proteindgpbei 42°C wurde dem Ansatz ein
Volumen entnommen, welches so grof3 war, dass diggObBach Waschen und
Resuspendieren in 2,5 ml Medium 0,8 entsprach.eBidé&olumen wurde in 50 ml Falcon
Tubes 5 min bei 4.800 rpm (Eppendorf Centrifuge G682) und Raumtemperatur
abzentrifugiert, zweimal mit 5 ml S7-Medium ohnetiMenin gewaschen und dann in 2,5 ml
S7-Medium ohne Methionin resuspendiert, wahrendrdgtlichen Zellen mit S7-Medium
(mit entsprechenden Antibiotika und Methionin) aufe OQy von 0,75 verdinnt und weiter
bei 30°C und 160 rpm inkubiert wurden. Mit diesestlichen Zellen wurden anschlie3end
der Proteinexport bei 30°C untersucht. Die gewasehaind resuspendierten Zellen wurden
zur Untersuchung des Proteinexports bei 42°C 40bmirder nicht- permissiven Temperatur
von 42°C inkubiert. Zur Induktion der Genexpressimm IPTG-induzierbaren Genen wurde
den Kulturen 10 min vor der Markierung 1 mM IPTQyesetzt. Die Markierung erfolgte mit
200 uCi *S-Methionin fur 1 min. Danach wurden 100 upl Chassung (45 mg/ml
Methionin, 2,5 mg/ml Puromycin) zugesetzt und ztsebiedenen Zeitpunkten 600 ul Proben
entnommen, die sofort in 1,5 ml Eppendorf Reakgef@&ien mit 150 ul eiskalter TCA
(40%) gemischt wurden. Die Zellen wurden Uber Naehd°C gefallt.
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Im Anschluss wurden zur Untersuchung des Protemap bei 30°C die ,restlichen®,
weiterhin bei 30°C inkubierten Zellen, vollstandigntisch behandelt wie die Zellen bei der
Untersuchung des Proteinexportes bei 42°C, nur evukdungerperiode und Pulse-Chase bei
30°C durchgefiihrt.

11.6.6.3 Aufarbeitung der Proben

Die Proben wurden 20 min bei 13.000 rpm (Eppend®if) abzentrifugiert und das Pellet
dreimal mit Aceton (80%) gewaschen. Das Pellet wizdnin bei 95°C getrocknet und in
100 pl Lysispuffer (10 mM Tris/HCI pH 8,0, 25 mM @&, 200 mM NaCl, 5 mg/ml
Lysozym) sorgfaltig resuspendiert und 45-60 min3&C inkubiert. Durch Zugabe von 10
ul 10% SDS wurden die Zellen 10 min bei 95°C Iytsi®rann wurde dem Ansatz 1 ml IP-
Puffer (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,92%itdnX-100, 5 mM EDTA)
zugegeben, unldsliche Bestandteile durch 20 mintrfegation abgetrennt und 1 ml
Uberstand zur Immunfallung in ein neues 1,5 ml Hpolpef-Reaktionsgefal tberfiihrt. Durch
Zugabe von 10 ul Antikorper gegen das Zielproteurde das Protein 1h bei 30°C unter
leichtem Schwenken an den Antikérper gebunden.F&llung des Komplexes aus Protein
und Antikérper wurden 100 pl Pansorbinzellen (10%erte Staphylococcus aurelZellen
mit exponiertem Protein A) zugefiigt und der Ansafz min bei 30°C leicht geschwenkt.
Anschlieend wurden die Pansorbinzellen 3 min b2i0d0 rpm (Eppendorf, RT)
zentrifugiert und vollstandig in Waschlosung 1 &0 Tris/HCI pH 8,0, 1 M NaCl, 1%
Triton X-100) resuspendiert. Der Vorgang wurde Wiaschldésung 2 (50 mM Tris/HCI pH
7,5, 0,5 M LICl, 0,1% SDS) und Waschlésung 3 (50 mié/ HCI pH 7,5) wiederholt. Nach
dem letzten Zentrifugationsschritt wurde das Peitet50 pl & Laemmli-Probenpuffer
resuspendiert und die Proben 10 min bei 95°C deediu Zur Bestimmung der
Radioaktivitdt wurden 5 pl der Proben enthommerginem Kunststoff-Szintillationsgefard
mit 5 ml Szintillations-Flussigkeit (Ultima Gold XRPackard Bioscience) vermischt und die
Radioaktivitat ausgezahlt. Die Probenvolumina wardaef einen Wert von 10.000 bis 15.000
cpm (counts per minute) normiert, auf ein SDS-Polglamidgel aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt (vgl. 11.6.2.).

11.6.6.4 Gelaufarbeitung

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine zun&hsnin mit 45% Isopropanol, 10%
Essigsaure im Gel fixiert und anschlieBend 30 mih EN°HANCE (NEN™Life Science

Products, Belgium) unter leichtem Schwenken impeignDas Gel wurde dreimal 15 min
mit Wasser gewaschen und dann in einer Vakuum-&regparatur 1,5 h bei 80°C auf
Filterpapier getrocknet. Der Nachweis der radioaknarkierten Banden erfolgte durch
Auflegen eines Rontgenfilms fir mehrere Tage b&i°€7und nachfolgender Entwicklung.
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Zusatzlich konnte durch Exposition eines ,Scree(istji BAS-MP Imaging Plate) das
markierte Proteinmuster mit Hilfe des Fuji BAS 18Bi@ Image Analysers sichtbar gemacht
und die radioaktiv markierten Banden quantitatisgawertet werden. Hierzu wurde die
Software ,Advanced Image Data Analyser” (Rytestwandet.

[1.6.7 MALDI-TOF Massenspektroskopie

Fur Peptidmassen-,Fingerprint*-Analysen wurden [reteinbanden in Coomassie-geféarbten
SDS-Polyacrylamidgelen herausgeschnitten und miytpsin verdaut (Fountoulakis und
Langen, 1997). Mit Silber gefarbte Protein-Gele aeur vorher nach dem ,Destain®-
Protokoll des ProteoSilvBfPlus-Kits der Firma Sigma entfarbt. Die Proteinteamdh den
Gelstucken wurden nach zweimal 10 min Waschen 66t 8l 0,1 M Ammoniumbicarbonat
in 30% (v/v) Acetonitrii (ACN) fir 20 min in eineVakuumzentrifuge getrocknet und
anschlieBend mit 1 pl 3 mM Tris/HCI-Puffer (pH8,8)t 10 ng/pl Trypsin (Promega)
rehydratisiert. Nach 20 min wurden weitere 2 pl 3mivs/HCI (pH8.8) ohne Trypsin
zugegeben und die Proben bei 37°C uber Nacht verBaa Peptide wurden durch Zugabe
von 6 pl Wasser, 15 min Inkubation, Zugabe von B,1% (v/v) Trifluoressigsédure (TFA) in
30% (v/v) ACN und nochmals 10 min Inkubation aus &DS-Polyacrylamidgel- Resten
eluiert. Zum tryptischen Verdau von Proteinen insludg wurde die Proteinprobe durch
Ultrafiltration (je nach GrolRe Microcon-30 oder @)Ceingeengt, in 10 pl 3 mM Tris/HCI
(pH8.8) mit 10 ng/ul Trypsin aufgenommen und Ubeacit bei 37°C inkubiert.
Anschlieend wurden 5 pl 0,1% (v/v) TFA in 30% {(vi&kCN zugegeben. 0,5 ul der
erhaltenen Peptidlosung wurden auf einer Probeepiait 0,5 pl einer gesattigten Losung
von a-Cyano- 4-hydroxy-trans-Zimtsaure in 50 % \VACN, 0,25 % (v/v) TFA gemischt.
Eine externe Kalibrierung erfolgte fur jede Probi Irilfe der Calibration Mixtures 1 und 2
des ,Sequazyme Peptide Mass Standard Kits* (ApBiedystems, Weiterstadt). Die Proben
wurden in einer Voyager-DE STR Biospectrometry Vétakon (Applied Biosystems) im
positiven Reflektor-Modus mit 20 kV Beschleunigusggnnung, 63% Gitterspannung und
einer Verzdgerungszeit von 125 ns analysiert. Zeau&ung des Gerats und zur Datenanalyse
wurden die Voyager Control Panel Software 5.0 uedvibyager Data Explorer Software 3.5
(Applied Biosystems) verwendet. Die erhaltenen Eemssen wurden zur Suche in einer
lokalen Datenbank mit 3312C. glutamicurdProteinen (Degussa) mit Hilfe der
GPMAWSoftware 4.0 (Lighthouse Data) oder dem MSHriagramm (Clausest al, 1999)
genutzt. Eine sichere Identifizierung wurde angemem, wenn mindestens vier
Peptidmassen mit den vorhergesagten Massen ukeremisen, wobei die Unterschiede
zwischen gemessener und theoretischer Masse magid®appm betragen durften und die
Fehler der einzelnen Peptide einem Muster folgthas auf eine ungenaue Kalibrierung
zuruckgefuhrt werden konnte. Wenn die Anzahl degepudneten Peptide fir eine sichere
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Identifizierung des Proteins nicht ausreichend wamrde versucht, einzelne dominante
Peptide einer PSD-Analyse (,Post Source Decay”)unterziehen. Peptide im Bereich
zwischen 1 und 4 kDa wurden Uber einen ,precursorselector* (Fensterbreite £ 10 Da)
isoliert und die Fragmentierung durch hohe Lasergee induziert. Die
Fragmentmassenspektren wurden in 12 Segmentennteitsahiedlichen Verhaltnissen von
Beschleunigungs- zu Reflektorspannung aufgenomméulecrement ratio® 0,75). Die
Gerateparameter waren wie oben beschrieben awd&srdie Gitterspannung auf 75% und die
Verzogerungszeit auf 150 ns eingestellt wurden.eEKalibrierung erfolgte Uber die
Aufnahme eines Fragmentmassenspektrums von  Angiaten Die  erwartete
Aminosauresequenz des analysierten Peptids wurddamierhaltenen Fragmentmassen mit
dem ,lon Fragmentation Calculator” der Voyager Diaxalorer Software verglichen.

[1.6.8 Herstellung polyklonaler Antikdrper

Fur die Herstellung polyklonaler Antikérper wurde Kaninchen (weibliche Chinchilla
Bastard Kaninchen) das Protein injiziert, gegencthvet der Antikdrper gebildet werden
sollte. Hierzu wurde zuerst in grol3em Mal3stab &ehrProtein 2x oder 4x 250 ml Kultur) die
Expression des Proteins . coli (S. aureusSecA2) oderS. carnosus(Srr2000ProLip)
induziert und die Zellen nach Abzentrifugieren weben unter 11.6.1.2 bzw. 1.6.1.3
beschrieben aufgeschlossen. Nach einer Abschatenglonzentration des in den Proben
enthaltenen Zielproteins gegen einen BSA-Standandlevdas benétigte Volumen auf eins,
oder im Falle des Srr2000ProLip-Proteins auf zvwegperative, 3 mm dicke SDS-Gele
aufgetragen, um letztendlich mindestens 700 pgZiefproteins zu erhalten. Neben den
Expressionsstammen wurde jeweils auch noch einédePreines Stammes mit dem
entsprechenden Leervektor aufgetragen, um nacthgleiithrter SDS-Gelelektrophorese und
Coomassie-Farbung des Gels die Bande des gewlUnsghkproteins leicht erkennen zu
kénnen. Diese wurde aus dem Gel ausgeschnittennub@ ml Falcons gegeben. Es wurde
zweimal mit 20-40 ml Aqua bidest fur je 5 min awnd Wippschittler durch lineare auf und
ab Bewegung gewaschen. Anschlieend wurde zweinmal2nml Triethanolaminacetat
Puffer (100 mM TEA,; pH 7,5 mit Acetat eingestefliy je 10 min inkubiert. Daraufhin wurde
zweimal 10 min mit 25 ml TEA Puffer (s.0) mit 6 Makhstoff gewaschen. Nach erneutem
zweimal 10 minutigem Waschen mit TEA-Puffer ohnerridéoff, wurden die intakten
Gelwiurmer in eine kleine X-Press Zelle gegeben uimer 2-3 Tage bei —25°C gelagert. Die
Gelwurmer wurden in der X-Press zerkleinert, biseeeinheitliche, breidhnliche Masse
entstand. Der Gelbrei wurde anschlie3end 1:1 naumas Adjuvanz (7 Teile ,Incomplete”
und 1 Teil ,Complete®; Fa. Sigma) vermengt. Vonsdgie Mischung wurde mit einer sterilen
Spitze ein Kaninchen mit dem Volumen injiziert, dagmdestens 250 pg des Zielproteins
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enthalt. 5-6 Wochen spater erfolgte eine Nachimsianing mit mindestens 150 pg des
Zielproteins. Das Serum wurde anschlielBend aufesdteaktivitat getestet. Falls die

Reaktivitat gering war, wurde nach weiteren zwei dEn erneut mit 150 pg Protein

nachimmunisiert. Bei guter Reaktivitat des Serurmsde das Kaninchen ausgeblutet und das
Serum lyophylisiert.

[1.6.9 B-Galaktosidase-Aktivitats-Test

Eine qualitative Ermittlung der3-Galaktosidase-Aktivitat wurde auf LB-Platten mitGal
(100 pg/ml) durchgefihrt. FOr quantitative Studiemurde ein o-Nitrophenyg-D-
galaktopyranosid (ONPG) basierter Enzymtest duritnge 1 ml einer 5 ml Ubernachtkultur
wurde abzentifugiert (10 min, 13000 rpm) und dide€®®in 1 ml Z-Puffer (60 mM N&lPQO,
40 mM NaHPQ,, 10 mM KCI, 1 mM MgS@, 50 mM(3-Mercaptoethanol) resuspendiert. Die
ODgoo wurde gemessen. 100 pl der Zellsuspension wurd& @i pl Z-Puffer verdinnt und
15 ul einer 1 mg/ml Lysostaphin-Losung wurden hgegeben. Nach 10 min Inkubation bei
37°C wurden 8 pul einer 10% Triton X-100 Lésung higefigt und die Zellen fir 5 min bei
30°C inkubiert. Anschlielend wurden 200 ml eingschi angesetzten 4 mg/ml ONPG-
Losung (in Z-Puffer) zugefugt, und das Gemisch3@min bei 30°C inkubiert. Die Zeit von
ONPG-Zugabe bis zur Farbung wurde gemessen. 4Gflngt 1 M Na-Carbonat Lésung
wurden hinzugefugt und die Zellen fir 10 min bed@8 rpm abzentrifugiert. Im Anschluss
wurde die O und die ORsp gemessen. Als Referenz bei der photometrischersivigs
wurde ein Gemisch ohne Zellen exakt gleich behandgé [3-Galaktosidase-Aktivitat in
Miller-Units wurde nach der folgenden Formel beresth(Miller, 1972):

(Aszo = L75LOD;,)
ODy,, Volumeipml] 130

1 Miller Unit =1000

Volumen: eingesetztes Zellvolumen in ml

11.6.10 Katalase-Aktivitats-Test

Fur die Bestimmung der Katalase-Aktivitat wurde ¢HgO.-Abnahme photometrisch bei
240 nm verfolgt. Hierzu wurden von einer zu messaniultur die Oy bestimmt und
250 pl Kulturvolumen abzentrifugiert (10 min, 130€ffm, 4°C). Von dem Stamm mit der
niedrigsten Olyo wurden bei einer Ofgp von 8-15 150 pl bzw. bei einer @favon mehr als

15 67 pl des Uberstands im Enzymtest eingesetitalie anderen Uberstandsvolumina
wurden entsprechend lhrer @ an diesen Stamm angepasst. Der Probe wurden it 85
bzw. 933 pl HO,-haltigen-Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,0, 0,3% KNGO mM HO,)
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aufgefullt, kurz gemischt und die Abnahme der @photometrisch verfolgt. Uber einen
Zeitraum von 3 min wurden alle 10 sek Messwerteogenen. Die Extinktionsabnahme
wurde als MalRR der Katalase-Aktivitat verwendet. AlKontrolle wurde die
Extinktionsabnahme des Reaktionsgemischs ohne Zugimier Uberstandsprobe untersucht.
Die OD,4 in dieser Kontrolle war jedoch stets konstantdass ein spontaner Zerfall des
H,0O, als Grund fur die Extinktionsabnahme auszuschhiefar.
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I1l. Ergebnisse

[11.1 Untersuchungen zum . targeting® von SecA2/Sec?-
Substraten inB. subtilis, E. coli und S. carnosus.

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war es fur die cASecY2-abhéngige
Proteintranslokation vollig ungeklart, wie ein gating* spezifischer Substrate an die
SecA2/SecY2-Translokase vermittelt und ob ein fadsc,targeting” an die klassische Sec1-
Translokase verhindert wird. Um dies zu analysievaurde die Translokation verschiedener
putativer SecA2/SecY2-Substrate Bn subtilis E. coli und S. carnosusintersucht. Hierbei
wurden zum einen Versuche i&. coli und B. subtilis durchgefiihrt, den beiden
Modellorganismen fir Gram-negative bzw. Gram-puesitiBakterien, in denen der
sargeting“-Mechanismus an und die Translokatioeritlie klassische Secl-Translokase am
ausfuhrlichsten studiert wurde. Beide besitzen Keat2-System, so dass die Studien in
diesen Organismen Aufschluss Uber eine Interakiimm SecA2/SecY?2-Substraten mit der
Secl-Translokase liefern sollen. Als drittes Balterfur diese Studien wurd8. carnosus
gewahlt, ein Gram-positives Bakterium, das einehehnoVerwandtschaftsgrad zu Bakterien
mit einem SecA2/SecY2-System aufweist.

[11.1.1 Untersuchungen zum SecA2/SecY?2- targetingin E. coli.

111.1.1.1 Ein authentisches SecA2/SecY?2-Substrat vd in E. coli nicht exportiert.

Die Translokation der SecA2/SecY2-Substrate ormgordoniiund S. parasanguinierfolgt
ausschlief3lich Gber die SecA2/SecY2-Translokasagidg und Sullam, 2002; Chest al,
2004). Wie die Translokation dieser Substrate idmer klassischen Sec-Weg unterbunden
wird ist unklar. Es kdnnte z.B. in Bakterien mih@m SecA2/SecY?2-System ein spezieller
Jargeting“-Faktor vorliegen, der SecA2/SecY2-Sufig nur an die SecA2/SecY2-
Translokase heranfuhrt und somit eine Translokatidoer den klassischen Sec-Weg
unterbindet. Alternativ konnte es in den SecA2/Se8&bstraten eine Determinante geben,
die eine Translokation Uber den klassischen Sec-Welgindert. Um dies zu analysieren,
wurde die Translokation eines authentischen Se@¥3-Substrats i&. coli untersuchtder
nur Uber eine Secl-Translokase und kein SecA2/S&yéem verfligt. Das SecA2/SecY2-
Substrat vorg. gordoniiist ein sehr grof3es Serin-reiches Protein (Si8, igordoniials GspB
bezeichnet), das in einem Operon s@tA2undsecY 2kodiert vorliegt. InS. aureusexistiert
ebenfalls ein solchesecA2/secY®peron, in dem ein Gen fur ein Srr-Protein kodistt
(Abbildung 6). Es ist anzunehmen, dass es sichdiesiem Protein um das SecA2/SecY2-
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Substrat vonS. aureushandelt. Ob fir diese$. aureusSecA2/SecY2-Substrat eine
Translokation Uber die Secl-TranslokaseBEn coli méglich ist, wurde in einem ersten
Experiment untersucht. Hierzu wurde dasaureus sriGenin denkE. coli low-copy“-Vektor
pHSG575 unter Kontrolle eindac-Promotors kloniert. Da es sich b8i aureusum ein
Bakterium der Sicherheitsstufe 2 (S2) handelt, wudg Amplifikation dieser und auch aller
nachfolgenders. aureusGene mittels PCR ausgehend von chromoson&lerureusDNA
von Dr. Jochen Meens (Universitat Hannover) durfiifge. Fur dassrr-Gen, wie auch fir
alle anderen in dieser Arbeit durch PCR amplifiseGenprodukte, wurde die korrekte
Sequenz nach Klonierung verifiziert. Die Expressi®ms Srr-Proteins konnte in einem mit
Coomassie Brilliant Blue gefarbtem Gel nicht nachigsen werden. Daher wurde fiir den
Nachweis der Expression d8s aureusProteins ein polyklonaler Antikérper hergestefiir
die angewandte Methode zur Herstellung eines pohgdten Antikorpers war es jedoch nétig,
eine Bande des Proteins, gegen welches der Angkdgerichtet werden soll, in einem mit
Coomassie Brilliant Blue gefarbtem Gel zu visualisn. Da dies flr das authentische
S. aureusSrr-Protein nicht moglich war, wurde ein Antikdrpgegen ein Fusionsprotein
produziert. Bei diesem Fusionsprotein wurde demaierminale Bereich deS. aureusSrr-
Proteins an dieS. hyicusPro-Lipase fusioniert. Um das Gen zu erhalten,ciaed das
Fusionsprotein kodiert, wurde djeross-over“-PCR-Technik (siehe II. 5.4 und Abbitgdu7

A und B) angewandt. Der Bereich d8s aureus srGen, der flr die aminoterminalen 671
Aminosauren kodiert, wurde ausgehend von chromokosnfa aureusDNA und die
signalpeptidlos&. hyicusPro-Lipase ausgehend vom Plasmid pLipPS1kan amieiif Nach
der ,cross-over“-PCR wurde eine Genfusion erhalegiche das gewiinschte Srr-Pro-Lipase
(Srr2000ProLip)-Fusionsprotein  kodiert. Dieses @&irot ist mit Coomassie Farbung
detektierbar, und es konnte somit wie unter ll6eBchrieberein polyklonaler Antikérper
gegen dieses Protein hergestellt werdzas erhaltene Antiserum wurde auf seine Reaktivitat
mit demsS. aureusSrr-Protein untersucht (Abbildung 8).

g2 3
Abbildung 8: Western Blot-Analyse zum Test des Anti-Srr2000Prolp-Antikérpers in E. cali.
Spur 1: BroadRange (BR)-Protein-Marker (New EnglBralabs). Spur 2 und 3: aufgetragshdie
Cytoplasma/Membran (CM)-Fraktion deE. coli BL21(DE3) Stamme mitS. aureus Srr-
Expressionsvektor (Spur 2) und Leervektor (SpuE8)sind jeweils 3 pg Gesamtprotein aufgetragen.
Der Pfeil markiert die 175 kDa Bande des BR-Markeer Stern zeigt die Laufh6he dgsaureus
Srr-Proteins an.
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Hierzu wurdeE. coli BL21(DE3) mit entweder dem ExpressionsveKtordasS. aureusSrr
oder dem Leervektor unter IPTG-Induktion angezogeind Proteine der
Cytoplasma/Membran (CM)-Fraktion mit dem Srr200QRveAntikérper durch Western
Blot-Analyse untersucht. Wie in Abbildung 8 in deM-Fraktion des Leervektorstammes zu
erkennen, zeigt der Srr2000ProLip-Antikérper einbvgache Kreuzreaktivitdt mit mehreren
E. coli BL21(DES3) Proteinen (Spur 3). Bei Expression 8esureusSrr erkennt man neben
diesen jedoch einige weitere Proteinbanden (SpuHybei sind zwei Banden, die knapp
oberhalb von 83 kDa laufen, besonders ausgepré&gdiBsen handelt es sich wahrscheinlich
um Abbauprodukte des sehr grof®naureusSrr-Proteins. Dieses ist als eine schwachere,
aber deutlich erkennbare Bande, die im SDS-Gel wéérhalb von 175 kDa lauft,
detektierbar (Abbildung 8, Spur 2, mit einem Stemarkiert). Der hergestellte
Srr2000ProLip-Antikorper ist folglich fir den Nackis desS. aureusSrr-Proteins geeignet.

Um zu analysieren, ob fur d& aureusSrr-Protein eine Translokation B coli stattfindet,
wurde ein osmotischer Schock durchgefuhrt. Hieds®lgt eine Fraktionierung voB. coli

in Cytoplasma/Membran (CM)- und Periplasma (PP}#kwa und es ist nach SDS-PAGE
und Western Blot-Analyse maoglich zu untersuchen,deb Export eines Proteins in das
Periplasma stattgefunden hat. Fir den osmotischbac® wurde erneuk. coli BL21(DE3)

mit entweder dem Expressionsvekfidr dasS. aureusSrr oder einem Leervektor unter IPTG-
Induktion angezogen und anschliel3end fraktioniBie Ergebnisse des angeschlossenen

Western Blots sind in Abbildung 9 zu sehen.

Anti-Srr2000ProLip
Abbildung 9: Untersuchung desS. aureus

<}> Srr-Exports in E. coli nach Fraktionierung

Uber osmotischen Schock.Spur 1: BF

E’ Protein-Marker; Spur 2:5aufgetragen sin
kDa die Cytoplasma/Membran (CMjraktion

(Spur 2 und 4) bzw. die Periplasma (PP)-
Fraktion (Spur 3 und 5) ddf. coli Stamme
mit S. aureusSrr-Expressionsvektor (Spur
und 3) oder Leervektor (Spur 4 und 5). Die
Western Blot-Analyse erfolgte mit Anti-
Srr2000ProLipAntikdrper (oberes Feld) bz
Anti-TalB Anti-TalB-Antikérper als Zelllysiskontrolle
(unteres Feld). Aufgetragen sind jeweil$.§
(CM) bzw. 6 pg (PP) Gesamtprotein. C
Pfeil markiert die 175 kDa Bande des BR-
Markers, der Stern zeigt die Laufhdhe
S. aureusSrr-Proteins an.
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Als Kontrolle dafir, ob es wahrend des Osmoschacdksiner Lysierung der Zellen und einer
Kontamination der Periplasma (PP)-Fraktion mit @lasma/Membran (CM)-Fraktion
gekommen ist, wurde die Lokalisierung des cytopktsuhen Proteins Transaldolase B
(TalB) untersucht (Abbildung 9, unteres Feld). Hegkennt man, dass der durchgefihrte
Osmoschock zu keinerlei Kontamination der PP-Foakinit CM-Fraktion gefuhrt hat, da das
TalB-Protein ausschliel3lich in der CM-Fraktion @nes Feld, Spur 2, und 4) lokalisiert ist.
Bei Betrachtung der Lokalisierung d8s aureusSrr ist erkennbar, dass in dem Stamm mit
dem Expressionsvektdiir das S. aureusSrr das gesamte Srr-Protein (mit einem Stern
markiert) in der CM-Fraktion vorliegt (Abbildung @beres Feld, Spur 2 im Vergleich zu
Spur 3). In der PP-Fraktion finden sich weder dadlstandige Srr-Protein, noch
Abbaubanden des Proteins. Der Export &saureusSrr-Proteins kann irE. coli aus
verschiedenen Grunden scheitern. Einer dieserderis, dass kein ,targeting” d&s aureus
Srr-Proteins an die klassische Secl-Translokaseirsiat. Eine plausible Erklarung fir das
Ausbleiben eines ,targetings® an die Secl-Trandekavare, dass das Signalpeptid des
SecA2/SecY2-Substrats keine produktiven Wechseilwiglken mit den Komponenten der
klassischen Secl-Translokase eingehen kann. Umzdiesalysieren, wurde im Folgenden
die Translokation eines klassischen Sec-Substratsjem das Secl-Signalpeptid gegen das

eines SecA2/SecY2-Substrats ausgetauscht wurdsrsuaht.

111.1.1.2 Ein SecA2/SecY2-Signalpeptid erlaubt eintargeting* an die klassische Sec-
Translokase inE. coli.

In E. coli sollte analysiert werden, ob das Signalpeptid eiBesA2/SecY2-Proteins ein
JLargeting” eines Proteins an die klassische Se@hdlokase unterbindet. Bei Betrachtung
der SecA2/SecY2-Substrate vBnaureusund S. gordoniiist auffallig, dass fur beide ein 90
Aminosauren langes Signalpeptid vorausgesagt vibids entspricht etwa der dreifachen
Lange typischer Sec-Signalpeptide Gram-positiveki®&#en. Daher ist es denkbar, dass
dieses aufRergewohnliche Signalpeptid fur die sigehié Erkennung durch die jeweilige
SecA2/SecY2-Translokase verantwortlich ist und &fsches ,targeting® an die Secl-
Translokase verhindert. Um letzteres zu untersuychearde ein Austausch des Signalpeptids
der S. hyicusPro-Lipase, eines klassischen Sec-Substrats d&s ioli effizient in das
Periplasma transloziert wird (Meens, 1994), gegas desS. aureusSrr durchgefuhrt. Um
eine solche Fusion aus dem SignalpeptidSlesureusSrr und der signalpeptidlosé&n hyicus
Pro-Lipase herzustellen, wurde erneut die ,cross“eRPCR-Technik angewandt. Hierzu
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wurde ausgehend von chromosom&elaureudDNA die Nukleotidsequenz amplifiziert, die
fur das 90 Aminosauren lange Signalpeptid d&s aureus Srr kodiert und die
Ribosomenbindestelle (RBS) des-Gens beinhaltet. Das Plasmid pLipPSlkan wurde als
Lemplate” eingesetzt, um den Genbereich, der dieatpeptidloseS. hyicusPro-Lipase
kodiert, zu amplifizieren. Uber die ,cross-over‘-R&onnte eine prazise Genfusion, die fiir
ein Srr-Signalpeptid-Pro-Lipase (SrrSPProLip)-Fosprotein kodiert, erhalten werden. Das
srrSPProLipGen wurde in den Expressionsvektor pCU3Ery kloniardem die Expression
des Gens von einelac-Promotor gesteuert wird. Zur Lokalisierung der HgH_ipase wurde
ein osmotischer Schock durchgefuhrt. Hierzu wurdetien vonE. coli JM109 mit dem
pCU3Ery-Leervektor, dem Lipase-Expressionsvektot$LB3K23 und dem pCU3SrrLip-
Vektor mit IPTG angezogen und anschlieBend fraigibn Die Ergebnisse der

angeschlossenen Western Blot-Analyse sind in AbbidlO A zu sehen.

A anti-Lip B Anti-MalE
- _-'-_ ‘“ -
g
Anti-TalB Anti-TalB
1 2 3 4 5 6 1 2

Abbildung 10: Untersuchung des SrrSPProLip-Exports inE. coli nach Fraktionierung uber
osmotischen Schock.

(A) Aufgetragen sind die Cytoplasma/Membran (CMa&ion (Spur 1, 3 und 5) bzwdie
Periplasma (PP)-Fraktion (Spur 2, 4 und 6) Eecoli-Stamme mit dem Leervektor (Spur 1 und
dem Wildtyp-Lipase Expressionsvektor (Spur 3 undudll dem SrrSPProLip-Exgssionsvektc
(Spur 5 und 6). Die Western Blot-Analyse erfolgtie Amti-S. hyicud.ipase-Antikdrper (obeseFeld)
bzw. Anti-TalB-Antikorper als Zelllysis-Kontrolleugteres Feld).

(B) Positivkontrolle der Qualit des Osmoschocks durch Uberpriifung der Lokalisgerdes MalE
Proteins vonE. coli. Aufgetragen sind die Cytoplasma/Membran- (Spuruddl die Periplasma-
Fraktion (Spur 2) dek. coli-Stamms mit dem Leervektor. Die Western BAatalyse erfolgte mi
Anti-MalE- Antikérper (oberes Feld) bzw. Anti-TalBntikorper als ZelllysiKontrolle (untere:
Feld). Aufgetragen sind jeweils 3 ug (CM) bzw. 6(R&) Gesamtprotein.

Als Zelllysis-Kontrolle wurde erneut die Lokalisierg des cytoplasmatischen TalB-Proteins
in der Periplasma (PP)-Fraktion und der Cytopladfteaibran (CM)-Fraktion untersucht
(Abbildung 10 A und B, unteres Feld). Wie zu erkemnfindet sich in den PP-Fraktionen des
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Leervektor-Stammes und des Wildtyp-Lipase Expresstammes keinerlei TalB-Protein
(Abbildung 10 A, Spur 2 bzw. 4, unteres Feld). Bsk ist hier folglich ausgeschlossen. Fur
den SrrSPProLip-Expressionsstamm findet sich ee geringe Menge an TalB-Protein in
der PP-Fraktion (Abbildung 10 A, Spur 6, unterefdFeHier ist es zu einer sehr geringen
Kontamination der PP-Fraktion mit CM-Fraktion gekaen. Im oberen Feld von Abbildung
10 A sind die Ergebnisse des Blots mit A8tiyicusLipase-Antikorper gezeigt. Es ist zu
erkennen, dass der verwendete Lipase-Antikorper amém E. coli-Protein in der CM-
Fraktion kreuzreagiert, da ein Stamm nur mit einaarvektor eine Bande zeigt (Spur 1).
Diese Bande lauft jedoch weit unterhalb der voresagten Grol3en fur di& hyicud.ipase
und das SrrSPProLip-Protein und ist daher zu véiléasigen. Bei Betrachtung der
Lokalisierung derS. hyicusWildtyp-Lipase erkennt man in der Cytoplasma/Meambsr
Fraktion eine Bande bei einer Grol3e von etwa 71, kitain der Periplasma-Fraktion nicht
vorhanden ist (Abbildung 10 A; Spur 3). Die exkuesi Lokalisierung in der
Cytoplasma/Membran-Fraktion und das Ubereinstimménder vorhergesagten GroRe von
71,2 kDa machen es sehr wahrscheinlich, dass deesinprozessierte Vorlauferform der
S. hyicugkipase ist. In der PP-Fraktion findet sich hingepanptséachlich eine kleinere Form
des Proteins, bei der es sich hdchstwahrscheinlichdie prozessierte Pro-Lipase handelt
(Abbildung 10 A; Spur 4). Eine groRe Menge diesesdhs ist auch in der CM-Fraktion zu
sehen (Spur 3). Weitere kleinere Banden in der @hkr auch in der PP-Fraktion deuten
einen starken Abbau der Wildtyp-Lipase an.

Bei Betrachtung der Lokalisierung des SrrSPProliptdin ist dieses fast ausschlieflich in
der CM-Fraktion zu erkennen (Abbildung 10 A, SpurubBd 6). Das SrrSPProLip-
Vorlauferprotein ist aufgrund des sehr groRen Spemids mit 77,3 kDa deutlich gro3er als
die Wildtyp-Lipase. In der Periplasma-Fraktion fmdsich zwei Proteine in sehr geringer
Menge, die eine geringere GrofRe als das SrrSPRKiluferprotein besitzen. Dies deutet
auf einen, wenn auch sehr ineffizienten, Export Blegeins hin. Die bei der TalB-Kontrolle
beobachtete geringe Zelllyse kann nicht der Gruimdliese Banden in der PP-Fraktion sein,
da ansonsten alle in der CM-Fraktion gefundenendBammit gleicher Intensitat in der PP-
Fraktion vorliegen mussten. Auch fur das SrrSPRrdiotein findet in der CM-Fraktion ein
Abbau statt, doch ist dieser weit weniger starkgepsigt, als fir die Wildtyp-Lipase
(Abbildung 10 A; Spur 5).

Der in Abbildung 10 A (Spur 3 und 4) beobachtetgp@xk der S. hyicusLipase in das
Periplasma ist fur ein klassisches Sec-Substratalteismanig ineffektiv. Da es dartber
hinaus zu einer Akkumulation einer sehr grol3en Meran reifem Protein in der
Cytoplasma/Membran-Fraktion kommt ist es moglicassdder Osmoschock nicht zu einer
Abtrennung der gesamten Periplasma-Fraktion von @gtoplasma/Membran-Fraktion
gefuhrt hat. Um dies zu uUberprufen, wurde die Liskaung des periplasmatischen Maltose-
Bindeproteins (MalE) vork. coli kontrolliert (Abbildung 10 B). Bei der expemplaigen
Untersuchung der MalE-Lokalisierung fur die Osma&tProben des Leervektor-Stamms

58



lll. Ergebnisse

zeigte sich, dass nur etwa ein Drittel des MalBdéins in der Periplasma-Fraktion vorliegt
(Abbildung 10 B, Spur 1 und 2). Dies zeigt, dass @smoschock zwar prinzipiell
funktioniert hat, es aber nur zu einer Abtrennuing etwa 30% des Periplasmas von der
Cytoplasma/Membran-Fraktion gekommen ist. Das Hwrpart kann folglich nur fir eine
qualitative und keine quantitative Aussage Uberldpase-Export herangezogen werden.

Bei Betrachtung des SrrSPProLip-Proteins warkeiport in das Periplasma zu beobachten
was zeigt, dass ein SecA2/SecY?2-Signalpeptid easskéches Secl-Substratbncoli nicht
von der Translokation Uber den Secl-Weg ausschlizdi aul3ergewohnliche Signalpeptid
eines SecA2/SecY?2-Substrats ist somit zumindes&. inoli nicht in der Lage, ein falsches
JLargeting® an die klassische Sec-Translokase zuhinmdern. Da es trotz vieler
Gemeinsamkeiten auch Unterschiede in der Protesitvkation zwischen Gram-negativen
und Gram-positiven Bakterien gibt, sollte auch B subtilis dem Gram-positiven
Modellorganismus, die Translokation des SrrSPPrétipieins Uber den Secl-Weg
untersucht werden.

[11.1.2 Untersuchungen zum SecA2/SecY?2- targetingin B. subtilis.

111.1.2.1 Das SrrSPProLip-Protein wird in B. subtilis nicht exportiert.

In B. subtilis sollte untersucht werden, ob das SecA2/SecY2-§igpad auch in einem
Gram-positiven Bakterium eine Translokation Uben déassischen Secl-Weg ermoglicht.
Hierzu wurde die Translokation des SrrSPProLip-&mtdas Uber ein solches SecA2/SecY 2-
Signalpeptid verfigt, analysiert. DagsSPProLipGen wurde hierzu in ddB. colVB. subtilis-
~shuttle“-Vektor pWH1520 umkloniert, in dem die BEwgsion des Gens Uber eineylA-
Promotor reguliert ist. DexrylA-Promotor ermdglicht eine durch Xylose induzierbarel
durch Glukose reprimierbare Expression von Genderuseiner Kontrolle. Dieser Vektor
wurde als pWSrrSPProLip bezeichnet und in d&ensubtilis Wildtyp transformiert. Der
B. subtilis Wildtyp mit pWH1520-Leervektor, pWSrrSPProLip uddm Expressionsvektor
fur die unverandert&. hyicusLipase (pLipPS1kan) wurde 5h lang in Gegenwart 096
Xylose bzw. 0,5% Glukose angezogen. Zur Untersughdes Lipase-Exports wurden die
B. subtilisStamme in Gesamtzellextrakte und Uberstandsprdiationiert. Nach SDS-
PAGE wurde eine Western Blot-Analyse mit ABti-hyicusLipase-Antikorper durchgefuhrt
(Abbildung 11).
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Abbildung 11: Analyse des SrrSPProLip-Exports inB. subtilis. Fraktionierung vorB. subtilis
DB104 mit Leervektor (Spur 1-4), SrrSPProLip-Exgieasvektor (Spur 5-8) urd. hyicuswildtyp
(WT)-Lipase Expressionsvektor (Spurl®) in Gesamtzellfraktion (Z) und Uberstand (USh R
bedeutet, dass Stdmme in Gegenwart von 0,5% Glukogezogen wurden, bei einem |
Gegenwart von 0,5% Xylose.

Wie in Abbildung 11 zu erkennen, reagiert d&r hyicusLipase-Antikdrper nicht mit
Proteinen eineB. subtilisStamms mit dem Leervektor, unabhéangig davon, nb Anzucht
mit Glukose oder Xylose im Medium erfolgte (Spu#)l-Hingegen ist die Expression der
Wildtyp-Lipase (Spur 9-12) besonders bei Anzucht Xylose im Medium (Spur 10 und 12)
deutlich zu erkennen. Hierbei fallt auf, dass SlidhyicusWildtyp-Lipase fast vollstandig in
den Uberstand sekretiert wird (Spur 11 und 12;pl@zessierte Pro-Lipase ist durch einen
Pfeil gekennzeichnet), wo sie in einBr subtilisKultur durch extrazellulare Proteasen in
einige typische Abbauprodukte gespalten wird. Bbiiet man das SrrSPProLip-Protein
(Spur 5-8), so ist bei Xylose-Induktion (Spur 6 u8H ebenfalls eine starke Expression
sichtbar, wahrend unter Repression agkA-Promotors mit Glukose keine Expression zu
sehen ist (Spur 5 und 7). Auffallig ist, dass daSBProLip-Protein vollstandig als Pra-Pro-
Form in den Zellen akkumuliert (Spur 6). Im Ubenstast keinerlei Lipase detektierbar (Spur
8). Die Ergebnisse der Western Blot-Analyse steimeiinklang mit Untersuchungen zur
Lipase-Aktivitat auf Tween80-Testplatten (Abbilduag). Bei Sekretion der Lipase in den
Uberstand fuihrt die Lipase-Aktivitat auf diesen tRla zu einer Prazipitation von
freigesetzten wasserunlgslichen Fettsduren, washdame Hofbildung zu erkennen ist.
Wahrend die Wildtyp-Lipase eine deutliche Hofbilduwerursacht, lasst sich bei Induktion
der Hybrid-Lipase-Expression keine Aktivitat naclses (Abbildung 12).
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SrrSPProLip | SrrSPProLip

Leervektor Wildtyp-

Lipase

Abbildung 12: Lipase-Aktivitatstest in B. subtilis auf einer Tween80-Testplatte mit Xylose.
Ergebnisse nach Auftropfen voB. subtilis Ubernachtkulturen gleicher Q§ und nach 24
Inkubation bei 3°C. Die Platte enthalt 0,5% Xylo:

Das bedeutet, dass ein Protein mit einem SecA2/&&yhalpeptid inB. subtilisvon der
Translokation Uber den Secl-Weg ausgeschlossen Wias steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen aus. coliwo eine, wenn auch ineffektive, Translokation siselchen Proteins
maoglich ist.

NebenE. coli undB. subtiliswurde das ,targeting“ eines Proteins mit einemA2é¢8ecY 2-
Signalpeptid an die Secl-Translokase noch in eimitien Bakterium,S. carnosus
untersucht.

[11.1.3 Analyse des ,targetings” von SecA2/SecY2-Sistraten in S. carnosus

111.1.3.1 Das SrrSPProLip-Protein wird in S. carnosus Uber den Sec1-Weq transloziert.

Bei S. carnosufiandelt es sich um einen nicht-pathogenen nahernarelten vorss. aureus
Die Komponenten der klassischen Secl-TranslokaseSvaaureusweisen zu den bislang
identifizierten klassischen Sec-Proteinen (SecAgcY3, SecE) ausS. carnosuseine
bedeutend groRere Homologie auf, als zu den Kommgenealer Secl-Translokase &tiscoli
und B. subtilis Um Wechselwirkungen des SrrSPProLip-Proteins, ddser das
aulBergewohnliche SecA2/SecY2-Signalpeptid vBn aureus verfugt, mit der Secl-
Translokase zu untersuchen, st8llicarnosusomit eine interessante Alternative dar.

In S. carnosuswurden im Verlauf dieser Arbeit die Gene fir eirec82/SecY2-
Translokationssystem identifiziert (siehe 111.3.15s war unklar, ob dieses System in
S. carnosudunktionell ist oder nicht. Da i§. carnosugedoch zunéachst das ,targeting” und
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die Translokation Uber die klassische Sec-Transkkantersucht werden sollten musste
ausgeschlossen werden, dass gleichzeitig eine [okation des SrrSPProLip-Proteins tber
das SecA2/SecY2-System erfolgen kann. Um dies wilgdeisten, wurde die Translokation
auch in einesecA2Disruptionsmutante (DeltaA2, siehe 111.3.1.2) v®ncarnosusintersucht,

in der kein funktionelles SecA2/SecY2-System madttiegen kann.

Fur die Versuche irS. carnosusvurde zuerst das Gen, welches das SrrSPProLigiRrot
kodiert, in derk. coli/S. carnosusshuttle“-Vektor pXR100 kloniert, in dem die Exmmson
des Gens durch einerxylA-Promotor gesteuert wird. Der hieraus resultierende
Expressionsvektor (pXRSrrSPProLip) wurde in d&ncarnosusVildtyp und die DeltaA2-
Mutante transformiert. Um den Export des SrrSPRxdtrioteins zu untersuchen, wurden der
S. carnosudVildtyp und die DeltaA2-Mutante mit entweder dempEessionsvektor fur die
S. hyicusLipase oder pXRSrrSPProLip unter Xylose-Indukt®rStunden angezogen und
anschlieBend in Uberstands- und Gesamtzellfrakéiofyetrennt. In einer Western Blot-
Analyse mit dem AntS. hyicus Lipase-Antikorper wurden die Fraktionen auf die
Lokalisierung der Hybrid-Lipase hin untersucht (Atbng 13).

A SrrSPProLip B

S. hyicus Pro-Lipase Exportierte Form nach
Prozessierung:

WT AsecA?2

WT Lipase SrrSPProLip

1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 13: Export der S. hyicus Wildtyp-Lipase und des SrrSPProLip-Proteins in
S. carnosus.

(A): Western BlotAnalyse zur Untersuchung der Lokalisierung der tgaunter Einsatz d
Anti-S. hyicud.ipase-Antikdrpers. Aufgetragen sind Proteine @& S. carnosudVildtyp (Spur
1-4) und der DeltaA2-Mutante (Spur8}; welche in Gesamtzellen (Spur 1, 3, 5 und Wies
Uberstande (Spur 2, 4, 6 und 8) fraktioniert wurdeés wurde entweder dig. hyicuswildtyp

(WT)-Lipase (Spuren 1 und 2 bzw. 5 und 6) oderSiaSPProLipProtein (Spur 3 und 4 bzw.
und 8) exprimiert.

(B): GroRendiskrepanz zwischen der prozessiertermFader Wildtyp (WT)Lipase und de
SrrSPProLip.

Wie fur ein klassisches Sec-Substrat zu erwarterg die unverandert&. hyicusLipase
sowohl imS. carnosudVildtyp wie auch in der DeltaA2-Mutante mit selohler Effizienz in
den Uberstand (Spur 2 und 6) exportiert und idttriic der Gesamtzellfraktion zu detektieren
(Spur 1 und 5).

Die Hybrid-Lipase wird inS. carnosusVildtyp in den Uberstand exportiert (Spur 4), jedo
mit einer im Vergleich zur Wildtyp-Lipase deutligeringeren Effizienz. Grol3e Mengen an

62



lll. Ergebnisse

Vorlauferprotein der Hybrid-Lipase akkumulierender Zelle (Spur 3). Die Hybrid-Lipase
zeigt auch in desecA2beletionsmutante einen Export mit einer Effizied® mit der im
Wildtyp vergleichbar ist (Spur 7 und 8 im Vergleizh Spur 3 und 4). Da in der DeltaA2-
Mutante kein funktionelles SecA2/SecY?2-System vodem ist, deutet dieser Export mit
gleicher Effizienz in beiden Stammen auf einen Ekpes Fusionsproteins Uber den Secl-
Weg hin.

Bei den Untersuchungen des Lipase-Exports fiel lwarthinaus auf, dass die in den
Uberstand sekretierte Form d8r hyicusWildtyp-Lipase kleiner war, als das prozessierte
SrrSPProLip-Protein (Abbildung 13 A, Spur 2 undzwb Abbildung 13 B). Da der einzige
Unterschied zwischen den beiden Proteinen das Ipepiad ist und dieses nach Export in
den Uberstand ja vollstandig entfernt wird, soéigehier keine GroRendiskrepanz geben. Es
stellte sich bei einer Sequenzierung des bereiigaeer Form erhaltene®. hyicuslLipase
Expressionsplasmids pXRLipK2Beraus, dass hier kurz vor Ende des Leserahmens des
Lipase-Gens aufgrund einer Mutation ein Stop-Codorliegt, das zu einer vorzeitigen
Termination der Translation fuhrt. Als Resultatdss bei den UntersuchungenSncarnosus
eingesetzte ,Wildtyp“-Lipase Protein leicht verkiirDa es jedoch nur als Positiv-Kontrolle
fur einen Export Uber den klassischen Sec-Weg vetetewird und dieser, wie in Abbildung
13 A zu erkennen, mit einer sehr hohen Effizierattbdet, ist dies fur die weiteren
Untersuchungen ohne Belang.

Die Untersuchungen des Exports des SrrSPProLipminS. carnosugrgaben somit, dass
dasS. aureusSecA2/SecY2-Signalpeptid ein ,targeting” an undeei Export Gber die Secl-
Translokase, wenn auch mit geringer Effizienz, veath. Die authentischen SecA2/SecY2-
Substrate vorg. gordoniiund S. parasanguinijsdie Srr-Proteine, werden B. gordoniiund

S. parasanguinisjedoch exklusiv Uber den SecA2/SecY2- und nicheribden Secl-
Exportweg transloziert. Sie miussen daher eine vignafeptid abweichende Determinante
besitzen, welche die Translokation Uber den Seci-Weaerbindet. Um dies genauer zu
untersuchen, wurde im Folgenden die Translokatieiterer Fusionsproteine f&. carnosus
untersucht.

[11.1.3.2 Analyse der Translokation weiterer Fusiorsproteine tiber den Secl-Weq in

S. carnosus.

Da ein SecA2/SecY2-Signalpeptid nicht die Trandiokatber den Secl-Weg verhindert,
sollte untersucht werden, ob es im authentischesP@tein eine andere Sequenz gibt, die
diese Translokation unterbindet. Hierzu wurden weizweiteren Fusionsproteinen grof3ere
Bereiche desS. aureusSrr-Proteins vor dieS. hyicusLipase fusioniert (Abbildung 14,
Srr100ProLip und Srr2000ProLip).
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S. hyicus Lipase
SP S. hyicus Pro-Lipase

S. aureus Srr Protein

SP SRR BR SRR-2
SrrSPProLip

SP S. hyicus Pro-Lipase
Srr100ProLip

SP SRR S. hyicus Pro-Lipase
Srr2000ProLip

SP SRR BR S. hyicus Pro-Lipase

Abbildung 14: Fusionskonstrukte ausS. aureus Srr-Protein und S. hyicus Pro-Lipase.
Bereiche in Griin stammen aus &ethyicud.ipase, wahrend Bereiche desaureusSrr-Proteins in
Rot dargestellt sind. SP: Signalpeptid; SRR, SRBe2in-reiche-Region; BR: basische Region.

Fur manche Proteine wurde gezeigt, dass eine aitei Translokation nicht nur das
Signalpeptid, sondern zuséatzlich noch die erstera & Aminosduren des reifen Teils des
Proteins ben6tigt (Andersson und von Heijne, 198dshihisa und Ito, 1996). Spezifische
Veranderungen in dieser so genannten Translokalmtistions-Domane fuhren dazu, dass
eine Translokation Gber den klassischen Sec-Wdg niehr stattfindet. Daher wurde fir das
S. aureus Srr-Protein untersucht, ob dieser Bereich des 3K#cY2-Substrats die
Translokation Uber den Secl-Weg unterbindet. Einitenes Uber ,cross-over“-PCR
konstruiertes Gen kodiert daher fur ein Proteindé@m neben dem Signalpeptid noch die
ersten 122 Aminosauren des Srr-Proteins vor $liehyicus Pro-Lipase fusioniert sind
(Srr100ProLip; Abbildung 14). Die Genfusion wurde denE. coli/S. carnosusshuttle”-
Vektor pXR100 kloniert und der hieraus resultier@iickpressionsvektor (pXRSrr100ProLip)
in denS. carnosudVildtyp und die DeltaA2-Mutante transformiert. Adiel3end wurde die
Lokalisierung dieses Proteins und &ehyciudVildtyp-Lipase untersucht. (Abbildung 15).

(o2}

4



lll. Ergebnisse

Srr100ProLip
SP SRR S. hyicus Pro-Lipase
WT AsecA2
1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 15: Export der S. hyicus Wildtyp-Lipase und des Srr100ProLip-Proteins in

S. carnosus.

Western Blot-Analyse zur Untersuchung der Lokalisig der Lipasen unter Einsatz des Anti-
S. hyicusLipase-Antikorpers. Aufgetragen sir8l carnosudVildtyp (Spur 1-4) und die DeltaA2-
Mutante (Spur B), welche in Gesamtzellen (Spur 1, 3, 5 und WisdJberstande (Spur 2, 4.
und 8) fraktioniert wurden. Es wurde entwederSlidyicusVildtyp-Lipase (Spuren 1 und 2 bzw
und 6) oder das Srr100ProLip-Protein (Spuren 34ibdw. 7 und 8) exprimiert.

Auch das Srr100ProLip Fusionsprotein wird sowohlWhidtyp (Abbildung 15, Spur 3 und
4) wie auch in der DeltaA2-Mutante (Spur 7 und B8)den Uberstand sekretiert. Diese
Sekretion geschieht in beiden Stammen mit vergteicdr Effizienz, die deutlich geringer ist
als die beim Export der unverandert®nhyicusLipase (Spur 1 und 2 bzw. 5 und 6). Der
Export des Srr100ProLip-Proteins mit gleicher B#fiz in Wildtyp und DeltaA2-Mutante
Zeigt erneut, dass ein Export des Proteins UbeGédef-Weg moglich ist.

Es wurde weiterhin der Export eines dritten Fugiooteins betrachtet. Hierbei wurden die
ersten 671 Aminosauren d8s aureusSrr vor dieS. hyicusPro-Lipase fusioniert. Diese 671
Aminosauren beinhalten das Signalpeptid, die e8sten-reiche Region (Srr-1) sowie die
gesamte nicht-repetitive, basische Region zwischeril und Srr-2. Erneut wurde fur die
Konstruktion die ,cross-over“-PCR-Technik eingesetnd das resultierende Fusionsprotein
wurde als Srr2000ProLip bezeichnet (Abbildung 1@)e fir dieses Protein kodierende
Genfusion wurde in pXR100 kloniert, der resultietlerivektor pXRSrr2000ProLip in den
S. carnosusWildtyp und die DeltaA2-Mutante transformiert unanschlieBend die
Lokalisierung des Srr2000ProLip-Proteins in einerestérn Blot-Analyse untersucht
(Abbildung 16).
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Srr2000ProLip

S. hyicus Pro-Lipase

WT AsecA2

1 2 3 4 5 6 7 8
Abbildung 16: Export der S. hyicus Wildtyp-Lipase und des Srr2000ProLip-Proteins in
S. carnosus.
Western Blot-Analyse zur Untersuchung der Lokalisig der Lipasen unter Einsatz des Anti-
S. hyicusLipase-Antikdrpers. Aufgetragen sii®l carnosudVildtyp (Spur 1-4) und die DeltaA2-
Mutante (Spur 5-8), welche in Gesamteel(Spur 1, 3, 5 und 7) sowie Uberstande (Spur, 8.
und 8) fraktioniert wurden. Es wurde entwederSlidyicusVildtyp-Lipase (Spuren 1 und 2 bzw
und 6) oder das Srr2000ProLip-Protein (Spur 3 ubdwd. 7 und 8) exprimiert.

Wie in Abbildung 16 zu erkennen, zeigt das Srr2000p-Fusionsprotein einen
vollstédndigen Exportblock, sowohl il8. carnosusVildtyp (Spur 3 und 4) wie auch in der
DeltaA2-Mutante (Spur 7 und 8). Dieses Fusionsmmokann folglich inS. carnosusicht
Uber den klassischen Sec-Weg transloziert werdéiglioherweise weil diese Fusion den
Bereich desS. aureusSrr-Proteins beinhaltet, der dies verhindert. esem Protein handelt
es sich aufgrund der Fusion mit d&rhyicusPro-Lipase jedoch um ein sehr grol3es Protein
mit einem Molekulargewicht von 146,9 kDa. Ein Awsbken der Translokation kdnnte daher
auch z.B. durch eine Faltung des sehr groRen Fapmioteins in eine exportinkompatible
Form bedingt sein. Um genauer zu analysieren, olind&rr2000ProLip-Protein vorhandene
Teil des Srr-Proteins zu einem Ausschluss von éefl. S ranslokation fuhrt, wurde daher die
Sekretion von verkurzten authentischen SecA2/Sesiastraten irs. carnosusintersucht.

111.1.3.3 Analyse der Translokation von verkiirzten,authentischen SecA2/SecY 2-
Substraten inS. carnosus.

Das Srr2000ProLip-Fusionsprotein wird B. carnosusnicht mehr tber den Secl-Weg
transloziert. Dies kdnnte darin begrindet liegeagsdn diesem Protein die Determinante des
S. aureusSrr enthalten ist, die eine Translokation der S¥8&cY2-Substrate Uber den
klassischen Sec-Weg verhindert. Um dies genauemgersuchen, wurde die Translokation
von verklrzten Versionen authentischer Srr-Proteiaealysiert, die den in der
Srr2000ProLip-Fusion vorhandenen Bereich des Sxteirs beinhalten. Hierzu wurde eine
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verkurzte Version deS. aureusSrr, aber auch des in 111.3.1.1 identifiziert8ncarnosussrr
konstruiert. Neben Signalpeptid, Translokationgiittons-Doméne, der ersten Serin-reichen
Region (SRR) und der basischen, nicht-repetitivegiéh besitzen diese Proteine auch noch
die ersten 1869. carnosus$rr) bzw. die ersten 18%(aureusSrr) Aminosauren der zweiten
Serin-reichen Region (SRR-2) (Abbildung 17).

S. carnosus ScSrrTag-Protein
SP SRR BR SRR-2 6xHis

S. aureus SaSrrTag-Protein
SP SRR BR SRR-2 6xHis

S. aureus SaSrr-2-Protein
SP SRR BR SRR-2

Abbildung 17: Verkirzte S. carnosus und S. aureus Srr-Proteine. SP: Signalpeptid; SRI
SRR-2: Serin-reiche-Region; BR: basische RegiorHigixangehangener 6xHgag fur die
Detektion.

Da der zur Verfugung stehende Anti-Srr2000ProLigibrper zwar dasS. aureusSrr
erkennt (Abbildung 8), seine Reaktivitat mit deSn carnosusSrr jedoch nicht sicher ist,
wurden Versionen beider Srr-Proteine konstruieid, itber einen C-terminalen 6xHis-Tag
verfiigen. Bei der Sequenzierung desSntarnosuhromosom vorliegendesrr-Gen wurde
wie unter 111.3.1.5 beschrieben ein Stop-Codon asitbn 729 festgestellt. Dieses Stop-
Codon fuhrt zu einem Abbruch der Synthese Slesarnosussrr-Proteins noch vor der ersten
Serin-reichen Region. Bei der Amplifikation d@scarnosus stfeilgens wurde dieses Stop-
Codon daher Uber ,cross-over“-PCR gegen ein fuo3iyr kodierendes Codon ausgetauscht
(TAA wurde zu TAT umgewandelt). Das so konstruiet&rrTagGen und das gewiinschte
S. aureus srifeilgen,saSrrTag wurden in derk. coli/S. carnosusshuttle“-Vektor pXR100
kloniert und die Expression der kodierten Proteimgrde anschlieRend ik. coli Gber
Western Blot mit Anti-Srr2000ProLip-Antikérper unénti-5xHis-Antikdrper Gberpruft
(Abbildung 18).
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A Anti-Srr2000ProLip-Antikdrper BAnti-5xHis-Antikérper
175 kDa
83 kDa
1 2 3 4 1 2 3

Abbildung 18: Expression der SaSrrTag- und ScSrrTagProteine in E. coli IM109.

(A) In Spur 1 ist der BR-Protein-Grol3enstandard gatrhgen. In Spur 2-4 sind. coli
Gesamtzellproteine aus dem Stamm mit dem Leervé®&mur 2), dem SaSrrTdgxpressionsvekic
(Spur 3) und dem ScSrrTdxpressionsvektor (Spur 4) aufgetragen. DetektionWestern Blo
erfolgte mit dem Anti-Srr2000ProLip-Antikorper.

(B) Aufgetragen sindE. coli Gesamtzellproteine aus dem Stamm mit dem Leervé®fumur 1), den
ScSrrTag-Expressionsvektor (Spur 2) und dem Sag#Ekaressionsvektor (Spur 3). Detektion
Western Blot erfolgte mit dem Anti-5xHis-Antikorper

Wie in Abbildung 18 zu erkennen, zeigt eih coli JIM109-Stamm mit dem pXR100-
Leervektor keinerlei Reaktion mit beiden verwendetatikérpern (Abbildung 18 A, Spur 2
und Abbildung 18 B, Spur 1). Mit dem Anti-Srr2000Rip-Antikérper kann man die
Expression des SaSrrTag-Proteins (Abbildung 18 purS3), aber nicht die des ScSrrTag-
Proteins (Abbildung 18 A, Spur 4) detektieren. Belitet man hingegen die Reaktivitat mit
dem Anti-5xHis-Antikoérper, so zeigen beide His-ggjen Proteine deutliche Banden im
Western Blot (Abbildung 18 B, Spur 2 und 3). Digseehe, dass das ScSrrTag-Protein durch
den 6xHis-Antikérper, jedoch nicht durch den AntrZRO0ProLip-Antikdrper detektierbar
ist, zeigt, dass trotz der Homologie der beidenP3ateine der Antikdrper gegen das
S. aureus/S. hyictsusions-Protein fir die Detektion degerkirzten S. carnosusSrr
ungeeignet ist. Da das SaSrrTag-Protein mit dem-&m2000ProLip-Antikdrper reagiert,
wurde auch eine Version de&s aureusSrr-Teilgens, die keinen 6xHisTag kodiert, auf
pXR100 kloniert $aSrr-2 Abbildung 17). Hierdurch sollten mogliche negatizinflisse des
6xHis-Tags auf das ,targeting“ oder die Translokatdes Srr-Teilproteins ausgeschlossen
werden. Die Expressionsvektoren flr das ScSrrTag-das SaSrr2-Protein wurden in den
S. carnosu®Vildtyp und die DeltaA2-Mutante transformiert. kedierten Proteine ScSrrTag
und SaSrr-2 verfigen beide nicht mehr Uber dendi@ Srr-Proteine charakteristischen
LPXTG-Zellwand-Anker und sollten folglich in einer®ram-positiven Bakterium wie
S. carnosusim Uberstand zu finden sein, wenn ein ,targetingid eine Translokation
stattfinden. Daher wurden fir beide Proteine in deiden Stammen die Uberstands- und
Gesamtzellproteine Gber Western Blot-Analyse untgs(Abbildung 19).
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A ScSrrTag B SaSrr-2
WT DeltaA2 WT DeltaA2
175 kDa
83 kDa - ‘:_-:
1 2 3 4 5 & 8 9 12 3 4 5 6

Abbildung 19: Lokalisation der ScSrrTag- und SaSrr2 Proteine inS. carnosus.

(A) Lokalisierung des ScSrrTag-Proteins. Spur 1:-BRtein-Grof3enstandard. Agfilgagen sin
Proteine ausS. carnosusWildtyp (Spur 2-5) und DeltaA2-Mutante (Spur9k- welche ir
Gesamtzellen (Spur 2, 4, 6 und 8) sowie Uberst§Bger 3, 5, 7 und 9) fraktioniert wurden. [
Stamme enthielten entweder den Leervektor (Spuremd3 bzw. 6 und 7) oder den ScSrrTag-
Expressionsvektor (Spur 4 und 5 bzw. 8 und 9). Batektion wurde der Anti-5xHigntikorper
eingesetzt. Der Stern markiert das ScSrrTag-Vaelpubtein.

(B) Lokalisierung des SaSrr-2 ProteinsSncarnosudVildtyp (Spur 3 und 4) und DeltaAdutante
(Spur 5 und 6). Aufgetragen wurden Gesamtzellpnete{Spur 3 und 5) sowie Proteine
Uberstands (Spur 4 und 6). Detektion im Westernt Bidolgte mit dem Anti-Srr2000ProLip-
Antikorper. Als Negativ-Kontrolle dienen Gesamtielktion (Spur 1) und Uberstandsfraktion (S
2) einesS.carnosusWildtyp Stamms mit dem Leervekt

In Abbildung 19 A wurde die Lokalisierung des Sd%wg-Proteins irS. carnosusVildtyp
(Spur 2-5) und DeltaA2-Mutante (Spur 6-9) untersudProteine aus Gesamtzellen und
Uberstanden aus beiden Stammen mit nur dem Leervekigen keinerlei Reaktivitat mit
dem Anti-5xHis-Antikorper (Spur 2 und 3 bzw. 6 ufd Sowohl im Wildtyp wie auch in der
DeltaA2-Mutante ist das ScSrrTag-Protein hauptséchhtrazellular lokalisiert (Spur 4 und
8, das Vorlauferprotein ist mit einem Stern maitjewo ein proteolytischer Abbau eines
Teils des Proteins stattfindet. Jedoch wird in eriGtammen auch ein geringer Teil des
ScSrrTag-Proteins in den Uberstand exportiert, diseAnwesenheit einer Bande mit etwas
geringerer Grol3e als die des VorlauferproteinstZ&8gur 5 und 9). Hierbei handelt es sich
wahrscheinlich um die prozessierte, reife Form 8eSrrTag. Auffallig ist auch eine Bande
mit sehr groRer Laufhdhe in den Zellen (Spur 4 8ndBei dieser Bande kénnte es sich um
eine aggregierte Form des ScSrrTag-Proteins handeln

Die Lokalisierung des SaSrr-2-Proteins ist in Abbiig 19 B zu erkennen. Fir die Detektion
wurde der Anti-Srr2000ProLip-Antikérper eingesetdigr ebenfalls keine Reaktion mit
Proteinen aus eine®. carnosu$Stamm mit nur dem Leervektor (Abbildung 19 B, Spund

2) zeigt. Wie auch bei der Lokalisierung des Sc&grieigt sich fur das SaSrr-2, dass der
Grol3teil des Proteins sowohl i carnosusVildtyp wie auch in der DeltaA2-Mutante als
Vorlauferprotein in der Zelle akkumuliert, wo déssintrazellular abgebaut wird (Abbildung
19 B, Spur 4 und 6). Jedoch ist auch fur das Sa$mtein der Export eines geringen Teils
in den Uberstand beider Stamme erkennbar (Spud4#)n
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Die Translokation beider Srr-Teilproteine mit gleec Effizienz in Wildtyp und DeltaA2-
Mutante zeigt, dass ein Export dieser Proteine idleer Sec1-Weg maglich ist. In diesen
Proteinen ist die Determinante, die eine Translokatler SecA2/SecY2-Proteine Uber den
klassischen Sec-Weg verhindert, folglich nicht af#n.

11.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zum  targetig”® von
SecA2/SecY2-Substraten iB. subtilis, E. coli und S. carnosus.

Bei Untersuchungen i&. coli konnte gezeigt werden, dass das authentische Seeé\?2-
Substrat vonS. aureusnicht Uber die klassische Sec-Translokase Eorcoli transloziert
werden kann. Die Untersuchungen der Translokatiioeseklassischen Sec-Substrats, bei dem
das Signalpeptid gegen das eines SecA2/SecY2-Rsoaeisgetauscht wurde, zeigten, dass
das SecA2/SecY2-Signalpeptid B. coli und S. carnosuseine Translokation Uber den
klassischen Secl-Weg mit geringer Effizienz vemitkann. InB. subilishingegen wird ein
solches Protein nicht Giber den klassischen Seclivdegloziert.

In S. carnosugonnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass anehFeision des Signalpeptids
und der putativen Translokations-Initiations-Domaees SecA2/SecY2-Substrats vor ein
klassisches Sec-Substrat zu einer Translokatiogedi€roteins tUber den Secl-Weg flhrt.
Ferner wurde gezeigt, dass das ,targeting” an é&lgranslokase 6. carnosusicht auf
Hybrid-Substrate beschrankt ist, sondern auch &ikiuwzte authentische Srr-Proteine aus
S. carnosusind S. aureusstattfindet. Hier wurde beobachtet, dass selbstelre, die Gber
den gesamten nicht-repetitiven Bereich der Srrefmetund einen Teil der zweiten Serin-

reichen Region verfligen, immer noch tber den Seeg-ifansloziert werden kdnnen.

[11.2 Untersuchung der Wechselwirkungen desS. aureus SecA2-
Proteins mit Komponenten der Secl-Translokase.

Fur Mycobakterien und Listerien, in denen nur eiec/A2-Protein und keine weiteren
akzessorischen Translokase-Komponenten vorhanddnist es héchstwahrscheinlich, dass
das SecA2-Protein mit den Komponenten der KklassischSecl-Translokase
Wechselwirkungen eingeht, damit es in der Protendiokation aktiv werden kann. Die
SecA2/SecY2-abhangige Proteintranslokation in Stafokken und Streptokokken ist
aufgrund der Vielzahl von beteiligten Komponentdig teilweise eine Homologie zu den
Komponenten der Secl-Translokase aufweisen, wadirdh von der Secl-Translokase
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unabhangig. Dennoch ist es bislang nicht ausgessdihg dass auch die SecA2-Proteine aus
Staphylokokken und Streptokokken Wechselwirkungeéinder klassischen Sec-Translokase
eingehen kénnen. Dies wurde daher im Folgenderysieal.

[11.2.1 Das S. aureus SecA2 kann mit Komponenten derB. subtilis Secl-
Translokase und einem klassischen Sec-Substrat keinfunktionellen
Wechselwirkungen eingehen.

Es sollte untersucht werden, ob SecA2-Proteine Balderien mit einem SecA2/SecY2-
Translokationssystem in der Lage sind, mit derditahen Sec-Translokase zu interagieren.
Um dies zu analysieren, wurde zuerst die Aktividgs S. aureus SecA2 bei der
Proteintranslokation de®. hyicusLipase, eines klassischen Sec-Substrats, in &peA-
Mutante vorB. subtilisuntersucht.

Fur diese Untersuchungen wurde die temperatursenBit subtilisSecA-Mutante NIG1152
eingesetzt. In NIG1152 wird das SecA-Protein aufgreiner Punktmutation bei der nicht-
permissiven Temperatur von 42°C instabil, was :memi Ausbleiben der Sec-abhangigen
Proteintranslokation und einem Wachstumsdefekttfijihiakamatsuet al, 1992). Dieser
Block der Proteintranslokation ermdglicht es bet@2len Proteinexport iB. subtilis mit
heterologen SecA-Proteinen zu untersuchen. Bln subtilis ist keine SecA2/SecY2-
Translokase vorhanden. Daher kann 8asureusSecA2 bei heterologer Expression in der
NIG1152-Mutante nur eine Translokation der Lipasg¢eu nicht-permissiven Bedingungen
ermoglichen, wenn es mit den Komponenten der Seafislokase wechselwirken kann.

Aus einer vorherigen Arbeit (Caspers, 2002) laggém$&e von NIG1152 vor, die entweder
bereits den pWH1520-Leervektor, oder Derivate fig Bxpression de8. subtilis SecA
(PMKL40), desS. aureusSecAl (pWSaAl) oder d&s aureusSecA2 (pWSaA?2), trugen. Die
durch Xylose induzierbare und durch Glukose repmibare Expression der verschiedenen
auf pWH1520 kloniertersecAGene war bereits in vorherigen Experimenten veeifiz
worden (Caspers, 2002). Diede subtilis NIG1152-Stamme wurden mit dem Vektor
pLipPSlkan transformiert, auf dem d& hyicus Lipase-Gen unter Kontrolle eines
konstitutiven Promotors vorliegt. Eine Kinetik fden Export defS. hyicusLipase wurde in
diesen Stammen mittels ,Pulse-Chase” ermittelt.

Fur die Aufnahme der Exportkinetik wurden die Zellenter Induktion mit Xylose bei 30°C
bzw. 42°C inkubiert, um den Export der Lipase bmisdn Temperaturen vergleichen zu
konnen. Fur die spatere Immunoprazipitation wurdeti-&. hyicus Lipase-Antikorper
verwendet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 dsigjlt.
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Abbildung 20: Kinetik des Proteinexports der S. hyicus Lipase in B. subtilis NIG1152.
Untersuchungen in einem ,Pulse-Chase"-Experimeftigten bei der permissiven Tempgna
(30°C) sowie bei der nicht-pmissiven Temperatur (42°C). Neben einem Stamm rain
Leervektor pWH1520 wurden Stamme untersucht in Wem@weder da8. subtilis SecA, da

S. aureusSecAl oder das. aureusSecA2 exprimiert wurde. Bei Proteinexportdet eine
Prozessierung des Vorlauferproteins, der Pra-Ppada (pp), in die kleinere Ptapase (p) durcl
Abspaltung des Signalpeptids statt. Probenentnadmfioégte nach 10 sek, 30 sek, 1 min und 3
min.

Wie in Abbildung 20 zu erkennen, erfolgt bei dermissiven Temperatur von 30°C in allen
untersuchten Stammen ein Proteinexport &er hyicus Lipase. Dies wird durch eine
Prozessierung des Pra-Pro-Lipase Vorlauferpro{@p)in die reife Form der Pro-Lipase (p)
erkennbar. Die Effizienz der Translokation ist iandverschiedenen Expressionsstdmmen
leicht unterschiedlich. Wahrend die Prozessieruag Rfa-Pro-Lipase in einem Stamm mit
dem Leervektor am langsamsten verlauft, wird siecldyparallele Expression einiger der
SecA-Proteine beschleunigt. Hierbei zeigt @&asaureusSecA2 keinen Effekt, wahrend die
Expression de$§. aureusSecAl und vor allem deB. subtilis SecA zu einer deutlicheren
Beschleunigung der Translokation bei der permissiMemperatur fihren.

Betrachtet man im Vergleich den Export d&r hyicusLipase bei der nicht-permissiven
Temperatur von 42°C, so ist als erstes der erveavigistandige Exportblock im Stamm mit
dem Leervektor zu erkennen. Es findet keine Preeessg des Vorlauferproteins in die reife
Form statt. Dieser Exportdefekt wird bei Expressides B. subtilis SecA vollstandig
komplementiert. Aufgrund der héheren Temperatuolgtfdie Prozessierung sogar deutlich
schneller als bei der permissiven Temperatur. BasureusSecAl komplementiert den
Exportdefekt desS. hyicusLipase genauso effizient wie dBs subtilisSecA. Im Gegensatz
zum S. aureusSecAl kann die Expression d&s aureusSecA2 den Exportdefekt der
S. hyicusLipase bei nicht-permissiver Temperatur nicht ktangentieren. Wie in dem
Stamm mit dem Leervektor findet hier keine Prozgswsig statt. Da$. aureusSecA2 ist
folglich nicht in der Lage, die benétigten prodwkin Wechselwirkungen mit d&. subtilis
Translokase und einem klassischen Sec-Substratigghen. Vorherige Arbeiten haben
gezeigt, dass an der Ausbildung eines Transloksfioiiations-Komplexes, der fur die
Translokation essentiell ist, SecA, SecY und dag@uderprotein als gleichwertige Partner
beteiligt sind (Tippe, 2001). Es ist denkbar, daiesWechselwirkung zwischen dem SecAz2-
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Protein und sowohl der Secl1-Translokase wie aunhldassischen Sec-Substrat gestort sind.
Es ist aber ebenfalls méglich, dass die Translokaties klassischen Sec-Substrats nicht
aufgrund mangelnder Wechselwirkung des SecA2-Rretenit der Secl-Translokase,
sondern durch ein Ausbleiben der Interaktion desA3emit dem klassischen Sec-Substrat
verhindert wird. Dies ist vorstellbar, da dasaureusSecA2 evolutiondr an die Translokation
eines oder weniger spezifischer Substrate angesdssbhd daher auch méglicherweise nur
noch ein solches Substrat erkennt. Bei dem in derevigen Versuchen eingesetzten
SrrSPProLip-Protein handelt es sich wahrscheinlioh ein solches Substrat. Daher sollte
untersucht werden, ob daS. aureus SecA2 gemeinsam mit den Kklassischen Sec-
Komponenten voB. subtilisdie Translokation dieses Proteins ermdglichen kann

[11.2.2 Chromosomale Integration der S. aureus secA-Gene in B. subtilis
NIG1152.

Es sollte untersucht werden, ob d&s aureusSecA2 in der Lage ist, funktionelle
Wechselwirkungen mit der Secl-Translokase Borsubtilisund einem Protein mit einem
SecA2/SecY2-Signalpeptid einzugehen. Dies solltehand der Translokation des
SrrSPProLip-Proteins untersucht werden. Hierzu teasssowohl SecA2 wie auch
SrrSPProLip gleichzeitig iB. subtilisexprimiert werden. Um dies zu ermdglichen, wurake d
Integration desS. aureussecA2und als eine Kontrolle ebenfalls d8s aureusecAlin das
Chromosom vomB. subtilisNIG1152 durchgefuhrt. In diese Integrations-Stansoide dann
fur die parallele Expression des SrrSPProLip-Pnsteler entsprechende Expressionsvektor
eingebracht werden. Fur die chromosomale Integratorde ein von Kimet al. (1996)
entwickeltes System verwendet, mit dem eine Integran denamyE+okus vonB. subtilis
ermoglicht wird. Bei diesem System findet der pXkite Anwendung, der im. subtilis
nicht replizieren kann. Nach Transformation B. subtilis und Selektion auf die
Chloramphenicol-Resistenzkassette des Vektors tenhdih folglich nur Klone, wenn eine
Integration des Vektors in das Chromosom stattfin@eese chromosomale Integration kann
Uber Bereiche, die zummyEGen von B. subtilis homolog sind und auf dem Vektor
vorliegen, erfolgen. Diese Bereiche flankieren Besistenzkassette, das Gen fur den XyIR-
Repressor, die_,Mitiple Coning Ste* (MCS) des Vektors und einetylA-Promotor, der die
Expression von in die MCR klonierten Genen steugene, die in die MCS kloniert werden,
integrieren folglich mit in da8. subtilisChromosom. Da$. aureus secAdnd secA2Gen
wurden in den pX-Vektor kloniert und die resultimden Vektoren pXSaAl und pXSaA2
sowie der pX-Leervektor iB. subtilisNIG1152 Uber naturliche Kompetenz transformieg. E
wurde auf Chloramphenicol-resistente Klone selekéid und von den erhaltenen Klonen

73



[ll. Ergebnisse

chromosomale DNA prapariert. Uber PCR wurde die Asanheit deS. aureusecAl-bzw.
secA2Gens imB. subtilisChromosom verifiziert (Abbildung 21).

1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 21: PCR- Verifikation der Anwesenheit der S. aureus secA-Gene in den NIG115:

pX-Integrationsstammen. Spur 1: ,Smart Ladder* GroRenstandard; In Spdér Rurden PCR-
Reaktionen aufgetragen, die n8t aureussecAlspezifischen Primern durchgefliiwbrden sind

Hierbei wurde als ,template* chromosomale DNA voitGNI152 (Spur 2), der pUCSaAiektor

(Spur 3) oder chromosomale DNA von potentieBenAtintegrationsmutanten von NIG1152 (S

4 und 5) eingesetzt. In Spur 6-8 wurden PCR-Rean&ticaufgetragen, die m8. aureussecA2-
spezifischen Primern durchgefiihrt worden sind. b&ewurde als ,template” chromomale DNA

von NIG1152 (Spur 6), der pUCSaA2-Vektor (Spur dgrochromosomale DNA mér potentiellel

secA2Integrationsmutanten von NIG1152 (Spur 8) einttse

Wie in Abbildung 21 zu erkennen, liefert eine PCRafyse mit Primern, die fir das
S. aureus secAlSpur 2-5) oder das. aureus secAZSpur 6-8) spezifisch sind, mit
chromosomaler DNA aus NIG1152 (Spur 2 und 6) kewdBkt. PCR-Reaktionen mit einem
S. aureus secAl(Spur 3) oder einen®. aureus secABxpressionsvektor (Spur 7) als
.Lemplate” wurden als Positiv-Kontrollen durchgefiitHierbei ergibt sich fir dasecAlein
Produkt von 2,5 kB GroRRe (Spur 8hd fur dassecA2ein 2,4 kB grol3es Produkt (Spur 7).
Den jeweiligen Positiv-Kontrollen entsprechend grorodukte werden ebenfalls
amplifiziert, wenn chromosomale DNA der potentielf& aureus secABpur 4 und 5)-oder
S. aureus secAGpur 8)-Integrationsmutanten von NIG1152 als ,tkxtgd eingesetzt wird.
Dies zeigt, dass d&. aureus secAlizw.secAzerfolgreich in das Chromosom von NIG1152
integriert wurde. Die Integrationsmutanten werderFolgenden als NIGSaAl und NIGSaA2
bezeichnet.

Bei einer Integration in dasamyEGen wird dieses disruptiert. Integrationsstdmme
exprimieren folglich keine funktionellex-Amylase mehr und bilden keine Hofe auf
starkehaltigen Agarplatten. Um eine Integration pdh pXSaAl und pXSaA2 am korrekten
Ort im B. subtilisChromosom zu verifizieren, wurden die NIG1il8Bgrationsstamme und
der NIG1152-Ausgangsstamm daher auf starkehaltiggarplatten aufgetropft. Die
Integrations-Stamme zeigten im Gegensatz zu NIG1kBihe Hofbildung, was die
Integration an der korrekten Stelle im Chromosomvdist (ohne Abbildung).

Um die Expression deS. aureusSecAl und SecA2 in den Integrationsstammen urdkesu
zu konnen, wurde eine Western Blot-Analyse mit AhticarnosusSecAl-Antikdrpern
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durchgefuhrt (Abbildung 22). Der An8- carnosusSecAl-Antikérper wurde verwendet, da
keine direkt gegen di&. aureusSecA-Proteine gerichteten Antikdrper verfigbar emar
Darlber hinaus war bekannt, dass &ercarnosusSecAl-Antikdrper mit denf. aureus
SecAl stark reagiert und auch mit d8&naureusSecA2 eine, wenn auch sehr schwache
Reaktivitat zeigtHierzu wurden didB. subtilisNIG1152-Integrationsmutanten in Gegenwart
von 0,5% Xylose oder 0,5% Glukose bei 30°C angezagel nach 5h Gesamtzellextrakte
hergestellt.

1 2 3 4 5 6
Abbildung 22: Western Blot zum Nachweis der SecA-Exession inB. subtilisNIG1152.
Anzucht der Zellen erfolgte entweder unter Induktiit 0,5% Xylose (Spur 1, 3 und 5) oder
Repression mit0,5% Glukose (Spur 2, 4 und 6) fur 5h bei 30°C.Spur 1 und 2 sin
Gesamtzellextrakte des Ausgangsstammes NIG1152 etaadgn, in Spur 3 und
Gesamtzellextrakte derS. aureus secAllntegrationsmutanteund in Spur 5 und
Gesamtzellextrakte deB. aureus secARvegrationsmutante. Proteinmengen wurden auf
ODggo Von 0,5 normiert. Als primarer Antikérper wurde tAS. carnosusSecAlAntikdrper
eingesetzt.

In Abbildung 22 erkennt man, dass der eingesetnte 3 carnosusSecAl-Antikorper nicht
mit dem chromosomaleB. subtilisSecA des NIG1152-Stammes reagiert, da in den 8dure
und 2 keine Bande zu erkennen ist. Bei InduktiasixgeA-Promotors mit Xylose ist es jedoch
in dem Stamm mit deB. aureus secAltiegration moglich, eine deutliche Bande oberhalb
von 83 kDazu detektieren (Spur 3). Hierbei handelt es sichdasS. aureusSecAl- Protein,
das eine vorausgesagte Masse von 96 kDa besittar Bepression der Genexpression (Spur
4) ist kein SecAl zu sehen. In dem Stamm mit Seraureus secARwegration ist das
S. aureusSecA2 jedoch weder unter Induktion noch Repressietektierbar. Dies kann
maoglicherweise daran liegen, dass der verwendetg#-3ncarnosusSecAl-Antikorper
bereits mit einer sehr grofien Menge &naureusSecA2, wie es bei plasmidgekoppelter
Expression gebildet wird, kaum reagiert (Casped§22 Fir eine deutlich geringere Menge,
wie sie hoéchstwahrscheinlich von nur einer chromuaen Kopie synthetisiert wird, ist es
daher gut vorstellbar, dass eine Reaktion komplegbleibt. Ein Nachweis de. aureus
SecA2-Expression ist jedoch zwingend erforderlicind daher wurde ein polyklonaler
Antikorper gegen daS. aureusSecA2 hergestellt.

Hierzu musste das S. aureus SecA2-Protein saull@risverden. In einenk. coli JIM109-
Stamm mit demS. aureussecA2Expressionsvektor ist daS. aureusSecA2 eine der
dominanten Banden im Gesamtzellextrakt und es wandeeinem SDS-Gel auf HOhe des
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S. aureusSecA2 auch keine weitere, coli spezifischen, Proteine (Abbildung 23; markiert
durch einen Pfeil).

Abbildung 23: Expression desS. aureus SecA2

in E. coli IM109. Die Anzucht der Zellen erfolg

entweder mit InM IPTG (Spur 2 und 4) oder oh

weiteres Supplement (Sp@rund 5). Spur 1: Bl

Protein GroRenstandard; Spur 2 und Sgir

— Gesamtzellextrakte voB. coli JIM109 mit pUCL¢
Leervektor; Spur 4 und 5: Gesamtzellextrakte von
E.coli JM109 mit pUCSaA2 (SecA2-
Expressionsvektor). Der Pfeil markiert die Bande,
die demS. aureusSecA2-Protein entspricht.

Daher konnte die bendtigte groRe Mengé&anureussecA2-Protein aus Gesamtzellextrakten
dieses Stammes nach SDS-PAGE isoliert werden. AeS8emd wurde wie unter 11.6.8
beschrieben verfahren. Die Reaktivitat des Antikéspvurde in einem Western Blot getestet.
Hierzu wurden Gesamtzellextrakte vo. coli-Stdmmen mit dem Leervektor oder
Expressionsvektoren fir dascAlundsecA2 von S. aureusntersucht (Abbildung 24 A).

A B

- E - e tr——

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4
Abbildung 24: Western Blots mit Anti-S. aureus SecA2-Antikdrper.
(A) Test der Reaktivitat des SecA2-Antikorpers. detfagen sind E. coli JM109
Gesamtzellextrakte nach 5h Induktion mit 1 mM IPTSpur 1: pUC18-eervektorstamr
(aufgetragene Ofy0,4); Spur 2 und 3: Stamm n8t aureus secAExpressionsvektor (Odgy 0,2
bzw. 0,4); Spur 4, 5 und 6: Stamm 1Bitaureus secAZExpressionsvektor (Qfy: 0,05; 0,1; 0,2).
(B) Analyse delS. aureusSecA2-Expression in NIG1152 Integrationsstammaeufgétragen sini
B. subtilis Gesamtzellextrakte nach 6,5 h Induktion mit 0,5%40Xe bei 30°C. Spur 1 ungt
NIG1152 mit pX-Leervektorintegration (NIGpX); Spd und 4: NIGSaA2 %. aureus secA2-
Integrationsstamm). Das aufgetragene Volumen waudeine Olgy von 0,8 normiert.

Wie in Abbildung 24 A in Spur 1 zu erkennen, gilst keine Kreuzreaktivitat des Anti-
S. aureusSecA2-Antikdrpers mit den Proteinen aus dem Gesalaktrakt einesE. coli-
Leervektorstammes. Der Antikdrper zeigt starke Medidit mit dem S. aureusSecA2
(Abbildung 24 A, Spur 4-6) und eine geringe Reatdivmit demS. aureusSecAl (Spur 2
und 3). Die GroRRe der detektierten Proteine erdphierbei den berechneten GréRen von
etwa 96 kDa $. aureusSecAl) und 91 kDaS. aureusSecA2). Die Reaktivitdt des

Antikdrpers mit dentS. aureusSecAl liegt darin begrindet, dass es immerhin 3démtitat
zumS. aureusSecA2 aufweist.
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Es wurde somit ein spezifischer Antikbrper herdtstaer eine starke Reaktivitat mit dem
S. aureusSecA2 aufweist. Dieser Antikdrper wurde nun eiregets um dass. aureusSecA2

in der NIGSaA2-Integrationsmutante zu detektietdierzu wurden Gesamtzellextrakte des
NIGSaA2-Stammes und eines NIG1152-Stammes mit rateg des pX-Leervektors
(NIGpX) hergestellt, durch SDS-PAGE aufgetrennt ugid Western Blot durchgefiihrt
(Abbildung 24 B). Der AntiS. aureusSecA2-Antikdrper reagiert nicht ni&. subtiliseigenen
Proteinen, wie das Fehlen einer Bande in den SpdesnNIGpX-Kontrollstammes zeigt
(Abbildung 24 B, Spur 1 und 2). Es ist jedoch nigsgm Antikdrper moglich die Expression
desS. aureusSecA2 in NIGSaA2 zu detektieren (Spur 3 und 4).

Wie beschrieben, fihrt die Instabilitdt des muéirrSecA-Proteins der NIG1152-Mutante bei
42°C zu einem Wachstumsdefekt. Dieser Wachstumisdkéan nur durch die Expression
eines SecA-Proteins, welches dassubtilisSecA funktionell ersetzen kann, komplementiert
werden. In den Integrationsstammen wurde daheréalsstes der Einfluss der Expression der
S. aureusSecA-Proteine auf den Wachstumsdefekt unterséditiiidung 25).

S. aureus
secAl

S. aureus
secAl

S. aureus
secA2

Repression Induktion

Abbildung 25: Einfluss der chromosomal integrierten S. aureus secA-Gene auf der
Wachstumsdefekt vonB. subtilis NIG1152. Verglichen ist das Wachstum bei der permiss
Temperatur von 30°C und der nighgrmissiven Temperatur von 42°C. Hierbei wurde
Festmedium entweder 0,5% Glukose (Repression) 88/ Xylose (Induktion) zugefliigt um ¢
xylA-abh&ngige Genexpression der integriegecAGene zu induzieren oder zu reprimieren.

Wie in Abbildung 25 zu erkennen, kénnen bei dempssiven Temperatur von 30°C alle
untersuchten Stamme wachsen, unabhangig davonjukiose zur Repression oder Xylose
zur Induktion der integriertesecAGene im Medium vorhanden ist. Ebenso unabhangig von
der Anwesenheit von Glukose oder Xylose zeigt d&1452-Ausgangsstamm bei der nicht-
permissiven Temperatur von 42°C einen WachstumktlddasS. aureusSecAl kann diesen
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Defekt komplementieren, allerdings nur, wenn sé&rpression durch Xylose induziert wird.
DasS. aureusSecA2 hingegen komplementiert den Wachstumsds#dkst bei Induktion der
Expression durch Xylose nicht. Diese Unfahigke# 8eaureusSecA2 den Wachstumsdefekt
zu komplementieren zeigt, dass es zu keiner produktWechselwirkung des SecA2, der
klassischerB. subtilisSecl-Translokase und dBnsubtilisVorlauferproteinen, deren Export
fur das Wachstum essentiell ist, kommt. Wie berelisn erwéhnt kann dies jedoch bereits
daran scheitern, dass d&s aureusSecA2 nicht in der Lage ist, mit Exportsubstrateit
klassischen Sec-Signalpeptiden zu interagierenFahgenden wurde daher untersucht, ob
eine funktionelle Wechselwirkung zwisch8&naureussecA2,B. subtilisSec-Translokase und
einem Protein mit einem SecA2/SecY2-Signalpeptigliab ist.

[11.2.3 Funktionelle Wechselwirkungen zwischen S. aureus SecA2,
Komponenten der B. subtilis Secl-Translokase und einem Protein mit
SecA2/SecY2-Signalpeptid finden nicht statt.

Um zu untersuchen, ob die Wechselwirkungen zwisd®nS. aureusSecA2, deB. subtilis
Secl-Translokase und den klassischen Sec-SubstetenEbene der Erkennung des
Signalpeptids durch das SecA2 scheiterten, wurae Tdanslokation eines Substrats mit
einem SecA2/SecY2-Signalpeptid untersucht.

Hierzu wurde erneut das SrrSPProLip-Protein eingese Das  SrrSPProLip-
Expressionsplasmid wurde in den Stamm NIGSaA2dber die chromosomale Integration
des S. aureus secAXorliegt, transformiert. Da iB. subtilis eine Translokation dieses
Proteins Uber den Secl-Weg nicht mdglich ist (siéhk2.1), wirde eine Sekretion in den
Uberstand von NIGSaA2 zeigen, dass BaswureusSecA2 gemeinsam mit der klassischen
B. subtilis Sec-Translokase diesen Export vermittelt hat. Budmzucht bei 30°C unter
Zugabe von 0,5% Xylose wurden gleichzeitig @8ieaureusSecA2- und die SrrSPProLip-
Expression induziert. Die in Gesamtzellfraktion udbderstand getrennten Proben wurden
aufgearbeitet und nach SDS-PAGE in einem Westewt Blit Anti-S. hyiucsLipase-
Antikorper auf den Export der Hybrid-Lipase untetsiAbbildung 26).

Abbildung 26: Analyse des SrrSPProLipExports in

B. subtilis NIGSaA2. Aufgetragen sind Gesamtzellfraktion (Z) L

Uberstandsfraktion (US) nach 6 h Induktion mit 0,3%ose bel

- 30°C. Die Proteinmengen wurden auf eineggg®on 0,4 normiert
Zur Detektion wurde der An%. hyicus LipaseAntikorper
eingesetzt.
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Wie in Abbildung 26 zu erkennen, akkumuliert die bdg-Lipase vollstandig in der
Gesamtzellfraktion (Z) und es findet keine Tranalodn in den Uberstand (US) statt. Das
S. aureusSecA2-Protein ist folglich auch nicht in der Lageoduktive Wechselwirkungen
mit Komponenten derB. subtilis Secl-Translokase und einem Protein mit einem
SecA2/SecY2-Signalpeptid einzugehen.

11.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Untersimmng der
Wechselwirkungen desS. aureus SecA2-Proteins mit Komponenten der
Secl-Translokase voiB. subtilis.

Bei der Expression der SecA-Proteine v®naureusin einer temperatursensitiven SecA-
Mutante vonB. subtilis zeigte sich, dass d&S. aureusSecA2 den Proteinexport- und
Wachstumsdefekt dieser Mutante nicht komplementierd&onnte. Funktionelle
Wechselwirkungen deS. aureusSecA2 mit deB. subtilisSec-Translokase und klassischen
Sec-Substraten blieben aus. Um zu untersuchen, iebe dWechselwirkungen daran
scheiterten, dass d&s aureusSecA2 ein klassisches Sec-Substrat nicht mehneégtekann,
wurde die Translokation eines Proteins mit einencA2¢éSecY2-Signalpeptid untersucht.
Auch hier zeigte sich jedoch, dass @asaureus SecAgemeinsam mit der Secl-Translokase
von B. subtiliseine solche Translokation nicht ermdglichen konnte

[11.3 Studium der Bedeutung der Sec2-abhdngigen Piein-
translokation in nicht-pathogenen Bakterien.

Die akzessorischen Sec2-Systeme wurden bislangdasthlief3lich in pathogenen Bakterien
gefunden. In allen bislang daraufhin untersuchtekt®ien besteht ein Zusammenhang
zwischen Pathogenitat und Sec2-Proteintranslokati@aher ist es von Interesse
herauszufinden, ob Sec2-Systeme in nicht-pathogBa&terien eine Funktion besitzen. Fur
S. carnosuseinen nicht-pathogenen Verwandten ¥raureussollte untersucht werden, ob
er Uber ein SecA2/SecY2-System verfugt und ob diésektionell ist. Bereits veroffentliche

Ergebnisse deuten daraufhin, dass gravierende dd¢hiede in der Sec2-abhangigen
Proteintranslokation von Bakterien mit nur einemc/A2 und solchen mit einem

SecA2/SecY2-System bestehen. Daher soll die Bedgutuer Sec2-abhéngigen

Proteintranslokation auch in einem nicht-pathogeBakterium mit einem SecA2-System
untersucht werden. Fur diese Versuche wufle glutamicumausgewahlt, aus dessen
veroffentlichter Genomsequenz ersichtlich war, dasszu dieser Gruppe von Bakterien
gehort.
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[11.3.1 Untersuchung der SecA2/SecY?2-abhangigen Pmeintranslokation in
S. carnosus.

Die Komponenten fur eine SecA2/SecY2-abhangigeekrmanslokation wurden bislang nur
in pathogenen Gram-positiven Bakterien entdecktdén Tat scheint das SecA2/SecY2-
System an der Pathogenitat direkt oder indirekeibgt zu sein. Ein pathogenes Bakterium
mit einem SecA2/SecY2-System Bt aureusEin naher, aber nicht-pathogener Verwandter
von S. aureusist S. carnosus der schon seit langem in der Lebensmittelindeistis
Starterkultur in der Wurstfermentation eingesetzv{Liepe, 1982). FuS. carnosusollte
untersucht werden, ob er wie sein pathogener Vedteaniber ein SecA2/SecY2-System
verfugt und wenn ja, welche Bedeutung diesem Systesimem nicht-pathogenen Bakterium
zukommt.

111.3.1.1 In S. carnosus liegt ein secA2/secY2-Operon vor.

Da das Genom vo8. carnosusioch nicht vollstandig sequenziert ist, war ehnlwekannt,
ob hier einsecA2/secY2-Operpmvie es in pathogenen Staphylokokken und Strepdako
vorkommt, vorliegt. Um dies zu untersuchen, wurdgouthern Blots durchgefiihrt. Da
S. aureusund S. carnosusiber einen hohen Verwandtschaftsgrad verfigenaush auf
Ebene der Genomsequenz eine hohe Ahnlichkeit vderanDaher wurden d&8. aureus
secAl und secA2Gen als Sonden bei der Suche nach homologen Geméh carnosus
Genom eingesetzt. Hierbei wurden die vollstandiggene als DIG-markierte Sonden
amplifiziert. Vor dem Southern Blot wurde chromostenDNA vonS. carnosusTM300
einem Restriktionsverdau mit entweder Hindlll, EtoRer Pstl unterzogen.

Die Ergebnisse des Southern Blots mit de&naureus secAlund secA2Sonden ist in
Abbildung 27 dargestellt.

secA1 secA2 12 3 4 5678 WT 1 2 3 4 5 67 8 9 10

Abbildung 27: Southern Blots zur Identifizierung des S. carnosus secA2.

(A) Southern Blot delS. aureus secAlbzw. secA2Sonde mit Pstl, Hindlll oder EcoRerdaute!
chromosomale$. carnosug§M300 DNA

(B) Southern Blot der mit Hindlll verdauten ,podiiinipraperationen deE. coli pUC18Klone, die
potentiell das gesuchte 2,8 kB Hindlll-Fragmenthatten; Spur 1-8: Hindlll verdaute ,pool“-
Minipraparations-DNA wurde mit deB. aureus secA3ende hybridisiert; WT: als Positivkontro
wurde flr die Hybridisierung Hindlll verdaute chrosomale DNA de$§. carnosusVT eingesetzt.

(C) Southern Blot mit den aus den zehn einzelnemé&h aus ,pool” 6 isolierten &miden und de
S. aureus secA3ende.
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In Abbildung 27 A erkennt man, dass bes#eASonden mit der chromosomal8ncarnosus
DNA aus allen drei Restriktionsverdaus hybridisiei®@eide Sonden hybridisieren hierbei mit
den gleichen DNA-Fragmenten, d. h. sie besitzea Afffinitat zu den gleichen Bereichen der
chromosomalen DNA. Die Intensitat der Reaktion sodit die Affinitat der beidelsecA
Sonden zu den verschiedenen Abschnitten der chmmaien DNA ist jedoch stark
unterschiedlich. So sind z. B. bei der Hybridisregumit Hindlll verdauter chromosomaler
DNA fir die secAlSonde zwei sehr starke Banden bei einer GroRelwdhund 1,6 kB und
eine schwache Bande bei 2,8 kB erkennbar, wahrenddrssecA2Sonde die 2,8 kB Bande
sehr intensiv ist und die anderen beiden Bandenmkau erkennen sind. Diese
unterschiedliche Affinitdit der beiden Sonden zu sgbiedenen Abschnitten der
chromosomalen DNA vonS. carnosuswére dadurch zu erklaren, dass auf diesen
unterschiedlichen Abschnittererschiedene Kopien degcA&Gens vorliegen, von denen die
eine hohe Homologie zur®. aureus secAlnd die andere eine hohe Homologie zum
S. aureus secABesitzt. Ein solcher Abschnitt mit einer hoheniditht zur secA2Sonde
stellt das 2,8 kB groRe Fragment nach dem Hinddieddu der chromosomalen DNA dar.
Um dieses zu isolieren, wurden aus dem Hindlll-\4eraler chromosomale8. carnosus
DNA-Fragmente mit einer Grol3e von 2,5-3 kB isoliertd in den pUC18-Vektor ligiert.
Nach Transformation der LigationsansatzeEncoli wurden von den erhaltenen Klonen
achtmal jeweils 10 Klone in einer ,pool“-Ubernachitikir angeimpft und die isolierten
Plasmide nach Hindlll-Verdau auf die Reaktivitat derS. aureus secA3ende hin in einem
Southern Blot untersucht (Abbildung 27 B). Bei deools* mit den Nummern 6, 7 und 8
zeigte sich eine Reaktivitat auf der Hohe, bei alech die Hindlll verdaute chromosomale
DNA (Abbildung 27 B, WT im Vergleich zu Spuren 6uidd 8) reagierte. Dies zeigte an, dass
in diesen ,pools* zumindest einer der gepicktenn€alen Vektor mit dem gesuchten 2,8 kB
Fragment besitzt. Da ,pool“ 6 die starkste Reakdivzeigte, wurden die 10 Klone, mit denen
»pool“ 6 angeimpft worden war, vereinzelt, PlasnbtltA aus ihnen isoliert und erneut ein
Southern Blot mir derS. aureus secA3ende durchgefihrt (Abbildung 27 C). Wie zu
erkennen, zeigt nur Klon 10 eine deutliche Reaktiohder Sonde. Daher wurde aus diesem
Klon erneut Plasmid-DNA isoliert und das Insertismtgiert. Bei einem ,alignment* des von
der erhaltenen Nukleotidsequenz kodierten Protgemen dasS. carnosusSecAl-Protein
zeigte sich, dass die Nukleotidsequenz des Hirkthgments tatsachlich fir einen Teil eines
SecA-Proteins kodiert. Dieses SecA-Protein zedp¢d nur eine signifikante Homologie und
keine vollstandige Identitdt zu®. carnosusSecAl. Es konnte somit gezeigt werden, dass
S. carnosugin zweitessecAGen, im Folgenden atecA2bezeichnet, besitzt.

In pathogenen Staphylokokken und Streptokokkert tleagsecA2Gen in einem Operon vor,
welches die Gene enthalt, die fir die KomponeneEn3kecA2/SecY2-Translokationsapparats
kodieren. Um zu untersuchen, ob ein solches Op@ro8. carnosusebenfalls vorliegt,
wurden weitere Southern Blots durchgefiihrt. Altes wurden zwei neue Sonden ausgehend
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entweder von der Sequenz des 5°- oder des 3" -Elesdeisn ersten Southern Blot ,gefischten®
Hindlll-Fragments hergestellt (Abbildung 28).

A Uber Southern Blot ,,gefischte” DNA- _

Fragmente von S. carnosus
Asp718 (2,5 kB)

|  Asp718 (5,5kB) |

A A \ A\
aspl - asp2 -asp3 ‘ gifA - gtfB? —
4 4 4 4
S. aureus
I A A A A
) - aspt - asp? - asp3 MNEREHEN - ot - a2 -

Abbildung 28: DasS. carnosus secA2/secY2-Operon.

(A) Die durch Southern Blots ,gefischten* DNA-Fragmnie desS. carnosusTM300 secA2/secY 2-
Operons.

(B) DasS. carnosusecA2/secYBperon im Vergleich zun$. aureus secA2/secberon. Die
Abkurzungen entsprechen denen in Abbildung 6.

B

S. carnosus

Die 5°-Sonde hybridisierte in einem Southern Blat einem 5,5 kB Fragment aus einem
Asp718-Verdau von chromosomalgr carnosudDNA (Abbildung 28 A, oranger Balken).
Die 3’-Sonde hingegen hybridisierte in einem SauthBlot mit der Asp718-verdauten
chromosomalen DNA voB. carnosusnit einem 2,5 kB grof3en Fragment (Abbildung 28 A,
gelber Balken). Diese Fragmente wurden wie oberchieben isoliert und in puUC18
kloniert. Die Enden der beiden Asp718-Fragmentedemrsequenziert und die von diesen
Nukleotidsequenzen kodierten Aminosauresequenzérdem Komponenten de®. aureus
SecA2/SecY2-Translokase verglichen. Tatsachlichde/ueine signifikante Homologie zu
diesen Komponenten gefunden. Um weitere Gene digdinponenten eines SecA2/SecY2-
Systems inS. carnosuskodieren zu finden, wurde eine weitere Sonde Istefje Hierzu
wurde die Sequenz des 5°-Endes des 5,5 kB groR3piilB8s-ragments eingesetzt. Diese
Sonde reagierte in einem Southern Blot mit SnaBEhgeittener chromosomal&: carnosus
DNA mit einem 8,5 kB groRem Fragment (Abbildung 28rosa Balken). Dieses Fragment
wurde in pHSG575 kloniert und die Enden sequenziert
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Anhand der Nukleotidsequenz dieser vier Uber SontBéot ,gefischten* DNA-Fragmente
(Abbildung 28 A) konnteS. carnosusls das erste nicht-pathogene Bakterium idergifizi
werden, das Uber die Gene fir ein SecA2/SecY2-Tokaonssystem verfugt. Das
S. carnosussecA2/secY-Dperon zeigt eine sehr groRe Ahnlichkeit zu denmer@p aus
S. aureugAbbildung 28 B). Wie in Abbildung 28 A zu erkemmevar jedoch das sehr grol3e
srr-Gen, welches das putative SecA2/SecY2-Substrat Soncarnosuskodiert, nicht
vollstandig auf dem letzten klonierten Fragmenthahén. Die fur den Aminoterminus des
Srr-Proteins kodierende Sequenz wurde von Dr. Raffenstein (Universitat Tubingen), der
an der Sequenzierung d&scarnosussenoms beteiligt ist, zur Verfigung gestellt. Weiin

ist es nicht sicher, ob. 8arnosudiber eingtfB-Gen verflgt, da die Sequenz fiur ein solches
Gen ebenfalls nicht auf den klonierten Fragmenterhanden war. Aufgrund der grof3en
Homologie desS. carnosus secA2/sectOperons zu dem a& aureugAbbildung 28 B) ist
das Vorhandensein eingdB-Gens inS. carnosugedoch wahrscheinlich. Beim sequentiellen
.Fischen* und Klonieren dessecA2/secYBperons, sowie der hierfur erforderlichen
Sequenzierung uber ,primer-walking®, handelte &t sim einen sehr zeitintensiven Prozess.
Daher wurde schon direkt nach der Identifikatiors decA2Gens vonS. carnosusmit
weiteren Experimenten in diesem Organismus begorisrerstes wurde im Folgenden eine
secA2Mutante hergestellt um zu untersuchen, ob in di®atante ein Unterschied in der
Proteintranslokation im Vergleich zum Wildtyp bdgte

111.3.1.2 Das S. carnosus secA2 ist nicht essentiell.

Das SecA2-Protein ist in den bislang untersuchtegp®kokken eine fir den akzessorischen
Exportweg essentielle Komponente. Aufgrund der holénlichkeit desS. carnosus
secA2/secY-Dperons zu dem Operon aus diesen Streptokokkerbil(img 6) ist es
wahrscheinlich, dass die Inaktivierung descA2Gens auch inS. carnosuszu einem
vollstandigen Ausfall dieses Weges fuhrt. Zuerst rdeu daher eine secA2
Inaktivierungssmutante vo8. carnosusergestellt, um die Proteintranslokation in dieser
Vergleich zum Wildtyp untersuchen zu kdnnen. Zurdtlung der Inaktivierungsmutante
wurde ein von Madsert al. (2002) entwickeltes System in leicht modifizierteéorm
eingesetzt (Abbildung 29).
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A pPSMScA2AC

S. carnosus TM300 Genom

secA2 Gen

T

| secA2 Gen l

l S. carnosus TM300AA2 Genom

inaktiviertes secA2 Gen

Abbildung 29: Konstruktion einer secA2-Mutante von S. carnosus.

(A) Uber homologe Rekombination an den terminalereRhen de§. carnosus secA2ens kann de
Integrationsvektor in daS. carnosu€hromosom integrieren.

(B) Eine homologe Rekombination zwischen dem inédatien secA2Gen und der Wildtyp<opie
fuhrt zu einer Excission des Plasmids.

(C) Eine der beiden Plasmid-Excissionsmoglichkeitdmt zur Inaktivierung desecA26ens auf der
Chromosom.

cm Chlorampehnicol- ResistenzkassetegF Ts: temperatursensitiver Replikationsursprung

Grundbestandteil dieses Systems ist ein Vektor M)58), der Giber eine Chloramphenicol-
Resistenzkassette sowie einen temperatursensiiepiikationsursprung verftigt, welcher
eine Replikation des Plasmids bei 40°C verhindgber ,cross-over‘-PCR wurden 510 bp
des 5-Endes deS. carnosus secA3ens mit 510 bp des 3'-Endes desA2fusioniert (in
Abbildung 29 als A und C bezeichnet). Dieses Fragmaurde in den Vektor pPSM1058
kloniert. Der erhaltene Vektor pPSMScA2AC wurde B@TC, einer Temperatur bei welcher
der Vektor replizieren kann, nach carnosusransformiert und Klone auf Chloramphenicol-
Resistenz selektioniert. Durch homologe Rekombmmatan A oder C kann es zu einer
Integration des Plasmids in d&s carnosusChromosom kommen (Abbildung 29 A). Eine
solche Integration wird durch eine Inkubation dean8nes bei 40°C, der Temperatur bei
welcher der Vektor nicht mehr replizieren kann, cfert, solange weiterhin ein
Selektionsdruck in Form von Chloramphenicol-Zugab&echt erhalten wird. Da der Vektor
nicht mehr replizieren kann, kénnen nun nur nocHleBe mit einer chromosomalen
Integration des Vektors in Gegenwart von Chlorampl® wachsen. Die Integration des
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Vektors wurde anschlielend Uber PCR-Analysen we@iti (ohne Abbildung). Nach
Verifikation der Plasmidintegration wurden die 2ell bei 30°C in Anwesenheit von
Chloramphenicol inkubiert. Bei dieser Temperatunrkas zu einer Excission des integrierten
Plasmids aus dem Chromosom uber homologe Rekontinain A oder C kommen
(Abbildung 29 B). Dies fuhrt dazu, dass entwedereeWildtyp-Kopie vonsecA2 (bei
homologer Rekombination tber C) oder eine partadletierte Form desecA2 (bei
Rekombination Uber A) im Chromosom v@ carnosusverbleibt. Durch anschliel3ende
Inkubation bei 40°C in Abwesenheit von Chloramphehkann es zu einem Verlust des frei
in der Zelle vorliegenden Plasmids kommen, da dididte Resistenz nun nicht mehr
benétigt wird. Uber Replikaplattierung lieRen sigBhloramphenicol-sensitive Klone
identifizieren. Bei diesen hat eine Plasmidexcissind der anschlieRende Verlust des
Plasmids stattgefunden. Da es zwei unterschiedliet@ssionsmaoglichkeiten gibt und nur
eine zur gewilnschten Erzeugung eingecA2aktivierungssmutante fuhrt, wurden
potentielle Mutanten zuerst Uber PCR-Analyse &itcarnosus secAgpezifischen Primern
untersucht (Abbildung 30 A).

A

1,0 kB jgme

1 2 3 4 1 2 3
Abbildung 30: Verifikation der secA2-Mutante von S. carnosus
(A) PCR-Uberpriffung von Klonen, bei denen die Pldsxcission stattgefunden hat.
Spur 1: Wildtyp; Spur 2: pPSMScA2AC-Plasmid; Spumgi 4: potentielle Inaktivierungsmutanten.
(B) Uberprifung der Plasmid-Excissions-Klone tibeutBern Blot defS. carnosus secARende mi
Hindlll verdauter chromosomaler DNA des entspredeenStamms; Spur 1: Wildtyp; Spur 2 uid
potentielle Inaktivierungsmutanten.

Die PCR mit chromosomale3. carnosusVildtyp DNA als ,template” ergibt eine 2,4 kB
grof3e Bande, was der Grol3e des WildigpA26ens entspricht (Abbildung 30 A, Spur 1).
Wird das pPSMScA2-Plasmid, welches die inaktiviéitem dessecA2tragt, als ,template”
eingesetzt, so erhélt man eine Bande von etwas1ikBrGrol3e (Abbildung 30 A, Spur 2).
Bei zwei der untersuchten potentiellen Inaktivigrsimutanten (Abbildung 30 A, Spur 3 und
4) ist nach PCR ebenfalls ausschliel3lich eine Banodeetwa 1 kB Grof3e zu erkennen. Dies
ist ein sehr deutlicher Hinweis darauf, dass irs@ieStammen eine Inaktivierung desA2-

85



[ll. Ergebnisse

Gens stattgefunden hat. Um dies weiter zu verrgziewurde eine Southern Blot-Analyse
durchgefuhrt (Abbildung 30 B).

Fur den Southern Blot wurde eirf2 carnosus secAg8pezifische Sonde eingesetzt. Bei
Einsatz von Hindlll-verdauter chromosomagrcarnosuNA hybridisiert diese Sonde mit
einem 2,8 kB grof3en Fragment (Abbildung 30 B, Spur Wird bei Excission des
pPSMScA2AC-Vektors das WildtypecA2wiederhergestellt, so ergibt sich ebenfalls dieses
Fragment (Abbildung 30 B, Spur 2). Bei Untersuchugiger der potentiellersecA2-
Deletionsmutanten im Southern Blot ergab sich hgegeein nur 1,5 kB gro3es Fragment
(Spur 3). Diese Differenz von 1,3 kB entsprach gether zu erwartenden Deletion sBcA2-
Gen. Dies beweist, dass diecA2haktivierungsmutante (DeltaA2) erfolgreich hergdlst
werden konnte. Bei dersecA2Gen vonS. carnosushandelt es sich folglich, wie bei allen
bislang bekanntersecA2Genen, um ein nicht essentielles Gen. Mit Hilfer decA2
Inaktivierungsmutante wurde mit der Suche nach 2&8écY2-abhangigen Proteinen in
S. carnosud®egonnen.

111.3.1.3 Die Deletion dessecA2 hat keinen Effekt auf die Proteintranslokation in

S. carnosus.

Um die Bedeutung der SecA2/SecY?2-abhangigen Ptadesiokation inS. carnosuszu
untersuchen, wurde analysiert, ob das akzessoriSgwSystem funktionell ist. Eine
Moglichkeit, die Funktionalitdt des SecA2/SecY248yss vonS. carnosusachzuweisen
besteht darin,einen Defekt im Export eines oder mehrer Proteine der secA2-
Inaktivierungsmutante (DeltaA2) zu identifizierédollte ein Exportdefekt in der DeltaA2-
Mutante auftreten, so wirde dies bedeuten, das¥ildtyp eine Aktivitat des SecA2/SecY2-
Systems vorliegt.

Daher wurden in einem ersten Versuch die Proteisedzn Uberstanden von Zellkulturen
des S. carnosusWildtyps und der DeltaA2-Mutante mit Trichlorességire (TCA) gefallt,
Uber SDS-PAGE aufgetrennt und Uber Coomassie ®rilliBlue Farbung visualisiert
(Abbildung 31 A).
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A . B
Ubersténde Zellwandfraktionen
B Abbildung 31: Vergleich der von
S. carnosus Wildtyp und DeltaA2-
" | Mutante exportierten Proteine.
‘ (A) TCA-gefallte Proteine aus di
— o Uberstanden von bei 37°C it
S — | Nacht angezogenem Wildtyp (W
-* : und DeltaA2Mutante. Es wurde
e w=in 30 pg Gesamtprotein aufgetragen.
w— (B) Proteine aus der Zellwand-
fraktion von S. carnosusWildtyp
__ und DeltaA2Mutante. Es wurde
6 bzw. 13 pg Gesamtprote
i aufgetragen.
bA> “\
WT DeltaA2 WT DeltaA2 | WT DeltaA2
30 pg 6 ug 13 pg

Wie in Abbildung 31 A zu erkennen, finden sich iendUberstanden deS. carnosus
Wildtyps und der DeltaA2-Mutante keine erkennbareAbweichungen im
Proteinbandenmuster. Srr, das potentielle SecA¥/E&ubstrat vorS. carnosus, welches
~upstream” vonsecY2kodiert ist, besitzt ein LPXTG-Zellwand-Sortierwsggnal. Fur die
homologen Srr-Proteine vaB. gordoniiund S. parasanguinisst eine Lokalisierung in der
Zellwand nachgewiesen worden. Daher wurden in einfeflgenden Experiment die
Zellwandfraktionen desS. carnosusWildtyps und der DeltaA2-Mutante isoliert und die
enthaltenen Proteine verglichen (Abbildung 31 B).ucA bei Vergleich der
Zellwandfraktionen fanden sich zwisch&n carnosudVildtyp und DeltaA2-Mutante keine
Unterschiede im Proteinbandenmuster. Dies bedgetkich nicht zwingend, dass die
Deletion vonsecA2keinen Einfluss auf den Proteinexport v@ncarnosusat. InS. gordonii
ist es in einersecA2Deletionsmutante erst Uber Western Blot-Analyséurggen, das
SecA2/SecY2-abhangige Substrat (GspB, das zum @nologe Protein) zu identifizieren
(Bensing & Sullam, 2002). Fir die Detektion d&scarnosussrr-Protein stand kein solcher
Antikorper zur Verfigung. Daher wurde zuerst uniehd, ob ein Antikérper gegen ein
Fusionsprotein auss. aureusSrr und S. hyicusPro-Lipase (Anti-Srr2000ProLip; siehe
[11.1.1.1) eine Reaktivitat mit Proteinen d8s carnosudVildtyp und der DeltaA2-Mutante
zeigt (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Analyse von S. carnosus Gesamtzell-
proteinen mit dem Anti-Srr2000ProLip-Antikorper.
Aufgetragen sind die Gesamtzellproteine eiescarnosus

175 kDa TM300-Wildtypstamms bzw. delS. carnosus DeltaA2-
Mutante. Der Anti-Srr2000ProLip-Antikorpemwurde als
primarer Antikorper im Western- Blot eingesetzt.

83 kDa

WT  DeltaA2

Wie in Abbildung 32 zu erkennen, reagiert der Ami2000ProLip-Antikorper sowohl im
Wildtypstamm wie auch in der DeltaA2-Mutante stank einem ungefahr 70 kDa grof3en
Protein. Dieses Protein ist jedoch viel kleiners das geschatzte Molekulargewicht des
S. carnosusSrr-Proteins, welches Uber 300 kDa betragt. Beseli Bande kann es sich also
entweder um ein Abbauprodukt dg@scarnosusrr oder eine Kreuzreaktivitat handeln. In den
Uberstanden beider Stamme konnte keine Reaktivitéit dem Anti-Srr2000ProLip-
Antikdrper beobachtet werden (ohne Abbildung).

Dass kein Srr-Protein i§. carnosugletektiert werden konnte kann daran liegen, dass d
verwendete Antikdrper nicht mit def®. carnosusSrr reagiert. Es ist jedoch ebenfalls gut
maoglich, dass daS. carnosusSrr nicht exprimiert wird. Daher wurde in einenigenden
Experiment getestet, ob der Promoter slasA2/secY-Dperons vors. carnosusktiv ist.

111.3.1.4 Der Promotor dessecA2/secY2-Operons vonsS. carnosus ist aktiv.

Da in S. carnosukein SecA2/SecY2-abhangiges Exportsubstrat entdeekden konnte ist
es madglich, dass keine Expression desA2/secY-Dperons stattfindet. Daher wurde die
Aktivitat des Promotors desecA2/secY-Dperons analysiert. Hierzu wurde eine Fusion des
Promotors an ein promotorlosks coli B-Galaktosidase-GerlacZ) hergestellt. Nur bei der
Fusion mit einem aktiven Promotor findet eine Espren desacZ-Gens statt. Die Aktivitat
der so exprimiertef-Galaktosidase kann in einem Enzymaktivitats-Tesingtativ ermittelt
werden. Als Positiv-Kontrolle wurde der Promotos & carnosus secA&ens ebenfalls vor
daslacz-Gen fusioniert. Hierzu wurde die komplette Regrwischen dem Start-Codon des
srr- bzw. secA1Gens und dem ,upstream” gelegenem Gen amplifizidier ,cross-over*-
PCR wurden diese Promotorbereiche mit dacZ-Gen fusioniert (Abbildung 33).
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S. carnosus secA2/secY2-Operon

S. carnosus secA1- Gen

E. coli lacZ- Gen

ndi

srr/lacZ-Fusionskonstrukt

C o

14
secA1/lacZ-Fusionskonstrukt

Abbildung 33: lacZ-Promotorfusionen zur Untersuchung der srr- und secAl-Promotor-
aktivitat. Die Bereiche zwischen dem jeweils ,upstream” gatege Gen und dem Startcodon
srr-Gens (rot) bzwsecAlGens (griin) wurden Uber PCR amplifiziert. In didBER wurde ein 3-
Uberhang an den jeweiligen Bereich angehangendeer 5"-Ende deg&. coli lacZGens (blau
entspricht. Aufgrund eines ,annealing“ dieser idgsstten Bereiche war es in einer zweiten F
moglich die Fusionskonstrukte des- bzw.secAtPromotors mit dentacZ-Gen zu amplifizieren.

Das secAl/lacZ und dassrr/lacZ-Fusionskonstrukt wurden in den ,mid-cop¥. coli/

S. carnosusshuttle“-Vektor pRB573 kloniert. Die MCS des pRB®Vektors verfugt tber
keinen eigenen Promotor und besitzt an beidenrS@&geminatoren, die eine von genetischen
Elementen des Vektors eingeleitete Transkriptios @&Z-Gens verhindern. Als erster
qualitativer Hinweis aufacZ-Aktivitat wurdenE. coli IM109-Stamme mit den beidéacZ-
Fusionskonstrukten und dem Leervektor auf X-Gatt®taausplattiert. D&. coli IM109
keine funktionelleB-Galaktosidase exprimiert, zeigen Zellen mit numdeeervektor weil3e
Kolonien auf X-Gal-Agar, wahrend sowohl dasecAl/lacZ und das srr/lacZ-
Fusionskonstrukt blaue Kolonien bilden (ohne Ablidg). Dies war ein erstes Indiz dafur,
dass beide Promotoren zumindesgincoli aktiv sind. Im Anschluss wurden der Leervektor
und die Vektoren mit den Fusionskonstrukten in d&n carnosusWildtyp TM300
transformiert. Bei X-Gal-Plattentests $ carnosuzeigten alle Stamme, auch der mit dem
Leervektor, blaue Kolonien. Da in dem &u carnosusiahe verwandtels. aureusein -
Galaktosidase-Gen vorliegt, ist es wahrscheinlidgss auch in derS. carnosus
Genomsequenz ein solches Gen vorhanden ist. Diedewdie -Galaktosidase-Aktivitat in
einem Stamm mit dem Leervektor erklaren.9ncarnosusvurden im Anschluss Western
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Blot-Analysen von Proteinen aus Gesamtzellfraktiordes Leervektorstammes und der
beiden Stamme mit den Fusionskonstrukten durchgefdrerbei wurde ein gegen dg&s coli
LacZ-Protein gerichteter Antikdrper eingesetzt (Adhing 34).

175.kRa

83lkD41

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Abbildung 34: Western Blot zur Untersuchung der La&-Expression inS. carnosus.
Aufgetragen ist in Spur 1 eine Gesamitzellfraktioss &. coli JIM109-Stamms mit pUC18-
Leervektor zura-Komplementation. In Spur 2-9 sind Gesamtzellfrakéin vonS. carnosusnit
dem secAl/lacZExpressionsvektor (Spur 2-4), dem pRB573-Leervek®pur 57) und den
srr/lacZ-Expressionsvektor (Spur 8 und 9) aufgetragen.didiDetektion wurde Ants.coli LacZ-
Antikorper eingesetzt.

Als Positivkontrolle wurden Zellfraktionen einés coli JM109-Stamms, der den pUC18-
Vektor fur diea-Komplementation tragt, eingesetzt. Da in dieseam® im chormosomalen
lacZ-Gen eine Deletion vorliegt, wird hier das LacZ4#em als das etwas verklrzte so
genanntep-Peptid synthetisiert. Dieses erkennt man als @aede bei etwa 110 kDa
(Abbildung 34, Spur 1). Hingegen erkennt man keaicZ-Protein in den$. carnosusStamm
mit dem pRB573-Leervektor (Spur 5, 6 und 7). Inn8téen mit demsecAl/lacZ
Fusionskonstrukt (Spur 2, 3 und 4) sieht man egdlithe Bande etwas oberhalb der Hohe
desp-Peptids. Hierbei handelt es sich um das intaktZtRrotein, das etwa 5 kDa groR3er ist,
als da$3-Peptid.Eine schwéchere, aber dennoch deutliche BandeiesérdHohe ist auch in
den Stammen mit demsrr/lacZ-Konstrukt detektierbar (Spur 8 und 9). Eine Expi@s des
lacZ-Gens inS. carnosudindet also sowohl unter Kontrolle desgecAl wie auch desrr-
Promotors statt. Beide Promotoren sind folglichvalda die Western Blot-Analyse vermuten
lasst, dass desrr-Promotor zur Expression wesentlich geringerer Mengn LacZ-Protein
fuhrt als der secAlPromotor, wurde im Folgenden eine quantitative Megs der
Promotoraktivitdt Uber einen LacZ-Aktivitats-Assagurchgefihrt. Hierbei wurde die
Spaltung des Substrats Ortho-Nitrophenyl-beta-dgapyranosid (ONPG) in ein gelbes
Reaktionsprodukt photometrisch verfolgt und hienates unter 11.6.10 beschrieben die LacZ-
Aktivitat berechnet (Abbildung 35).
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Abbildung 35: p-Galaktosidase-Aktivitat der S. carnosus Stamme mit denlacZ-Promotor-
fusionen. Angegeben sind die Mittelwerte aus den Messungendrei Klonen des Stamms r
dem Leervektor, neun Klonen des Stamms mit denoAl/lacA-usionskonstrukt und zehn Klon
mit demsrr/lacZ-Fusionskonstrukt. Angaben in Miller-Units.

Wie in Abbildung 35 zu sehen, zeigt ém carnosusStamm mit dem Leervektor eine sehr
geringep-Galaktosidase-Aktivitat von 0,41 Miller-Units. Hjagen zeigt der Stamm mit dem
secAl/lacZ-usionskonstrukt eine sehr hagh&alaktosidase-Aktivitat von 29,3 Miller-Units.
Die Aktivitat in dem Stamm mit dersrr/lacZ-Fusionskonstrukt ist mit 8,9 Miller-Units zwar
deutlich geringer, aber immer noch fast 22-mal schhwie in dem Stamm mit dem
Leervektor. Die Ergebnisse mit déscZ-Promotor-Fusionen zeigen deutlich, dass ster
Promotor, der fir die Expression des gesamstmA2/secY-Dperons zustandig ist, aktiv ist.
Dies ist zumindest ein notwendiges, wenn auch r@h hinreichendes Kriterium fur die
Aktivitat des SecA2/SecY2-Systems v8&n carnosusDie Tatsache, dass bislang kein Srr-
Protein inS. carnosusletektierbar war, kdnnte auch daran liegen, dassdtsprechendser-
Gen uber ein Stop-Codon verfugt, welches die Tediosi unterbindet. Daher wurde eine
Sequenzierung degcA2/secY-Dperons vors. carnosuslurchgefuhrt.

111.3.1.5 Das S. carnosus SecA2/SecY2-System ist nicht funktionell.

Die bisherigen Experimente lieferten unterschid@li€rgebnisse in Bezug auf die mogliche
Aktivitat desS. carnosussecA2/SecY2-Systems. Wahrend eine Aktivitat desmtors des
Operons nachgewiesen wurde, konnte dennoch keirngre&sion des Srr-Proteins in
S. carnosusletektiert werden. Eine Erklarung hierfir ist, gldas Srr-Protein i8. carnosus
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nicht synthetisiert wird. Daher wurde eine Sequemnzig des gesamtasecA2/secY-Dperons
durchgefuhrt, um abschlieBend zu klaren, ob siadp-8todons in der Sequenz befinden.
Hierzu wurden die insgesamt etwa 20 kB des Opeironger Teil-Fragmenten amplifiziert.
Diese vier PCR-Produkte wurden jeweils mindestensinthl in unabhangigen PCR-
Reaktionen amplifiziert. Durch die Sequenzierung deei unabhangig erhaltenen Produkten
sollte ausgeschlossen werden, dass mdglicherwedterenwd der PCR von der DNA-
Polymerase eingebaute Fehler anschlieRend faleehlieise fir die korrekte auf dem
Chromosom vorliegende Sequenz gehalten wurden. Bgureiner Ubereinstimmung der
Sequenz von mindestens zwei der drei unabhangidjfeaepten PCR-Produkte wurde diese
als authentisch angesehen. Die drei unabhangig ifasigpten PCR-Produkte der vier
Teilbereiche dessecA2/secY-Dperons wurden anschlieRend uber UberlappendeePrim
jeweils mindestens dreimal durchsequenziert. Bestidimigkeiten wurde die Sequenzier-
Reaktion fir den strittigen Bereich wiederholt.\8ar es mdglich, die Nukleotid-Sequenz des
S. carnosusecY 2/secABPperons beginnend mit desir-Gen bis zunsecA2Gen vollstandig
zu erhalten. Hierbei konnten verschiedene Stop-@®dm fir die Funktionalitat des
SecA2/SecY2-Systems zwingend erforderlichen Gemstgéstellt werden. Bereits isir-
Gen befindet sich ein Stop-Codon an Position 728, zl1 einem Abbruch der Synthese des
Srr-Proteins nach Aminoséure 242 fuhrt. Darlibeatmsnbefindet sich im Leserahmen des
secA2Gens ein Stop nach 1296 bp, wodurch die SynthesesdcA2-Proteins nach 432 von
797 Aminosauren abgebrochen wird. DasSincarnosugjebildete SecA2-Protein ist somit
fast um die Halfte verkirzt, wobei auch Bereichbklda, die in allen SecAl- und SecA2-
Proteinen hoch konserviert sind. D&s carnosusSecA2-Protein ist somit mit allergrof3ter
Wabhrscheinlichkeit nicht funktionell. Das Stop-Cadm secA2Gen alleine ist daher bereits
ausreichend, um die Funktionsfahigkeit des SecA3eSystems vonS. carnosuszu
unterbinden. DarlUber hinaus finden sich ebenfaltgp-£odons in den Genen fir SecY2,
Asp2 und Asp3. Folglich kann 5. carnosuskein funktionelles SecA2/SecY?2-System
vorliegen. Diese Vielzahl von Stop-Codons zeigt@ass inS. carnosusias SecA2/SecY2-
System im Gegensatz zu seinen nahen, pathogengraidten offensichtlich nicht benétigt
wird und daher im Verlauf der Evolution eine ,S&tlung” desS. carnosusecA2/secY-2
Operons erfolgt ist.

111.3.1.6 Zusammenfassung der Ergebnisse zur Untesehung der SecA2/SecY2-
abhangigen Proteintranslokation inS. carnosus.

S. carnosusvurde als das erste nicht-pathogene Bakteriuntiideert, das die Gene flr ein
SecA2/SecY2-System besitzt. Aufgrund des vielfaehichteten Zusammenhangs zwischen

den akzessorischen Sec-Komponenten und der Paitiigemar dies lberraschend. Bei
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Untersuchungen der Proteintranslokation eserA2Mutante vonS. carnosusvurde kein
Exportdefekt gefunden. Es stellte sich heraus, dassSecA2/SecY2-System vBncarnosus
trotz geringer, aber dennoch nachweislicher Promaktivitat nicht aktiv ist, da sich in den
Genen fur einige der zentralen Komponenten, wiB.zdemsecA2und demsecY 2,Stop-
Codons befinden, die zu einer Termination der Tedio® und somit zu einem Ausbleiben
der Synthese funktionell wichtiger Proteine fuhréme Tatsache, dass das SecA2/SecY2-
System eines nicht-pathogenen Bakteriums Sviearnosusicht aktiv ist, steht im Einklang
mit den Beobachtungen, dass die akzessorischeiK@eponenten an der Pathogenitat von

Bakterien beteiligt sind.

111.3.2 Studium der Sec2-abhéngigen Proteintranslo&tion in C. glutamicum

C. glutamicumist ein Gram-positives, nicht-pathogenes Bakteyidas schon seit langer Zeit
zur biotechnologischen Gewinnung von Aminosauremgesetzt wird (Sahmet al, 2000).
Die Proteintranslokation i€. glutamicumst hingegen bislang kaum studiert worden. Da das
Genom vonC. glutamicumbereits vollstandig sequenziert und annotiert ksinte sehr
einfach festgestellt werden, daSs glutamicumiber zweisecAGene verfugt. Ein zweites
secY oder Gene, welche die akzessorischen Komponentes &ecA2/SecY2-
Translokationsapparat kodieren, wurden jedoch redbdeckt. BelC. glutamicumhandelt es
sich also wie bei seinem Verwandtdn tuberculosisum ein Bakterium, welches nur tber ein
zusatzlichesecAGen verfugt. Da das SecA2-Protein \Wntuberculosisan der Pathogenitat
dieses Bakterium beteiligt ist, ist es von Inteeebsrauszufinden, ob die SecA2-abhéngige
Proteintranslokation in einem nicht-pathogenen 8akim wieC. glutamicumeine Funktion
besitzt.

111.3.2.1 Die SecA-Proteine vorC. glutamicum.

Um die Bedeutung der SecA2-abhangigen Proteintskagbn inC. glutamicunstudieren zu
kdnnen, war es zuerst nétig zuzuordnen, welchebaldenC. glutamicunsecAGene flur das
SecA2-Protein kodiert. Die beidsecAGene vorC. glutamicumATCC13032 werden in der
Genomsequenz mit NCgl0726 und NCgl1384 benannte(imer spateren Version der
Genomsequenz erfolgte eine Umbenennung in Cg08d8Cg1629). NCgl0726 kodiert ein
845 Aminosauren grol3es Protein, wahrend das von|188¢ kodierte Protein 763

Aminosauren lang ist. Da in allen bislang bekanriélen das SecA2-Protein immer kleiner
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ist als das SecAl-Protein des entsprechenden Bakkerist dies bereits ein erster Hinweis
darauf, dass es sich bei NCgl0726 um slasA1Gen und bei NCgl1384 um dascA2Gen
von C. glutamicumhandelt. Um diesen Hinweis zu kraftigen, wurde Hilfe des ,BlastP*-
Algorithmus (Tatusova und Madden, 1999) ein Vegjleder Aminosauresequenz der von
den beiderC. glutamicumsecAGenen kodierten Proteine mit SecAl- und SecA2e#ten

aus anderen Bakterien durchgefihrt (Tabelle 4).

C. glutamicum NCgl0726 C. glutamicum NCgl1384
Identitat Homologie Identitat Homologie

C. glutamicum NCgl0726 100% 100% 35% 49%

C. glutamicum NCgl1384 35% 49% 100% 100%

M. tuberculosis SecAl 70% 80% 35% 47%

M. tuberculosis SecA2 34% 50% 55% 68%

M. smegmatis SecAl 70 % 81% 34% 48%

M. smegmatis SecA2 35% 51% 55% 68%

L. monocytogenes SecAl 47% 65% 35% 51%

L. monocytogenes SecA2 39% 58% 34% 51%

S. aureus SecAl 47% 66% 34% 51%

S. aureus SecA2 33% 54% 31% 48%

S. gordonii SecAl 47% 64% 35% 51%

S. gordonii SecA2 36% 53% 34% 51%

B. subtilis SecA 48% 65% 36% 51%

E. coli SecA 50% 66% 33% 48%

Tabelle 4: ,BlastP“-Analyse der Homologie der von én beidensecA-Genen vonC. glutamicum
kodierten Proteine mit SecA-Proteinen aus anderen d&kterien. Ein ,BlastP* wurde jeweils
paarweise fur eins de€. glutamicumProteine und eins der anderen Sé&uwateine durchgefiihi
Angegeben sind Prozentwerte fur die Identitat uedtbmologie der Aminoséaurereste.

Wie in Tabelle 4 zu erkennen, zeigt das von NCgl0726 ktelierotein in allen Fallen eine
hohere Homologie zu den klassischen SecA- bzw. Sétateinen als NCgl1384. Beim
Vergleich der Homologie zu SecA2-Proteinen aus msrdeBakterien zeigt sich, dass
NCgl1384 zu den SecA2-Proteinen aus den nahe VeltelanMycobakterien eine hohe
Identitat von 55% besitzt, wahrend NCgl0726 mit 3b%w. 35% eine deutlich geringere
Identitdt zu diesen aufweist. Beim Vergleich mind8ecA2-Proteinen aus weniger nah
verwandten Bakterien wie. monocytogene$. aureuderS. gordoniizeigt sich sowohl fur
NCgl0726 wie auch NCgI1384 nur eine geringe Homielo&s ist jedoch aus vorherigen
Vergleichen verschiedener SecA2-Proteine bekamass dich diese weniger durch besondere
Gemeinsamkeiten auf Sequenzebene, sondern vielohaich ihre Unterschiede zu den
klassischen SecA-Proteinen in eine Gruppe eintddesen (Caspers, 2002). Folglich ist es
wahrscheinlich, dass es sich bei NCgl1384 um da8&€rotein vorC. glutamicumhandelt,

da es zu den klassischen SecA-Proteinen deutliainggee Ahnlichkeit besitzt, als
NCgl0726. Besonders deutlich wird dies beim Vedleimit den SecA-Proteinen aus
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Mycobakterien. Um weiter zu kraftigen, dass NCgl 38tsachlich das SecA2-Protein von
C. glutamicum ist, wurde ein direktes Sequenz-,alignment* dercA€roteine aus
M. tuberculosis M. smegmatisund C. glutamicum mit dem ,ClustalW"-Programm
(Thompsonet al, 1994)durchgefuhrt (Abbildung 36). Zur Vereinfachung werdierbei
NCgl1384 bereits als SecA2 und NCgl0726 als Sec#zkithnet.

10 20 30 40 50 60
| | | | |
SECALM U == m s s e m e M_SKLLRLGEGRWKR
SECALNMBIM == m s s e e m oo M_SKLLRLGEGRMWKR
CUSECAL  mmm e e el MFGLSKVLRVGEGRAVKR
SECAZMBM = - - mememeoaoa- MANESWRT SAYRKRVPKT SSAKPGRL SSKFVKL L GASTERNQAR
SecA2M u MNVHGCPRI AACRCTDTHPRGRPAFAYRWEVPKTTRAQPGRL SSRFWRL L GASTEKNRSR
CUSECA2  mmmmmmmemeeeiiieiiiioao. MAG- - FDWPWKAL GBKSGRNQKR

Primcons.  MWHGCOPRI AACRCTD222222222 AYR22VPKT22A3PGRL SSM22KL L 22 GEGRNVKR

70 80 90 100 110 120

| | | | |
SecAIM u L KKVADYVGTL SDDVEKL TDAEL RAKTDEFKRRL ADCKNPETL DDL L PEAFAVAREAAVR
SecALMsm LRKVADYVNAL SDDVEKL SDAEL RAKTEEFKKRVADG- - - EDL DDL L PEAFAVAREAAVR
CgsecAl LHKI ADQVI AL EDKFANL TDEEL KAKTAEFKERI AGG - - EGLDE! FLEAFATAREAAVR
SecA2Msm SL SEVKGAADFEKKAADL DDEQL TKAAKL LKLEDLAG: - - - - - ASDI TQFL Al AREAAER
SecA2M u SLADVTASAEYDKEAADL SDEKL RKAAGL L NLDDLAE- - - - - - SADI POFLAI AREAAER
CgsecA2 SVAI VNQVENHAAEL DAL DDVAL AQRAK- - DLASGGR: - - - - - | DNHAEFLAI LGVASQR
Primcons.  2LK22D2VAAL2D32A2L 3DEEL RAK2KEFKL RDA3GKNPE3L DD22PE22AI AREAAVIR
130 140 150 160 170 180

| | | | | |
SecAIM u VL DORPFDVOVMGAAAL HL GAVAENKTGEGKTLTCVL PAYLNAL AGNGVHI VTVNDYL AK
SecAIMSM  VLNQRHFDVOVMGGAAL HEGNVAENKTGEGKTL TAVL PSYL NAL SCKGVHVWTVNDYL AR
CgsecAl VL GOKHYHVQ! MGGAAL HF GAVAENRTGEGKTLTCVL PAYL NAL EGKGVHVVTVNDYL AK
SecA2Msm  TTQ.RPFDVOLLAAL RMLAGDVWENATGEGKTLAGAI AAAGYAL GGRRVHVI TI NDYLAR
SecA2M u RTGLRPFDVOL L GALRMLAGDVI ENATGEGKTLAGAI AAAGYAL AGRHVHVVTI NDYL AR
CgsecA? TLGLKPYPVCSQAVLRLI EGDVWHVATGECKTLVGAVAATGLGL MKRVHS! TVNDYLAY

* .k * kkkkkkok * ok *kk ke kkkkKk

Primcons. VLGZRPFD\/QQI\/GA22LH2G2VAEMATGEGKTLTG2L2AY2NALAGKC-NH\NTVNDYLAR

190 200 210 220 230 240
| | | | | |

SecAlM u RDSEWVGRVHRFLGLQVGVI LATMITPDERRVAYNADI TYGTNNEFGFDYL RDNIVAHSLDD
SecAlMsm RDSEWVGRVHRFLGLDVGVI LSGMITPDERRAAYAADI TYGTNNEFGFDYL RDNVAHSVDD
CgsecAl RDAEMVGRVHRYL GLEVGVI LSDVRPDERREAYAADI TYGTNNEL GFDYL RDNVARSLSD
SecA2Msm RDAEWVGPLLKALGLTVGW TADSTADERREAYQCDVT YASVNEI GFDVLRDQLVTDVAD
SecA2M u RDAEWVGPL L DAMGLTVGW TADSTPDERRTAYDRDVT YASVNEI GFDVLRDQLVTDVND
CgsecA2 RDAEWVRPLVEFFGLSVASI SEKNDAGERRQAYKAAI VYGPVNEI GFDVLRDQLI TRRED

* ko kK . ck kK * *kk  kk kk o kkk  kokoko.

Prim cons. RDAEV\NGZZHRFLG_TVG/I LADMTPDERREAYAADI TYGTZNEI GFD2LRD2.2ATSVDD

250 260 270 280 290 300
I I [ I I I
SecAlM u LVQRGHHYAI VDEVDSI LI DEARTPLI | SGPADGASNWYTEFARLAPLMEKD- - - VHYEV
SecAlMsm MVQRGHNFAI VDEVDSI LI DEARTPLI | SGPADGASHWQEFARI VPMVEKD- - - VHYEV
CgsecAl LVQRGHNYAI VDEVDSI LI DEARTPLI | SGCPVDGTSQFYNVFAQ VPRMIKD- - - VHYEV
SecA2Msm LVSPNPDVALI DEADSVL VDEALVPLVLAGTSHREQPRVEI | RWGELEACK- - - - HYDT
SecA2M u LVSPNPDVAL| DEADSVLVDEALVPLVLAGTTHRETPRLEI | RLVAELVGDKDADEYFAT
CgsecA2 AVQ—IGADVAI | DEADSVLVDEALVPLVLAGNQDG-IAPRGKI TDV\/RSLKEND— --- DYTI

Koo okk kke ke ok kK * k-

Prim cons. LVQ?GHD\/AI 2DE2DSZL2DEA22PL2.22€PADGZSPRYEI FAR\/ZPLNEKDDAD\/HYEV

310 320 330 340 350 360

| | | | | |

SecAlM u DLRKRTVG - - - VHEKGVEFVEDQLGA DNLYEAANS- PLVSYLNNAL KAKEL FSRDKDY!
SecAlMsm DLRKRTVGVHVGVHEL GVEFVEDQLG DNLYEAANS- PLVSYLNNAL KAKEL FQRDKDY!
CgsecAl DERKKTVG- - - - VKEEGVEYVEDQLG DNL YAPEHS- QLVSYLNNAI KAQELFTRDKDY!
SecA2Msm DAESRNVH- - - - LTEAGARVVEAKLGG DLYSEEHVGTTLTEl NVALHAHVLLQRDVHYI
SecA2M u DSDNRNVH- - - - LTEHGARKVEKALGG DLYSEEHVGT TLTEVNVAL HAHVL L QRDVHY!
CgsecA2 DDDRRNVF- - - - LTDKGAAKLEQ}GI SSLYDDEH\/GSTLVQ\/NLALHAQALLI RDI HYI

* -k Lk * % . * . kK * %

Primcons. DLRKRZVC—NH\/GZTEKG2E2VEDQ_G DNLYZZEHZGZZZSYI.NNALZAZ%ELZQ?DKZYI
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SecAlM u
SecAlMsm
CgsecAl
SecA2Msm
SecA2M u
CgsecA2

Prim cons.

SecAlM u
SecAlMsm
CgsecAl
SecA2Msm
SecA2M u
CgsecA2

Prim cons.

SecAlM u
SecAlMsm
CgsecAl
SecA2Msm
SecA2M u
CgsecA2

Prim cons.

SecAlM u
SecAlMsm
CgsecAl
SecA2Msm
SecA2M u
CgsecA2

Prim cons.

SecAlM u
SecAlMsm
CgsecAl
SecA2Msm
SecA2M u
CgsecA2

Prim cons.

SecAlM u
SecAlMsm
CgsecAl
SecA2Msm
SecA2M u
CgsecA2

Prim cons.

SecAlM u
SecAlMsm
CgsecAl
SecA2Msm
SecA2M u
CgsecA2

Prim cons.
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370 380 390 400 410 420

| | | | |

VRDGEVLI VDEFTCGRVLI GRRYNEGVHQAI EAKEHVEI KAENQTLATI TLOQNYFRLYDKL
VRNGEVLI VDEFTCRVLMGRRYNEGVHQAI EAKERVEI KAENQTLATI TLONYFRL YDKL
VRNGEVM VDGFTCGRVLAGRRYNEGVHQAI EAKERVEI KNENQTLATVTLONYFRLYTKL
VRDDAVHL | NASRGRI ASL QRWPDGL QAAVEAKEG ETTETGEVLDTI TVQALI NRYPRV
VRDDAVHL | NASRCGRI AQL QRWPDGLQAAVEAKEG ETTETGEVLDTI TVQALI NRYATV
VRDSKVLLI DASRGRVADLQ?V\PDGLQQAVEAKEGLAVSEGGKI LDTI TLQALI GRYPNA

* k. ke ke okkkk - ok ke ke ok

VRDGEVL22DA22C-RV2622R2226222A2EAKEC—NEI KEE2QTL2T| TLQ222R2Y2KL
430 440 450 460 470 480

I I I I I I
AGMTGTAQTEAAEL HEI YKLGVVSI PTNVPM REDQSDLI YKTEEAKYI AVVDDVAERYA
SGUTGTAETEAAELHEI YKLGVVPI PTNKPMWRQDQSDL| YKTEEAKFLAVVDDVAERHA
AGMTGTAETEAAELNQ YKLDVI Al PTNRPNQREDL TDLVYKTQEAKFAAVVDDI AERTE
CGMTGTALAAGEQLRQFYKLGVSPI PPNTPNI RKDEPDRVY! TAAAKI DAl VEH AEVHK
CGUTGTALAAGEQLRQFYQLGVSPI PPNKPNI REDEADRVY! TTAAKNDG VEH TEVHQ
CGMTGT AVEATDQ_RTFYDLH\/SVI ERNHPLKRFDEADRI YATMAEKNRAI I DEI ALLHS

k ok kkkKk TRk ok * * ok * K * ok K*

CGVITGTAZTZAAZLRQQYKLC—NSPI PTNKPNI REDE2D22YKTE2AK2DA2VDDI AERHA

490 500 510 520 530 540
I

KGQPVLI GTTSVERSEYLSRQFTKRRI PHNVLNAKYHEQEATI | AVAGRRGGVTVATNVA
KGQPVLI GTTSVERSEYL SKM.TKRRVPHNVLNAKYHEQEANI | AEAGRRGAVTVATNVA
KGQPVLVGTVSVERSEYLSQLLTKRG KHNVLNAKHHEQEAQ VAQAGLPGAVTVATNVA
TGOPVLVGTHDVAESEEL HEKL L KAGVPAVVLNAKNDAEEAAVI AEAGKL GAVTVSTQVA
RGOPVLVGTRDVAESEEL HERL VRRGVPAVVLNAKNDAEEARVI AEAGKYGAVTVSTQVA
TGQPVLVGTHDVAESEEL ATALRELNI EVSVL NAKNDAEEAQ | AEACDI CRVTVSTQVA

Kkkkkk . okk * ** Kk * ok Kk kK cek koK * kkke ke okk

KGEPVLVCWZZVZZSEZLSE6LTKRG2PHNVLNAKNQZ?EAQ | AEAGZRGAVTV2T2MA
550 560 570 580 590 600

| | | | | |

GRGTDI VL. GGNVDFL TDQRLRERGL DPVETPEEYEAAWHSEL Pl VKEEASKEAKEVI EAG

GRGT DI VL GGNVDFLADKRL RERGL DPVETPEEYEAAVWHEVL PQVKAECAKEAEQVI EAG
GRGTDI VLGGNPEI LLDI KLRERGL DPFEDEESY QEAVWDAEL PAMKQRCEERGDKVREAG

GRGTDI RL G S VGDDDAEKKKVAEL G
GRGT DI RLGGS- S . DE- ADHDRVAEL G
GRGTD RLGGA- S - - DEADYDEWWKLG

kkkkkk kkk * -k

GRGTDI 2L GGNVDFL3D3RLRERGL.DPVETPEEYEAAWH3EL P3VK422EAEAIDéV2 E2G

610 620 630 640 650 660

[ | | | | |
GLYVLGTERHESRRI DNQL RGRSGRQGDPGESRFYL SLGDEL MRRFNGAALETLLTRLNL
GLYVLGTERHESRRI DNQL RGRSGRQGDPCGESRFYL SLGDELVRRFNGATLETLLTRLNL
GLYVLGTERHESRRI DNQL RGRSARQGDPGSTRFYL SMRDDL WRFVGPTVENMVNRL NV
GLHVWGT GRHHTERL DNQL RGRAGRQGDPGSSVFFSSWEDDVVAAHL ERSKL PMETDP- D
GLHVWGT GRHHTERL DNQL RGRAGRQGDPGSSVFFSSVEEDDVVAANL DHNKL PVATD- - -
GLAVI GTARHRSQRL DNQL RGRAGRQGDPGLSL FFVSL DDDV\NSGGSGESVSAQ:’D --

kk ke kk kk o kekkkkkkhkk. *hkkkkk

GLYVLGTERHESRRZDNQ_RGRZG?QBDPC—BSRFZLSL2DD223RFZGAT2E2M_T2LNL

670 680 690 700 710 720
| | | |

PDDVPI EAKMVTRAI KSAQTQVEQQNFEVRKNVL KYDEVMNQQRKVI YAERRRI L EGENL
PDDVPI EAKMVSRAI KSAQTQVEQUNFEVRKNVL KYDEVMNQORKVI YAERRRI L EGENL
PDDVP! ESKTVTNS! KGAQAQVENQNFENRKNVL KYDEVMNEQRKVI YSERRE! L ESADI
AGDGR! | APRAASL L DHAQRVAEGRL L DVHANTWRYNGL | AQORAI | VERRETLLR- - - -
- ENGRI VSPRTGSL L DHAQRVAEGRL L DVHANTWRYNGL | AQQRA! | VERRNTLLR- - - -
- ATGLI DSDRI RDW/GHOQRVTEGQL L El HSQSWNYNKL LADQRVI | DERRERLLD- - - -
PDD2PI E2KRVT221 KHAQR2VEGQR 2 EV2KNV2KY2E2VR QQRK21 YE2RRR2 L EGENL

730 740 750 760 770 780

| | | | | |
KDQAL DMWRDVI TAYVDGATGEGYAEDWDL DALWIALKTLYPVGA TADSL TRKDHEFERD
AEQAHKMLVDVI TAYVDGATAEGYAEDWDLETLWIALKTLYPVG DHRDLI DSDAVGEPG
SRYI QNM EETVSAYVDGATANGYVEDWDL DKLWNAL EAL YDPSI NWIDLVEGSEYGKPG

33QA33MB3DVI TAYVDGATAEGYAEDWDL D3LWIALKTLYPVG 333DLT33D33CGEPG
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790 800 810 820 830 840
| | | |

SecAlM u DLTREEL L EAL LKDAERAYAAREAEL EEI AGEGAMRQLERNVLLNVI DRKVWREHL YEMDY
SecAlMsm ELTREELLDALI KDAERAYAEREKQ KAl AGEGAMRQLERNVLLNVI DROAREHL YEMDY
CgsecAl EL SAEDL RTALVNDAHAEYAKLEEAVSAI GGEAQ RNI ERWLMPVI DTKVWREHL YEVDY
SecA2Msm - - - - DTAREELKERSPERYAKLAEEL GEDA- EERLEKI CRLI MLYHLDRGACEHLAFLAD
SecA2M u - - - - VTAREELAEL APKRYEEL SDKVSE- - - - ERLETI CRQ MLYHLDRGWADHLAYLAD
CgsecA2 - - - - ALAVEEL ACHAPARAAEL EDLDCS- - - - - VREQAARDI M. YHLDYNWSEHLAL VDD

Primcons.  ELTRE22RE2LA2DAP2RYAELE2E2SEl AGE2222Q ERN22L Y22 DR2VREHL 2EMD2

850 860 870 880 890 900
| | | | | |
SecAlM u LKEG GLRAVAQRDPL VEYQREGYDVFMAML DGVKEESVGFL FNVTVEAVP- APPVAPAA
SecALMsm LKEG GLRAVAQRDPL VEYQREGYDVFVGVL EALKEESVGFL FNVQVEAAPQQUPQVAP
CgsecAl LKEG GLRAVAQRDPLVEYQKEGGDMFNGVKDG KEETVRQLFLLRKGFI KQDAEVAD%
SecA2Msm | RESI HLRAL GRQNPL DEFHRMAVDAFASL AADAI EAAQQTFETAESVADEPGVDL SKLA
SecA2M u | RESI HLRAL GRQNPL DEFHRVAVDAFASL AADAI EAAQQTFETANVL DHEPGLDL SKLA
CgsecA2 VRES| HLRAI ARETPLDEYHRI AVREFKDLAQRAVDDAVSTFKSVTI DHEGAHL DDEGLA

cek ok kkke . *k koo

Primcons.  L2E2I 2L RANMA2RDPL2EY2RE2VDVFA22A22 AKEEAV2 T2F2VTVEA622G2DVA2L A

910 920 930 940 950 960
| | | | | |
SecAlM u EPAELAEFAAAAAAAAQQRSAVDG - - - - - - - - GARERAPSAL RAKGVASESPALTYSGP
SecALMsm PPPTL SEFAAAAAAKASDSAAKPDSGSVATKERAEAERPAPAL RAKGI DNEAPPLTYTGP
CgsecAl R TP
SecA2Msm RPTSTWIYMVHDNPLADDTMBALS- = = = = = = = = = - - - LPGVFR: = === === = o m - -
SecA2M u RPTSTWIYMVNDNPLSDDTLSALS- = = = == = == = - - - LPGVFR: = === === mzommm -
CygsecA2 RPSATWIYMVSDNPLAGSGNSVI SG= == === -=---- | GNIFRi == =--=c-co-oa--

Prim cons. RPTSTWYMVADNPLADDTS5S2L S2GSVATKER222ERLPGQ2FRAKG222E2P2LTY2GP

970 980 990 1000 1010
| | | | |

SecAlM u AEDGSAQVORNGGGAHKT PAGVPAGASRRERREAARRQGRGAKPPKSVKKR
SecAlMsm SEERTAH\/i ﬁSGNGGR— - - HAAPAGGSRRERREAARKi ﬁiﬁﬁiAKSHRKG
CgsecAl
SecA2MEm EEEEEE e L EEE LT
SecA2M U SRR R
CgSECAZ mm - mm e e e oo

Primcons. 2E222 A2VQR2 R G22KTP222PAG2SRRERREAAR2(R2222P2KS22K2

Abbildung 36: ,Alignment” der SecA-Proteine aus M. tuberculosis, M. smegmatis und
C. glutamicum. Das ,alignment* wurde mit dem ,ClustalW“-Programfihbmpsonet al, 1994)
durchgefuhrtAminoséauren in rot sind in allen SecA Proteinemttseh (durch Sterne (*) unterhe
der Sequenzen gekennzeichnet), griine Farbe detmehshe Ahnlichkeit der Resta (durch zwe
Punkte unterhalb der Sequenz gekennzeichnet), ffade schwache Ahnlichkeit (hier dient «
Punkt unterhalb der Sequenz zur Verdeutlichungu:Nt. tuberculosis Msm: M. smegmatisCg:
C. glutamicum.Hellblaue K&stchen um Aminosauren geben die Beeemh, die in den SecA2-
Proteinen nicht vorhanden sind, ein dunkelblauest&a markiert den inC. glutamicumSecAl
fehlenden Bereich. Rosafarbene Kéastchen kennzeichiiee Walker-Motive der NBD der SecA-
Proteine

Wie in Abbildung 36 zu sehen, gibt es Bereiche Béne der Aminosauresequenz, die in
allen SecA-Proteinen hoch konserviert sind. Hieg&llen unter anderem die fur die ATPase-
Funktion wichtigen Walker-Motive der Nukleotid-Biedomane (NBD; rosafarbene
Kastchen). Es gibt jedoch Bereiche, die in den SecAl-Proteimkm Mycobakterien
vorhanden sind, in den SecA2-Proteinen jedoch gydhlen (hellblaue Kastchen). Diese
Bereiche fehlen ebenfalls in NCgl1384 (CgsecA2hdsjedoch in fast allen Fallen in
NCgl0726 (CgsecAl) konserviert. Dies verdeutlictihss NCgl1384 da€. glutamicum
SecA2 und NCgl0726 das SecAl kodiert und im Folganderden die beiden nur noch als
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C. glutamicum SecAl und SecA2 bezeichnet. Bei Betrachtung ddgnpaents” des
C. glutamicumSecAl-Proteins fallt dariber hinaus auf, dass kisva die letzten 100
Aminosduren des C-Terminus, die in anderen SecAfefren konserviert sind, fehlen
(dunkelblauer Kasten).

Nachdem unterschieden werden konnte, weldsesrGen vonC. glutamicumdas SecAl
bzw. das SecA2-Protein kodiert, wurde mit Untersungfen zur Aufklarung der Bedeutung
der SecA2-abhangigen Proteintranslokatio@ iglutamicurmbegonnen.

111.3.2.2 Das secA2-Gen vonC. glutamicum ist essentiell

Um Erkenntnisse Uber die Bedeutung und Funktion &ecA2-Translokation von
C. glutamicunezu erhalten, sollten SecA2-abhéngig exportiertes8ate identifiziert werden.
Hierzu hat sich bei anderen, pathogenen Bakterigreimem SecA2-System der Vergleich
der von einesecA2Mutante exportierten Proteine mit denen, die vioera Wildtyp-Stamm
exportiert werden, bewahrt (Lenz und Portnoy, 2@2)sing und Sullam, 2002; Braunstein
et al, 2003). Proteine, die in einsecA2Mutante nicht mehr oder weniger effizient expattie
werden, stellen SecA2-abhéngig exportierte Proteiae Daher sollte im Folgenden eine
secA2Mutante vonC. glutamicumhergestellt werden. Hierzu wurde dasdn glutamicum
bewahrte pK1lBhobsacBSystem (Schafeet al, 1994) eingesetzt. Dieses System basiert auf
dem pKl9nobsacBVektor, einem pUC19-Derivat, der eine KanamyciesRtenzkassette
tragt. Da dieser Vektor i€@. glutamicummicht replizieren kann, vermittelt er nur Kananmyci
Resistenz, wenn er in das. glutamicumChromosom Uber homologe Rekombination
integriert. FUr diese homologe Rekombination werNekleotid-Sequenzen, die etwa 400 bp
grof3en Bereichen ,upstream” und ,downstream” deslaletierenden Gens entsprechen, in
diesen Vektor kloniert. Der pKh®obsacBVektor tragt dariiber hinaus deacBGen, das fir
die Levansucrase kodiert. Die Levansucrase bildetSacrose Heteropolymere, die aufgrund
ihrer Akkumulation toxisch auf die Zellen wirkenlsAKonsequenz kénnen Stamme mit dem
sacBGen nicht auf Medien mit Sucrose wachsen.

Um die secA2Mutante vonC. glutamicumherstellen zu kénnen, wurden Uber PCR der
Lupstream” (A2USR)- und ,downstream” (A2DSR)-Beleicles secA2Gens amplifiziert,
und Uber ,cross-over‘-PCR fusioniert. Das Endprdduigrde in den pK1®obsacBVektor
kloniert und der resultierende Vektor (pK19CgsecAg) den C. glutamicum Wildtyp
transformiert. NurC. glutamicumZellen, bei denen eine Integration des Vektorsr Gibe
homologe Rekombination an den ,upstream” bzw. ,dstngam” desecA2Gens liegenden
Bereichen stattgefunden hat, konnen auf Kanamyaltigen Agarplatten wachsen
(Abbildung 37 A).
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pK19CgsecA2

A
A2DSR '
A2DSR ——————  C. glutamicum Genom
8 |
CgIntA2 (KanR, SucS)
—AZUSRINISEEAZIGERN A20SR —/~ 5acB_ [ Kan—[AZUSR] AZDSK -
Cc
—[JAZUSR] A2DSR TAZUSRONISEEAZIGERI AZDSR —
secA2-Deletionsmutante Wildtyp secA2
(Kan$S. SucR) (KanS, SucR)

Abbildung 37: Schematische Darstellung des Versuchaur Deletion desC. glutamicum secA2-
Gens Uber das pK18hobsacB-System

(A) Uber homologe Rekombination am ,upstream”“(A2US&der ,downstream*“(A2DSRBereich
dessecA2Gens kann der pK19CgsecA2-Vektor in dasglutamicumChromosom integrieren.

(B) Die CgIntA2-Mutante: dieser Stamm ist aufgrudel integrierten Vektors Kanamyaiesisten
(KanR), aber Sucrossensitiv (SucS). Uber homologe Rekombination an 8RU(blau) ode
A2DSR (rot) kann es zu einer Plasmid-Excission kemm

(C) Nach Plasmidexcission kann es theoretisch mit gleicher Wahisdicakeit zur
Wiederherstellung des WildtygecA2Gens oder zur Erzeugung einsecA2Deletionsmutant
kommen. Beide nach Excission entstehenden StammdeKsinamycin-sensitiv (KanS) und Sucrose-
resistent (SucRgacB Levansucrase-Gerkan Kanamycin-Resistenzkassette

Es liegen nach Vektorintegration esecA2Lokus mit der Wildtyp-Version desecA2Gens
und ein Lokus mit einesecA2Deletion im Chromosom vo@. glutamicumvor (Abbildung
37 B). Diese Integration in d&3. glutamicumChromosom wurde tUber PCR verifiziert und
der resultierende Stamm als CgintB&zeichnet.

Durch eine Ubernacht-Kultivierung von CgIntA2 ohtanamycin kann es zu einer Excission
aus dem Chromosom und einem Verlust des Vektorsmem Diese Excission erfolgt
entweder Uber homologe Rekombination zwischen dgpstream* (A2USR)- oder den
.downstream“ (A2DSR)-Bereichen des Lokus mit decA2Deletion und dem Wildtyp
secA2Lokus (Abbildung 37 B). Je nachdem, an welchem e®é&r die homologe
Rekombination stattfindet, liegt nach der Excisserweder ein WildtymsecA2Gen oder
einesecA2Deletion im Chromosom vor (Abbildung 37 C). Zelldrei denen eine Excission
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des Plasmids stattgefunden hat, sind aufgrund @elsidfs des Levansucrase-Gens wieder in
der Lage auf Sucrose zu wachsen. Das Gen flr dignseurase mutiert jedoch mit einer sehr
hohen Frequenz und somit treten haufig auch Klarfiedke auch trotz des noch integrierten
Vektors auf Sucrose-Platten wachsen kdnnen. Unedres den Klonen mit der Plasmid-
Excission unterscheiden zu kdénnen, wurden sie amnfakhycin-Resistenz untersucht. Klone,
bei denen der Vektor noch integriert vorliegt urid Hevansucrase mutiert ist, kénnen in
Gegenwart von Kanamycin wachsen, wahrend Klone degien eine Plasmid-Excission
stattgefunden hat mit dem Plasmid auch die Kanamigeisistenz verloren haben. Bei diesen
Sucrose-resistenten aber Kanamycin-sensitiven Kildrendelt es sich ur@. glutamicum
Zellen, bei denen nach Plasmid-Excission entwenber Wildtyp-Kopie desecA2Gens oder
einesecA2Mutante im Chromosom vorliegen. Theoretisch ist \Wahrscheinlichkeit fir das
Vorliegen der Wildtyp-Situation oder deecA2Mutante jeweils 50%. Aus Klonen bei denen
eine Plasmid-Excission stattgefunden hatte wurdensbsomale DNA prapariert und tber
PCR dersecA2Lokus im C. glutamicumChromosom analysiert (Abbildung 38). Bei dieser
PCR wurden Primer eingesetzt, die ,up“- bzw. ,dotseam” der auf dem Integrationsvektor
vorhandenen Bereiche i@. glutamicumChromosom binden.

1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 13 14
Abbildung 38: PCR zur Uberpriifung des secA2-Lokus auf das Vorliegen einer Deletion
Aufgetragen sind in Spur 1 der 1kB DNA GréRenstath@® Bl Fermentas)in Spur2 eine PCR-
Reaktion mit chromosomaler DNA des Wildtyps, in 6@ die PCRReaktion mit den
pK19CgsecA2-Vektor und in den Spured4PCRs mit chromosomaler DNA aus verschied:
Sucrose-resistenten aber Kanamycin-sensitiven Klone

Eine PCR mit dem Integrationsvektor als ,templaejab kein Produkt (Abbildung 38, Spur
3), wahrend ausgehend von chromosom@leglutamicumWildtyp-DNA eine Bande von
etwas Uber 3 kB erhalten wurde (Spur 2). In alletesteten Klonen (Spur 4-14) wurde jedoch
ebenfalls nur die gleiche Situation wie im Wildtyprgefunden. Insgesamt wurden mehr als
120 Klone auf diese Art analysiert, doch eisecA2Mutante konnte in keinem Fall
identifiziert werden. Dieser Befund spricht dafiigss es sich bei dem Gen, das deletiert
werden sollte, wahrscheinlich um ein essentielles Gandelt. Neben einer vollstandigen
secA2Deletion wurde ebenfalls versucht, dascA2Gen durch die Integration eines Vektors
in das Gen zu inaktivieren. Hierzu wurde der Vekigl8moh ein pUC18-Derivat, das in
C. glutamicumebenfalls nicht replizieren kann, verwendet. lesdn Vektor wurde ein
internes Fragment desecA2Gens vonC. glutamicumkloniert. Der hieraus resultierende
Vektor pK18CgsecA2 kann i€. glutamicumnur Kanamycin-Resistenz vermitteln, wenn
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eine Integration des Vektors durch homologe Rekoation Uber die Sequenz des internen
secA2Fragments erfolgt. Hierbei wirde es zu einer [Bam dessecA2Leserahmens
kommen und somit zu einer Inaktivierung desA2Gens. Der pK18CgsecA2-Vektor wurde
in denC. glutamicumWildtyp transformiert und es wurde auf Kanamyasistente Klone
selektioniert. Es konnten jedoch auch nach mehefatMiederholung der Transformation
keine Kanamycin-resistenten Klone erhalten werdekine Herstellung einer
Inaktivierungsmutante war folglich ebenfalls nightglich. Es wére jedoch denkbar, dass
eine Deletion oder Disruption deS. glutamciumsecA2Gens aufgrund polarer Effekte
scheiterte. Daher wurde versucht, dasA2Gen zu deletieren, wersecA2gleichzeitigin
trans von einem Plasmid exprimiert wird. Da keiner derfugbaren SecA-Antikérper mit
demC. glutamicumSecA2-Protein in einem Western Blot reagierte éoAbbildung), wurde
Uber PCR eine Version deecA2Gens amplifiziert, die einen C-terminal angeharmgen
6xHis-Tag fiur die Detektion kodiert. Das erhaltesecA2TagGen wurde in den
C. glutamicum/E.coljshuttle“-Vektor pVWEX2 Kkloniert. Die Expression ed

C. glutamicumsecA2TagGens ist auf pVWEX2 unter der Kontrolle eines nfiagérten lac-
Promotors, bei dem die Genexpression durch IPTGaEegnduziert werden kann, aber
durch Glukose nicht mehr reprimiert wird. Der réignende Expressionsvektor fur das
C. glutamicumsecA2TagGen, pVA2, sowie der pVWEX2-Leervektor, wurden den
CgIntA2-Stamm, bei dem der pK19CgsecA2-Vektor chwmsomal integriert vorliegt,
transformiert. Die Expression d€s glutamicumSecA2Tag-Proteins wurde in den erhaltenen
Klonen nach Anzucht unter IPTG-Induktion im Westdlot mit Anti-5xHis-Antikdrper
untersucht (Abbildung 39).

175 kDa

83 kDa

1 2 3 4 5
Abbildung 39: Expression desC. glutamicum SecA2Tag-Proteins in CgIintA2.
Spur 1. BR-Gr6RRen-Standard; Spur 2-5: auf einggn 0,5 normierte Gesamtzellproteine von
CgIntA2 mit dem pVWEX2-Leervektor (Spur 2) bzw. dgWA2-Expressionsvektor (Spur -

Zur Detektion wurde der @ti-5xHis-Antikdrper eingesetzt. Anzucht der Zellen erfolgts
30°C und unter Induktion mit 100 uM IPTG.

Wie in Abbildung 39, Spur 2 zu erkennen, zeigt GgintA2-Stamm mit dem Leervektor
keinerlei Reaktivitdt mit dem verwendeten Anti-5gHintikorper. In Stammen mit dem
pVA2-Expressionsvektor hingegen sieht man eine lidbet Reaktion des Antikdrpers mit
einer etwas unterhalb von 83 kDa laufenden Banée.di2sem Protein handelt es sich um
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dasC. glutamicumSecA2Tag-Protein, das eine etwas geringere Laeflailiweist, als die
vorhergesagte Masse von 84,2 kDa erwarten lasst.ERpression des SecA2Tag-Proteins
wurde folglich nachgewiesen. Anschlieend wurdea Wiersuche zur chromosomalen
Deletion de<C. glutamicum secAit Stammen, die entweder den pVWEX2-Leervektarod
den SecA2Tag-Expressionvektor tragen, wiederholtie Dlsolierung potentieller
Deletionsmutanten beider Stamme erfolgte wie obesclirieben, jedoch wurde bei allen
Schritten dem Medium Tetracyclin fur die Selektianf die Anwesenheit des Leer- bzw.
SecA2Tag-Expressionsvektors zugegeben. Aus pdientisecA2Deletionsmutanten der
Stamme mit dem Leervektor oder dem SecA2Tag-Exjpesgektor wurde chromosomale
DNA préapariert und desecA2Genlokus durch PCR untersucht (Abbildung 40).

1 2 3 4 5 6 7 8 911 12 13 14 15 16 17 18 19 21 22 23

Abbildung 40: PCR zur Uberpriifung dessecA2-Lokus auf das Vorliegen einer Dietion in den
CgIntA2-Stammen mit dem Leervektor oder dem secA2Tag-Expressionsvektor. Aufgetrager
sind in Spur 1 der 1kB DNA Grof3enstandard (MBI Femtas)in Spur2 und 3 PCRReaktionen mi
chromosomaler DNA des Wildtyps, in Spur 4 die PC&alReion mit dem pK19CgsecA2ektor und
in den Spuren 5-23 PCRs mit chromosomaler DNA aerschiedenen Sucrosesistenten abi
Kanamycin-sensitiven Klonen aus entweder Stammerdem Leervektor (Spur 54) oder mit der
secA2Tagexpressionvektor (Spur 15-23).

Wie in Abbildung 40 zu erkennen, zeigt sich beemalllO Klonen die den Leervektor tragen
(Spur 5-14) die 3,2 kB grof3e Bande des WildsggA2Gens (Spur 1 und 2). Im Gegensatz
hierzu ist in vier der neun untersuchten Klone daiin secA2tagexpressionsvektor die 0,99
kB grofRe Bande zu sehen, die betA2Deletion zu erwarten ist (Spur 19, 20, 22 und 238).
den restlichen funf Klonen ist die Wildtyp-Banderlvanden. Es ist demnach mdglich, eine
chromosomale Deletion d€3 glutamicum secA2u erzielen, wenn das SecA2Tiagtrans
exprimiert wird. Die Deletion bei Anwesenheit desekvektors alleine ist offensichtlich nicht
maoglich. Um dies noch weiter zu stitzen, wurdenhneweitere 20 potentiellessecA2
Deletionsmutanten des CgIntA2-Stammes mit dem ledeov untersucht. Bei allen ergab die
PCR die Bande des WildtygecA2 Zusammengenommen sind die bisher gewonnen
Ergebnisse bereits ein sehr deutlicher Hinweisudadass das alsecA2bezeichnete Gen in
C. glutamicunessentiell ist.
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Um diese Aussage noch weiter zu kraftigen, wurdgasmid-curing“-Experimente
durchgefuhrt. Hierbei wurden Stamme mit dem pVAZXide eingesetzt, die auf dem
Chromosom entweder das WildtgpcA2Gen oder diesecA2beletion aufwiesen. Sollte das
secA2Gen essentiell sein, so sollte bei einer Kultwiey ohne Tetracyclin eineecA2-
Deletionsmutante nicht in der Lage sein, den pVASdd@r zu verlieren, wahrend der Vektor
fur einen Wildtyp-Stamm verzichtbar sein sollte sQplasmid-curing” wurde wie unter 11.4.5
beschrieben durchgefiihrt. Das prozentuale Verlsaltidr Klone, die in Bezug auf die
Gesamtanzahl der Zellen noch Uber Tetracyclin-Rassverfigt (und somit das Plasmid
noch besitzen), wurde zu verschiedenen Zeitpunktenittelt und ist in Abbildung 41
grafisch aufgetragen.
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Abbildung 41: Prozentualer Anteil der Tetracyclin-resistenten Klone nach ,plasmideuring”
von C. glutamicum. C. glutamicumildtyp (WT, Blau) undsecA2Mutante AA2, Rot), beide mit
dem pVA2-Plasmid, wurden lber 235 Generationen HiSBMedium mit IPTG aber ohr
Tetracyclin angezogen. Nach 75, 115, 175 und 23%efadonen wurde der Anteil der Klone,
noch Uber Tetracyclin-Resistenz verfligen, ermittelt

Wie in Abbildung 41 zu sehen, nimmt der Anteil der Tetracyclin-resieen Klone des
Wildtyps (Blau) tber die Zeit kontinuierlich ab. &ya235 Generationen sind lediglich noch
20% der gesamten Klone resistent gegeniiber denmbigimtum. In diesem Stamm kommt es
in Abwesenheit des Tetracyclin-Seletionsdrucks imera Verlust des pVA2-Plasmid in den
Zellen. Uber Isolierung von Plasmid-DN#urde wie unter 11.4.5 beschrieben fiir einige
Klone verifiziert, dass Zellen mit Tetracyclin-R&t®nz tatsachlich noch Gber das SecA2Tag-
Expressionsplasmid verfugen, wahrend in Tetracys#insitiven Klonen kein Plasmid mehr
nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz zum \Wildtyder Anteil der Klone desecA2-
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Mutante(Rot), die das pVA2-Plasmid behalten, tGber die gesa 235 Generationen konstant
bei 100%. DiesecA2Mutante kann folglich das Plasmid nicht verlier&omit l&sst sich
aussagen, dass d& glutamicum secA&en, im Gegensatz zu allen anderen bislang
bekannten und untersuchteecA2Genen, essentiell ist.

Da es sich beinsecA2Gen vonC. glutamicumum ein essentielles Gen handelt, ist es
maoglich, das<C. glutamicumdas erste Bakterium mit zwei essentiebetAGenen ist. Um
dies zu verifizieren, wurde im Folgenden untersudi dassecAlvon C. glutamicum
ebenfalls essentiell ist.

111.3.2.3 C. glutamicum besitzt zwei essentielleecA-Gene

In allen bekannten Bakterien ist nur ein essees8skcAGen vorhanden und das von diesem
Gen kodierte Protein ist ausreichend um die Traasion aller fur das Uberleben essentiellen
Sec-Substrate zu gewahrleisten. Wenn in einem Bakieein zusatzlichesecA2Gen
vorhanden ist, so ist dieses in allen bislang gotdrten Fallen nicht essentiell. Der Befund,
dass dasecA2Gen vonC. glutamicunessentiell ist, lasst es mdglich erscheinen, dassch
bei C. glutamicumum das erste Bakterium mit zwei essentiekesAGenen handelt. Dies
wirde die Frage aufwerfen, warum die Translokagseentieller Sec-Vorlauferproteine in
C. glutamicumim Gegensatz zu allen anderen bekannten Baktewenverschiedene SecA-
Proteine bendétigt. Als erstes sollte daher untérsuerden, ob das hier vorliegensecAl
Gen ebenfalls essentiell ist. Hierzu wurde analagErmittlung der Essentialitat descA2
Gens verfahren.

Als erstes wurde versucht, eine Disruptionsmutatde secA1Gens mit dem pK18ob
System herzustellen. Hierzu wurde Uber PCR einrnete Fragment desecAlGens
amplifiziert, in den pKl1Bob Vektor kloniert und der hieraus resultierende ekt
(pPK18CgsecAl) in derC. glutamicumWildtyp transformiert. Es konnten jedoch auch nach
mehrfacher Wiederholung der Transformation keiramdnycin-resistenten Klone erhalten
werden. Dass folglich keine Disruption d€% glutamicum secAlleserahmens durch
Integration des Vektors in das Chromosom maéglich, war ein erster Hinweis darauf, dass
auch dasecAlGen vonC. glutamicumessentiell ist. Als zweiter Schritt wurde eine &&n
dessecAliber das pK1®obsacBSystem versucht. Hierzu wurden tGber PCR der ,epstf
und ,downstream“-Bereich desecAlGens amplifiziert und Uber eine ,cross-over‘-PCR
fusioniert. Das erhaltene Fusionsprodukt wurdeein pK19nobsacBVYektor kloniert und mit
dem erhaltenen Integrationsvektor (pK19CgsecAl)aylutamicunmWildtyp transformiert.
Die Integration des Vektors in d&s glutamicumChromosom an der korrekten Stelle wurde
in den Kanamycin-resistenten Klonen tUber PCR \&eifi und der erhaltene Stamm als
CgIntAl bezeichneitm Gegensatz zursecA2Gen wurde jedoch nicht direkt versucht, eine
Deletion dessecAlin diesem Stamm zu erhalten, sondern eine Deletiarde erst in
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Anwesenheit eine€. glutamicum secAEXxpressionsvektors angestrebt. Fir oletrans
Expression de<C. glutamicumSecAl wurde eine Version de®cAlGens, die fur die
Detektion zusatzlich einen C-terminalen 6xHisTaglikd (secAlTay in den pVWEX2-
Vektor kloniert. Der hierdurch erhaltene Vektor, AV und der pVWEX2-Leervektor
wurden in den C. glutamicum CgintAl-Stamm transformiert. Nach erfolgreicher
Transformation wurde die Expression des glutamicumSecAlTag-Proteins nach IPTG-
Induktion Gber einen Western Blot mit Anti-5xHis-#orper untersucht (Abbildung 42).

175 kDa
' 83 kDa Rk
1 2 3 4 5

Abbildung 42: Expression de<C. glutamicum SecAlTag-Proteins in CgIntAl.

Spur 1: BR-GroRenstandard; Spur 2-5: auf einge@n 0,5 normied Gesamtzellproteine v«
CgIntAl mit dem pVWEX2-Leervektor (Spur 2 und 3wbzem pVALlExpressionsvektor (Spur
und 5). Zur Detektion wurde der Anti-5xHigatikorper eingesetzt. Anzucht der Zellen erfolgta
30°C und unter Induktion mit 100 uM IPTG.

Wie in Abbildung 42 (Spur 2 und 3) zu erkennengred der Anti-5xHis-Antikdrper nicht
mit Proteinen aus dem CgIntAl-Stamm mit dem pVWHX2+rvektor. Bei Expression des
C. glutamicumSecAlTag hingegen ist eine Proteinbande oberhalb8d kDa-Bande des
Proteinstandards zu erkennen (Spur 4 und 5). BesediBande handelt es sich um das
SecAlTag-Protein, das eine vorhergesagtes Molalewacht von 96,2 kDa besitzt.
Nachdem die Expression des SecAlTag-Proteins int&gjlnachgewiesen war, wurde ein
Versuch zur Deletion des chromosomasecAlGens durchgefihrt. Aus potentiellsacAl
Deletionsmutanten des CgIntAl-Stamm mit dem pVWHEX¥2+vektor oder dem SecAlTag-
Expressionsvektor wurde chromosomale DNA prapauiedt in einer Kontroll-PCR auf ihren
secAlGenlokus untersucht (Abbildung 43).

1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12 1314 15 16 17
Abbildung 43: PCR zur Uberpriifung dessecAl-Lokus auf das Vorliegen einer Deletion ir
den CgIntAl-Stammen mit dem Leervektor oder dem secAlTag-Expressionsvektor.
Aufgetragen sind in Spur 1 der 1kB DNA GroRRenstatid® Bl Fermentas)in Spur2 die PCR-
Reaktion mit chromosomaler DNA des Wildtyps und den Spuren 37 PCRs mi
chromosomaler DNA aus verschiedenen Sucrose-rest@ber Kanamycin-sensitiven Klonen
aus entweder Stammen mit dem Leervektor (Spur@i8) mit demsecAlTagExpressionvektc
(Spur 10-17).
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Wie in Abbildung 43 zu erkennen, wurde fur allearsatichten Klone mit dem Leervektor
(Spur 3-9) die Bande des WildtygecAlGens gefunden (Spur 2). Ist jedoch der pVALl-
Vektor in den Zellen vorhanden, so lieferte die PIDR2 Klone die Bande des Wildtyps
(Spur 13 und 16), aber fur 6 Klone die fur esezAlMutante zu erwartende 1,2 kB grol3e
Bande (Spur 10, 11, 12, 14, 15 und 17). iBérans Expression des SecAlTag-Proteins ist es
also moglich, eine Deletion de&3. glutamicum secAzu erzielen. Ist nur der Leervektor
vorhanden, so kann eine Deletion nicht erfolgemsDvurde durch die Untersuchung von 20
weiteren potentiellesecAtMutanten des Leervektor-Stamms, bei denen ebenfait die
Wildtyp-Situation gefunden wurde, bestétigt. Diésgebnisse zeigen, dass es sich bei dem
secAlGen von C. glutamicum mit allergro3ter Wahrscheinlichkeit ebenfalls urm e
essentielles Gen handelt. Um dies weiterhin zudiggen, wurden hier ebenfalls ,plasmid-
curing“-Experimente durchgefiihrt. Bei diesen wurdgenau wie bei den ,curing“-
Experimenten desecA2Vektors beschrieben verfahren. Stdmme des Wildiypd der
secAlDeletionsmutante, in denen das pVAl-Plasmid vailkanwar, wurden Uber einen
Zeitraum von 235 Generationen in BHIS-Medium ohnetrdcyclin angezogen und zu
verschiedenen Zeitpunkten auf Tetracyclin-Resisteénd somit auf eine Anwesenheit des
Plasmids Uberpruft. Abbildung 44 zeigt eine grdfes@uftragung des prozentualen Anteils
der Tetracyclin-resistenten Klone bezogen auf desaitzahl der Klone zu den jeweiligen
Zeitpunkten fur Wildtyp (Blau) undecAlDeletionsmutante (Rot).
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Abbildung 44: Prozentualer Anteil der Tetracyclin-resistenten Klone nach ,plasmideuring”

von C. glutamicum. C. glutamicumildtyp (WT, Blau) undsecAlMutante(AAl, Rot), beide mi
dem pVAl-Plasmid, wurden lber 235 Generationen HiSBMedium mit IPTG aber ohr
Tetracyclin angezogen. Nach 75, 115, 175 und 23%efadonen wurde der Anteil der Klone,

noch Uber Tetracyclin-Resistenz verfligen ermittelt.
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Wie in Abbildung 44 zu erkennen, nimmt im WildtyerdAnteil an Tetracyclin-resistenten
Klonen Uber die Zeit kontinuierlich ab (Blau). Dhsif3t, es kommt zu einem Verlust des
pVA1l-Plasmid. Nach 235 Generationen haben alleeAeflassecAl1TagExpressionsplasmid
verloren. In dersecAtMutante (Rot) hingegen zeigen auch nach 235 G#@oeesm noch
100% der Klone Tetracyclin-Resistenz. BecAlMutante kann das pVA1-Plasmid folglich
nicht verlieren. Dies zeigt, dass auch dasA1Gen vonC. glutamicumwie dassecA2Gen
essentiell istC. glutamicumist somit das erste und bislang einzige bekanatddBium mit
zwei essentiellersecAGenen. Dieser Fund macht es umso interessantauseifinden,
welche Funktion der SecA2-abhangigen Proteintréasion inC. glutamicunzukommt. Um
dies zu analysieren, wurde 6. glutamicumeine Suche nach Substraten fir diesen
Translokationsmechanismus durchgefihrt.

111.3.2.4 Konstruktion einer C. glutamicum secA2-Promotoraustauschmutante.

Die Essentialitdit dessecA2Gens von C. glutamicum zeigt bereits, dass der SecA2-
abhangigen Proteintranslokation in diesem nichivgg@énem Bakterium eine groR3e
Bedeutung zukommt. Um die Funktion des SecA2-Wegsager zu untersuchen, sollten
SecA2-abhangig exportierte Substraten Gn glutamicumidentifiziert werden. Da eine
Deletion des essentiellesecA2Gens nicht moglich war, wurde hierzu ein chromoalem
Austausch desecA2Promotors gegen einen regulierbaren Promotor dpfcinrt. Ohne
Induktion sollten in einem solchen Stamm SecA2-abfige Substrate nicht mehr, oder mit
reduzierter Effizienz, exportiert werden. Fir eimdares essentiell€s. glutamicunGen,glyA
(kodiert die SHMT: _®rin-Hydroxy-Methyl-Transferase), fuhrte ein Austausch des
authentischen Promotors gegen dacPromotor zu einem Stamm, der in Abwesenheit der
Induktors IPTG sehr schlecht wachst (Siraical, 2002). Mit diesem System ist es folglich
maoglich, eine durch IPTG-Zugabe regulierbare Exgoes eines gewilnschten Gens zu
erreichen. Daher wurde analog zur Konstruktion dgyA-Promotoraustauschmutante
vorgegangen, um einen Austausch siesA2Promotors zu erreichen. Hierzu wuildel, das
Gen fir den Lac-Repressor, und te-Promotor ausgehend vom Plasmid pVWEX2 und die
ersten 400 bp desecA2Gens ausgehend von chromosomater glutamicum DNA
amplifiziert und Uber ,cross-over‘-PCR fusionieidas Produkt, welches ein verkirztes
secA2Gen unter der Kontrolle de¢ac-Promotors sowie ddacl®-Gen kodiert, wurde in den
Vektor pK18nobkloniert. Der resultierende pK18tacA2 Vektor kanrC. glutamicunmicht
replizieren und es werden daher nach Transformatio@. glutamicumnur Kanamycin-
resistente Klone erhalten, wenn eine Integratios \dektors tGber homologe Rekombination
an den ersten 400 bp desecA2Gens stattfindet. Dieses Rekombinationsereignisinis
Abbildung 45 dargestellt.
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pK18tacA2

,Jé?g[gj [ SecA2* -
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Abbildung 45: Konstruktion der C. glutamicum secA2-Promotoraustauschmutante Glber homolog
Rekombination. pK18tacA2 kann inC. glutamicumnicht replizieren, und folglich werden r
Kanamycin-resistente Klone erhalten, wenn eineghatiion Gber homologe Rekomhbition an del
ersten 400 bp desecA2Gens stattfindet. Nach diesem Integrati&nsignis liegen im resultierend
Stamm ptacA2 zwei Versionen descA2Gens vor. Zum einem die verkirzte, 400dggA2*:Version,
die unter Kontrolle desecA2Promotors fsecA2 steht und ein nicht funktionelles SecRpeatein
kodiert, und zum anderen das WildtgpcA2Gen, dessen Expression unter der Kontrolle tdes
Promotors ftac) steht.

Nach der Integration des pK18tacA2-Vektors in ddso@osom liegen irC. glutamicum
zwei Versionen desecA2Gens vor. Das verkiirzteecA2-Gen, das unter Kontrolle des
secA2Promotors [jsecA2 steht und eine nicht-funktionelle Version des/A&t&odiert, und
das WildtypsecA2Gen, dessen Expression Uber timPromotor ptac) gesteuert wird. Die
Expression der einzigen funktionellen Version deseatiellen SecA2-Proteins wird folglich
Uber dertac-Promotor kontrolliert. Da mit dem pK18tacA2-Vekiebenfalls das Gen fir den
Lac-Repressoracl?, in dasC. glutamicumChromosom integriert wurde, ist die Expression
des secA2Gen in Abwesenheit eines Induktors wie z.B. IPTi@primiert. Weil die
Expression desecA2Gens jedoch essentiell ist, wurde bereits wahasrdTransformation
desC. glutamicumwildtyps mit dem pK18tacA2-Vektor bei allen Scheit IPTG (100 uM)
hinzugegeben. Aus den nach Transformation des p@I€AZ+Vektors inC. glutamicum
erhaltenen Kanamycin-resistenten Klonen wurde cbemmale DNA prépariert und die
Integration des Vektors Uber PCR verifiziert. Hiemwurden die Primer so gewahlt, dass ein
Primer in der Sequenz des Vektors und der andel@. iglutamicumChromosom hinter der
potentiellen Integrationsstelle bindet. Die Ergsleisind in Abbildung 4@argestellt.
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URLBUNERuy

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11
Abbildung 46: PCR zur Uberprifung der Integration des pK18tacA2-Vektors.Aufgetrager
ist in Spurl die PCR-Reaktion mit chromosomaler DNA des Wpdtyind in den Spuren 2t
PCRs mit chromosomaler DNA aus Kanamycin-resistert®onen nach Tansformation mi
pK18tacA2.

Wie in Abbildung 46 zu erkennen, ergibt eine PCRgathend von chromosomaler Wildtyp
DNA kein Produkt (Spur 1). Hingegen zeigen allem@icansformation mit dem pK18tacA2-
Vektor erhaltenen Kanamycin-resistenten Klone &nade der zu erwartenden Grol3e (Spur
2-11). Da eine solche Bande nur bei Integration \delgtors an der korrekten Stelle in das
Chromosom vorC. glutamicumzu erwarten ist, wurde somit die Konstruktion decA2
Promotoraustauschmutante verifiziert.

Die secA2Promotoraustauschmutante v@n glutamicumwurde als ptacA2 bezeichnet und
es wurde zuerst das Wachstum dieser Mutante im I&ehgzum Wildtyp in CGXII-
Minimalmedium mit und ohne IPTG verglichen (Abbitadu47).

100
/ ——— J
c - WT OuM IPTG
S | 74 = WT 100 uM IPTG
g ——ptacA2 OuM IPTG
o —-#-ptacA2 100uM IPTG
1 T T
0 20 40 60 80 100

t(h)

Abbildung 47: Wachstum vonC. glutamicum secA2-Promotoraustauschmutante und Wildtyp
in Gegenwart und Abwesenheit von IPTG. Die Stamme wurden zuerst in BHMedium mit
100 pM IPTG 8 Stunden angezogen, zweimal mit COXgdium gewaschen, und anschliel3
eine CGXII-Vorkultur mit 10 pM IPTG zu einer Q§ von 1 beimpft und tUber Nacht wach:
gelassen. Nach erneutem, zweimaligem Waschen n@XliEMedium ohne IPTG, wurde vc
Wildtyp (Blau) und ptacA2-Mtante (Rot) jeweils ein Kolben mit CGXIl mit 100 uNPTG
(Quadrate) und ein Kolben mit CGXIl ohne IPTG (Darten) zu einer Ofg von 1 beimpft un
das Wachstum verfolgt.
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Wie in Abbildung 47 zu erkennen, zeigen sowohl\d&ldtyp wie auch die ptacA2-Mutante
anndhernd gleiches Wachstum, unabhéngig davorR 88 im Medium vorhanden ist oder
nicht. Fir die ptacA2-Mutante ware zu erwarten game dass in Abwesenheit von IPTG ein
Wachstumsdefekt auftritt, da die Expression desrgidlensecA2Gens nicht mehr induziert
wird. Es ist jedoch vorstellbar, dass in Abwesentien IPTG durch eine Restaktivitat des
tac-Promotors eine geringe Menge an SecA2-Proteindgthivird. Diese kdnnte ausreichend
sein, um die Translokation der Vorlauferproteinegawahrleisten, die die Essentialitdt des
secA2Gens inC. glutamicumbegrinden. Im Folgenden wurde daher versuchtAlimitat
des vor demsecA2Gen befindlichentacPromotors in Abwesenheit von IPTG weiter zu
reduzierenEine Moglichkeit hierzu stellt die Uberexpressiogsd_ac-Repressors dar. Zwar
ist eine Kopie desacl?Gens mit dem Integrationsvektor beim Promotoraussta in das
C. glutamicumChromosom integriert worden, doch wahrscheinlishdie ausgehend von
diesem Gen synthetisierte Menge an Lac-Represspureichend, um eine vollstandige
Repression dedac-Promotors in Abwesenheit von IPTG zu erzielen. ifs durchaus
vorstellbar, dass eine hdohere Menge an Lac-Represmekilen zu einer starkeren
Repression fiihrt. Die einfachste Methode fir dietglpression des Lac-Repressors stellt
die Transformation der ptacA2-Mutante mit einem ¥ekauf dem dakacl%Gen vorhanden
ist, dar. Hierzu wurde der Vektor pVWEX2 gewéahlkr dn C. glutamicumeine Kopienzahl
von etwa 20 aufweisDurch das Einbringen dieses Vektorsdnglutamicumsollte folglich
die Menge an Lac-Repressor im Vergleich zu nur reocteomosomalen Kopie deutlich
gesteigert werden. Wenn diese gesteigerte Menga@Repressor in der ptacA2-Mutante zu
einer starken Repression ds¥cA2Expression in Abwesenheit von IPTG fuhrt, solliehs
dies in einem Wachstumsdefekt bemerkbar macherealrde das Wachstum von ptacA2-
Mutante und Wildtyp mit dem pVWEX2-Leervektor in &G-Medium in An- bzw.
Abwesenheit von IPTG Uber 35 Stunden verfolgt. Bigebnisse sind in Abbildung 48 zu
sehen.
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Abbildung 48: Vergleich des Wachstums der pVWEX2-Kbne von C. glutamicum Wildtyp und
ptacA2-Mutante bei Kultivierung unter verschiedenenIPTG-Konzentrationen. Alle verwendetel
Stamme tragen den pVWEX2-Leervektor. Je zwei Kldae beiden Stamme wurden zuerst in BHIS-
Medium mit 100 pM IPTG Uber Tag kultiviert, zweimahit CGXII-Medium gewachen, un
anschlieend wurde eine CGXII-Vorkultur mit 10 pRITIG zu einer OR, von 1 beimpft und Ube
Nacht wachsen gelassen. Nach erneutem, zweimally&schen mit CGXIMedium ohne IPTC
wurde von den beiden Klonen des Wildtyps (dunkeinv.bhellblau) und der ptacA2-Mutante (dunkel-
bzw. hellrot) jeweils ein Kolben mit CGXIl mit 100M IPTG (Quadrate) und ein Kolben mit CG:
ohne IPTG (Diamanten) zu einer @Pvon 1 beimpft und das Wachstum verfolgt. Als Kotiér
wurden von Klon 1 der ptacA2-Mutansaich Kolben mit 0 uM IPTG und 100 uM IPTG abere&
Kanamycin beimpft und gemessen (orange).

In Abbildung 48 ist der Verlauf des Wachstums vomerz Klonen desC. glutamicum
Wildtyps (hell- bzw. dunkelblau) und der ptacA2-Maote (hell- bzw. dunkelrot) in
Anwesenheit (Quadrate) oder Abwesenheit (Diamantemm IPTG aufgetragen. Alle
untersuchten Stamme tragen den pVWEX2-LeervekterddBKlone des Wildtyps wachsen
unabhangig von der An- oder Abwesenheit von IPT® der gleichen Effizienz. Fiur die
ptacA2-Mutante lasst sich jedoch eine deutlicheki2isanz des Wachstums beider Klone bei
den unterschiedlichen IPTG-Konzentrationen fed&stelOhne IPTG zeigt sich besonders im
Zeitraum zwischen 12 und 24 Stunden ein deutlitachstumsdefekt. Die Qi der ohne
IPTG im Medium angezogenen Stdmme ist zu diesertpuidit etwa um den Faktor 2-3
geringer als die der entsprechenden Stamme mit IRTEedium. Allerdings erreichen auch
die Stamme mit IPTG nicht die Qg des Wildtyps mit dem Leervektor. Da ein Klon der
ptacA2-Mutante, bei dessen Kultivierung kein Kanamyim Medium vorhanden war
(orange Linie), ebenfalls dieses langsamere Wachsheigt, ist dieses nicht darauf
zuruckzufiahren, dass die ptacA2-Mutante mit zweidilfatika im Medium angezogen wurde
und der Wildtyp hingegen nur mit einem. Der Wachstdefekt der ptacA2-Mutante in
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Abwesenheit von IPTG zeigt deutlich, dass eine tiekte Repression detac
Promotoraktivitat bei Uberexpression des Lac-Reymesstattfindet.

Die Wachstumsexperimente zeigten, dass sich diereBgjpn dessecA2Gens in der
Promotoraustauschmutante IPTG-abhangig reguligisst.| Daher wurde in diesem Stamm
mit der Suche nach SecA2-abhangig exportiertent&ibs begonnen.

111.3.2.5 Die Lokalisierung der Katalase ist inC. glutamicum SecA2-abhangig

Die Identifikation von SecA2-abhangig exportiert8nbstraten kann Erkenntnisse tber die
Bedeutung dieses akzessorischen Translokationgwé&€hgylutamicuniiefern.

Um solche Substrate i@. glutamicumzu identifizieren, wurden die Proteine von Wildtyp
und ptacA2-Mutante, die in Gesamtzellfraktion undbetstand bei Kultivierung unter
verschiedenen IPTG-Konzentrationen vorhanden siwelglichen. Hierbei wurde die
Promotoraustauschmutante ohne den Leervektor atmjedn diesem Stamm zeigte das
Ausbleiben eines Wachstumsdefekts in Abwesenheitl?d G eine deutliche Restaktivitat
dessecA2Promotors. Es ist jedoch dennoch méglich, daser@n&ecA2-Substrate, deren
Translokation keinen Einfluss auf das Wachstumsalegh unter den getesteten Bedingungen
hat, in Abwesenheit von IPTG bereits signifikantitimer SecA2-abhangigen Translokation
beeintrachtigt sind. Bei der Durchflihrung des Expents zum Vergleich der in Wildtyp und
ptacA2-Mutante bei verschiedenen IPTG-Konzentratonranslozierten Proteine, wurde
nach dem Schema vorgegangen, das in Abbildung 4@lzen ist.

Uberstand —

Probenentnahme
liber 14 Tage

2x Waschen /

I __, Vergleich des
Bandenmusters

—_—

UN-Vorkultur Gesamt- —

caXxii

zellfraktion SDS PAGE
+4% Glucose Coomassie/Silber-
+0pM, 10uM or 100uM IPTG Farbung

Abbildung 49: Schematische Darstellung des Versushzum Vergleich der vonC. glutamicum
Wildtyp und ptacA2-Mutante bei verschiedenen IPTG-Konzentrationen trandozierten
Proteine. Eine BHIS-Ubernachtkultur von Wildtyp und ptacA2-Mate wurde zweimal mit CGXII-
Medium ohne IPTG gewaschen und anschlieRend widtnidreide Stamme drei Kolben mit CGXII-
Medium + 4% Glukose und entweder 0, 10 oder 100IRMS auf eine O, von 1,0 angeimpf
Die Stamme wurden bei 30°C und 120 rpm fir 14 Tiagebiert, wobei alle drei Tage erneut -
Glukose und 0, 10 oder 100 pM IPTG hinzugeflgt wardDie zu verschiedenen Zeitpunk
entnommenen Proben wurden in Gesamtzellen undstier fraktioniert, Proteine isoliert und n:
SDSPAGE mit Coomassie Brilliant Blue oder Silber arggbt. Die Bandenmuster zwischen
verschiedenen IPTG-Konzentrationen und zwischen difil und ptacA2viutante wurdel
anschliel3end verglichen.
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Die Entnahme von Proben der beiden Stamme, diedXIZMedium mit entweder 0, 10
oder 100 uM IPTG angezogen wurden, erfolgte hieiiberr einen Zeitraum von 14 Tagen.
Ein so langer Zeitraum wurde gewahlt, da in eisecA2Mutante vonM. tuberculosis
Unterschiede in der SecA2-abhangigen Proteintrastm erst zu sehr spaten Zeitpunkten
deutlich wurden (Braunsteket al, 2003). Alle drei Tage wurde den verschiedenem8tén
erneut 4% Glukose als C-Quelle und entspreched@ 0der 100 uM IPTG zugegeben. Nach
Probenentnahme, Fraktionierung in GesamtzellenUlverstand sowie anschlieRender SDS-
PAGE und Visualisierung der Proteine Uber CoomaBsilkant Blue- oder Silber-Farbung,
wurden die Bandenmuster zwischen den verschiedéEga-Konzentrationen und zwischen
Wildtyp und ptacA2-Mutante verglichen. Zur Iderkdtion von SecA2-abhangig exportierten
Proteinen wurde zuerst nach Proteinen gesuchhali®epression der SecA2-Expression in
der ptacA2-Mutante nicht mehr im Uberstand zu findénd. Die Identifikation solcher
Proteine war jedoch nicht méglich. Es wurden jedeiciige andere interessante Unterschiede
beobachtet. Solche Bandenmuster-Unterschiede konntdrei Gruppen eingeteilt werden:
(1) Proteine, die in der Gesamtzellfraktion fehleargenn die SecA2-Expression mit IPTG
induziert wird; (2) Proteine, die in der Gesamtzakltion verbleiben, wenn die SecA2-
Expression in Abwesenheit von IPTG reprimiert wir@) Proteine, die vermehrt im
Uberstand vorliegen, wenn die SecA2-Expression zigitiwird. Bei Proteinen aus diesen
drei Gruppen handelt es sich nun um potentielleA3e¢tubstrate vorC. glutamicum In
Abbildung50 ist exemplarisch ein Protein aus Gruppe 1 d&eljes

0 10 0 10 IPTG-Konzentration [uM]
ptacA2 Wildtyp

Abbildung 50: Vergleich der vonC. glutamicum Wildtyp und ptacA2-Mutante bei verschiedener
IPTG-Konzentrationen in der Gesamtzellfraktion verbleibenden Proteine nach Silber-Farbung.
Auffallig ist eine Proteinbande, die in ptacA2 Baizucht mit 0 uM IPTG sowie dem Wildtyp
Anzucht unter 0 und 10 uM IPTG in den Gesamtzeli@inanden ist, aber bei Induktion der SecA2-
Expression in ptacA2 fehlt. Diese Bande wurde arsSpur der Gesamtzellfraktion des mit 10
IPTG angezogenen Wildtyp Stammes ausgeschnittdfirienund anschlieRend tber MALDOF
identifiziert.

113



[ll. Ergebnisse

Insgesamt wurden zehn Unterschiede im Bandenmuskentifiziert, die den oben
beschriebenen Gruppen zuzuordnen waren. Diese Bawdeden ausgeschnitten und im
Falle von mit Silber gefarbten Gelen entfarbt. Adsfiend wurde ein Verdau mit Trypsin
und eine Peptidmassenbestimmung dber MALDI-TOF M#®afrix Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight* Massenspektretrie) durchgefihrt. Die erhaltenen
Peptidmassenmuster wurden mit einer lokalen Datdgbwelche 3312C. glutamicum
Proteine beinhaltet, verglichen. In 6 von 10 untelndéen Fallen wurde das Protein, dessen
Lokalisierung SecA2-abhangig beeinflusst wurde, dis Katalase vonC. glutamicum
identifiziert. Dies ist besonders interessant, daVi. tuberculosisdie Katalase eines der
beiden hauptsachlichen SecA2-Substrate ist. Bemdgteren inC. glutamicumuntersuchten
Banden handelte es sich in allen vier Fallen urensohiedliche Proteine mit nachgewiesener
cytosolischer Funktion, die wahrscheinlich keine/&2 Substrate darstellen.

Uber den Vergleich der Lokalisierung von Proteigen ptacA2-Mutante unter Anzucht bei
verschiedenen IPTG-Konzentrationen war es mogtioh, Katalase als ein SecA2-abhéangig
exportiertes Protein i€. glutamicumzu identifizieren. Weitere SecA2-abhéngig expaoitie
Proteine konnten in diesem Versuch nicht idengfizwerden. Da es sich bei der Katalase
jedoch nicht um ein essentielles Protein handals, 8ecA2 jedoch fur das Uberleben von
C. glutamicumunentbehrlich ist, ist es wahrscheinlich, dassnelsen der Katalase noch
mindestens ein weiteres SecA2-Substrat existieahed wurden weitere Experimenten zur
Identifikation von SecA2-abhéngig exportierten Bnoén unternommen.

111.3.2.6 Uberexpression de<C. glutamicum SecA2-Proteins fiihrt zu erhdhter Katalase-
Sekretion.

Bei den Versuchen mit dé€2. glutamicumPromotoraustauschmutante fuhrte eine Induktion
der SecA2-Expression zu einer erhohten SekretiorKd&alase. Eine Erh6hung der SecA2-
Expression zeigte folglich zumindest fur die Kasalaeinen positiven Einfluss auf die
Sekretion. Es ist daher vorstellbar, dass bei emeh deutlicher erhéhten SecA2-Expression
ein solcher positiver Einfluss auch auf die Trakatmn anderer, bislang nicht auffalliger
SecA2-Substrate, auftritt. Um dies untersuchen é@onkn, wurde das SecA2-Protein in
C. glutamicum stark Uberexprimiert. Hierzu wurde da®cA2Gen auf denE. coli/

C. glutamicumsshuttle“-Vektor pEKEX3 unter Kontrolle eines IPT@duzierbarentac
Promotors kloniert. Mit dem hieraus resultierendéektor pekA2 und dem pEKEXS-
Leervektor wurde delC. glutamicumWildtyp transformiert. Um zu untersuchen, ob die
SecA2-Uberexpression einen Effekt auf die Proteirgiokation besitzt, wurde wie in
Abbildung 49 beschrieben vorgegangen. KieglutamicumStamme mit dem Leervektor
oder demsecA2Expressionsvektor wurden in CGXII-Medium mit 0, d@er 100 pM IPTG
im Medium angezogen und zu verschiedenen Zeitpandtie in den Uberstand sekretierten
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oder in der Gesamtzellfraktion verbleibenden Pnateiliber SDS-PAGE verglichen.
Unterschiede im Proteinbandenmuster zwischen destwektor-Stamm und dem Stamm mit
dem SecA2-Expressionsvektor wurden (ber MALDI-TOFS Manalysiert. Bei diesen
Versuchen wurde nur ein einziges Protein mehrfackrhéhter Menge in den Uberstanden
des SecA2-Uberexpressionsstamms gefunden. BeindiBsetein handelte es sich erneut um
die Katalase (Abbildung 51 A). Die erhohte Katald#enge in einem Stamm mit dem
pekA2-Vektor im Vergleich zu einem Stamm mit deneitvektor findet sich unabhangig von
der An- oder Abwesenheit von IPTG (Abbildung 51 Rlir dentac-Promotor des pEKEX3-
Vektors ist eine hohe Aktivitat auch in Abwesenhain IPTG bekannt, was diesen Effekt
erklaren wirde. In dem SecA2-Uberexpressionsstaend §ich nicht nur auf Proteinebene
im Vergleich zu einem Stamm mit dem Leervektor egmnéRere Menge an Katalase im
Uberstand, sondern es konnte dort auch eine erhddtaase-Aktivitat festgestellt werden
(Abbildung 51 B).Die Katalase-Aktivitat wurde hierbei tber die Abnaan HO,, die sich
photometrisch bei 240 nm verfolgen lasst, in eif@mym-Aktivitats-Assay ermittelt.

A B
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0O 10 100 O 10 100 %% —

pekA2 Leervektor —
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Abbildung 51: Vergleich der Katalase-Aktivitat und Mengen im Uberstand vonC. glutamicum
mit Leervektor oder dem pekA2-Vektor bei verschiedaen IPTG-Konzentrationen.

(A) Katalase-Bande (mit einem Stern markiert) imetdtand der Stamme mit dem pekA2-
Expressionsvektor oder dem Leervektor nach 7 T&gachstum in CGXIIMedium mit 4% Glukos
und O, 10 oder 100 uM IPTG (als 0, 10 oder 100 ibkret). Identifikation der Bande als Katal:
erfolgte Uber MALDI-TOF MS-Analyse.

(B) Katalase-Aktivitat als Funktion der.frAbnahme. Die Stamme wurden fiir 14 Tage in CGXII-
Medium mit 4% Glukose und 0, 10 oder 100 uM IPT@G (& 10 oder 100 bezeichnet) angezo
Alle drei Tage wurden erneut 4 % Glukose und dissgnechende Menge IPTG hinzugegeben.
Messung der &gAbnahme erfolgte Gber 3 min. Leer: Leervektorst@amm
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Wie in Abbildung 51 B zu erkennen, ist die Katalddeivitat im Uberstand des SecA2-
Uberexpressionsstammes mindestens doppelt so heieh,in einem Stamm mit dem
Leervektor. Dieser Effekt ist unabhéngig von der- Asder Abwesenheit von IPTG.
Zusammengenommen starken die bei SecA2-Uberexpressn Uberstand gefundene
Erhéhung der Katalase-Menge und die ebenfalls iner&thnd beobachtete Zunahme der
Katalase-Aktivitat die Ergebnisse aus der ptacAZavite, bei denen sich die Lokalisierung
der Katalase ebenfalls als SecA2-abhangig zeigatevé inC. glutamiucnSecA2-abhangig
exportierte Proteine konnten jedoch auch bei detetdnchung der SecA2-Uberexpression
nicht identifiziert werden.

111.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse zum Studiurder Bedeutung der
Sec2-abhangigen Proteintranslokation irC. glutamicum.

Ein Vergleich der Aminosauresequenzen der von @égtebsecAGenen vorC. glutamicum
kodierten SecA-Proteine mit SecA-Proteinen aus r@mmd8akterien ermdglichte eine klare
Zuordnung, welches deecAGene das SecAl- und welches das SecA2-Proteiritodsei
der anschlieBenden Untersuchung der Bedeutung et#2Sabhangige Proteintranslokation
in C. glutamicum stellte sich Uberraschend heraus, dass G@laglutamicumsecA2Gen
essentiell ist. Da auch fur daecAlGen vonC. glutamicumgezeigt werden konnte, dass
dieses essentiell ist, macht d@sglutamicunezum ersten und bislang einzigen Bakterium mit
zwei essentiellesecAGenen.

Fur die Suche nach SecA2-abhangig exportierten eiet wurde einesecA2
Promotoraustauschmutante hergestellt. Diese Promtauschmutante zeigt bei einer
Repression der Promotoraktivitdt einen WachstunesdefBei der Untersuchung der
Proteintranslokation in dieser Mutante und bei Eixpenten zur Uberexpression des
C. glutamicumSecA2 wurde die Katalase als ein Protein idemifizdessen Lokalisierung
abhéangig von der SecA2-Expression ist. Weitere @eB8hbstrate konnten i@. glutamicum
bisher nicht identifiziert werden.
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IV.Diskussion

Bei der Sec2-abhangigen Proteintranslokation haregekich um einen bislang exklusiv in
Gram-positiven Bakterien gefundenen Protein-Expegiw In allen bislang daraufhin
untersuchten Bakterien ist Sec2 ein nicht-esséartiel akzessorischer Weg der
Proteintranslokation, der fir den Export eines &agpezifischer Substrate zustandig und in
vielen Fallen an der Pathogenitat von Bakterieribgt ist. Flr die Sec2-Translokation sind
sowohl der Translokations- wie auch der ,targetiMgchanismus unbekannt und es ist
unklar, inwieweit hier Ahnlichkeiten und Untersatiée zur klassischen Sec-Translokation
bestehen. Um weitere Informationen Uber die SetZiadige Proteintranslokation zu
erhalten, wurden in dieser Arbeit Untersuchungem zpargeting“ von SecA2/SecY2-
Substraten an die klassische Sec-Translokase und/eéehselwirkung eines SecA2-Proteins
mit den restlichen Komponenten der klassischen T$anslokase durchgefuhrt. Dartber
hinaus wurde aufgrund des in mehreren Bakterierarm@ien Zusammenhangs zwischen
Pathogenitat und Sec2-Proteintransliokation die B®og der Sec2-abhéngigen
Proteintranslokation in nicht-pathogenen Baktedpalysiert.

V.1 Untersuchungen zum . targeting von SecA2/SecY2
Substraten inE. coli, B. subtilisund S. carnosus.

Die SecA2/SecY2-Substrate véh gordoniiund S. parasanguinisverden exklusiv Gber den
SecA2/SecY2-Weg transloziert (Bensing und Sullad®22 Cheret al, 2004). Daher missen
SecA2/SecY2-Substrate Uber eine Determinante vemfldie eine Translokation tber den
klassischen Sec-Weg verhindert. Hierfir kann es remeh Mdglichkeiten geben. Eine
Moglichkeit ist, dass in SecA2/SecY2-Substraten &liene der Aminosauresequenz
spezifische Veranderungen in solchen Bereichenegmh, die fur eine Wechselwirkung mit
der klassischen Sec-Translokase wichtig sind. Emdere Mdoglichkeit fur das Ausbleiben
der Translokation Uber den klassischen Sec-Weg ,wédass in Bakterien mit einem
SecA2/SecY2-System ein SecA2/SecY2-targeting“-Biaktvorliegt, der spezifisch
SecA2/SecY2-Substrate bindet, diese an die SecA25&ranslokase heranfiihrt und somit
eine Translokation Uber die Secl-Translokase vednin Da aufgrund des sehr engen von
SecYEG gebildeten Kanals nur ungefaltete Proteiher iden klassischen Sec-Weg
transloziert werden koénnen ist es ebenfalls moglidass eine Modifikation der
SecA2/SecY2-Substrate erfolgt, die eine Translokatiber den Secl-Weg aus sterischen
Grinden unmaoglich macht. Bei einer solchen Modtfdw kdnnte es sich beispielsweise um
eine Glykosylierung handeln.
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IV.1.1 Das authentische SecA2/SecY?2-Substrat vé& aureus wird in E. coli
nicht transloziert.

Bei den Untersuchungen der Translokation des atifthen SecA2/SecY2-Substrats von
S. aureusdem Srr-Protein, zeigte sichkn coli kein Export Giber den klassischen Sec-Weg in
das Periplasma (Abbildung 9). Ein solches Ausbleitber Translokation kann bedeuten, dass
in S. aureuskein spezifischer SecA2/SecY2- targeting“-Faktaleo eine Modifikation tGber
ein spezifisches System die Translokation des SESa&X 2-Substrats Uber den klassischen
Sec-Weg unterbinden, da B coli einem Bakterium ohne ein SecA2/SecY2-System, ein
solcher Faktor oder ein spezifisches Modifikatigisgsm nicht vorliegen. Es ist jedoch zu
beachten, dass iB. coli dasS. aureusSrr-Protein aufgrund der heterologen Expression in
eine fur den Secl-Weg inkompatible Form falten kéndie es irS. aureusiicht annehmen
wurde. Es ist zumindest fur GspB, das Srr-Protein&. godronij bekannt, dass es Uber ein
spezifisches System glykosyliert werden muss, ume éiggregation des Proteins in einer
unléslichen Form zu verhindern (Takamagtual, 2004a und b). Fir diese Glykosylierung
sind GtfA und GtfB essentiell, zwei imecA2/secY-Dperon kodierte Glykosyltransferasen,
die auch inS. aureusvorhanden sind. Da dieses Glykosylierungssysterk.ircoli nicht
vorliegt, kbnnte ein Export deS. aureusSrr-Proteins Uber den klassischen Sec-Weg durch
eine hieraus resultierende Aggregation des Srre®t scheitern. Fir eine solche
Aggregation spricht, dass die im Western Blot féas 8. aureusSrr beobachtete Laufhdhe fur
das vorausgesagte Molekulargewicht von 227 kDa aeh hst (Abbildung 8 und 9). Bei
Untersuchungen zur heterologen Expression desrSteiRs vonS. agalactiaen E. coli lauft
dieses Srr-Protein ebenfalls aberrant hoch in eiBBX8-Gel (Seiferet al, 2006). Bei Zugabe
von 9 M Harnstoff lauft das Srr-Protein jedoch lbder vorhergesagten Grol3e, was dafur
spricht, dass es bei Expression des SiE.irwoli zu einer Aggregation kommt, die sich nur
unter sehr starken denaturierenden Bedingungerdsaufl lasst. Als alternative Erklarung
geben Seiferet al. an, dass das abnormale Laufverhalten durch didgnadig-repetitive
Natur des Srr-Proteins hervorgerufen wird und néctg einer Aggregation resultieren muss.
FiUr dasS. aureusSrr ist es folglich ebenfalls mdglich, dass eg&ircoli zu einer Aggregation
kommt und diese eine Translokation Uber den Secg-Wehindert. Dass 5. aureusein
JLargeting“-Faktor oder eine Modifikation des Se¢8&cY?2-Substrats die Translokation tUber
den klassischen Sec-Weg verhindern, lasst sich danhErgebnissen der Translokation des

S. aureussrr inE. coli somit nicht ausschlief3en.
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IV.1.2 Ein SecA2/SecY?2-Signalpeptid erlaubt ein . tmeting® an die
klassische Sec-Translokase.

Klassische Sec-Substrate gehen mit dem Signalpaptidmit dem reifen Teil des Proteins
Wechselwirkungen mit der Secl-Translokase ein @Addtal, 1990; Lill et al, 1990; Wang

et al, 2004; Papanikoet al, 2005). Veranderungen in der Aminosauresequengedie
Bereiche konnen Sec-Substrate von der Translokatiber den klassischen Sec-Weg
ausschlieRen (Chou und Kendall, 1990; Andersson word Heijne, 1991; Nilssomet al,
1994; Yoshihisa und Ito, 1996; Wareg al, 2000; Wanget al, 2004). Daher ist es
vorstellbar, dass in den SecA2/SecY2-Substratatiasen fur die Interaktion mit der Secl-
Translokase wichtigen Bereichen Verdnderungen abénE der Aminoséuresequenz
vorliegen, die eine Translokation tber den klass&acSec-Weg unterbinden.

Die SecA2/SecY2-Substrate v@ gordoniiund S. aureusbesitzen zwar Signalpeptide an
ihrem Aminoterminus, doch sind diese mit einer wogesagten Lange von 90 Aminosauren
etwa dreimal so lang wie durchschnittliche Signpfjgke in Gram-positiven Bakterien
(Bensing und Sullam, 2002). Um zu untersuchen,asbaiiRergewdhnlich lange Signalpeptid
des SecA2/SecY2-Substrats Srr \®naureudie diskriminierende Komponente ist, die ein
Jfargeting® an die klassische Sec-Translokase wedtt, wurde dieses vor eine
signalpeptidlose Version d&: hyicud.ipase fusioniert. Bei der Pra-Pro-Lipase &udyicus
handelt es sich um ein klassisches Sec-Substsinda coli, B. subtilisundS. carnosusnit
hoher Effizienz transloziert wird (Go&t al, 1985; Demleitner und Gotz, 1994; Meens, 1994;
Klein, 1995; Kleinet al, 1995).

FUr das Fusionsprotein a® hyicusLipase und SecA2/SecY2-Signalpeptid, SrrSPProLip,
wurde inB. subtilis ein vollstandiger Exportblock beobachtet (Abbildubl), wéahrend in
E. coli (Abbildung 10) unds. carnosu$Abbildung 13)eine Translokation des Proteins, wenn
auch mit geringer Effizienz, stattfindet.

Der Export des SrrSPProLip-Proteins Bn coli zeigt, dass das SecA2/SecY2-Signalpeptid
prinzipiell ein ,targeting“ an und eine Translolati tiber den klassischen Sec-Weg erlaubt.
Allerdings ist die Translokationseffizienz fiir déssProtein deutlich geringer als die der
S. hyicusLipase mit dem authentischen Signalpeptid. Da luk&den Proteine mit der
Ausnahme des Signalpeptids identisch sind, mussS@a#\2/SecY2-Signalpeptid fiur die
geringere Translokationseffizienz verantwortlichnsd®ies kann auf verschiedenen Ebenen
geschehen. Bei der Initiation der Translokatioreriden klassischen Sec-Weg tritt das
Signalpeptid des Exportsubstrats mit dem SecA- demd SecY-Protein in Wechselwirkung
(Tippe, 2001; Wanget al, 2000; Wanget al, 2004). Es ist vorstellbar, dass diese
Wechselwirkungen fir das aul3ergewohnlich lange 3E#cY2-Signalpeptid nur mit einer
sehr geringen Effizienz stattfinden. Als Konsequerizde die Initiation der Translokation
nur sehr langsam erfolgen und erklaren, warum #s Busionsprotein nur eine geringe
Menge der Lipase in das Periplasma exportiert wird.
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Ein weiterer Punkt, an dem das Signalpeptid einezkigtn Einfluss auf die Effizienz des
Exports eines Proteins Uber den klassischen Sechélegn kann, ist die Prozessierung. So
bewirkt bei klassischen Sec-Substraten eine Mutatiaer Signalpeptidase-Erkennungsstelle
oder eine Verlangerung des hydrophoben Kerns dgspeptids, dass diese nicht mehr oder
nur sehr ineffizient prozessiert werden konnenggiand Bassford, 1987; Chou und Kendall,
1990; Nilssoret al, 1994). Fur die Abspaltung des Signalpeptids veifien Teil des Proteins
Uber die Signalpeptidase | ist es nétig, dass &lealiphatische Aminosaurereste an den
Positionen -1 und -3 des Signalpeptids vorhanded &r3, -1 Regel“; von Heijne, 1985;
Izard und Kendall, 1994). An diesen Positionenrmin sich im Signalpeptid d& aureus
SecA2/SecY2-Substrats zwei Alanine, was auch in 8enalpeptiden klassischer Sec-
Substrate die am haufigsten an diesen Stellen defisn Aminosaure ist. Daflr, dass es
dennoch zu einer gestorten Prozessierung des Seeé\?2-Signalpeptids ik. coli kommt,
sprechen die Ergebnisse die beim Export des SrohRPProteins beobachtet wurden
(Abbildung 10). Es befinden sich im Periplasma ziaeimen des Proteins, die beide kleiner
sind als das Vorlauferprotein, jedoch ist selbstldeinere der Beiden noch so grol3 wie das
unprozessierte Vorlauferprotein der authentisc®ehyicud.ipase (Abbildung 10). Das heif3t
selbst bei der kleineren der beiden Formen hatemea Abspaltung von ca. 50-60 der 90
Aminosauren des Signalpeptids stattgefunden. EinkspAltung des vollstandigen
Signalpeptids an der vorhergesagten Schnittstellischen den Aminosauren 90 und 91
erfolgt nicht. Dies konnte dadurch begrindet seiass sich diese Spaltestelle nicht in
Reichweite der Signalpeptidase | van coli befindet. Bei der Signalpeptidase | vian coli
handelt es sich um ein integrales Protein der Ggsmpamembran, dessen katalytisch aktive
Doméne im Periplasma lokalisiert ist (WoHeal, 1983; Paetzeadt al, 2002). Signalpeptide
orientieren sich aufgrund der ,positive-inside-fulso, dass die N-Region auf der
cytoplasmatischen Seite verbleibt, wahrend derr@iteis mit der Spaltstelle periplasmatisch
exponiert ist (,N-Cout-Orientierung; von Heijne, 1986; Dalbey, 1990).Hea befindet sich
das aktive Zentrum der Signalpeptidase ideal zunmkMdgsort positioniert. Kommt es zu
einer Verlangerung des hydrophoben Kerns des Sigptitls, zum Beispiel durch den
Einschub einer Poly-Leucin-Sequenz, so kann esigrass dass die Spaltstelle des
Signalpeptids aus der Reichweite der Signalpemidaisausgeschoben wird (Chou und
Kendall, 1990). Aufgrund der auf3ergewdhnlichen leadgs SecA2/SecY2-Signalpeptids ist
es vorstellbar, dass es zu einer Insertion desafigptids kommt, welche die vorhergesagte
Spaltstelle zwischen Aminoséure 90 und 91 auRertiatbReichweite der Signalpeptidase
positioniert. Die Verlangerung d&s aureusSecA2/SecY2-Substrats betrifft im Vergleich zu
klassischen Signalpeptiden besonders die N-Regismgibt jedoch innerhalb der N-Region
auch einen kurzen, sieben Aminosauren umfassendereicB mit einer hohen
Hydrophobizitatsdichte, der als eine ,zweite* h-Regdes Signalpeptids fungieren kénnte.
Dieser Bereich wird von zwei putativen Erkennungiésh fur die Signalpeptidase gefolgt,
und eine Prozessierung an einer dieser kbnnte #aseie der beiden im Periplasma
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gefundenen Proteine, das um etwa 50-60 Aminosaueekiirzt ist, erklaren. Das groliere
Spaltprodukt im Periplasma kdnnte durch Prozessgean einer potentiellen Schnittstelle
nach den ersten 13 Aminosauren des Signalpeptidteban. Eine solche Prozessierung an
alternativen Schnittstellen, wenn die eigentliclofir$ttstelle nicht zugangig ist, ist auch fur
andere Signalpeptide bekannt (Barkocy-Gallagher Wabsford, 1992). Die gestérte
Prozessierung des SecA2/SecY2-Signalpeptids 5t goli somit hochstwahrscheinlich einer
der Grinde fur die niedrige Exporteffizienz des S®ProLip-Proteins. Es ist dennoch
maoglich, dass neben der Prozessierung auch nochintéeaktion des SecA2/SecY2-
Signalpeptids mit der klassischen Sec-Translokas#&g ist. Dies ist wahrscheinlich, da es
bei einer effizienten Einschleusung des nur sebffimient prozessierbaren SrrSPProLip-
Proteins in den klassischen Sec-Weg zu einer letigien Blockierung (oft als ,jamming®
bezeichnet) der Sec-Translokase kommen sollte. rAnty der hohen Syntheserate des
SrrSPProLip-Proteins sollte dieses ,jamming” eigeoi3en Teil der in der Zelle vorliegenden
Sec-Translokasen betreffen. Ein solches ,jammingt in einigen Fallen einen toxischen
Effekt auf das Wachstum der Zelle (Plickthun undWies, 1987; Khatib und Belin, 2002),
da die Translokation der essentiellen Vorlaufegiret aufgrund einer Sattigung der Sec-
Translokase mit einer groBen Menge an langsam gs@abaren Vorlauferproteinen nicht
mehr gewahrleistet werden kann. Ein solcher negatffekt auf das Wachstum dér coli-
Zellen wurde jedoch bei Induktion der SrrSPProLipEession nicht beobachtet. Es ist daher
denkbar, dass es aufgrund des SecA2/SecY2-Signapepur zu einer ineffizienten
Wechselwirkung des SrrSPProLip-Proteins mit den Rgonenten der klassischen Sec-
Translokase kommt, folglich nur ein geringer Teiksd SrrSPProLip-Proteins in den
klassischen Sec-Weg eingeschleust wird und dakdadgsame Prozessierung nur einen Teil
der Sec-Translokasen blockiert.

In B. subtilisfindet keine Translokation des SrrSPProLip-Protéiber den klassischen Sec-
Weg statt. Es ist vorstellbar, dass die gleicheiin@Ge, die inE. coli zu einer geringen
Exporteffizienz des Proteins fuhren B subtiliseine Translokation génzlich ausschlie3en.
Eventuell ist die Qualitats-Kontrolle der Sec-Trakase vorB. subtiliszumindest in Bezug
auf das SecA2/SecY?2-Signalpeptid stringenter adswdin E. coli und schlie3t daher ein
Protein mit einem solchen Signalpeptid vollstandopn der Translokation aus. Es gibt ein
Beispiel daflr, dass ein aul3ergewohnliches Sigpétpelie Translokation eines Proteins in
E. coli, aber nicht irB. subtilisgewahrleisten kann (Zanet al, 2005). Modifikationen des
Signalpeptids des AmyQ-Proteins, die zu einer geren Hydrophobizitat fihren, schlie3en
das Protein von einer Translokation B subtilis jedoch nicht inE. coli aus. Die Sec-
Translokationsmaschine iB. subtilisist im Gegensatz zu der iB. coli schlecht an die
Interaktion mit Signalpeptiden mit einer geringegpdrbphobizitat angepasst (Zanehal,
2005). Da die Hydrophobizitatsdichte innerhalb pietativen h-Regionen des SecA2/SecY2-
Signalpeptids deutlich niedriger ist als die deRégion desS. hyicusLipase Signalpeptids,
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konnte dies ein Grund dafirr sein, dass die Traasiok in B. subtilis aber nicht inE. coli
scheitert.

Die Sekretion des SrrSPProLip-Proteins in den UhedsdesS. carnosusVildtyps und der
secA2Mutante zeigt, dass auch hier das SecA2/SecY2afigptid ein ,targeting” an und
eine Translokation Uber den klassischen Sec-Weaulgrl (Abbildung 13). Zwar ist die
Translokationseffizienz auch hier deutlich geringlsrdie der authentisché&n hyicud.ipase,
doch findet sich immerhin ein signifikanter Antail Bezug auf das gesamte SrrSPProLip-
Protein als prozessierte Form im Uberstand. Darilbeaus findet sich hier nur eine
Proteinbande, die etwa 10 kDa Kleiner ist als dasSFProLip-Vorlauferprotein. Diese
Reduktion des Molekulargewichts entspricht einerkidezung, die nach Prozessierung an der
vorhergesagten Schnittstelle des Signalpeptids i@chminosauren entsteht. Die reife Form
des SrrSPProLip-Proteins ist etwas groRer als dab Rrozessierung der ,Wildtyp“-Lipase
im Uberstand gefundene Protein (Abbildung 13 B)e\W&reits unter 111.1.3.1 erwahnt, ist das
in diesem Versuch als ,Wildtyp“-Lipase eingesetBmotein jedoch aufgrund eines Stop-
Codons im entsprechenden Gen leicht verkirzt, \wdare warum die prozessierte Form der
~Wildtyp“-Lipase etwas kleiner ist als die des SPF¥oLip-Proteins. Folglich ist es
wahrscheinlich, dass es sich bei der in den Ubmisskretierten Form des SrrSPProLip-
Proteins tatsachlich um die an der vorhergesagpattstelle prozessierte reife Form handelt.
Dies wirde bedeuten, dass die Prozessierung dée2/SscY2-Signalpeptids i8. carnosus
korrekt erfolgt und daher als Grund fur eine geghegTranslokationseffizienz ausgeschlossen
werden kann. Dass die Prozessierung des SecA2/Seigvialpeptids inS. carnosusm
Gegensatz zlE. coli korrekt erfolgen kann, ist moglicherweise dadutmddingt, dass
S. carnosusevolutiondr noch an die Prozessierung der aul3efgdigben Signalpeptide
angepasst isS. carnosudesitzt die Gene fir ein SecA2/SecY2-System (sielie3.1). Das

S. carnosus secA2/sec®peron ist zwar durch eine Vielzahl von Stop-Calon Verlaufe
der Evolution stillgelegt worden, doch zeigt didass eine SecA2/SecY2-Translokation in
einem evolutionarem Vorfahren moglich gewesenFgt.die SecA2/SecY2-Translokation ist
es unbekannt, ob die aulRergewohnlich langen Sigptadfe der SecA2/SecY?2-Substrate
durch die Signalpeptidase | abgespalten werderr, aues eine spezifische Signalpeptidase
gibt (Bensinget al, 2005). Findet eine Prozessierung durch die Sigmidase | statt, so ist
es moglich, dass die Signalpeptidase | $orcarnosusierzu ebenfalls noch in der Lage ist.
Existiert fir die Prozessierung eine spezifischaabig unbekannte Signalpeptidase, so ist es
vorstellbar, dass diese i&. carnosusnoch vorhanden ist. In beiden Fallen wirde dies
erklaren, warum inS. carnosusm Gegensatz zi. coli eine korrekte Prozessierung des
SecA2/SecY2-Signalpeptids erfolgt.

Fur die im Vergleich zur authentische®. hycicus Lipase deutlich verringerte
Translokationseffizienz des SrrSPProLip-Proteins $ carnosus ist folglich die
wahrscheinlichste Erklarung, dass die Wechselwigkemn des Signalpeptids mit den
Komponenten der klassischen Sec-Translokase nptimhal erfolgen kann.
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Trotz der geringen Translokationseffizienz zeigt @xport des SrrSPProLip-Proteins in
E. coli und S. carnosusdeutlich, dass das Signalpeptid der SecA2/SecYistgate ein
JLargeting® an den klassischen Secl-Weg erlaubt. kBen daher alleine nicht dafir
verantwortlich sein, dass die authentischen Sec®?/3-Substrate von einer Translokation
Uber den klassischen Sec-Weg ausgeschlossen w&igegeringe Translokationseffizienz in
E. coli und S. carnosusund das vollstandige Ausbleiben der TranslokatomB. subtilis
zeigen jedoch, dass die aufRergewdhnlichen Signiadeepvolutionar so veréndert wurden,
dass ein ,targeting” an die SecA2/SecY2-TransloKasgiinstigt wird und als Konsequenz
die Affinitat der SecA2/SecY2-Substrate zur klagsen Sec-Translokase verringert wurde.

IV.1.3 Nicht-glykosylierte SecA2/SecY?2-Substrate kinen Uber die
klassische Sec-Translokase transloziert werden.

FiUr einige Proteine ist gezeigt worden, dass bestamVeranderungen im reifen Teil des
Proteins eine Translokation Uber den klassischenV$sy unterbinden (Let al, 1988;
Summerset al, 1989). Es ist daher vorstellbar, dass Verandenng diesen Bereichen die
authentischen SecA2/SecY2-Substrate von der Trheatsbm Uber den Secl-Weg
ausschlieRen. Der am besten untersuchte dieseicBerist die so genannte Translokations-
Initiations-Domane. Diese Translokations-InitiaseDomane ist in manchen klassischen Sec-
Substraten fir eine effiziente Translokation Uben &ecl-Weg von Bedeutung (Andersson
und von Heijne, 1991; Yoshihisa und Ito, 1996). ifAes Ladungen in den ersten 30
Aminosauren des reifen Teils eines Secl-Substdats Translokations-Initiations-Domaéane),
wie z. B. durch die Insertion von 6 Lysin-Resteihren zu einem Block der Translokation
dieses Proteins. Eine Erklarung hierfir ist, dassex Bereich direkt mit Komponenten der
klassischen Sec-Translokase, mdglicherweise denvES&domplex, interagiert und diese
Wechselwirkung anfallig gegeniber einer Haufungtp@s Ladungen ist (Yoshihisa und Ito,
1996). Daher ist es denkbar, dass in diesem Ben®sls. aureusSecA2/SecY2-Substrats
eine Veranderung vorliegt, die eine Interaktion nadier klassischen Sec-Translokase
unterbindet. Es finden sich in der putativen Trakations-Initiations-Domane dé&s aureus
Srr jedoch wie in klassischen Sec-Substraten ellerifaine positiven Ladungen. Fur das
Srr100ProLip-Protein, bei dem neben dem Signaldepich die ersten 122 Aminoséuren des
S. aureusSrr-Proteins vor dié&s. hyicusPro-Lipase fusioniert sind, wurde [B. carnosus
jedoch ebenfalls ein Export tber den Secl-Weg gifian(Abbildung 15). Da in dieser
Fusion die putative Translokations-Initiations-Doradles SecA2/SecY2-Substrats beinhaltet
ist, kann dieser Bereich nicht der Grund dafir ,se@ass authentische SecA2/SecY2-Substrate
in ihren Herkunftsorganismen nicht tUber den klat®s Sec-Weg transloziert werden.
Dartber hinaus deutet das explizite Fehlen vontipesi Ladungen in diesem Bereich des
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S. aureusSrr-Proteins und die Translokation des Srr100Rrdtrioteins tber den Secl-Weg
in den heterologen WirtenE. coli und S. carnosus an, dass der Schritt des
Translokationsmechanismus, der die Interaktion Voanslokations-Initiations-Doméane und
Sec-Translokase bendtigt, fur den Secl-Weg undseeA2/SecY2-Weg konserviert ist.

Bei den Untersuchungen der Translokation des SR ip-Proteins, bei dem das
Signalpeptid, die erste Serin-reiche Region (SRBWis die gesamte nicht-repetitive,
basische Region zwischen SRR und SRR-2 SleaureusSecA2/SecY?2-Substrats vor die
S. hyicusLipase fusioniert wurden, zeigte sich $n carnosusin Block der Translokation
Uber den klassischen Sec-Weg (Abbildung 16). EirlddRing hierflir ware, dass in dieser
Fusion die Determinante der SecA2/SecY2-Substratbanden ist, die eine Translokation
Uber den klassischen Sec-Weg verhindert. Dies kgaioch nicht der Fall sein, da verkurzte
authentische Srr-Proteine, welche die im Srr2000BfBrotein vorhanden Bereiche des
SecA2/SecY2-Substrats enthalten,Sn carnosudiber den klassischen Sec-Weg exportiert
werden (Abbildung 19 und siehe unten). Die Trarefiokh des Srr2000ProLip-Proteins in
S. carnosuscheitert héchstwahrscheinlich daran, dass esaiisdhr grof3e Fusionsprotein zu
einer vorzeitigen Faltung und einer damit verburdelmkompatibilitat fir einen Export Gber
den Secl-Weg kommt.

Fur verklrzte Versionen der authentischen Srr-Rretevon S. aureus(SaSrr-2) und
S. carnosus(ScSrrTag) wurde irS. carnosusebenfalls ein Export Gber den Secl-Weg
gefunden (Abbildung 19). Diese Proteine besitzebene Signalpeptid, Translokations-
Intitiations-Doméne, der ersten Serin-reichen Reg(®RR) und der basischen, nicht-
repetitiven Region auch noch die ersten 186 (Se&@)rTozw. die ersten 189 (SaSrr-2)
Aminosauren der zweiten Serin-reichen Region. Diedeutet, dass dieser gesamte Bereich
nicht Uber die Determinante verfugt, die bei autisehen SecA2/SecY2-Substraten eine
Translokation Uber den klassischen Sec-Weg verhin8ei den verkirzten Srr-Proteinen
fehlt im Vergleich zu den vollstandigen Srr-Protgimur ein grol3er Teil der zweiten Serin-
reichen Region und das C-terminal lokalisierte LIBXZellwandanker-Motiv. Das
C-terminale Zellwandsortierungssignal der Srr-Angestimmt mit dem von klassischen Sec-
Substraten tberein und scheidet daher hochstwagindich als ein Bereich aus, der eine
Translokation Uber den klassischen Sec-Weg verhindBe zweite Serin-reiche Region
besteht hauptsachlich aus ,repeats* des Motivs ,3%h denen eine grol3e Anzahl bereits in
den verkirzten Srr-Proteinen enthalten ist. Esvasstellbar, dass die noch viel gro3ere
Anzahl dieser SX-,repeats” in den unverkirzten Bwteinen eine Faltung der Srr-Proteine
bedingt, die eine Translokation Uber den klassisc8ec-Weg ausschliel3en kann. Es ist
jedoch weiterhin vorstellbar, dass nicht das Satétn per se inkompatibel fir eine
Translokation Uber den Secl-Weg ist, sondern dassnimte Modifikationen des Proteins
dies bewirken. Wie bereits beschrieben ist fir ganBrr-Proteine bekannt, dass sie Uber
Glykosyltransferasen, die inmsecA2/secY-Dperon kodiert sind, glykosyliert werden
(Takamatswet al, 2004a und b). Diese Glykosylierung erfolgt an &amin- und Threonin-
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Resten der Srr-Regionen. In eiggiA-Mutante, in der das Glykosylierungssystem nichhme
funktionell ist, kommt es ir§. gordoniifir das Srr-Protein GspB zu einer Aggregation in
einer unloslichen Form, was zeigt, dass die Glykesyng notig ist, um das Srr-Protein in
einer léslichen Form zu halten (Takamaetual, 2004a und b; Bensingt al, 2005). Ein
kleineres Srr-Protein (Gsp), das analog zu dem hier untersuchten ScSrrTagdemna
SaSrr-2 nach einem kurzen Teil der zweiten Seithen Region verkirzt ist, aggregiert
hingegen auch in eingtfA-Mutante nicht. Die Glykosylierung an den Srr-Regno erfolgt
vor der Translokation (Bensingt al, 2004a) und daher ist es vorstellbar, dass diese
Glykosylierung, bei der es sich um eine extensivadiflkation handelt, die Translokation
Uber den klassischen Sec-Weg verhindertSlncarnosusgst im gtfA-Gen ein Stop-Codon
vorhanden welches dazu fuhrt, dass kein funktieselGtfA-Protein synthetisiert wird.
Folglich sollten die verkirzten Srr-ProteineSncarnosusicht glykosyliert werden. Hierfur
spricht, dass fur das ScSrrTag-Protein in 8ercarnosusGesamtzellfraktion neben einer
Bande bei der fur das ScSrrTag-Protein vorhergesaGrol3e eine geringere Menge einer
sehr grolen Proteinbande detektiert wurde. Diesntkorbedeuten, dass es trotz der
Verkirzung des ScSrr-Proteins aufgrund der fehler@lgkosylierung zu einer Aggregation
eines Teils des Srr-Proteins kommt. Falls die Gédykerung der SecA2/SecY2-Substrate die
Translokation Uber den klassischen Sec-Weg untehiwirde das irs. carnosugiefekte
Glykosylierungssystem erklaren, warum die Trandiokahier noch stattfinden kann.
Tatséachlich wurde irs. gordonniifir GspBse, das verkirzte Srr-Protein, gezeigt, dass eine
glykosylierte Form von einer Translokation Uber deéassischen Sec-Weg ausgeschlossen
wird, wahrend eine unglykosylierte Form mit gerindeffizienz Uber diesen exportiert
werden kann (Bensinet al, 2005). Die flr die verkirzten Srr-Proteine v@ncarnosusind

S. aureusdie aufgrund des Fehlens eines funktionellen @féteins inS. carnosushicht
glykosyliert werden kdnnen, beobachtete Translokatnit geringer Effizienz Gber den Sec1-
Weg vonS. carnosugntspricht genau diesen Ergebnissen. Dies bedeaket SecA2/SecY2-
Substrate noch Uber den klassischen Sec-Weg trégrslowerden kodnnen, dass die
Glykosylierung dieser Proteine dies jedoch unmdglimacht. Offensichtlich ist die
Glykosylierung vor der Translokation fur die phyegische Funktion der Srr-Proteine jedoch
von so enormer Bedeutung, dass daher extra einiefipsz Translokationssystem, der
SecA2/SecY2-Weg, entwickelt wurde.

Eine Erklarung dafur, warum fur die Srr-Protein@ giargeting” an die klassische Sec-
Translokase stattfinden kann, obwohl diese in dérentischen, glykosylierten Form fiir eine
Translokation Uber den Secl-Weg inkompatibel sinst, ein ,rerouting“-Modell.
Moglicherweise kommt es zu einem ,targeting” dec/A#SecY2-Substrate an die Secl-
Translokase, die Substrate werden dann jedoch undghrer Exportinkompatibilitdt an die
SecA2/SecY2-Translokase ,weitergereicht®. Dies veljeoch eine Interaktion zwischen der
klassischen und der akzessorischen Sec-Translbkagtigen.

125



IV. Diskussion

Eine andere Erklarung ist, dass sowohl SecA2/SeréBslokase wie auch Secl-Translokase
Uber den gleichen ,targeting“-Mechanismus verfigen] SecA2/SecY2-Substrate somit an
beide Translokasen herangefiihrt werden. Da die &&e&Y2-Signalpeptide jedoch
evolutionar an die Wechselwirkungen mit der SecA&2¥2-Translokase angepasst sind,
besitzen sie eine geringere Affinitat zur klassesthSec-Translokase. Dies erhoht die
Wahrscheinlichkeit, dass es zu einem korrekterggting“ an den akzessorischen Exportweg
kommt. Dies ist sinnvoll, da in der authentisché&aion nur die SecA2/SecY2-Translokase
die Translokation der glykosylierten und daher diie Translokation Uber den Secl-Weg
inkompatiblen Substrate gewahrleisten kann. Dieseingerte Affinitat der SecA2/SecY2-
Signalpeptide zur klassischen Sec-Translokase wigdéaren, warum auch fir die
unglykosylierten Srr-Proteine und die Fusionspraemit Signalpeptid und Translokations-
Initiations-Domane die Translokation Uber den kidgen Sec-Weg nur mit einer geringen
Effizienz erfolgt.

V.2 Untersuchungen der Wechselwirkungen desS. aureus SecA2-
Proteins mit Komponenten der Secl-Translokase.

In Bakterien, in denen nur ein SecA2-Protein vgtliend keine weiteren akzessorischen
Translokase-Komponenten vorhanden sind, wie MBtuberculosisundL. monocytogenes,
ist es hochstwahrscheinlich, dass das SecA2 mitrdstichen Komponenten der Secl-
Translokase interagieren muss, um in der Proteisio&ation aktiv zu werden. In
M. smegamtisvurde bei der Untersuchung der Translokation vasidhen aus verschiedenen
M. smegmatiroteinen, die Uber klassische Sec-Signalsequevendilgen, vor den reifen
Teil des E. coli PhoA-Proteins gezeigt, dass in eirscA2Mutante die Translokation
mancher, aber nicht aller dieser Fusionsproteirgemgi@gber dem Wildtyp reduziert ist. Dies
deutet moglicherweise auf eine unterstiitzende kamkies SecA2 bei der Translokation von
manchen klassischen Sec-Substraten in Zusammetnanibeler klassischen Sec-Translokase
hin (Braunsteinet al, 2001). Bakterien, die Uber ein SecA2/SecY?2-3ysteerfligen,
besitzen neben dem SecA2 und dem SecY2 noch eie&zalll zusatzlicher an der
SecA2/SecY2-Translokation beteiligter Komponenteqan denen manche sogar eine
Homologie zu Komponenten der Secl-Translokase aséwe(Takamatsiet al, 2004a;
Takamatswet al, 2005a und b). Hierzu zahlen $ gordoniisogar zwei Proteine, die eine
Homologie zu den klassischen SecE- und SecG-Pestelvesitzen und fir die Sec2-
Translokation von essentieller Bedeutung sind (fetau et al, 2005b). Daher ist es
wahrscheinlich, dass bei der SecA2/SecY2-abhangibamslokation eine eigenstandige
Translokase ausgebildet wird, die unabh&ngig vom klassischen Secl-Translokase
funktioniert. Fir SecA2-Proteine aus Bakterien mimem SecA2/SecY2-System war es
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jedoch unbekannt, ob sie wie die SecA2-ProteineBalderien mit einem SecA2-System,
dennoch mit den restlichen Secl-Translokase KommpeneWechselwirkungen eingehen
konnen. InS. aureussind keine zusatzlichen SecE- und SecG-Homologeavalen. Ein
Vorliegen solcher homologer Proteine # gordonii impliziert jedoch, dass auch die
SecA2/SecY2-Translokase SecE- und SecG-éhnlichéeiReo fur lhre Funktionsweise
bendtigt. Da inS. aureugedoch nur die klassischen SecE und SecG-Proweiriegen ist es
maoglich, dass diese Proteine bei der SecA2/SecYiarapigen Proteintranslokation beteiligt
sind. Dies wirde bedeuten, dassSinaureusine Wechselwirkung zwischen klassischen und
akzessorischen Translokasekomponenten erfolgt. Meshte das SecA2 vdB. aureuszu
einem interessanten Kandidaten fur das StudiumWechselwirkungen mit Komponenten
der klassischen Sec-Translokase.

IV.2.1 Das S. aureus SecA2 kann mit Komponenten derB. subtilis Sec1-
Translokase und klassischen Sec-Substraten keine nktionellen
Wechselwirkungen eingehen.

Um Wechselwirkungen zwischen de®n aureusSecA2 und der klassischen Sec-Translokase
von B. subtilis studieren zu kdnnen, wurde die Proteintranslokaiio einer konditionalen
B. subtilisSecA-Mutante studiert. Bei diesBr subtilisMutante handelt es sich um NIG1152
[secA(div341)] (Takamatstet al, 1992). In diesem Stamm wird bei der nicht-periness
Temperatur von 42°C das SecA-Protein aufgrund dimgiation instabil. Als Konsequenz
findet keine Sec-abhangige Proteintranslokationrnsédit und der Stamm ist nicht mehr in
der Lage zu wachsen.

In dieser Mutante wurde in einem ,Pulse-Chase“-Expent untersucht, ob d&8. aureus
SecA2 anstelle de8. subtilis SecA mit den Komponenten der Secl-Translokase die
Translokation der Pra-Pro-Lipase &ishyicuggewahrleisten kann.

Bei der permissiven Temperatur von 30°C zeigte sole effiziente Translokation der
Lipase, unabhéngig davon, ob NIG1152 den Leervalder einen Expressionsvektor fur das
B. subtilisSecA, dasS. aureusSecAl oder daS. aureusSecAz2 tragt (Abbildung 20, oben).
Die Expression deB. subtilisSecA und de$. aureusSecAl, nicht aber die d& aureus
SecAz2, fuhrt hierbei sogar zu einer leichten Bemahigung der Translokation der Lipase.
Eine solche Beschleunigung der Translokation SlehyicusLipase inB. subtilisbei einer
Uberexpression eines funktionellen SecA-Proteinsiisbekannter Effekt (Klein, 1995).

Bei der nicht-permissiven Temperatur liegt in déGMNL52-Mutante mit dem Leervektor ein
vollstandiger Exportblock vor (Abbildung 20, unteB). subtilis SecA wie auchs. aureus
SecAl komplementieren diesen Exportdefekt mit déxichen, hohen Effizienz. Die
wahrscheinlichste Erklarung hierfur ist, dass @&saureusSecAl inB. subtilis ebenso
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effizient Wechselwirkungen mit den Komponenten 8ecl-Translokase und d8r hyicus
Lipase eingehen kann, wie d@ssubtiliseigene SecA-Protein. Dies ist wahrscheinlich, gla e
sich beimS. aureusSecAl um das ,housekeeping“ SecA-Protein $oraureusandelt, das
die generelle Proteintranslokation in diesem Bakiergewahrleistet. Da der Mechanismus
der generellen Proteintranslokation in Bakterieahhkonserviert ist, kann in vielen Fallen ein
heterologes SecA-Protein die Funktion eines and8exA-Proteins tbernehmen (Klegb
al., 1995; Blanccet al, 1996). Dies wird dadurch bestatigt, dass S8asureusSecAl den
Wachstumsdefekt der NIG1152-Mutante bei der nigmtypssiven Temperatur von 42°C
komplementieren kann (Abbildung 25). Dies zeigisddasS. aureusSecAl mit der Secl-
Translokase zumindest bei der Translokation allerlauferproteine, dessen Sekretion
essentiell ist, funktionell zusammenwirken kann. d@s SecA-Protein in der Zelle in einer
dimeren Form vorliegt (Akitaet al, 1991; Doyleet al, 2000) und méglicherweise auch in
dieser aktiv ist (Driessen, 1993), ist eine altBweaErklarung, dass es zu einer Ausbildung
von Heterodimeren aus mutiertdnsubtilisSecA undS. aureusSecAl kommt, in denen das
mutierte B. subtilis SecA stabilisiert wird. Somit ware d& subtilis SecA auch bei der
eigentlich nicht-permissiven Temperatur von 42°@eén Lage, im Porteinexport aktiv zu sein
und die Translokation d&. hyicud.ipase zu gewahrleisten.

Bei Expression de$. aureusSecA2 zeigte sich, genau wie in einem Stamm mih de
Leervektor, ein vollstandiger Exportblock d&rhyicud.ipase bei der fUB. subtilisNIG1152
nicht-permissiven Temperatur (Abbildung 20). D&s aureusSecA2 kann folglich das
B. subtilisSecA bei der Translokation d8r hyicud.ipase nicht funktionell ersetzen.

In S. gordoniiundS. parasanguiniszwei Bakterien die wi&. aureugiber ein SecA2/SecY2-
System verfligen, ist gezeigt worden, dass das SeuAZisammenspiel mit einigen anderen
Komponenten exklusiv an der Translokation spezigscSubstrate beteiligt ist (Bensing und
Sullam, 2002; Takamatst al, 2004a; Takamatset al, 2005a; Chewet al, 2004). Aufgrund
der hohen Homologie deS. aureusSecA2/SecY2-Systems zu dem aus Streptokokken ist
wahrscheinlich auch d& aureussecA2 evolutionar an die Translokation dieser $sehien
Substrate angepasst und kann daher die Translokdd@ssischer Sec-Substrate nicht
gewahrleisten. Dies wird durch die UntersuchungenSd aureusSecA2-Expression auf den
Wachstumsdefekts von NIG1152 bei 42°C bestétigt b(lbng 25). Trotz der
nachgewiesenen Expression &esaureusSecA2-Proteins (Abbildung 24) kommt es nicht zu
einer Komplementation des Wachstumsdefekts. DasireussecA2 kann folglich zumindest
die Translokation eines essentiellen Vorlauferpnsteron B. subtilis nicht gewahrleisten.
Dies zeigt, wie schon das Ausbleiben der TransiokalerS. hyicud.ipase, dass es im Falle
des S. aureusSecA2 nicht zur Ausbildung von produktiven Wechsddungen mit den
Komponenten derB. subtilis Secl-Translokase und/oder einem Secl-Vorlauferprote
kommen kann. An der Ausbildung eines funktionelleanslokations-Initiations-Komplexes,
der fur eine Sec-abhangige Proteintranslokatiorergmsl ist, sind SecA, SecY und das
Vorlauferprotein als gleichwertige Partner beteili@ippe, 2001). Eine Proteintranslokation
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bleibt bereits aus, wenn die Wechselwirkungen zZwaaczwei dieser Partner gestort sind. Fur
das S. aureusSecA2 ist es folglich moglich, dass es zwar mih déomponenten der
klassischen Secl-Translokase funktionelle Wechdalwgen eingehen kann, die
Translokation delS. hyicusLipase bzw. eine Komplementation des Wachstumkteteei
42°C aber daran scheitert, dass &asaureusSecA2 nicht mit klassischen Sec-Substraten
wechselwirken kann. Dies ist vorstellbar, da @asaureusSecA2 an die Erkennung eines
spezifischen SecA2/SecY2-Substrats mit einem aefaignlichen Signalpeptid angepasst
und daher mdglicherweise nicht mehr in der Lagekisissische Sec-Substrate zu erkennen.
Es ist ebenfalls moglich, dass die WechselwirkungesS. aureusSecA2-Proteins mit den
Komponenten deB. subtilis Secl-Translokase gestort sind, oder das SecA2 rdomit
klassischen Sec-Substraten wie auch den Secl-Kenpan keine funktionellen
Wechselwirkungen mehr eingehen kann.

Eine Ausbildung von Heterodimeren mit déBn subtilis SecA, in welchen daB. subtilis
SecA stabilisiert wird und wie sie fir d& aureusSecAl vorstellbar ist, konnte fir das
S. aureusSecA2 einfach daran scheitern, dass das wenigeolbgeS. aureusSecA2 keine
Heterodimere mit derB. subtilisSecA ausbilden kann.

IV.2.2 Das S. aureus SecA2 kann mit Komponenten derB. subtilis Sec1-
Translokase und einem Protein mit einem SecA2/SecY3qgnalpeptid keine
funktionellen Wechselwirkungen eingehen.

Das S. aureusSecA2 kann die Translokation d&. hyicusLipase inB. subtilis nicht
gewahrleisten, weil es entweder das klassischeS8bstrat nicht erkennen kann, keine
funktionellen Wechselwirkungen mit den Komponentiem Secl-Translokase moglich sind
oder beides zutrifft (siehe IV.2.1) Um zwischen sgie Moglichkeiten differenzieren zu
kénnen, wurde anstelle d&. hyicusLipase die Translokation des SrrSPProLip-Proteins
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass bei Co-Exwes von S. aureus SecA2 und
SrrSPProLip-Protein iB. subtilisNIG1152 bei 30°C keine Sekretion der Hybrid-Lipase
den Uberstand zu beobachten ist (Abbildung 26). @=in SrrSPProLip-Protein ist das
authentische Signalpeptid d&t hyicusLipase gegen das des SecA2/SecY2-Substrats von
S. aureusausgetauscht worden. Dies fuihrt dazu, dag subtiliskeine Translokation dieses
Proteins stattfindet, mdglicherweise weil keine Wssdwirkungen zwischen dem
SecA2/SecY2-Signalpeptid und d&rsubtilisSecl-Translokase erfolgen (siehe IV.1.2). Eine
solche Interaktion zwischen Signalpeptid und Sexn3lokase findet neben dem SecY vor
allem mit dem SecA-Protein statt (Waagal, 2000; Baudet al, 2002; Papanikoet al,
2005). DasS. aureusSecA2 sollte im Gegensatz zun subtilisSecA jedoch in der Lage
sein, mit dem SecA2/SecY2-Signalpeptid produktivectAéelwirkungen einzugehen. Dies
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kann jedoch nur dann zu einer Translokation deSF®roLip-Proteins fihren, wenn das
S. aureusSecA2 mit den restlichen Komponenten der Seclslofase vonB. subtilis
funktionell zusammenarbeiten kann. Fir das Ausbkteibiner Sekretion des SrrSPProLip-
Proteins auch bei Co-Expression desaureusSecA?2 ist eine mogliche Erklarung, dass das
S. aureusSecA2 nicht in der Lage ist, die nétigen Wechsdduwigen mit deB. subtilisSec1-
Translokase einzugehen. Es ist jedoch ebenfalldichiglass da$. aureusSecA2 sowohl
mit der B. subtilis Secl-Translokase, wie auch dem SrrSPProLip-Protanktionelle
Wechselwirkungen eingehen kann, aber die Transtokatennoch scheitert, da das
SrrSPProLip-Protein mit dem klassischen SecY-Pmnataht interagieren kann.

Es ist ebenfalls zu beachten, dass die SekretisnSteSPProLip-Proteins in NIG1152 in
diesem Fall bei 30°C, der permissiven Temperatur dds mutierteB. subtilis SecA,
untersucht worden ist. Dies bedeutet, dassBlasubtilis SecA, das eine Translokation des
SrrSPProLip-Proteins nicht gewdahrleisten kann siBh1.2), neben der. aureusSecA2
ebenfalls in der Zelle vorliegt. Selbst wenn @&asaureusSecA2 Wechselwirkungen mit den
Komponenten der klassischen Sec-Translokase eingktiente ist es mdoglich, dass das
B. subtilis SecA eine bedeutend hohere Affinitat zu diesen pamenten besitzt und das
S. aureus SecA2 von der Secl-Translokase in der Membran raegén konnte.
Zusammengenommen ist die Unfahigkeit @&saureusSecA2-Proteins die Translokation
sowohl eines klassischen Sec-Substrats, wie auws éProteins mit einem SecA2/SecY2-
Signalpeptid zu vermitteln ein deutliches Indizidaidass da$. aureusSecA2 nicht in der
Lage ist, funktionelle Wechselwirkungen mit Kompoten der klassischen Sec-Translokase
einzugehen. Dies ist sinnvoll, da & aureuseine Hybrid-Translokase aus dem SecA2-
Protein, das wahrscheinlich nur SecA2/SecY?2-Sutesteekennt, und den klassischen Sec-
Komponenten, die die Translokation eines solchehs®ats nicht gewdahrleisten kénnen,
keine Funktion besitzen wirde. Die Ausbildung eis@chen Hybrid-Translokase wirde nur
die Ausbildung funktioneller klassischer oder alenescher Sec-Translokasen aufgrund einer
Kompetition um die bendtigten Translokase-Kompoeetttehindern.

V.3 Bedeutunqg der Sec2-abhangigen Proteintransloken in
nicht-pathogenen Bakterien.

Ein groRer Teil der beim Menschen vorkommenden Kmaiten wird durch bakterielle
Krankheitserreger  hervorgerufen. Fur die Entwicglunvon Therapie- und
Praventionsverfahren im Kampf gegen diese baklenieKrankheitserreger ist es von
essentieller Bedeutung herauszufinden, welche Eapaiten dieser Bakterien dazu fuhren,
dass sie pathogen sind. Eine Moglichkeit zur Erkdeg dieser Eigenschaften stellt der
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Vergleich von pathogenen Bakterien mit nahen, albght-pathogenen Verwandten dar. Der
Zusammenhang zwischen Proteinexport und Pathogerstawohl bekannt. Die von
pathogenen Bakterien exportierten Proteine spielater anderem eine Rolle bei der
Adhéasion an Wirtszellen, der Invasion in die Widéz und beim Schutz vor
Verteidigungsmechanismen des Wirts (Lee und Schimeev2001; Coombest al, 2004;
Pizarro-Cerda und Cossart, 2006).

In Gram-negativen Bakterien gibt es fur einige baktle Pathogenitatsfaktoren spezialisierte
Sekretionswege, die eine gleichzeitige Uberquerpgiger Biomembranen des Bakteriums
und teilweise sogar noch die der Wirtsmembran elictign. Diese als Typ |-V bezeichneten
Sekretionswege sind fur die Pathogenitat der jegexl Gram-negativen Bakterien von
grof3er Bedeutung (Delepelaire, 2004; Hendeetoal, 2004; Cianciotto 2005; Backert und
Meyer, 2006; Schlumberger und Hardt, 2006). Diegpezislisierten Sekretionswege
existieren in Gram-positiven Bakterien nicht.

Der kurzlich entdeckte Sec2-Exportweg Gram-positiBakterien ist hauptsachlich in
pathogenen Vertretern gefunden worden und zeigtali@sen eine Beteiligung an der
Pathogenitat (Bensing und Sullam, 2002; Braunsteial, 2003, Lenzet al, 2003; Cheret
al., 2004). Daher ist spekuliert worden, das es sahdlesem Sekretionsweg um das Gram-
positive Pendant zu den Typ |-V Sekretionswegen @&vam-negativen Bakterien handelt
(Lenz et al, 2003). Obwohl der Sec2-Exportweg praferentiell pathogenen Bakterien
vorkommt, ist er jedoch nicht exklusiv auf diesesddeénkt. Aufgrund der Beteiligung des
Sec2-Exportwegs an der Pathogenitat vieler Baktemer es unklar, ob er in nicht-
pathogenen Bakterien Uberhaupt eine Funktion heddizs zu untersuchen war ein Ziel
dieser Dissertation.

Vorherige Untersuchungen hatten gezeigt, dass ederddhiede in der Sec2-
Proteintranslokation zwischen Bakterien mit nureeinSecA2-Protein und solchen mit einem
SecA2/SecY2-System gibt. Daher wurde die Bedeutteny Sec2-Proteintranslokation in
nicht-pathogenen Bakterien in Vertretern beidergpan untersucht.

IV.3.1 Untersuchung der SecA2/SecY?2-abhangigen Pehtranslokation in
S. carnosus.

Die Komponenten fir ein SecA2/SecY2-Translokatigatsn sind in Streptokokken und
Staphylokokken weit verbreitet. In den Genomen \®n gordonii, S. parasanguinis,
S. agalactiae, S. pneumoniae, S. epidermidis, &mbbticusund S. aureusist ein

secA2/secY-Dperon vorhanden. Bei allen diesen Bakterien harede sich um pathogene
Bakterien und inS. gordoniiund S. parasanguinisst eine Beteiligung des SecA2/SecY2-
Translokationssystems an der Pathogenitat gezeigtem (Bensing und Sullam, 2002; Chen
et al, 2004). InS. agalactiaeund S. aureusst fur das in dersecA2/secY-Dperons kodierte
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Srr-Protein ebenfalls eine Rolle in der Pathogémi#hgewiesen worden (Sibebal, 2005;
Seifertet al, 2006). Da es sich bei diesem Protein um das lgeebecA2/SecY2-Substrat
handelt, ist hochstwahrscheinlich auch in diesektd&n der SecA2/SecY2-Weg an der
Pathogenitat beteiligt.

Bei S. carnosushandelt es sich um einen nahen, aber nicht-patierg&erwandten von
S. aureusder schon seit langem in der Lebensmittelindeigtis Starterkultur eingesetzt wird
(Liepe, 1982). InS. carnosussind in dieser Dissertation als erstem nicht-pgéinen
Bakterium die Gene fur ein SecA2/SecY2-Transloketgystem entdeckt und die Funktion
des akzessorischen Exportwegs untersucht worden.

IV.3.1.1 Das SecA2/SecY?2-Sytem vdh carnosus ist nicht funktionell.

Die Identifikation desecA2/secY-Dperons des nicht-pathogenen Bakterfsintarnosusvar
aufgrund des bekannten Zusammenhangs zwischen SsA2-Translokation und
Pathogenitat Gberraschend. C&scarnosusecA2/secY-Dperon ist dem auS. aureusaber
auch denen aus anderen Staphylokokken und Stréqimkaehr &hnlich und beinhaltet Gene,
die fir ein SecA2, ein SecY2, die Proteine Aspgif3,grol3es Serin-reiches Protein (Srr) und
zumindest ein Protein des Srr-GlykosylierungssydiéthA) kodieren (Abbildung 28). Dass
auch das Gen fur das zweite Protein dieses GlylavaplgssystemsgtfB, in S. carnosus
vorliegt, ist aufgrund der hohen Ahnlichkeit zusecA2/secY-Dperon vonS. aureus
wahrscheinlich. Da die ,gefischten* und sequenerrBereiche jedoch den Bereich des
S. carnosusGenoms, auf dem dieses Gen liegen sollte, nicHassten, konnte dies nicht
eindeutig geklart werden.

Die Sequenzierung degcA2/secY-Dperons vors. carnosugrgab jedoch, dass sich in allen
Genen des Operons mit Ausnahme algstGens Stop-Codons befinden. Diese grofRe Anzahl
von Stop-Codons zeigt deutlich, dass das SecA2/&&yétem vorS. carnosusicht aktiv
sein kann. Dies erklart auch, warum in eirgr carnosussecAzDisruptionsmutante im
Vergleich zum Wildtyp kein Unterschied in der Pioteanslokation vorhanden ist
(Abbildung 31 und 32). Bei der Suche nach eirfentarnosusSrr-Protein hatte theoretisch
das durch ein Stop-Codon auf 242 Aminosauren vet&iugrr-Protein gefunden werden
konnen. Es ist jedoch gut mdglich, dass das vet&iRmtein proteolytisch abgebaut wird und
daher nicht detektiert werden kann. Dartber hinaufir die Srr-Proteine vos. gordonij

S. agalactiaeund S. parasanguinis bekannt, dass sie sich nicht mit herkdmmlichen
Farbemethoden wie Coomassie- oder Silberfarbundesamur mit spezifischen Antikérpern
nachweisen lassen (Bensing und Sullam, 2002; @hah 2004; Seiferet al, 2006). Der zu
diesem Zweck inS. carnosuseingesetzte Antikorper, der gegen ein Fusionsjroaes
S. aureusSrr undS. hyicusLipase gerichtet ist, zeigte jedoch bei den Expenten zur
Translokation des ScSrrTag Proteins (siehe 1V.ke®)e Reaktion mit der®. carnosussrr-
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Protein. Dies erklart, warum das verkir&ecarnosussrr-Protein selbst fur den Fall dass es
nicht proteolytisch abgebaut wird, nicht detektigerden konnte.

Bei den Untersuchungen der Aktivitdt des Promotdes secA2/secY-Dperons von

S. carnosudiber eine LacZ-Fusion zeigte sichSn carnosuine im Vergleich zunsecAl
Promotor geringe, aber dennoch nachweisbare Aitiybbildung 35). Da daS. carnosus
SecA2/SecY2-System nicht funktionell ist, erscheaibe Aktivitat des Promotors des
secA2/secY-Dperons sinnlos. Es ist jedoch zu beachten, d@&ssUdtersuchungen der
Promotoraktivitat zwar irS. carnosusdurchgefiihrt wurden, allerdings die PromdamZ-
Fusionen auf einem Plasmid und nicht in Form eamomosomalen Kopie vorlagen. Daher
ist es moglich, dass i8. carnosu®in Transkriptionsregulator vorliegt, der die Tskrnption
des chromosomalen Promotors desA2/secY-Dperons reprimieren kann, aber nicht in der
Lage ist, die Aktivitat der hohen Anzahl asecA2/secY-Promotoren, die bei der
plasmidkodierteriacZ-Fusion vorliegen, abzuschalten. Hierbei wirde Repressor einfach
stochiometrisch austitriert. Eine weitere Moéglichkedre, dass der chromosomal vorliegende
secA2/secY-Promotor Uber eine Strukturveranderung der chromasen DNA nicht mehr
fur die DNA abhangige RNA-Polymerase zugangig ist daher keine Expression stattfindet.
Bei einer solchen Strukturverédnderung, die eineuRéign der Genexpression erlaubt, kann
es sich z.B. um eine Verdichtung der DNA durch étisihnliche Proteine (z.B. H-NS)
handeln (Laurent-Wintezt al, 1997; Dorman und Deighan, 2003).

Da das SecA2/SecY?2-System vBn carnosusiicht funktionell ist wirft dies die Frage auf,
wieso inS. carnosusiberhaupt noch eisecA2/secY-BDperon vorliegt. Ein solches Vorliegen
von ,Pseudogenen”, die keine funktionellen Genpkbelu mehr kodieren, ist in
prokaryotischen Genomen zwar nicht so haufig wieeukaryotischen, aber dennoch auch
keine Seltenheit (Liwet al, 2004). So existieren z.B. in viel&n coli Stammen die Gene fir
ein zweites Typ llI-Sekretionssystem, diese kodiejgdoch meistens nur verkirzte oder
inaktivierte Proteine (Reret al, 2004). Eine Erklarung warum i5. carnosusdas
secA2/secY-Dperon noch vorliegt, obwohl es nur ein nicht-fiilmkelles System kodiert
ware, dass der Bereich d& carnosusChromosoms auf dem das Operon liegt fur die
Gesamtstruktur des Chromosoms nicht verzichtbar [siher ist moglicherweise ein
Abschalten des Promotors (Uber einen Regulator idoker eine Modifikation der DNA), oder
sogar das Tolerieren der Synthese einiger verkirzteht funktioneller Proteine, flr
S. carnosuseher mdoglich, als auf diesen gesamten Bereich erzichten. Da das
secA2/secY-Dperon eine Lange von uber 20 Kilobasen besitaj das S. carnosus
Chromosom, sofern man d&s aureusChromosom als Bezug nimmt, eine Gréf3e von etwa
2,8 Megabasen besitzt, entspricht es immerhin Q&Prozent des gesamten Chromosoms.
Daher ist es zumindest vorstellbar, dass diesezi@efir die Stabilitdt des Chromosoms eine
Bedeutung besitzt. Allerdings ist fur bakteriellar@mosomen bekannt, dass sie einen hohen
Grad an Veranderungen, wie Excissionen und Traitspuen grol3er genetischer Elemente
tolerieren kdnnen, ohne dass die Stabilitdt be#htigt wird (Niermannet al, 2004;
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Robinson und Enright, 2004). Es wurde z.B. @irglutamicumkirzlich gezeigt, dass eine
Deletion von 11 Bereichen des Chromosoms mit diege von insgesamt 250 kB mdglich
war, ohne das es zu einer signifikanten Beeintigwhy des Zellwachstums kommt (Suzuki
et al, 2005).

Weiterhin ist es ebenfalls moglich, dass ein ,Btjen” dessecA2/secY-Dperons Uber Stop-
Codons auch evolutionéar gesehen Vorteile gegenélmar Excission eines signifikanten
Teils des Chromosoms bietet. Stop-Codons stellee gerhaltnismafig leicht reversible
Veranderung dar. Sollte das SecA2/SecY?2-Syster8. isarnosusvieder bendtigt werden,
z.B. bei Veranderungen des nattrlichen Habitatsstses vorstellbar, dass es leichter ist die
Stop-Codons zu entfernen als das gesamte Tranislogsystem neu zu akquirieren.

Die hohe Ahnlichkeit desecA2/secY-Dperons aus unterschiedlichen Staphylokokken und
Streptokokken zeigt, dass dieser Bereich hoch keieseist und fir verschiedene Bakterien
eine bedeutende, sehr @hnliche Funktion besitathMizn bislang publizierten Ergebnissen
handelt es sich bei dieser Funktion um eine Adméder Bakterien an Wirtszellen (Bensing
und Sullam, 2002; Chent al, 2004; Sibooet al, 2005). Das SecA2/SecY2-System ist
wahrscheinlich dafur zusténdig, dass das jewefligeProtein in einer aktiven, glykosylierten
Form exportiert und aufgrund des Zellwandankersdan Zelloberflache des jeweiligen
Bakteriums befestigt wird. Das Srr-Protein fungigain als ein Adhasin, das an Rezeptoren
auf den Oberflachen von Wirtszellen bindet, undeli€unktion ist fur die Srr-Proteine von
S. gordonij S. agalactiagS. parasanguinisind auchsS. aureugyezeigt worden (Bensing und
Sullam, 2002; Cheant al, 2004; Sibocet al, 2005; Takamatset al, 2006). Hierbei stellt die
nicht-repetitive Region wahrscheinlich den Konta&t, wahrend die Serin-reiche Region als
eine Art Stangel fungiert, der diese exponiert tbér den LPXTG-Zellwandanker mit der
Oberflache des Bakteriums verbindet. Das Srr-Rrowin S. aureus das auch als SraP
bezeichnet wird, ist an der Bindung vBnaureusan menschliche Blutplattchen beteiligt und
stellt somit die erste Stufe in der Kolonisierungnvmenschlichen Herzklappen dar, die
letztlich in bakterieller Endokarditis, einer lels&edrohlichen Herzerkrankung, endet (Siboo
et al, 2005). Bei dieser Besiedlung sind die Bakteriensogenannten makroskopischen
Vegetationen von einer Schicht aus Blutplattched &ibrin umgeben, die sie vor einer
Anlagerung von spezifischen Antikorpern und sonmiee Immunantwort des Wirts schitzt
(McCormicket al, 2002). Die Adhasion an Wirtszellen und die Ausipig der Vegetationen
bietet den Bakterien somit einen bedeutenden Setekiorteil.

Da das SecA2/SecY2-System vBncarnosusicht funktionell ist, ist im nattrlichen Habitat
von S. carnosudie durch das Srr-Protein vermittelte Adhasiorensichtlich nicht mehr
erforderlich. Was genau das natirliche Habitat 8orarnosusst, ist nicht bekannt (Kloos
und Schleifer, 1986) , aber da es sich®etarnosusim einen GRAS (,gnerally egarded s
safe*)-Organismus handelt, der schon seit langeBtanterkulturen in der Wurstfermentation
eingesetzt wird (Liepe, 1982), ist eine schadlidBesiedlung menschlichen Gewebes
auszuschlieBen. Die Adhéasion an Blutplattchen ume Ausbildung makroskopischer
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Vegetationen zum Schutz vor einer Immunantworinishaturlichen Habitat vo. carnosus
daher nicht erforderlich, weshalb dsscA2/secY-Dperon durch Stop-Codons ,stillgelegt"
wurde. Ein solches ,Abschalten” von Genen in Forom Yseudogenen, wenn diese fur das
Uberleben in einem bestimmten Habitat nicht memdkigt werden, ist auch fir zahlreiche
andere Gene in Prokaryoten bekannt. Fur verschee@emotypen vorSalmonella enterica
oder unterschiedlichérucella-Spezies ist zum Beispiel entdeckt worden, dassagehn
Lebensraum und den damit verbundenen unterschiedli®@edingungen, unterschiedliche
Gene in Form von Pseudogenen abgeschaltet werdennight verloren gehen (Anjuet al,
2005; Chainet al, 2005). InS. thermophilus einem nicht-pathogenen Verwandten von
S. gordoniiund S. pneumoniaeder in der Milchprodukt-Herstellung Anwendung fatd
konnte sogar gezeigt werden, dass einige Pathdégghaittoren in dem nicht-pathogenen
Bakterium nur noch in Form von Pseudogenen vorlie@Bolotin et al, 2004). Dies
entspricht genau dem Abschalten dmcA2/secY-Dperons, das in einem gemeinsamen
Vorfahren vonS. aureusund S. carnosusoffensichtlich vorlag, in dem nicht-pathogenen
Bakterium jedoch still gelegt wurde, da es fir Biesiedlung eines anderen Habitats nicht
mehr erforderlich war.

IV.3.2 Untersuchung der SecA2-abhangigen Proteintraslokation in
C. glutamicum.

C. glutamicumst ein Bakterium der Gruppe d€orynebacterianegekeulenférmiger Gram-
positiver Bakterien, zu denen unter anderem auelvijicobakterien gehéren. Eine Analyse
der Genome vorC. glutamicum, C. diphteriae, C. jeikeium, M. kepr M. smegmatis,
M. tuberculosis, M. aviumund M. bovis zeigt in allen Fallen, dass dort zwscAGene
vorhanden sind. Mit der Ausnahme v@h glutamicumhandelt es sich bei allen diesen
Vertretern derCorynebacterianeaeum pathogene Bakterien, wob&. smegmatiserst
kirzlich in die Risikogruppe 2 heraufgestuft wurdir M. tuberculosis den Erreger der
Tuberkulose an der fast drei Millionen Menschen gehr sterben und mit dem nach
Schatzungen der WHO etwa zwei Milliarden Menscimdiziert sind, konnte gezeigt werden,
dass ein Zusammenhang zwischen SecA2-abhangigirRranslokation und Pathogenitét
besteht. Dieser nachgewiesene Zusammenhang undaiéache, dass zweecAGene
praferentiell in pathogenen Gram-positiven Bakten@rhanden sind, wirft auch hier die
Frage auf, welche Funktion der SecA2-Translokat@us in nicht-pathogenen Bakterien
besitzt. Um dies zu untersuchen, wur@e glutamicumausgewahlt, ein nicht-pathogenes
Bakterium, das schon seit langem in der indusémeAminosaureproduktion eingesetzt wird.
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IV.3.2.1 Aminosauresequenz-Analyse det. glutamicum SecA-Proteine.

Die Zuordnung, welches SecA-Protein vonglutamicundas SecAl und welches das SecA2
darstellt, erfolgte Uber eine vergleichende Analyl Aminosauresequenz der beiden
Proteine mit den SecA-Proteinen aus anderen Bakt€fiabelle 4, Abbildung 36). Das von
NCgl1384 kodierte SecA-Protein wurde hierbei als &2cA2-Protein, das von NCgl0726
kodierte Protein als das SecAl identifiziert. Diear moglich, da das NCgl1384 zu allen
untersuchten klassischen SecA- oder SecAl-Protesimen deutliche geringere Homologie
aufwies als NCgl0726. Diese geringe Homologie asischen SecA-Proteinen, sogar denen
aus nahe Verwandten Bakterien, ist eine Gemeinsanebekannten SecA2-Proteine (Lenz
und Portnoy, 2002; Caspers, 2002). Dartber hineiggezNCgl1384 eine hohe Homologie zu
den SecA2-Proteinen ald. tuberculosisund M. smegmatisDurch die ClustalW-Analyse,
bei der gezeigt wurde, dass in NCgl1384 und denolgkieriellen SecA2-Proteinen exakt
die gleichen Regionen in der Aminosauresequenz engléich zu den SecAl-Proteinen
fehlen, wurde dies bekraftigt (Abbildung 36). Ebtgiedoch auch einige Bereiche, die in
beiden C. glutamicumSecA-Proteinen und allen analysierten SecA-Preteikonserviert
sind. So sind z.B. die essentiellen Walker-Motivar 8NBD in allen untersuchten SecA-
Proteinen vorhanden (Walket al, 1982; Huntet al, 2002). Da die an der Hydrolyse von
ATP beteiligten Aminosaurereste ith glutamicumSecAl und SecA2 konserviert sind, lasst
es sich vermuten, dass sowohl SecAl wie auch Seak?2 Translokations-ATPase
funktionieren konnen.

Von den drei in den SecA2-Proteinen fehlenden Bhlesi sind die ersten beiden in SecA-
und SecAl-Proteinen wenig konserviert (Caspers,2R0@iese Bereiche sind daher
wabhrscheinlich fir die Funktionalitat eines SecAtBmns von geringerer Bedeutung.

Bei dem dritten Bereich, der in den SecA2-Proteirdgr Mycobakterien und von
C. glutamicumjedoch auch in denen aus Listerien, Staphylokokkad Streptokokken
(Caspers, 2002) fehlt, handelt es sich um die akamyotischen SecA- und SecAl-Proteinen
hochkonservierte carboxyterminale Doméane (CTD).faligerweise fehlt dieser Bereich im
SecAl-Protein vorC. glutamicumebenfalls. Die Funktion dieses Bereichs iskincoli die
Wechselwirkung mit Phospholipiden und SecB, unét.rcoliist er essentiell fir die SecA-
Funktion und somit fiir das Uberleben der Zelle (Riek et al, 1995). InB. subtilis wie in
allen anderen bisher untersuchten Gram-positivekteBiean, konnte kein SecB-Homolog
gefunden werden. Die CTD kann B subtilis deletiert werden, ohne dass ein Effekt auf
Uberleben und Proteinsekretion auftritt (van Wetyal, 2000). Da SecA2-Proteine bisher nur
in Gram-positiven Bakterien gefunden wurden undi@sen kein SecB-Homolog existiert, ist
es wahrscheinlich, dass ein Fehlen der hochkoreseemi, carboxyterminalen Doméne keinen
Einfluss auf die Funktion der SecA2-Proteine inEilteintranslokation hat (Caspers, 2002).
Das Fehlen des C-Terminus grenzt das SecAl-ProtairC. glutamicumjedoch von allen
anderen bekannten SecA- oder SecAl-Proteinen atenan diese Region hoch konserviert
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ist und hierauf wird unter 1V.3.2.2 noch besondsrgegangen.

IV.3.2.2 C. glutamicum besitzt als bislang einziges Bakterium zwei esséslie SecA-
Proteine.

Die Versuche zur Herstellung von DeletionsmutardessecAl und dessecA2Gens von

C. glutamicum die nur beiin trans Expression des entsprechende&nglutamicumSecA-
Proteins erfolgreich waren (Abbildung 43 und 40)igen gemeinsam mit den
angeschlossenen ,plasmid-curing® Experimenten (Koinig 44 und 41) eindeutig, dass in
C. glutamicumzwei essentiellsecAGene vorliegen. In kirzlich publizierten Experirteam

ist Uber Transposonmutagenese untersucht wordenvéiche Gene vorC. glutamicum
Insertionsmutanten erhalten werden kdnnen, unavéliche dies unmaoglich ist (Suzui al,
2006). Hier konnte fur die beidesecAGene ebenfalls keine Insertionsmutante erhalten
werden. Auch wenn diese Transposonmutagenese-\ersucht ausreichend sind um Gene
wirklich eindeutig als essentiell zu klassifiziey&estatigen sie die in dieser Arbeit erhaltenen
Ergebnisse. Das Vorhandensein von zwei essentisleAGenen ist ein vollig einzigartiger
Befund, denn in den allen Bakterien, in denen eieites secAGen vorliegt und die
daraufhin untersucht worden sind, ist das zuséizlisecA2Gen stets nicht-essentiell
(Braunsteinet al, 2001; Lenz und Portnoy, 2002; Bensing und Sulla692, Cheret al,
2004). Eine Erklarung fur das Vorliegen eines zareiéssentiellen SecA-Proteins ist, dass in
C. glutamicumdie Translokation mindestens eines essentielleéwuferproteins durch das
SecA2-Protein vermittelt wird, weil das klassiscBecAl-Protein dieses nicht oder nur
unzureichend gewébhrleisten kann. Bei der Suche 8achA2-abhéngig exportierten Proteinen
in C. glutamicumist die Katalase als ein solches identifiziert der. Das die Katalase
kodierende Gen ist in Mycobakterien nicht-essenf&bto et al, 1995) und bei einer Hoch-
Durchsatz-TransposonmutageneseéCinglutamicumwar eine Insertion in das Katalase-Gen
maoglich, was ein Beweis dafir ist, dass die KawlasC. glutamicumebenfalls nicht-
essentiell ist (Suzulat al, 2006). Bei der Katalase handelt es sich alsotnichdas putative
SecA2-Substrat, dessen Translokation essentietldd@rUberleben der Zelle ist. Ein weiteres
essentielles SecA2-Substrat ist in den durchgediihfExperimenten nicht identifiziert
worden. Dass ein solches essentielles Substrdiegkiaber nicht identifiziert werden konnte,
ist vor allem daher wahrscheinlich, da bei der ®uamach SecA2-Substraten die
Promotoraustauschmutante ohne einen Vektor zurRegressor Uberproduktion eingesetzt
wurde und bei diesem Stamm das Wachstum auch inegdémwheit von IPTG mit dem des
Wildtyps identisch war (Abbildung 47). Das heildsd unter diesen Bedingungen die SecA2-
Expression nicht so stark reduziert ist, um dien$lakation eines hypothetischen essentiellen
SecA2-Substrats zu beeintrachtigen.

Es ist jedoch ebenfalls moglich, dass die Essététiatles SecA2-Proteins nicht darin
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begriindet liegt, dass es die Translokation einssngigllen Vorlauferproteins gewéahrleistet.
Eine Mdglichkeit hierflir beruht darauf, dass das/evon C. glutamicumim Vergleich zu
anderen SecA- oder SecAl-Proteinen eine einzigaB&sonderheit aufweist. Auf Ebene der
Aminosauresequenz ist auffallig, dass der hoch émesrte C-Terminus, der in allen anderen
SecA- oder SecAl-Proteinen vorhanden istdnglutamicumSecAl fehlt. Der C-Terminus
kann jedoch im SecA voB. subtilis deletiert werden, ohne dass Auswirkungen auf die
Proteinsekretion beobachtet werden (van Véelgl, 2000). Dies macht es unwahrscheinlich,
dass das Fehlen dieses BereichsgOnglutamicumSecAl-Protein dazu fihrt, dass ein oder
mehrere essentielle Vorlauferproteine nicht meherittas klassische SecAl transloziert
werden kdonnen. Das Fehlen des C-Terminus im SeéAhtk jedoch auf anderer Ebene dazu
fuhren, dass das SecA2-Protein essentiell ist. B wenn die Deletion dieses Bereichs
im SecA vonB. subtiliskeinen Effekt auf die Proteinsekretion besitzt,zemt eine solche
Mutante dennoch einige Auffalligkeiten (van Wali al, 2000). Bei Deletion des SecA C-
Terminus kommt es zu einer erhdhten Expression @enen, deren Expression auch bei
oxidativem Stress induziert ist. Hierbei handelsieh um das so genannte Peroxid-Regulon,
welches die Gene umfasst, die fur AhpC, AhpF, Mtghl die Katalase KatA kodieren (van
Wely et al, 2000). AhpC und AhpF sind fir die enzymatischedlkéion verschiedener
Alkyl-Hydroperoxide zustandig, wahrend KatA hauptdich Wasserstoffperoxid abbaut
(Bsatet al, 1996). MrgA schiitzt die DNA vor oxidativem StreBariber hinaus ist fir das
MrgA-Protein gezeigt worden, dass es direkt an@érerminus de8. subtilisSecA-Proteins
bindet (van Welyet al, 2000). Wie genau und warum es zu einer Indukties Peroxid-
Regulons bei Deletion des C-Terminus BesubtilisSecA kommt ist unklar.

Ein mdglicher Zusammenhang zwischen dem SecA C-hesnund der Induktion der
oxidativen Stressantwort ist in Abbildung 52 beidipaft fir die Katalase-Expression
dargestellt und im Folgenden beschrieben.

MrgA ist ein Dps (,DNA-binding proteins from stadeells”)-Protein. Dps-Proteine besitzen
nicht nur die Aufgabe, die DNA Uber eine Verdictgumnler Chromatin-Struktur vor
oxidativem Stress zu schitzen, sondern sind datiibaus durch die Bindung von Eisen an
der Eisen-Homeostasis direkt beteiligt (Pulliairenal, 2005; Olsenet al, 2005). Dps-
Proteine sind sehr stringent regulierte Proteire¥enl Expression nicht nur auf Ebene der
Transkription sondern auch durch einen effizientddbau Uber das Clp-Protease-System
gesteuert wird (Stephaniet al, 2003; Abbildung 52). Unter normalen
Wachstumsbedingungen ist die Dps-Expression reerimind das dennoch gebildete Protein
wird sehr schnell proteolytisch abgebaut. Mégligheise ist dieser Abbau selbst geringer
Mengen an Dps-Protein notig, da die durch Dps wviteite Kondensation des bakteriellen
Chromosoms die Transkription von Genen stark bedmindind daher unter normalen
Wachstumsbedingungen unterbunden werden muss.
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SecA-Protein mit C-Terminus C. glutamicum
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Abbildung 52: Potentieller Zusammenhang zwischen $& C-Terminus und Induktion der
oxidativen Stressantwort. Auf der linken Seite ist die Situation fur ein Baltim dargestell
dessen SecA-Protein einen C-terminus besitzt, aufethten Seite die Situation@ glutamicum
wo das SecAl-Protein keinen C-Terminus besitzteilstSecA C-Terminusorhanden (links), s
liegt ein grolRer Teil des Dps-Proteins in einerASgebundenen, Proteasesistenten Form vo
Nur ein geringer Teil des Dps-Proteins wird Uber @lpProtease abgebaut und die geringe M¢
an freigesetztem Eeist nicht ausreichend um firr den DtxR-Transkripsieegulator als C&aktor
zu fungieren. Expression des RigAanskriptionsfaktors findet statt und dieser neyert die
Expression des Katalase-Ga@dA DemC. glutamicumSecAl (rechts) fehlt der Terminus unt
folglich ist keine Dps-Bindung moglich. Somit widds DpsProtein nicht vor dem proteolytisch
Abbau durch die Clp-Protease geschiitzt und beimaAltes Dps wird eine groRe Menge af’ Fe
frei. Diese Menge ist ausreichend um als Co-FaktoDtxR zu fungieren und dikes DtxR flhri
zu einer Repression deipA-Expression. In Abwesenheit des Repressors RipAefineine
Expression vorkatA statt und es kommt zu einer Expression der Katalase hohe intrazellula
Katalase-Aktivitdt besitzt mdglicherweise einen dtlichen Effekt (s.u.), was eine SecA2-
abhangige Translokation der Katalase erforderlielslren kdnnte.

Es ist nun vorstellbar, dass das Dps-Protein®osubtilis(MrgA) durch Bindung an den C-
Terminus von SecA vor diesem proteolytischen Abbaschiitzt ist (Abbildung 52 links).
Diese SecA-gebundene, geschitzte Form steht ime@leichgewicht mit der cytosolischen
Form, die durch die Clp-Proteasen abgebaut wirthrige Dps an SecA gebunden ist, ist es
hdchstwahrscheinlich nicht in der Lage, die unternmalen Bedingungen negative DNA-
Kondensation zu vermitteln. Eine Bindung von Eisgnedoch auch fir die SecA-assoziierte
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Form des Dps denkbar. Die SecA-Bindung hatte somiglicherweise die Funktion, einen
Teil des Dps-Proteins in der Zelle vor der Proteelyu schiitzen, ohne dass es in der DNA-
Kondensation aktiv ist. Diese kénnte den Sinn halass sobald das Clp-Protease-System
als Folge auf eine oxidative Stressantwort dag fidgs-Protein nicht mehr abbaut, das SecA-
gebundene Protein, das in einem Gleichgewicht mritagtosolischen Form steht, direkt far
den Schutz der DNA zur Verfigung steht. Da es lméme oxidativen Stress schnell zu
irreparablen Schadigungen der DNA kommen kann, t&dreser Mechanismus entwickelt
worden sein, um eine bestimmte Menge des Dps-Reotei der Zelle in einer schnell
verfigbaren aber ungeféhrlichen Art zu konservietenn das SecA-Protein tatsachlich
einen Teil des Dps-Proteins durch Bindung vor deotgolytischen Abbau schiitzt, so kdnnte
dies auch erklaren, warum bei Deletion des C-Teusiides SecA-Proteins eine oxidative
Stressantwort ausgelost wird. Wie erwahnt wirde SéeA-gebundene Form des Dps-
Proteins noch mit Eisen assoziiert vorliegen unghis@inen Teil des ansonsten frei in der
Zelle vorliegenden Eisens binden. Frei in der Zeigliegendes Eisen ist ein Signal fur
oxidativen Stress, da dieses Eisen die Bildungstdrar Hydroxyl-Radikale tUber die Fenton-
Reaktion katalysiert (Miller und Britigan, 1997; é&n and Paget 2004Bei einer Deletion
des SecA C-Terminus ist das Dps-Protein nicht nvenrproteolytischem Abbau geschuitzt
und als Konsequenz wird weniger Eisen in der Zgdleunden. Die erh6hte Menge an freiem
Eisen kdnnte die oxidative Stressantwort induzieren

Ein Dps-Protein und Homologe der restlichen Gerne Rlesubtilis Peroxid-Regulons sind
auch inC. glutamicumvorhanden. Der Zusammenhang zwischen dem hockekaarten
C-Terminus des SecA-Proteins, der@nglutamicumSecAl-Protein fehlt, und der Induktion
der oxidativen Stressantwort ist besonders intargs8ei einem zWB. subtilis ahnlichem
Mechanismus wirde man erwarten, dass durch dasrratds SecAl C-Terminus die
C. glutamicumZelle aufgrund des oben beschriebenen Mechanidibes eine erhdhte
Menge intrazellularen Eisens verfligt, daher wieeumxidativem Stress reagiert und die
Expression des Peroxid-Regulons induziert ware {dbbg 52, rechts). Dies wirde somit
unter anderem auch zu einer erhdhten ExpressionKda@lase, KatA, fuhren. Fur die
Expression der Katalase ist i@. glutamicumtatsachlich eine Abhangigkeit von der
intrazellularen Eisen-Konzentration gezeigt wor{dfennerholdet al, 2005). So fungiert bei
Eiseniiberschuss das Eisen als Co-Faktor fur demsKigtionsregulator DtxR. DtxR
reguliert unter anderem die Expression eines wamiteFranskriptionsfaktors, RipA, der
wiederum die Katalase-Expression reprimiert. BeieBiilberschuss kommt es folglich tber
eine Kaskade von zwei negativen Transkriptionsigguén, DixR und RIipA, zu einer
Induktion der Katalase-Expression (Wennerhetldl, 2005 und Abbildung 52).

Die Aktivitat der Katalase ist nétig, um Wasserfgiefoxid in Wasser und Sauerstoff
umzuwandeln, bevor das Wasserstoffperoxid in eif@nton-Reaktion hochtoxische
Hydroxylradikale bildet, die zu DNA-Schadigungemién konnen (Green und Paget, 2004).
Es ware jedoch dennoch vorstellbar, dass eine ke imbrazellulare Katalase-Aktivitat fur die
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Zelle einen negativen Effekt besitzt. So stellt. zl@ Aktivitat von der Katalase KatG gerade
in dem zuC. glutamicumnahe verwandtem. tuberculosiseine Gefahr dar und wurde von
Master et al. (2001) daher als ein zweischneidiges Schwert (Hteyedged sword)
bezeichnet. Neben seiner Katalase-Funktion kan® kds$ eine Peroxidase Isonikotinsaure-
Hydrazid (INH) in eine fir Mycobakterien toxischeorf, hdochstwahrscheinlich
Isonikotinsdure, umwandeln (Slayden und Barry, 208&i INH handelt es sich um das
wirkungsvollste anti-mycobakterielle Mittel, und $&enz gegenuber INH wird in
Mycobakterien durch eine Inaktivierung der KatGdx@tasefunktion vermittelt (Slayden
und Barry, 2000). Die enorme Toxizitat von INH wirdr allem dadurch vermittelt, dass INH
als ein neutrales Molekul Uber passive Diffusiondie Zellen gelangt, dort dann aber
aufgrund der KatG vermittelten Umwandlung in Isaoiknséaure in einer geladenen Form in
der Zelle ,festgehalten* wird (Bardoet al, 1998). Somit kann es zu einer enormen
Anreicherung an Isoniktotinsaure in der Zelle kommeo diese dann einen toxischen Effekt
auf das Zellwachstum besitzt. Es kann folglich digr intrazellulare Aktivitdt von KatG zu
diesem toxischen Anreicherungseffekt fihren. Extalér vorliegendes KatG ware fur die
Zelle harmlos und kdnnte bestenfalls durch eineaertlulare Umwandlung von INH in die
geladene Isonikotinsdure, die nicht in die Zelldfuddieren kann, sogar noch eine
Schutzfunktion austben. Der toxische Effekt von INgeht in M. tuberculosis
hdchstwahrscheinlich auf eine Inhibition der Mykulse-Synthese zurtick (Vilcheze al,
2006) und da die Zellwand vo@. glutamicumebenfalls tber Mykolséuren verfugt ist es
denkbar, und fu€orynebacterium lepugiezeigt (Gersoat al, 1980), dass INH den gleichen
Effekt auch hier austibt. OM. tuberculosisund C. glutamicumauch unter normalen
Wachstumsbedingungen INH ausgesetzt sind ist unklee Anwesenheit von Efflux-
Systemen, die in Mycobakterien INH aus der Zelssportieren kénnen, macht es jedoch
wahrscheinlich, dass intrazellulares INH auch ume@rmalen Wachstumsbedingungen
ein  Problem fir M. tuberculosis darstellen kann (Colangeliet al.,, 2005).
Selbst wenrM. tuberculosisund C. glutamicumunter normalen Bedingungen nicht mit INH
in Kontakt treten wurden, wére es dennoch vorsellldass eine zu hohe intrazellulare
Katalase-Aktivitat auf bislang unbekannte Art unci®é einen schadlichen Effekt auf die
Zelle besitzt.

Letztendlich wirde dies bedeuten, dass das FelderCdlerminus des SecAl-Proteins von
C. glutamicumeine Induktion der Katalase-Expression bewirktedentrazellulare Aktivitat
toxisch sein kann und das durch eine SekretiorKadéslase in den Uberstand dieser Effekt
ausgeglichen werden kénnte.

In M. tuberculosiswurde gezeigt, dass das SecA2-Protein an der tBekrder Katalase
beteiligt ist (Braunsteiet al, 2003), und auch i€. glutamicumwurde die Katalase in dieser
Doktorarbeit als ein Protein identifiziert, desseokalisierung abhangig von der SecA2-
Expression ist. Es ist mdglich, dass Uber SecAmitezlten Export die Menge an
intrazellularer Katalase reduziert werden kann, smmit dem toxischen Effekt zu hoher
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intrazellularer Katalase-Aktivitat entgegen zu weink Somit kénnte das einzigartige Fehlen
des C-Terminus deS. glutamicumSecAl-Proteins letztlich der Grund dafur sein,sddas
SecA2-Protein vorC. glutamicumals bislang einziges SecA2-Protein essentiellDst.die
Katalase inC. glutamicunein nicht-essentielles Protein ist, wirde dieshaer&laren, warum
der Export eines eigentlich nicht-essentiellen &nst dennoch essentiell sein kann.

Es ist natlrlich ebenfalls méglich, dass eine einéae Erklarung, wie die SecA2-abhéangige
Translokation eines bislang nicht entdeckten, dsdkm Vorlauferproteins die Essentialitat
des SecA2-Proteins i@. glutamicunbedingt. Die Uber die oxidative Stressantwort gigie
Verbindung zwischen dem fehlenden C-Terminus defAS&roteins und der Essentialitat
des SecA2-Proteins, zwei f@. glutamicumeinzigartige Beobachtungen, stellt jedoch eine
interessante und zusammenhangende Erklarung e deiden Befunde dar.

IV.3.2.3 Die SecAZ2-abhéangige Proteintranslokation st in C. glutamicum wie in
M. tuberculosis am Schutz vor oxidativem Stress beteiligt.

Das Ergebnis, dass das SecA2-Protein @oglutamicumessentiell ist, zeigt eindeutig, dass
die SecA2-abhéngige Proteintranslokation in einemohtspathogenen Bakterium wie
C. glutamicuneine bedeutende Rolle spielt. Dies war unklaindaathogenen Bakterien mit
einem SecA2-System wie. monocytogenesnd M. tuberculosisgezeigt wurde, dass die
SecA2-abhangige Proteintranslokation an der Pathitdgdeteiligt ist. Flr die SecA2/SecY2-
Translokation konnte im Verlaufe dieser Arbeit sogazeigt werden, dass in einem nicht-
pathogenen Bakterium das akzessorische Translokaiistem inaktiviert ist, da es dort
offensichtlich nicht mehr bendtigt wird (siehe N3l). Fir die SecA2-abhangige
Translokation inC. glutamicumist dies ganz offensichtlich nicht der Fall. Hlesmmt der
akzessorischen Translokation sogar allerhéchstenh Bine gréf3ere Bedeutung zu als in
pathogenen Bakterien mit diesem System. Bei deh&uach SecA2-abhangig exportierten
Proteinen vonC. glutamicumwurde die Katalase identifiziert. Interessantesgestellt die
Katalase inM. tuberculosissbenfalls eins der beiden SecA2-Substrate dau(Btainet al,
2003). Das zweite SecA2-Substrat Wntuberculosisdie Superoxid-Dismutase SodA, von
der ein homologes Protein auch i@ glutamicumGenom kodiert ist, wurde bei den
Untersuchungen it€. glutamicumnicht entdeckt. In der Promotoraustauschmutanéejrd
diesen Experimenten eingesetzt wurde, fand jedacheime unvollstandige Repression der
secA2Promotoraktivitat statt, wie ein effizientes Waithis auch bei Repression der
Expression des essentiellesecA2Gens zeigt. Daher wird offensichtlich noch eine
ausreichende Menge an SecA2-Protein gebildet undsteworstellbar, dass daher die
Translokation der Superoxid-Dismutase unter dieBedingungen nicht beeintrachtigt war.
Weiterhin ist es mdglich, dass die unvollstandigepiiession desecA2Promotors die
Identifikation anderer SecA2-Substrate i@. glutamicum ebenfalls verhindert hat.
Unabhangig davon, ob mdglicherweise noch weitereA3eubstrate inC. glutamicum
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vorliegen, deutet die Identifikation der Kataladse SecA2-Substrat il€. glutamicumund

M. tuberculosis auf eine &hnliche Funktion der SecA2-Proteintraikeion in beiden
Bakterien hin. FUM. tuberculosisvird vermutet, dass Superoxid-Dismutase und Katathe
Zelle vor reaktiven Sauerstoff-Zwischenstufen (RQieactive _aygen _ntermediates”)
schitzen. ROI-Freisetzung stellt einen bedeutendetimikrobiellen Mechanismus in
Macrophagen des Wirts dar und eine extrazelluldxealisierung von Superoxid-Dismutase
und Katalase kann fur diesen SchutzmechanismusiN@att sein (Daffe und Etienne, 1999;
Raynaudet al., 1998). Als Konsequenz ist eirecA2Mutante, bei der deutlich weniger
Superoxid-Dismutase und Katalase extrazellulariegen, der ROI-Freisetzung gegeniber
weniger resistent und daher weniger pathogen (Btauret al, 2003). BeiC. glutamicum
handelt es sich um ein nicht-pathogenes Bakteriveiches folglich einer ROI-Freisetzung
durch Makrophagen eines Wirts nicht begegnet. R@dsden jedoch auch wéhrend des
Wachstums von allen lebenden Zellen gebildet und bdkterielle Membranen flr
Wasserstoffperoxid permeabel sind, stellt aucHkirgebung eine Quelle fir ROIs dar (Storz
und Imlay, 1999; Green und Paget, 2004; Panek uitian, 2004). ROIs sind somit eine
Gefahr, der auch ein nicht-pathogenes BakteriumQviglutamicumausgesetzt ist. Folglich
ist es gut vorstellbar, dass eine extrazellularkalisierung der Katalase fi€. glutamicum
wie auch furM. tuberculosiseinen verbesserten Schutz vor oxidativem Stresstedlh und
daher die SecA2-abhangige Translokation fur deroBExger Katalase (und eventuell anderer
Proteine) entwickelt wurde. Die Entwicklung eing@ezalisierten Translokationssystem war
maoglicherweise notig, da die Katalase auch eindatigie intrazellulare Funktion beim Schutz
vor ROIs besitzt und daher nicht vollstandig im déberstand transloziert werden darf. Dies
konnte auch der Grund sein, warum die Katalase euSignalpeptid besitzt, da ansonsten
eine Faltung in eine aktive Form innerhalb der &ellerhindert und eine effektive
Translokation in den Uberstand lber den klassis®etrWeg eingeleitet werden wiirde.
Darlber hinaus koénnte ein Export der Katalase,umier 1V.3.2.2 diskutiert, die Zelle auch
vor einer schadlichen intrazellularen Reaktion deszyms schitzen. Die SecA2-
Translokation koénnte somit an der Einstellung eir@kichgewichts der intra- und
extrazellular vorliegenden Katalase beteiligt aaml somit gewahrleisten, dass ausreichende
aber nicht zu grof3e Mengen innerhalb der Zelleiegen.

Da die Katalase inC. glutamicumwie auch inM. tuberculosistber kein erkennbares
Signalpeptid verfugt, ist es unklar, wie fir died&®tein ein ,targeting” an die SecA2-
Translokase erfolgt. Gleichzeitig wurdeNh semgmatigezeigt, dass in einsecA2Mutante
die Translokation mancher Fusionsproteine mit eitdamsischen Signalpeptid reduziert ist,
was darauf hindeutet, dass das SecA2 Vorlauferipmtait Signalpeptiden erkennen kann
(Braunsteiret al, 2001). Daher wére es alternativ vorstellbar, dassoder mehrere bislang
unbekannte Proteine, die lUber klassische Signatjgeperfiigen, SecA2-abhangig exportiert
werden und dass diese an der Translokation derldsatan einem Sec-unabhangigen
Mechanismus beteiligt sind. Das SecA2-Protein veamait nicht direkt sondern nur indirekt
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fur die Translokation der Katalase von Bedeutung.

Auch wenn die SecA2-Translokation in einem Baktariwie M. tuberculosisfur die
Pathogenitat dieses Stammes von Bedeutung isteigb die ahnliche Funktion der SecA2-
Translokation in einem nicht-pathogenen Bakteriume @. glutamicum dass die SecA2-
Translokationper senicht fur die Pathogenitat eines Bakteriums vevaniich sein muss.
Vielmehr scheint die SecA2-Translokation sowohl @ glutamicum wie auch in
M. tuberculosisVorteile bei der Bekdmpfung von oxidativem Streadiefern, der wahrend
des Wachstums in dem jeweiligen Habitat anfalltt MU tuberculosisfiihrt dies zwar zu
einem verbesserten Schutz gegentber einer Immuadntdes Wirts, die SecA2-
Translokation als ein Charakteristikum flr pathag@akterien zu bezeichnen ist aufgrund
der inC. glutamicungewonnen Ergebnisse jedoch nicht korrekt.
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In einigen Gram-positiven Bakterien existiert nelslsm essentiellen klassischen Sec-Weg
der Proteintranslokation (Secl) ein weiterer, netgentieller Sec-Translokationsweg (Sec2).
Der Sec2-Weg wurde hauptsachlich in pathogeneneiakt gefunden und ist in diesen an
der Pathogenitat beteiligt. Bakterien mit einem2SEgportsystem lassen sich grob in zwei
Gruppen einteilen: solche nur mit einem zweitenASBwmtein (SecA2-System) und solche
mit einem zweiten SecA, zweiten SecY und weitenerder Sec2-Translokation beteiligten
Komponenten (SecA2/SecY2-System). Uber den Sec2-Wéden nur wenige spezifische
Exportsubstrate transloziert, die Uber den klaksisc Sec-Weg nicht (SecA2/SecY2-
Substrate) oder nur ineffizient (SecA2-Substraxppetiert werden kdnnen.

In dieser Arbeit wurde untersucht, wie die SecA2¥&&Substrate von einer Translokation
Uber den klassischen Sec-Weg ausgeschlossen weétdenu wurde die Translokation von
Fusionsproteinen aus dem SecA2/SecY2-SubstraSvanireusind einem Secl-Substrat und
von verkiurzten SecA2/SecY2-Substraten Uber densikldsen Sec-Weg vork. coli,

B. subtilisund S. carnosusanalysiert. Es zeigte sich bei Untersuchungert.ircoli und

S. carnosusdass weder das Signalpeptid noch die Translakadiotiations-Domane des
SecA2/SecY2-Substrats, zwei Bereiche die in Seddstgaten an Wechselwirkungen mit der
Translokase beteiligt sind, ein ,targeting“ an ugide Translokation Uber den klassischen
Sec-Weg verhindern. Weitere Untersuchungen zeigt@ass SecA2/SecY2-Substrate
prinzipiell Gber den klassischen Sec-Weg exportietden konnen, wahrscheinlich jedoch
eine Modifikation der Proteine durch ein speziel&lykosylierungssystem dies unmdéglich
macht. Diese Modifikation vor der Translokation fét die Funktion der SecA2/SecY2-
Substrate offensichtlich jedoch so bedeutend, dasspezieller Translokationsweg flur diese
Proteine entwickelt wurde.

FUr das SecA2/SecY2-System wurde bislang nur vetndass es als eine eigenstandige
Translokase funktioniert und keine Wechselwirkungaih der klassischen Sec-Translokase
eingeht. In der vorliegenden Arbeit wurde fir dascA2-Protein vorS. aureus einem
Bakterium mit einem SecA2/SecY2-System, in einendionalen secAMutante von

B. subtilisgezeigt, dass es mit der klassischen Sec-Trangokas B. subtilis weder die
Translokation eines Secl-Substrats noch die eimegeiRs mit einem SecA2/SecY2-
Signalpeptid ermdglichen kann. Dies ist ein dehdic Hinweis darauf, dass das
SecA2/SecY2-System eine eigene, unabhangige Tkasd@usbildet.

Da ein Zusammenhang zwischen Sec2-Translokation Ratlogenitat besteht, wurde in
dieser Arbeit untersucht, welche Bedeutung der Seafslokation in nicht-pathogenen
Bakterien zukommt. Hierbei ergaben sich fir dasAQeand das SecA2/SecY2-System
unterschiedliche Ergebnisse. 81 carnosusbei dem in dieser Arbeit als erstem nicht-
pathogenen Bakterium die Gene fir ein SecA2/Secy&et entdeckt wurden zeigte sich,
dass das SecA2/SecY2-System durch eine Vielzahl Stop-Codons abgeschaltet wurde.
Dies ist hochstwahrscheinlich geschehen, da diehddas System in pathogenen Bakterien
wie S. aureusvermittelte Adh&sion an Zelloberflachen eines Wirh Habitat des nicht-
pathogenen S. carnosus nicht mehr erforderlich ist. Fur das SecA2-Systamon

C. glutamicumeinem ebenfalls nicht-pathogenen Bakterium, esjetly dass dieses nicht nur
funktionell ist, sondern dass interessanterweise@laglutamicumSecA2 im Gegensatz zu
allen anderen bekannten SecA2-Proteinen sogartedktir das Uberleben der Zelle ist. Fur
C. glutamicumwurde die Katalase als ein SecA2-abhangig exptetidProtein identifiziert.
Da die Katalase iM. tuberculosissbenfalls ein SecA2-Substrat darstellt, besitztSbcA2-
Weg in einem nicht-pathogenen und einem pathogdBakierium offensichtlich eine
ahnliche Funktion. Bei dieser handelt es sich watewmlich um einen Schutz vor oxidativem
Stress. Die extrazellulare Lokalisierung der Kaalascheint furC. glutamicumsogar
essentiell fir das Uberleben der Zelle zu seinwedér zum Schutz vor oxidativem Stress,
oder weil eine zu hohe intrazellulare Katalase-¥ikii einen toxischen Effekt besitzt.
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