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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Bakterien, die auf Grund genetischer Modifikation eine erhdhte Sekretion fiir Pro-
teine aufweisen, Nukleotidsequenzen sowie Genstrukturen, die mindestens ein Gen enthalten, welches fiir ein SecA Protein mit
& erhohter Sekretion fiir Proteine codiert, ein SecA mit erhShter Proteinsekretion sowie ein Verfahren zur Produktion gewiinschter
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SecA Protein mit erhdhter Sekretion fiir Proteine, enthaltend eine Gensequenz SecA oder ein Allel, Homolog oder Derivat dieser
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Proteine bzw. zu einer erstmals mdglichen Sekretion von Proteinen fiihrt.
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Beschreibung

Bakterien mit erhdhter Proteinsekretion,
Nukleotidsequenzen codierend fir ein SecA Protein mit
erhdhter Proteinsekretion sowie Verfahren zur

Produktion von Proteinen

Die Erfindung betrifft Bakterien, die auf Grund geneti-
scher Modifikation eine erhdhte Sekretion von Proteinen
aufweisen, Nukleotidsequenzen sowie Plasmide, die min-
destens ein Gen enthalten, welches flir ein SecA Protein
mit erhdhter Sekretion flir Proteine codiert, ein SecA
mit erhdhter Proteinsekretion sowie ein Verfahren zur
Produktion gewlinschter Proteine unter Verwendung der

erfindungsgemafien Bakterien.

Gram-positive Bakterien (v.a. verschiedene Bacillus-
Arten) koénnen Proteine in grofen Mengen in das umgeben-
de Kulturmedium ausscheiden. Diese Fahigkeit wird schon
seit langem fir die industrielle Gewinnung einer Viel-
zahl von sekretierten Enzymen (wie z. B. Amylasen, Pro-
teasen, Lipasen) eingesetzt. Die von der Industrie fir
diese Prozesse verwendeten Produktionsstamme werden
durch wiederholte ungerichtete Mutagenese und anschlie-
Rendes Screening auf eine gesteigerte Exoenzymprodukti-
on hin optimiert, was zu Ausbeuten von mehreren Gramm
Enzym pro Liter KulturlUberstand fihren kann. Die Ursa-
chen ftir die erhdhten Produktivitdten dieser Stamme
sind meist nicht bekannt. Verschiedene Versuche, Gram-
positive Bakterien als Wirtsorganismen fir die sekreto-
rische Gewinnung von heterologen Proteinen einzusetzen,
lieferten oft nur ein enttduschendes Ergebnis. Die er-

haltenen Ausbeuten waren in den allermeisten Fallen
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von homologen Exoproteinen erreicht werden koénnen. Ei-
ner der Grinde hierflr ist der ineffiziente oder gar
vdllig ausbleibende Transport des heterologen Proteins

Uber die Cytoplasmamembran [1-4].

Der Transport von Proteinen Uber die bakterielle Plas-
mamembran wird durch die sogenannte Sec-Translokase
(Fig.1l) katalysiert. Diese besteht aus den membranin-
tegralen Bestandteilen SecY, SecE, SecG, SecD, SecF und
YajC sowie der zentralen Komponente SecA, die als soge-
nannte Translokations-ATPase die Energie der ATP-
Bindung und -Hydrolyse an die Translokation der Poly-

peptidkette Uber die Membran koppelt [5,6].

Eine effiziente Initiation der Translokation eines
sekretorischen Proteins Uber die bakterielle Cytoplas-
mamembran erfordert die Ausbildung eines funktionellen
Komplexes aus mindestens dem SecA Protein, SecY und dem
Exportprotein an der Membran. In Folge dieser funktio-
nellen Wechselwirkungen, sowie dem Austausch von ADP
gegen ATP an der Nukleotidbindestelle 1 (NBS I) von Se-
cA, fihrt eine Konformationsdnderung zur Membraninser-
tion von SecA, sowie der Aktivierung der SecA ATPase
Aktivitat und der Initiation der Translokation. Die ATP
Hydrolyse an SecA wird durch einen zweifachen intramo-
lekularen Mechanismus reguliert. Untersuchungen in
Escherichia coli zeigten, dass im freien cytosolisch
vorliegenden SecA die ATPase Aktivitat durch Wechsel-
wirkungen der regulatorischen Elemente IRA-1 und IRA-2
(intramolekularer Regulator der ATP Hydrolyse) mit der

NBS 1 herabreguliert wird. Es wird angenommen, dass die



WO 2004/108932 PCT/DE2004/001107

10

15

20

25

30

auf Grund funktioneller Wechselwirkungen zwischen SecA,
SecY und dem Exportprotein hervorgerufene Konforma-
tionsé&nderung von SecA zu einer raumlichen Entfernung
vom IRA-1 und IRA-2 von der NBS 1 flhrt, wodurch die
SecA ATPase aktiviert wird [7,8].

Bei der sekretorischen Gewinnung von heterologen Prote-
inen mit gram-positiven Bakterien kann die Translokati-
on einen limitierenden Schritt auf Grund der Qualitats-
kontrolle oder "Proofreading Aktivitat" der Translokase
darstellen. Dieser Kontrollmechanismus ist fir die Zel-
le notwendig, um bezliglich der eigenen Proteine nur
diejenigen in den Sekretionsweg einzuschleusen, die fur
den Export aus dem Cytosol bestimmt sind. Hinsichtlich
heterologer Proteine, die nicht optimal an den fremden
Exportapparat angepasst sind, kann diese Qualitétskon-
trolle jedoch einen wesentlichen limitierenden Schritt
darstellen. Sehr wahrscheinlich ist die Fadhigkeit der
heterologen Exportproteine zur Aktivierung der Translo-
kations-ATPase-Aktivitat des SecA Proteins entscheidend
daftir, ob und mit welcher Effizienz ein Membrantrans-
port des heterologen Exportproteins stattfindet bzw. ob
und in welchem AusmaR eine ZurlUckweisung des heterolo-
gen Exportproteins durch die Qualitdtskontrolle der

Sec-Translokase erfolgt.

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, Nukleotidsequenzen,
Proteinsequenzen, Bakterien sowie ein Verfahren bereit
zu stellen, mit denen eine gegenlber bisher bekannten
mikrobiologischen Prozessen verbesserte sekretorische

Gewinnung von Proteinen mbéglich wird.
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Ausgehend vom Oberbegriff des Anspruchs 1 wird die Auf-
gabe erfindungsgemif geldst, mit den im kennzeichnenden
Teil des Anspruchs 1 angegebenen Merkmalen. Weiterhin
wird die Aufgabe ausgehend vom Oberbegriff des An-
spruchs 11 erfindungsgemdf geldst, mit den im kenn-
zeichnenden Teil des Anspruchs 11 angegebenen Merkma-
len. Die Aufgabe wird auferdem ausgehend vom Oberbeg-
riff des Anspruchs 21 erfindungsgemifl geldst, mit den
im kennzeichnenden Teil des Anspruchs 21 angegebenen
Merkmalen. Die Aufgabe wird ebenso ausgehend vom Ober-
begriff des Anspruchs 22 erfindungsgemdfd geldst, mit
den im kennzeichnenden Teil des Anspruchs 22 angegebe-
nen Merkmalen. Die Aufgabe wird weiterhin ausgehend vom
Oberbegriff des Anspruchs 23 erfindungsgemdfy geldst,
mit den im kennzeichnenden Teil des Anspruchs 23 ange-
gebenen Merkmalen. Ausgehend vom Oberbegriff des An-
spruchs 30 wird die Aufgabe ebenfalls erfindungsgemafs
geldst, durch die im kennzeichnenden Teil des Anspruchs
30 angegebenen Merkmale. Weiterhin wird die Aufgabe
ausgehend vom Oberbegriff des Anspruchs 31 erfindungs-
gemadR geldst, durch die im kennzeichnenden Teil des An-

spruchs 31 angegebenen Merkmale.

Mit den erfindungsgemdfen Nukleinsduren sowie Polypep-
tiden ist es nunmehr mbéglich, Proteine, die bisher nur
in geringer Menge oder gar nicht von den Mikroorganis-
men exportiert wurden, sekretorisch mit Mikroorganismen
zu gewinnen bzw. mit einer erhdhten Effizienz herzu-
stellen. Die erfindungsgemdfien Nukleinsauren codieren
gegenlber natlirlich vorkommenden oder gentechnisch
nicht ver&nderten Nukleinsduren flr ein Translokations-

ATPase Protein, im folgenden mit SecA bezeichnet, wel-
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ches eine erhdéhte Sekretion flir Proteine bewirkt bzw.
aufweist. Unter der Bezeichnung ,erhdhte Sekretion™
wird eine im Vergleich zu Wild Typ Organismen erhdhte
oder auch zum ersten Mal m&gliche Proteinsekretion ver-
standen. Weiterhin ist es mdglich, Mikroorganismen und
Verfahren bereitzustellen, mit denen eine Sekretion und
Produktion von Proteinen mit gegeniiber bisher bekannten
mikrobiellen Verfahren hdheren Ausbeuten bzw. zum ers-

ten Mal mdglich ist.

Vorteilhafte Weiterbildungen sind in den Unteranspri-

chen angegeben.

Gegenstand der Erfindung ist ein SecA Protein (Translo-
kations-ATPase), mit einer Aminosiuresequenz, welches
gegenlber der Wild Typ SecA Aminosiuresequenz mindes-
tens eine Verdnderung der Aminosduresequenz aufweist
oder eine modifizierte Form dieser Polypeptidsequenzen
oder Isoformen davon, wodurch ein SecA mit erhdhter

Sekretion flr Proteine ausgebildet wird.

In Uberraschender Weise wurde festgestellt, dass be-
reits eine Veradnderung (= Austausch) einer Aminosiure
der Aminosduresequenz des SecA Proteins zu einer erhdh-
ten Sekretion fir Proteine bzw. zu einer erstmals mdg-
lichen Sekretion von Proteinen flihrt. Mehrere ausge-
tauschte Aminosduren, beispielsweise 2 bis 7, kdnnen
jedoch ebenfalls die erhdhte Sekretion flir Proteine be-

wirken.

Veranderungen im Bereich der Aminosduresequenzen, die
fir die Ausbildung der regulatorischen Elemente IRA-
1/IRA-2 verantwortlich sind oder eine modifizierte Form

dieser Polypeptidsequenzen oder Isoformen davon, erwie-
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sen sich als vorteilhaft fur das SecA mit erhdhter Sek-
retion flir Proteine, wobei hier der Begriff ,Bereich®
nicht nur Verdnderungen umfassen soll, die genau in den
Aminos&urepositionen liegen, die fur die Ausbildung der
IRA-1/IRA-2 verantwortlich sind, sondern auch Verande-
rungen, die beispielsweise 250 bis 300 Aminosauren vor
oder hinter den jeweiligen Aminos&urepositionen fir

IRA-1 bzw. IRA-2 liegen.

Die Positionen der erfindungsgemifen Verdnderungen in
der Aminosiuresequenz des SecA kénnen innerhalb unter-
schiedlicher Mikroorganismen verschoben sein. So sollen
ausgehend von den Veranderungen in den Aminosaureposi-
tionen des SecA von Staphylococcus carnosus auch die
Veranderungen in der Aminos&uresequenz des SecA anderer
Mikroorganismen umfasst sein, die diesen Positionen

entsprechen.

Es konnte sowohl durch eine einzige Verdnderung als
auch durch mehrere Ver&dnderungen im Bereich der Amino-
siuresequenz, die fir die Ausbildung von IRA-1 bzw.
IRA-2 verantwortlich ist, sowie durch Kombinationen von
Veranderungen in diesen Bereichen, ein SecA mit erhdh-

ter Sekretion flur Proteine erhalten werden.

Die erfindungsgemidRen Polypeptide zeichnen sich dadurch
aus, dass sie aus gram-positiven oder gram-negativen
Bakterien, bevorzugt aus der Familie der Bacillaceae,
Staphylococcaceae, Enterobacteriaceae oder Corynebacte-
riaceae, besonders bevorzugt der Gattung Bacillus, Sta-
phylococcus, Escherichia oder Corynebacterium, ganz be-
sonders bevorzugt der Art Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Staphylococ-

cus carnosus, Escherichia coli oder Corynebacterium
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glutamicum stammen. Beispiele flir in Stammkulturen bei
der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig) erh&ltliche Bakterien
sind z. B. Bacillus subtilis 168 bzw. Staphylococcus
carnosus TM 300. Die vorliegende Erfindung wird durch
die Angabe der zuvor genannten Bakterienstimme niher

charakterisiert, die jedoch nicht limitierend wirkt.

Bei Staphylococcus carnosus erstrecken sich die Amino-
sauresequenzen, die das IRA-1 im SecA ausbilden auf Po-
sition 721 bis 772 und flr IRA-2 auf Position 448 bis
567.

Bei Bacillus subtilis erstrecken sich die Aminosaurese-
quenzen, die das IRA-1 im SecA ausbilden auf die Posi-
tion 716 bis 767 und fUr IRA-2 auf die Position 442 bis
561.

Bei dem aus Staphylococcus carnosus isolierten SecaA
Protein erwies sich mindestens eine Veradnderung im Be-
reich der Aminos&uren von Position 198 bis 772 oder ei-
ne modifizierte Form dieser Polypeptidsequenzen oder

Isoformen davon, als vorteilhaft.

Bei dem aus Bacillus subtilis isolierten SecA Protein
erwies sich mindestens eine Verdnderung im Bereich der
Aminos&uren von Position 442 bis 767 oder eine modifi-
zierte Form dieser Polypeptidsequenzen oder Isoformen

davon, als vorteilhaft.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein SecA mit

erhéhter Sekretion fiir Proteine oder ein Teil davon
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enthaltend eine Aminos&uresequenz gemdf3 SEQ ID No 2,
welche mindestens eine Ver&nderung aus der Gruppe der
Aminosduren in Position 198, 470, 474, 493, 537, 665
und/oder 734 aufweist oder eine modifizierte Form die-

ser Polypeptidsequenzen oder Isoformen davon.

Folgende Aminos&ureaustausche im SecA von Staphylococ-
cus carnosus erwiesen (s. Fig. 2) sich beispielsweise

als erfolgreich:

Position 198: Tyrosin zu Histidin
Position 470: Histidin zu Glutamin
Position 474: Alanin zu Valin

Position 493: Alanin zu Valin

Position 537: Asparaginsiure zu Alanin
Position 665: Valin zu Glutaminsiure

Position 734: Asparaginsiure zu Valin

Die vorliegende Erfindung betrifft ebenso ein SecA mit
erhéhter Sekretion flUr Proteine mit einer Aminos&urese-
quenz gemafd der SEQ ID No 4, welche mindestens eine
Verdnderung aus der Gruppe der Aminosiuren in Position
464, 468, 487, 531 und/oder 729 aufweist oder eine mo-
difizierte Form dieser Polypeptidsequenzen oder Isofor-

men davon.

Folgende Aminosdureaustausche im SecA von Bacillus sub-
tilis erwiesen (s. Fig. 2) sich beispielsweise als er-

folgreich:

Position 464: Histidin zu Glutamin
Position 468: Alanin zu Valin

Position 487: Alanin zu Valin

Position 531: Asparagins&ure zu Alanin

Position 729: Asparaginsiure zu Valin
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Unter Isoformen sind Proteine mit gleicher oder ver-
gleichbarer Wirkungsspezifitdt zu verstehen, die jedoch

eine unterschiedliche PrimArstruktur aufweisen.

Unter modifizierten Formen sind erfindungsgemif Protei-
ne zu verstehen, bei denen Anderungen in der Sequenz,
beispielsweise am C- oder N-Terminus des Polypeptids
oder im Bereich konservierter Aminosduren vorliegen,
ohne jedoch die Funktion der erhdhten Proteinsekretion
zu beeintrachtigen. Diese Verdnderungen kénnen in Form
von Aminos&ureaustauschen nach an sich bekannten Metho-

den vorgenommen werden.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Polypeptide
mit der Funktion eines SecA mit erhdhter Sekretion flr
Proteine, die in ihrer Aminos&uresequenz derart veran-
dert sind, dass sie homologe und/oder heterologe Prote-
ine mit erhdhter Aktivit&t aus den Zellen exportieren

kdénnen.

Gegenstand der Erfindung sind Nukleinsduren codierend
flir ein SecA mit erhdhter Sekretion flir Proteine, ent-
haltend eine Gensequenz secA, welche im secA Gen min-
destens eine Mutation aufweisen oder ein Allel, Homolog
oder Derivat dieser Nukleotidsequenzen oder mit diesen
hybridisierende Nukleotidsequenzen.

In Uberraschender Weise wurde festgestellt, dass be-
reits eine Mutation in einem Nukleotid des secA Gens zu
einer erhdhten Sekretion flir Proteine bzw. zu einer
erstmals mbglichen Sekretion von Proteinen fithrt. Meh-
rere Mutationen, beispielsweise 2 bis 7, kénnen jedoch

ebenfalls die erhdhte Sekretion der Proteine bewirken.
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Mindestens eine Mutation in Nukleotidbereichen, die fir
die regulatorischen Elemente IRA-1 und/oder IRA-2 der
SecA-Proteine codieren oder ein Allel, Homolog oder De-
rivat dieser Nukleotidsequenzen oder mit diesen hybri-
disierende Nukleotidsequenzen, erwies sich als vorteil-
haft flr die Expression eines SecA mit erhdhter Sekre-
tion flir Proteine, wobei unter dem Begriff ,Bereich“
nicht nur Mutationen umfasst sein sollen, die genau in
den flr die IRA-1/IRA-2 codierenden Bereichen liegen,
sondern auch Mutationen umfasst sein sollen, die bei-
gpielsweise 750 bis 900 Nukleotide vor oder hinter den

jeweils flr IRA-1/IRA-2 codierenden Bereichen liegen.

Es konnte sowohl durch eine einzige Mutation als auch
durch mehrere Mutationen im Bereich der fir IRA-1 bzw.
IRA-2 codierenden Nukleotidsequenzen sowie Kombination
von Mutationen in diesen Rereichen, ein erhdhter Export

von Proteinen bewirkt werden.

Die erfindungsgemafien Nukleinsduren zeichnen sich da-
durch aus, dass sie aus gram-positiven oder gram-nega-
tiven Bakterien, wie z. B aus der Familie der Bacilla-
ceae, Staphylococcaceae, Enterobactericeae oder Coryne-
bacteriaceae, bevorzugt der Gattung Bacillus, Staphylo-
coccus, Esgscherichia oder Corynebacterium, besonders be-
vorzugt aus Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis
oder Bacillus amyloliquefaciens, Staphylococcus carno-
sus, Escherichia coli oder Corynebacterium glutamicum
isoliert werden. Die vorliegende Erfindung wird durch
die Angabe der zuvor genannten Bakterienstamme ndher

charakterisiert, die jedoch nicht limitierend wirkt.
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Bei Staphylococcus carnosus erstreckt sich der Nukleo-
tidbereich, der flr IRA-1 codiert, auf die Nukleotide
von Position 2161 bis 2316 und f{ir IRA-2 von Position

1342 bis 1701 (s.a. SEQ ID No 1).

Bei Bacillus subtilis erstreckt sich der Nukleotidbe-
reich, der flUr IRA-1 codiert, auf die Nukleotide von
Position 2146 bis 2301 und flir IRA-2 von Position 1324
bis 1683 (s.a. SEQ ID No 3).

Bei den aus Staphylococcus carnosus isolierten Nuklein-
sduren erwies sich mindestens eine Mutation im Bereich
der Nukleotide von Position 592 bis 2210 oder ein Al-

lel, Homolog oder Derivat dieser Nukleotidsequenzen o-
der mit diesen hybridisierende Nukleotidsequenzen, als

vorteilhaft.

Bei den aus Bacillus subtilis isolierten Nukleinsiuren
erwies sich mindestens eine Mutation im Bereich der
Nukleotide von Position 1392 bis 2186 oder ein Allel,
Homolog oder Derivat dieser Nukleotidsequenzen oder mit
diesen hybridisierende Nukleotidsequenzen, als vorteil-

haft.

Besonders vorteilhaft erwies sich eine Nukleins&ure
enthaltend ein Gen secA gemdR SEQ ID No 1, welche min-
destens eine Mutation im Gen aus der Gruppe der Nukleo-
tide in Position 592, 1410, 1421, 1478, 1610, 1994
und/oder 2210 aufweist oder ein Allel, Homolog oder De-
rivat dieser Nukleotidsequenzen oder mit diesen hybri-

disierende Nukleotidsequenzen.

Folgende Mutationen erwiesen sich im secA-Gen von

Staphylococcos carnosus als erfolgreich:
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Position 592: T zu C

Position 1410: T zu A
Position 1421: C zu T
Position 1478: C zu T
Pogition 1610: A zu C
Position 1994: T zu A
Position 2210: A zu T

Weiterhin besonders vorteilhaft erwies sich eine Nuk-
leinsdure, enthaltend ein secA Gen gemdR SEQ ID No 3,
welche mindestens eine Mutation aus der Gruppe der
Nukleotide in Position 1392, 1403, 1404, 1460, 1461,
1592 und/oder 2186 aufweist oder ein Allel, Homolog
oder Derivat dieser Nukleotidsequenzen oder mit diesen

hybridisierende Nukleotidsequenzen.

Folgende Mutationen erwiesen sgich im secA-Gen von Ba-

cillus subtilis als erfolgreich:

Position 1392: T zu A
Position 1403: C zu T
Position 1404: G zu T
Position 1460: C zu T
Position 1461: G zu T
Position 1592: A zu C
Position 2186: A zu T

Im Gegensatz zu den Mutationen in Position 1392, 1592
und 2186 fihren die beiden Mutationen der Nukleotide in
Position 1403 und 1404 bzw. 1460 und 1461 auf Protein-
ebene jeweils zum Austausch nur einer Aminosidure.

Mit den erfindungsgeméfRen Nukleinsduren kdénnen Protei-
ne, die in Gegenwart eines unverinderten SecA nur in
geringem MaRe bzw. gar nicht exportiert werden, effi-

zient aus den Zellen exportiert werden. Die erfindungs-
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gemdRen Nukleinsiuren, die flir ein SecA mit erhdhter
Sekretion flr Proteine codieren, bewirken einen veran-
derten Kontrollmechanismus des SecA fur die Proteine,
die aus der Zelle ausgeschleust werden. Insbesondere
heterologe Proteine, die nicht optimal an den Exportap-
parat der Wirtszelle angepasst sind, kénnen nunmehr mit
Hilfe der erfindungsgemafRen secA Sequenz besonders er-
folgreich exportiert werden. Aber auch der Export von
homologen Proteinen kann mit Hilfe der verdnderten secA

Sequenz in vorteilhafter Weise verbessert werden.

Unter einer Nukleinsdure oder einem Nukleinsaurefrag-
ment ist erfindungsgemidfd ein Polymer aus RNA oder DNA
zu verstehen, das einzel- oder doppelstrangig sein kann
und optional natlrliche, chemisch synthetisierte, modi-
fizierte oder artifizielle Nukleotide enthalten kann.
Der Begriff DNA-Polymer schlieft hierbei auch genomi-

sche DNA, cDNA oder Mischungen davon ein.

Unter Allelen sind erfindungsgeméf aquivalente Nukleo-
tidsequenzen zu verstehen, die fir SecA Proteine mit
erhdhter Sekretion fiir Proteine codieren. Agquivalente
Sequenzen sind solche Sequenzen, welche trotz abwei-
chender Nukleotidsequenz, beispielsweise durch die De-
generierung des genetischen Codes bedingt, noch fir das
SecA Protein mit der gewlnschten erhdhten Sekretion fir
Proteine codieren. Aquivalente Nukleotidsequenzen um-
fassen somit nattirlich vorkommende Varianten der hierin
beschriebenen Sequenzen sowie klUnstliche, z. B. durch
chemische Synthese erhaltene und gegebenenfalls an den
Kodon-Gebrauch des Wirtsorganismus angepasste, Nukleo-

tidseguenzen.
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Unter &quivalenten Nukleotidsequenzen sollen auch Se-
quenzen mit Mutationen verstanden werden, insbesondere
natlrliche oder klUnstliche einer urspringlich isolier-
ten Sequenz, welche weiterhin flr ein SecA Protein mit
erhdéhter Sekretion flr Proteine codieren.

Mutationen der Aquivalente umfassen Substitutionen, Ad-
ditionen, Deletionen, Vertauschungen oder Insertionen
eines oder mehrerer Nukleotidreste. Inbegriffen sind
hier auch sogenannte Sinnmutationen, die auf Protein-
ebene beispielsweise zum Austausch konservierter Amino-
sduren flhren k&énnen, welche aber zu keiner grundsatz-
lichen Veranderung der erhdhten Sekretion flr Proteine
des erfindungsgemifen SecA Proteinsg flhren und somit
funktionsneutral sind. Dies beinhaltet auch Verénderun-
gen der Nukleotidsequenz, die auf Proteinebene den
C-Terminus oder N-Terminus eines Proteins betreffen,
ohne jedoch die Funktion des Proteins wesgentlich zu be-

eintrédchtigen.

Durch die vorliegende Erfindung werden auch solche
Nukleotidsequenzen umfasst, welche man durch Modifika-
tion der Nukleotidsequenz, resultierend in entsprechen-
den Derivaten, erhdlt. Ziel einer solchen Modifikation
kann z. B. die weitere Eingrenzung der darin enthalte-
nen codierenden Sequenz oder z. B. auch die Einflgung

weiterer Restriktionsenzym-Schnittstellen sein.

Auflerdem sind artifizielle DNA-Sequenzen Gegenstand der
vorliegenden Erfindung, solange sie, wie oben beschrie-
ben, die gewlnschten Eigenschaften vermitteln. Solche

artifiziellen DNA-Sequenzen kénnen beispielsweise durch
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RlUckiibersetzung von Aminoséuresequenzen mittels compu-
tergestitzten Programmen ermittelt werden. Besonders
geeignet sind codierende DNA-Sequenzen, die durch Rlck-
Ubersetzung einer Polypeptidsequenz gemafs der fir den
Wirtsorganismus spezifischen Kodon-Nutzung erhalten
wurden. Die spezifische Kodon-Nutzung kann ein mit mo-
lekulargenetischen Methoden vertrauter Fachmann durch
Computerauswertung anderer, bereits bekannter Gene des

zu transformierenden Organismus leicht ermitteln.

Unter homologen Sequenzen sind erfindungsgemifd solche
zu verstehen, die zu den erfindungsgemdffen Nukleotidse-
quenzen komplementdr sind und/oder mit diesen hybridi-
sieren. Der Begriff hybridisierende Sequenzen schliefit
erfindungsgemaf substanziell &hnliche Nukleotidsequen-
zen aus der Gruppe von DNA oder RNA ein, die unter an
sich bekannten stringenten Bedingungen eine spezifische
Wechselwirkung (Bindung) mit den zuvor genannten Nukle-
otidsequenzen eingehen. Hierzu zdhlen auch kurze Nukle-
otidsequenzen mit einer Lange von beispielsweise 10 bis
30, bevorzugt 12 bis 15 Nukleotiden. Dies umfasst er-

findungsgemaf u.a. auch sogenannte Primer oder Sonden.

Erfindungsgemdf’ sind auch die den codierenden Bereichen
(Strukturgenen) vorausgehenden (5°-oder upstream)
und/oder nachfolgenden (37 -oder downstream) Sequenzbe-
reiche eingeschlossen. Insbesondere sind hierin Se-
quenzbereiche mit regulatorischer Funktion inbegriffen.
Sie kénnen die Transkription, die RNA-Stabilitdt oder
die RNA Prozessierung sowie die Translation beeinflus-

sen. Beispiele fir regulatorische Sequenzen sind u.a.
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Promotoren, Enhancer, Operatoren, Terminatoren, Trans-

lationsverstérker oder Ribosomen-Bindestellen.

Prinzipiell koénnen Gene durch an sich bekannte Metho-
den, wie beispielsweise die Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) mit Hilfe von kurzen, synthetischen Nukleotidse-
quenzen (Primern) amplifiziert und anschliefend iso-
liert werden. Die Herstellung der verwendeten Primer
erfolgt im Allgemeinen anhand bekannter Gensequenzen
aufgrund bestehender Homologien in konservierten Berei-
chen der Gene und/oder unter Berlcksichtigung des
GC-Gehalts der DNA des zu untersuchenden Mikroorganis-

mus.

Eine weiltere Vorgehensweise zur Isolierung von codie-
renden Nukleotidsequenzen ist die Komplementation von
sogenannten Defekt-Mutanten, die zumindest phanotypisch
einen Funktionsverlust in der Aktivitdt des zu untersu-
chenden Gens oder entsprechenden Proteing aufweigen.
Unter einer Komplementation ist die Aufhebung des Gen-
defektes der Mutante und weitgehende Wiederherstellung
des ursprlinglichen Erscheinungsbildes vor der Mutagene-
se zu verstehen, die durch die Einbringung funktionel-

ler Gene oder Genfragmente erreicht wird.

Ein klassisches Mutagenese-Verfahren zur Herstellung
von Defektmutanten ist beispielsweise die Behandlung
der Bakterienzellen mit Chemikalien wie z. B.
N-Methyl-N-Nitro-N-Nitrosoguanidin oder UV-Be-
strahlung. Derartige Verfahren zur Mutationsausldsung
sind allgemein bekannt und kénnen unter anderem bei

Miller (A Short Course in Bacterial Genetics, A Labora-
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tory Manual and Handbook for Escherichia coli and Rela-
ted Bacteria (Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1992)) oder im Handbuch "Manual of Methods for General
Bacteriology" der American Society for Bacteriology

(Washington D.C., USA, 1981) nachgelesen werden.

Gegenstand der Erfindung ist ferner eine Genstruktur
enthaltend wenigstens eine der zuvor beschriebenen
Nukleotidsequenzen codierend fur ein SecA mit erhdhter
Sekretion flr Proteine sowie mit diesen operativ ver-
knlipfte regulatorische Sequenzen, welche die Expression
der codierenden Sequenzen in der Wirtszelle steuern.
Entsprechende Genstrukturen kénnen beispielsweise Chro-
mosomen, Plasmide, Vektoren, Phagen oder andere, nicht

zirkuldr geschlossene, Nukleotidsequenzen sein.

Die vorliegende Erfindung betrifft einen Vektor enthal-
tend eine Nukleotidseqguenz der zuvor beschriebenen Art
codierend fir ein SecA mit erhdhter Sekretion fir Pro-
teine, mit dieser operativ verknlipfte regulative Nukle-
otidsequenzen sowie zusdtzliche Nukleotidsequenzen zur
Selektion transformierter Wirtszellen, flr die Replika-
tion innerhalb der Wirtszelle oder zur Integration in
das entsprechende Wirtszell-Genom.

Als Vektoren eignen sich solche, die in Bakterien rep-
liziert werden wie z. B. pWH1520 [17] pCU3 oder pXR100
(s. a. Figur 5, 6 bzw. 7). Andere Plasmidvektoren koén-
nen in gleicher Weise verwendet werden. Diese Aufzdh-
lung ist fir die vorliegende Erfindung jedoch nicht 1li-

mitierend.
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Unter Ausnutzung der erfindungsgemifen Nukleinsaurese-
guenzen kdénnen entsprechende Sonden oder auch Primer
synthetisiert und dazu verwendet werden, beispielsweise
mit Hilfe der PCR-Technik analoge Gene aus anderen Mik-
roorganismen, bevorzugt gram-positiven Bakterien zu

amplifizieren und isolieren.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit auch
eine Sonde zur Identifizierung und/oder Isoliérung von
Genen, codierend flr am Export von Proteinen beteiligte
Proteine, wobei diese Sonde ausgehend von den erfin-
dungsgemdfien Nukleinsduresequenzen der zuvor beschrie-
benen Art hergestellt wird und eine zur Detektion ge-
eignete Markierung enth&lt. Bei der Sonde kann es sich
um einen Teilausschnitt der erfindungsgemdfien Sequenz,
beispielsweise aus einem konservierten Bereich handeln,
der z. B. eine Lange von 10 bis 30 oder bevorzugt 12
bis 15 Nukleotiden aufweist und unter stringenten Be-
dingungen spezifisch mit homologen Nukleotidsequenzen
hybridisieren kann. Geeignete Markierungen sind aus der
Literatur zahlreich bekannt. Anleitungen hierzu findet
der Fachmann unter anderem beispielsweise im Handbuch
von Gait: Oligonukleotide synthesis: a practical appro-
ach (IRL Press, Oxford, UK, 1984) und bei Newton und
Graham: PCR (Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg,
Deutschland, 1994) oder beispielsweise im Handbuch "The
DIG System Users Guide for Filter Hybridization" der
Firma Roche Diagnostics (Mannheim, Deutgchland) und bei
Liebl et al. (International Journal of Systematic Bac-

teriology (1991) 41: 255-260).
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ferner die
Ubertragung wenigstens einer der erfindungsgemafen Nuk-
leinsduresequenzen oder eines Teils davon, codierend
flir ein SecA mit erhdhter Sekretion flur Proteine, ein
Allel, Homolog oder Derivat davon in ein Wirtssystem.
Dies schlieft auch die Ubertragung einer erfindungsge-
maRen Genstruktur in ein Wirtssystem ein. Diese Uber-
tragung von DNA in eine Wirtszelle erfolgt nach gen-
technischen Methoden. Als bevorzugtes Verfahren sei
hier die Transformation und besonders bevorzugt die
Ubertragung von DNA durch Elektroporation genannt.

Als besonders geeignet haben sich gram-positive Wirts-
organismen erwiesen. Ein aus einer erfolgreich durchge-
fiihrten Nukleinsdurelbertragung resultierender trans-
formierter Mikroorganismus unterscheidet sich von dem-
entsprechend nicht transformierten Mikroorganismus da-
durch, dass er Nukleinsduren der erfindungsgemafien Art
enthdlt und entsprechend zur Auspragung bringen kann.
Stellvertretend flr ein geeignetes Wirtssystem seien
Organismen der Gattung Bacillus oder Staphylococcus und
bevorzugt der Art Bacillus subtilis, Bacillus licheni-
formis, Bacillus amyloliquefaciens bzw. Staphylococcus
carnosus genannt. Als Kulturmedium ist je nach Anforde-
rungen ein Komplexmedium wie z. B. LB Medium (T. Mania-
tis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Clonin: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratury, Cold
Spring Harbor, NY 1989)) oder auch ein Mineralsalzmedi-
um, wie z. B. CGXII-Medium (Keilhauer, C. et al 1993,
J. Bacteriol., 175:5593-5603) geeignet. Nach entspre-
chender Kultivierung kann die Bakteriensuspension ge-
erntet und zur weiteren Untersuchung, beispielsweise

zur Transformation oder zur Isolierung von Nukleinsau-
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ren nach gangigen Methoden eingesetzt werden. Diese

"

Vorgehensweise kann analog auch auf andere gram- *
positive oder gram-negative Bakterienstamme angewendet
werden. Dabei werden als Wirtssysteme Bakterien der
Gattung Bacillus oder Staphylococcus bevorzugt. Beson-
ders bevorzﬁgt kann hier die Art Bacillus subtilis, Ba-
cillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens oder
Staphylococcus carnosus genannt werden.

DarUber hinaus schlief3t die vorliegende Erfindung auch
Bakterienstdmme als Wirtssystem ein, die sich als fir
die Proteinproduktion geeignete mutierte oder Wild-Typ
Stimme auszeichnen, da ihr Stoffwechselfluss verstarkt
in Richtung der Biosynthese von Proteinen verlauft.
Ferner sind erfindungsgemdfd auch diejenigen Mikroorga-
nismen geeignet, die dem Fachmann aus mikrobiellen Her-
stellungsverfahren bekannt sind, wie z. B. Enterobacte-
riaceae oder Corynebacteriaceae.

Als Wirtsorganismen kénnen auch Mikroorganismen einge-
setzt werden, beili denen ein oder mehrere Gen(e)
codierend flir Proteine, Komponenten oder Faktoren, die
flir den Transport von Proteinen durch die bakterielle
Plasmamembran verantwortlich sind, derart verandert
gind, dass sie zusdtzlich zu dem erfindungsgemafien SecA
Protein zu einem erhdhten Transport von Proteinen durch
die Plasmamembran beitragen. Dies kdénnen beispielsweise
die weiteren bekannten Bestandteile (secY, secE, secG,
secD, secF und yajC) der Sec-Translokase sein. Bei-
spielhaft seien hier Wirtsorganismen der Gattung Bacil-
lus oder Staphylococcus genannt.

Die vorliegende Erfindung wird durch die ausgew&hlten
Beispiele an Mikroorganismen ndher charakterisiert, je-

doch nicht limitiert.
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Die vorliegende Erfindung betrifft ferner einen gene-
tisch ver&nderten Mikroorganismus enthaltend in repli-
zierbarer Form eine erfindungsgeméfe Nukleinsadure der

zuvor beschriebenen Art.

Ebenso umfasst die vorliegende Erfindung einen gene-
tisch ver&nderten Mikroorganismus enthaltend in repli-
zierbarer Form eine Genstruktur oder einen Vektor der
zuvor beschriebenen Art.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist dartber hin-
aus auch ein genetisch veranderter Mikroorganismusg,
enthaltend ein erfindungsgemdfies Polypeptid mit der
Funktion einer im Vergleich zu dem entsprechend nicht
genetisch veranderten Mikroorganismus erhdhten Sekreti-
on flr Proteine. Ein erfindungsgemdf} genetisch veran-
derter Mikroorganismus zeichnet sich ferner dadurch
aus, dass er ein gram-positives oder gram-negatives
Bakterium, wie beigpielsweise ein Organismus aus der
Familie der Bacillaceae, Staphylococcaceae, Enterobac-
teriaceae oder Corynebacteriaceae, besonders bevorzugt
der Gattung Bacillus oder Staphylococcus ist. Besonders
bevorzugt ist beispielsweise Bacillus subtilis, Bacil-
lus licheniformis, Bacillus amyloliguefaciens oder

Staphylococcus carnosus.

Die vorliegende Erfindung betrifft darlber hinaus ein
Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Proteinen,
wobel wenigstens eine der erfindungsgemaflen Nukleinsau-
ren, isoliert aus einem gram-positiven oder gram-nega-
tiven Bakterium, in einen Wirtsorganismus Ubertragen
oder dort mit den dem Fachmann bekannten Mitteln er-

zeugt wird und dort exprimiert wird, dieser genetisch
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veradnderte Mikroorganismus zur mikrobiellen Herstellung
von Proteinen eingesetzt wird und das entsprechend ge-

bildete Protein aus dem Kulturmedium isoliert wird.

Die erfindungsgemidf hergestellten genetisch verinderten
Mikroorganismen koénnen kontinuierlich oder diskontinu-
ierlich im batch-Verfahren (Satzkultivierung) oder im
fed batch (Zulaufverfahren) oder repeated fed batch
Verfahren (repetitives Zulaufverfahren) zum Zwecke der
Produktion von Proteinen kultiviert werden. Eine Zusam-
menfassung lUber bekannte Kultivierungsmethoden sind im
Lehrbuch von Chmiel (Bioprozesstechnik 1. Einflhrung in
die Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stutt-
gart, 1991)) oder im Lehrbuch von Storhas (Bioreaktoren
und periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, Braun-

schweig/Wiesbaden, 1994)) beschrieben.

Das zu verwendende Kulturmedium muss in geeigneter Wei-
se den Anspruchen der jeweiligen Sta&mme genligen. Be-
schreibungen von Kulturmedien verschiedener Mikroorga-
nismen sind im Handbuch "Manual of Methods for General
Bacteriology" der American Society for Bacteriology
(Washington D.C., USA, 1981) enthalten. Als Kohlen-
stoffquelle kénnen Zucker und Kohlenhydrate wie z. B.
Glucose, Saccharose, Lactose, Fructose, Maltose, Melas-
se, Stérke und Cellulose, Ole und Fette wie z. B. Soja-
61, Sonnenblumendl, Erdnussdl und Kokosfett, Fettsauren
wie z. B. Palmitinsdure, Stearinsdure und Linolsiure,
Alkohole wie z. B. Glycerin und Ethanol und organische
Sduren wie z. B. Essigsdure verwendet werden. Diese
Stoffe kénnen einzeln oder als Mischung verwendet wer-

den. Als Stickstoffquelle kdénnen organische stickstoff-
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haltige Verbindungen wie Peptone, Hefeextrakt, Fleisch-
extrakt, Malzextrakt, Maisquellwasser, Sojabohnenmehl
und Harnstoff oder anorganische Verbindungen wie Ammo-
niumsulfat, Ammoniumchlorid, Ammoniumphosphat, Ammoni-
umcarbonat und Ammoniumnitrat verwendet werden. Die
Stickstoffquellen kdénnen einzeln oder als Mischung ver-
wendet werden. Als Phosphorquelle kdénnen Phosphorséure,
Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikaliumhydrogenphosphat
oder die entsprechenden natriumhaltigen Salze verwendet
werden. Das Kulturmedium muss weiterhin Salze von Me-
tallen enthalten wie z. B. Magnesiumsulfat oder Eisen-
sulfat, die flr das Wachstum notwendig sind. Schlief3-
lich kénnen essentielle Wuchsstoffe wie Aminosduren und
Vitamine zusdtzlich zu den oben genannten Stoffen ein-
gesetzt werden. Dem Kulturmedium kdénnen Uberdies geeig-
nete Vorstufen zugesetzt werden. Die genannten Einsatz-
stoffe kdénnen zur Kultur in Form eines einmaligen An-
satzes hinzu gegeben oder in geeigneter Weise wihrend
der Kultivierung zugeflttert werden.

Zur pH - Kontrolle der Kultur werden basische Verbin-
dungen wie Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Ammoniak
bzw. Ammoniakwasser oder saure Verbindungen wie Phos-
phorsédure oder Schwefelsdure in geeigneter Weise einge-
setzt. Zur Kontrolle der Schaumentwicklung kdénnen Anti-
schaummittel wie z. B. Fettslurepolyglykolester einge-
setzt werden. Zur Aufrechterhaltung der Stabilit&t wvon
Plasmiden kdnnen dem Medium geeignete selektiv wirkende
Stoffe z. B. Antibiotika hinzugefligt werden. Um aerobe
Bedingungen aufrechtzuerhalten werden Sauerstoff oder
sauerstoffhaltige Gasmischungen wie z. B. Luft in die
Kultur eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt

normalerweise bei 30°C bis 38°C und vorzugsweise bei
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37°C. Die Kultur wird so lange fortgesetzt, bis sich
ein Maximum des gewlnschten Proteins gebildet hat. Die-
ses Ziel wird normalerweise innerhalb von 8 bis 72
Stunden erreicht.

Die Analyse der Proteine kann durch Aktivit&tsbestim-

mung, Sequenzierung oder Elektrophorese erfolgen.

Die Mikroorganismen, die Gegenstand der vorliegenden
Erfindung sind, kdnnen Proteine beispielsweise aus Glu-
cose, Saccharose, Lactose, Mannose, Fructose, Maltose,
Melasse, Starke, Cellulose oder aus Glycerin und Etha-
nol herstellen. Es kann sich um die zuvor bereits n&her
beschriebenen Vertreter der gram-positiven oder gram-
negativen Bakterien handeln. Hierbei zeichnen sich die
erfindungsgemdR genetisch ver&nderten Mikroorganismen
durch eine erhdhte Protein-Sekretion gegenliber den ent-
sprechend nicht ver&nderten Mikroorganismen (Wild Ty-
pen) oder den Mikroorganismen aus, die lediglich den
Vektor ohne Gen-Insert enthalten. In einer besonderen
Ausfihrungsvariante der vorliegenden Erfindung ist ge-
zeigt, dass die Expression des erfindungsgemdfRen secA
Gens im homologen Bacillus subtilis System (d.h. alle
Komponenten des Sec-Transportapparats stammen aus Ba-
cillus subtilis) zu einer wenigstens 3-fachen Steige-
rung der Protein-Akkumulation im Medium im Vergleich zu
den Kontrollstémmen fithrt. Durch Uberexpression weite-
rer Gene, die positiv auf den allgemeinen Stoffwechsel
der Protein-Biosynthege wirken, ist eine weitere Stei-

gerung der Protein-Produktion zu erwarten.

Mit dem erfindungsgeméfien Verfahren ké&énnen Pharmaprote-

ine, Hormone, Enzyme, Wachstumsfaktoren oder beispiels-
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weise Cytokine hergestellt werden. So kénnen beispiels-
weise Proteasen, Amylasen, Carbohydrasen, Lipasen, Epi-
merasen, Tautomerasen, Mutasen, Transferasen, Kinasen

oder Phosphatasen mikrobiell hergestellt werden.

Die Figuren zeigen beispielhaft verwendete Plasmide,
eine schematische Ubersicht {iber den Sec-Proteinsekre-
tionsapparat, eine Darstellung der SecA Proteine mit
den erfindungsgemédfen Mutationen sowie einen experimen-
tellen Nachweis der erhdhten Proteinsekretion unter

Verwendung der erfindungsgemafien Nukleinsauren.

Es zeigt:

Fig. 1:

Sec-Proteinsekretionsapparat gram-positiver Bakterien

Fig. 2:

Schematische Darstellung der SecA Proteine von §. car-
nosus und B. subtilis. Eingezeichnet sind die durch Se-
lektion erhaltenen supprimierenden Mutationen des S.
carnosus SecA. Die durch Pfeile markierten Mutationen
wurden durch ortsgerichtete Mutagenese einzeln auf die
korrespondierenden Aminoséurepositionen vom plasmid-

kodierten B. subtilis SecA Ubertragen.

FPig. 3:

Nachweis von PhoB bzw. PhoB L15Q mittels Western Blot
in Zellextrakten und Kulturlberstédnden von Bacillus
subtilis DB 104 Stammes bei Co-Expression von plasmid-
kodiertem PhoB bzw. PhoB L15Q und mutierten SecA Prote-

inen. Die In-duktion der PhoB Expression erfolgte mit
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0,5 mM IPTG, die SecA Expression wurde mit 0,2 % Xylose

induziert. p: PhoB L15Q Vorldufer; m: reifes PhoB (sig-

nifikant erhdhte Mengen sind mit Pfeil gekennzeichnet) ;

L15Q:

Variante der alkalischen Phosphatase PhoB, die

aufgrund eines Aminosiureaustausches von Leucin zu Glu-

tamin an Position 15 in der Signalsequenz nur sehr in-

effizient im unverdnderten Bacillus subtilis exexpor-

tiert wird; pWA - secA: Leervektor; pWA + secA: Vektor

mit Wild Typ SecA; pWAX: Plasmid mit erfindungsgemiafer

Mutation des secA von Bacillus subtilis, X steht flur

eine der Mutationen in Position 464, 468, 487, 531 bzw.

729

Spur |Versuchsansatz

1 Zellextrakt; Plasmid pWA - secA, PhoB unverindert
2 Uberstand; Plasmid pWA - secA, PhoB unverandert

3 Zellextrakt; Plasmid pWA - secA, L15Q

4 Uberstand; Plasmid pWA - secA; L150

5 Zellextrakt; Plasmid pWA + secA; PhoB unver&ndert
6 Uberstand; Plasmid pWa + secA; PhoB unverindert

7 Zellextrakt; Plasmid pWA + secA; L15Q

8 Uberstand; Plasmid pWA + secA; L150Q

9 Zellextrakt; Plasmid pWA464; L15Q

10 Uberstand; Plasmid pWA464; L15Q

11 Zellextrakt; Plasmid pWA468; L15Q

12 Uberstand; Plasmid pWA468; L15Q

13 Zellextrakt; Plasmid pWA487; L15Q

14 Uberstand; Plasmid pWA487; L15Q

15 Zellextrakt; Plasmid pWA531; L15Q

16 Uberstand; Plasmid pWA531; L15Q

17 Zellextrakt; Plasmid pWA729; L15Q

18 Uberstand; Plasmid pWA729; L150Q
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Fig. 4:
Plasmidvektor pDEL6;
secAS.c.: secA-Gen von Staphylococcus carnosus;
cat: Chloramphenicol-Resistenzgen;

orfl und orf3: Bereiche, die im Chromosom von Bacillus
subtilis vor (orfl) bzw. hinter (or£3)
dem secA Gen liegen. Diese Bereiche die-
nen dazu, das secA Gen im Chromosom von
Bacillus subtilis gegen das secA Gen von

Staphylococcus carnosus auszutauschen.

bla: Gensequenz codierend fir P-Lactamase

Fig. 5:
Plasmidvektor pCU3seq; (entspricht dem pEFl Plasmid aus
der Verdffentlichung [19])

cat: Chloramphenicol-Resistenzgen

P25/0: Bakteriophagen TS5 Promotor PNps/lac Operator
lacI: Gen kodierend fUr lac-Repressor

Pv: B. subtilis vegII Promotor

bla: B-Lactamase

Fig. 6:

Plasmidvektor pWH1520

bla: B-Lactamase

tet: Tetracyclin Resistenzgen

xylR: Repressorgen des Xylose Operons aus Bacillus
megaterium

Xy1lA~: N-terminales Fragment der Xylose Isomerase

unter Kontrolle eines Xylose induzierbaren

Promotoxrs
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Fig. 7:

Plasmidvektor pXR100;

bla: B-Lactamase

XylR : Repressorgen des Xylose Operons aus Bacillus
megaterium

PxylA: Xylose induzierbarer Promotor der Xylose Iso-
merase

cat: Chloramphenicol- Resistenzgen

Ausflihrungsbeispiele:

Allgemeine Beschreibung:

Zunadchst wurde ein Bacillus subtilis Stamm mit einer
kinstlich erhdhten Qualitatskontrolle des SecA Prote-
ins, (im folgenden RMA = replacement mutant SecA ge-
nannt), konstruiert.

Dieser Stamm wurde erzeugt, indem das auf dem Chromosom
liegende Bacillus subtilis secA-Gen gegen das secA-Gen
von Staphylococcus carnosus ausgetauscht wurde. Dieser
Austausch resultiert in einer klUnstlich erhdhten Quali-
tatskontrolle der Sec-Translokase. Als Modellprotein
wurde das heterologe Protein OmpA aus E. coli einge-
setzt. Die klUnstlich erhdhte Qualitatskontrolle des
SecA Proteins flhrte dazu, dass spezifisch das hetero-
loge Protein OmpA von E. coli vom Export ausgeschlossen
wird. Daneben zeigt die RMA ein kaltesensitives Wachs-
tum (d.h. kein Wachstum bei 25°C) sowie Defekte in der
Sporenbildung und der Ausbildung von natlirlicher Kompe-
tenz.

Im Folgenden wurden Suppressormutanten der RMA selekti-
oniert, die wieder bei 25°C wachsen kénnen und/oder die

wieder die Fahigkeit zur Sporenbildung besitzen. Die
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Charakterisierung dieser Suppressormutanten ergab, dass
in diesen Mutanten Veradnderungen in dem fremden secA
Gen aufgetreten waren. Die entsprechenden Aminosdure-
veranderungen betrafen vor allem die beiden Bereiche
IRA-1 und IRA-2, die an der Regulation der ATP-Hydro-
lyse an der NBS-1 von SecA beteiligt sind. Die weitere
Charakterisierung der Suppressormutanten zeigte darltber
hinaus, dass das in der RMA vom Export fast vollstandig
ausgeschlossene heterologe OmpA Protein in den Suppres-
sormutanten deutlich besser exportiert werden kann.
Aufgrund des Vergleichs mit Escherichia coli SecA Mut-
anten aus Literaturdaten [10], die zum Teil mit den er-
findungsgemafien Mutationen im secA Gen bzw. den erfin-
dungsgemafen Veradnderungen in der Aminosduresequenz des
SecA Proteins an den entsprechenden Positionen iden-
tisch waren, kann angenommen werden, dass die in den
IRA Elementen vom Staphylococcus carnosus SecA identi-
fizierten Mutationen die Repression der ATP Hydrolyse
an der NBS-1 in SecA abschwdchen, wodurch die basale
ATPase Aktivitdt erhdht wird [9, 10]. Die verdnderten
Staphylococcus carnosus SecA Varianten stellen somit
SecA Proteine dar, die einen besseren Export von norma-
lerweise ineffizient oder gar nicht exportierten hete-

rologen Proteinen erlauben.

Da die RMA und die isolierten Suppressormutanten alle
noch das fremde secA-Gen von Staphylococcus carnosus
besitzen und somit nach wie vor eine klnstliche Situa-
tion mit einer gemischten Sec-Translokase darstellen,
wurden im Folgenden die gefundenen Veranderungen (ein-
zeln und auch in Kombination) auf das homologe Bacillus

subtilis SecA Ubertragen. Die Coexpression der mutier-
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ten Bacillus subtilis SecA-Proteine mit verschiedenen
ineffizient transportierten Exportproteinen in Bacillus
gubtilis zeigte, dass auch im nun homologen System
(d.h. alle Komponenten des Sec-Transportapparats stam-
men aus B. subtilis) ein verbesserter Export der unter-
suchten Proteine zu beobachten war (gezeigt in Fig.3 am
Beigpiel einer ineffizient exportierten Variante der

alkalischen Phosphatase PhoB von B subtilis).

l. Konstruktion der Bacillus subtilis SecA-

Austauschmutante (RMA)

Das pDEL6 Plasmid, welches =zur Konstruktion der RMA
verwendet wurde, wurde wie folgt konstruiert:

Ein pOrf3 Plasmid wurde durch Ligation eines 0,5 kb
Asp718/Pstl Fragmentes vom Plasmid pMKL4 [11] in das
Plasmid pGEM3Z (Promega) erhalten. Ein 2,4 kb Nsil/Pstl
Fragment vom Plasmid pBOl [12] wurde in das pOrf3 Plas-
mid ligiert, welches mit Pstl wverdaut wurde. Das secA
Gen des daraus resultierenden Plasmids pDELL wurde
durch Verdau mit Spel und Sall gegen ein 1,4 kb E-
coR1l/Sall Fragment vom pDG268 Plasmid [13], welches das
Gen flr die Chloramphenicol Acetyltransferase (cat)
tragt, ausgetauscht, woraus das Plasmid pDEL3 resul-
tierte. Anschliefend wurden verschiedene secA Gene in
das mit Sall und Pstl verdaute Plasmid pDEL3 ligiert.
Das pDEL5 Plasmid tragt das B. subtilis secA Gen, wel-
ches durch Sall/Pstl Verdau vom pMKL4 Plasmid [11] als
2,6 kb Fragment erhalten wurde. Das pDEL6 Plasmid tragt
das S. carnosus secA Gen, welches durch Sacl/Pstl Ver-
dau vom pMAl2 Plasmid [14] als 2,6 kb Fragment erhalten

wurde. Das pDEL6é Plasmid, welches zur Konstruktion der
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RMA eingesetzt wurde, enthalt damit Bereiche aus finf

verschiedenen Plasmiden:
e secA-Gen aus dem Plasmid pMAl2

e Chloramphenicol-Registenzgen (cat) aus dem Plasmid
pDG268

e orfl ausg Plasmid pBO4

e orf3 aus Plasmid pMKL4

e Restlicher Bereich (lacZ und bla) aus Plasmid pGEM3Z
Die Bacillus subtilis SecA-Austauschmutante (RMA) wurde
erhalten, indem der Wildtypstamm B. subtilis DB104
(his, nprR2, nprE18, AaprA3) [15] mit dem linearisier-
ten Plasmid pDEL6 transformiert wurde und Klone selek-
tioniert wurden, die in Gegenwart von 10 pug/ml Chlo-
ramphenicol wachsen konnten. Der secA Genaustausch wur-
de durch Southern-Blot Analysen verifiziert, wobeil das
B. subtilis bzw. das S. carnosus secA Gen als Sonde

verwendet wurde.

2. Isolierung von Suppressormutanten der B. subtilis

RMA

Die B. subtilis RMA wurde als Parentalstamm verwendet,
um Suppressormutanten zu isolieren, die wieder bei 25
°C wachsen kénnen, bzw. besser sporulieren kénnen als
die RMA.

Zur Isolierung von kalteresistenten Suppressormutanten
der RMA wurde Luria-Bertani (LB) Medium nach Zugabe von
10 ug/ml Chloramphenicol mit 10° Zellen der RMA beimpft
und 48 Stunden bei 25 °C inkubiert. Es wurden zwischen
100 und 1000 Zellen auf LB-Agarplatten ausplattiert und
weitere 24 Stunden bei 25 °C inkubiert. Alternativ wur-

den 10° Zellen aus einer Kultur der RMA, die Uber Nacht
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bei 37 °C inkubiert wurde, direkt auf LB-Agarplatten
ausplattiert und 24 Stunden bei 25 °C inkubiert. Die
Stabilitdt der Mutation der so erhaltenen Suppressormu-
tanten wurde Uberprift, indem die Mutanten nach Uber-
impfen und Inkubation bei 37 °C auch nach erneutem
Uberimpfen und Inkubation bei 25 °C weiterhin Wachstum
zeigten.

Zur Isolierung von Suppressormutanten, die wieder bes-
ser sporulieren kénnen als die RMA, wurde 5 ml Sporula-
tionsmedium [16] 1:100 mit einer gewaschenen Ubernacht-
kultur der RMA beimpft und mindestens 24 Stunden bei 37
°C inkubiert. 100 pl des Ansatzes wurden nach Zugabe
der gleichen Menge Chloroform 30 Minuten bei 80 °C er-
hitzt. Die Sporen wurden auf LB-Agarplatten ausplat-
tiert und 2 Tage bei 25 °C inkubiert. Mutanten, die un-
ter diesen Selektionsbedingungen wachsen konnten, wur-

den isoliert.

3. Klonierung und Sequenzierung der secA Gene der

Suppressormutanten

B. subtilis DB 104 wurde verwendet, um zu unterschei-
den, ob die supprimierenden Mutationen der Suppressor-
mutanten im secA Gen von S. carnosus oder einem anderen
Gen von B. subtilis lokalisiert sind. Hierzu wurde B.
subtilis DB 104 mit chromosomaler DNA der Suppressormu-
tanten transformiert und Chloramphenicol resistente
Klone selektioniert. Die so erhaltenen Transformanten
wurden getestet, ob sie auch bei 25 °C wachsen kdnnen,
somit aufer dem Gen flr die Chloramphenicol Ace-
tyltransferase auch das benachbarte, stromabwarts lie-

gende S. carnosus secA Gen mit der supprimierenden Mu-
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tation anstelle des B. subtilis secA Gens in das Chro-
mosom integriert hatten. Es wurde festgestellt, dass
die supprimierenden Mutationen der Suppressormutanten
im secA Gen von S. carnosus lokalisiert sind. Daher
wurde anschlieffend eine Klonierung der secA Geﬁe durch-

geftuhrt.

Um die S. carnosus secA Gene der Suppressormutanten un-
ter der Kontrolle des Xylose induzierbaren Promotors
xylA zu klonieren, erfolgte eine Amplifizierung von se-
cA mittels PCR unter Verwendung chromosomaler DNA der
Suppressormutanten als Matrize. Hierflr wurden die Pri-
mer

SecAS.c.NBamH1 (5~ CGGGATCCCAAAGGAGCGAACAGAATGGG 37)
SecAS.c.CSphl (5° ACATGCATGCATACAACTTACTATTTACCGCAGC
37) verwendet (unterstrichene Basen zeigen die BamH1
bzw. Sphl Schnittstelle an). Nach Amplifikation wurde
ein 2,56 kb Fragment erhalten, welches mit BamH1l und
Sphl verdaut wurde und in den ebenfalls BamH1l/Sphl ver-
dauten Vektor pWH1520 [17] ligiert wurde, wodurch die
Plasmide pWHsecAS.C.gypp. erhalten wurden. Die Sequen-
zierung der secA Gene erfolgte mit IRD800 markierten
Primern

SecAS.c. H1 (57 AACTGCAACGATGCCGAC 37),

SecAS.c.H2 (5”7 GTGCTGATAAAGCTGAACG 37)

SecA S.c.H3 (57 AATTCCAACGAACCGTCC 37),

SecAS.c.H4 (5° GACAAGGTGACCGCGGAG 37),

SecAS.c.H5 (57 AAGGTAAAGATCGTGAGG 37) und

SecAS.c.R5 (57 CTGTTCAAGTTCAATCCG 37) (MWG) unter Ver-
wendung des Thermo Sequenase fluorescent labelled pri-
mer cycle sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech)

nach Angaben des Herstellers.
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4. Transfer supprimierender Mutationen in das SecA von

B. subtilis

Die Ubertragung supprimierender Mutationen im SecA von
S. carnosus auf die entsprechenden Aminosdurereste im
SecA von B. subtilis erfolgte mittels ortsgerichteter
Mutagenese von plasmidkodiertem B. subtilis SecA unter
Verwendung des QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit
von Stratagene nach Angaben des Herstellers. Als Matri-
ze flr die PCR Reaktion wurde das Plasmid pMKL40 und
folgende Primerpaare zum Einflgen der gewunschten Muta-
tionen verwendet (die vera&nderten Basen sind unterstri-
chen) :
1. Austausch von Histidin zu Glutamin an Aminosaurepo-
sition 464
5° GTGTTAAATGCCAAAAACCAAGAACGTGAAGCGCAGATC 37
57 GATCTGCGCTTCACGTTCTTGGTTTTTGGCATTTAACAC 3”

2. Austausch von Alanin zu Valin an Position 468
5~ CCATGAACGTGAAGIECAGATCATTGAAGAGGCCGGCC 3
5° GGCCGGCCTCTTCAATGATCTGééCTTCACGTTCATGG 3-

3. Austausch von Alanin zu Valin an Position 487
5”7 CGATTGCGACTAACATGGEIGGGCGCGGAACGG 3-
5~ CCGTTCCGCGCCCééCCATGTTAGTCGCAATCG 3-

4. Austausch von Asparaginsdure zu Alanin an Position
531

5° CCGGACGTCAGGGAGCCCCGGGGATTACTC 3°

5° GAGTAATCCCCGGGGCTCCCTGACGTCCGG 3°
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5. Austausch von Asparaginsdure zu Valin an Position
729

5° GGATGGATCATATTGTTGCGATGGATCAGCTCCGCCAAGGG 37

5° CCCTTGGCGGAGCTGATCCATCGCAACAATATGATCCATCC 37

Ein 1,86 kb SnaBl/Sphl secA Fragment aus pMKL40, in
welchem die gewlinschte Mutation vorhanden war, wurde
anschliefRend mit dem 8,67 kb Fragment des mit SnaBl und
Sphl verdauten Vektors pWMKL1 ligiert. Daraus entstan-
den die Plasmide pWAX (X steht flr eines der Konstruk-
te 464, 468, 487, 531 bzw. 729), welche die secA Gene
mit den gewlinschten Mutationen in einem B. subtilis Ex-
pressionsvektor unter der Kontrolle des Xylose indu-
zierbaren Promotors pxylA enthielten. Die Sequenzierung
der verdnderten B. subtilis secA Gene erfolgte mit den
Primern

SecAB.s.H1 (5° GTACAGCTAAGACAGAGG 37),

SecAB.s.H2 (5° TTGACCGCTTCGGCATGG 37),

SecAB.s.H3 (5° AAGGGATTCACCTTCGTGC 37),
TTTCCTTCCATCGTGCGG 37),

SecAB.s.R1l (57
SecAB.s.R2 (57 TTCAGTAAGCIGTACAGC 3~
(5~

) und
SecAB.s.R3 TTTCCGTC ATGAAGCGCC 37).
Die Expression der SecA Proteine wurde Utberprtft, indem
LB Medium nach Zugabe von 0,2 % (w/v) Xylose mit den
St&mmen B. subtilis DB104, welche die Plasmide pWAx
enthielten, zu einer ODgy von 0,4 angeimpft wurde und
anschliefend 4 Stunden bei 37 °C inkubiert wurde. Zel-
len aus 2 ml Kultur wurden abzentrifugiert und nach

Aufschluf mit 50 pl Lysispuffer (10 mM Tris/HC1 pH 8,0,
25 mM MgCl,, 200 mM NaCl, 5 mg/ml Lysozym) in dem glei-

chen Volumen 2 X Laemmli Probenpuffer aufgekocht. Die

Proteine wurden in einem 10 % SDS Polyacrylamidgel auf-
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getrennt und das SecA mittels Western-Blot Analyse un-
ter Verwendung von B. subtilis SecA spezifischen Anti-
kdrpern nachgewiesen. Die Funktionalitdt der verander-
ten B. subtilis SecA Proteine wurde Uberpriift, indem
die temperatursensitive B. subtilis secA Mutante
NIG1152 (met, his, div341®) [18] mit den Plasmiden
PWAX transformiert wurde und durch Induktion der SecA
Expression mit 0,2 % (w/v) Xylose der Wachstumsdefekt
der Mutante beil der nicht-permissiven Temperatur von 42

°C komplementiert wurde.

5. Untersuchung des Proteinexports einer alkalischen

Phosphatase PhoB

Es wurde untersucht, ob durch Expression der verander-
ten B. subtilis SecA Proteine der Proteinexport im B.
subtilis Wildtyp verbessert wird. Als Exportsubstrat
wurde eine Variante der alkalischen Phosphatase PhoB
verwendet, die aufgrund eines Aminosdureaustausches von
Leucin zu Glutamin an Position 15 (PhoBL15Q) in der
Signalsequenz nur sehr ineffizient im B. subtilis Wild-
typ exportiert wird. B. subtilis DB104 wurde mit den
Plasmiden pCU3phoB bzw. pCU3phoBL15Q, welche die Gene
flir das Wildtyp PhoB bzw. die Variante PhoBL15Q enthal-
ten, sowie den Plasmiden pWAx., welche die ver&nderten
secA B. subtilis Gene enthalten, transformiert. Mit den
so erhaltenen Sté&mmen wurde LB Medium, mit 0,5 mM IPTG
und 0,2 % Xylose versetzt, zu einer ODg von 0,4 ange-
impft und die Kulturen 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. 2
ml Zellen wurden durch Zentrifugation vom Uberstand ge-

trennt, mit 50 pl Lysispuffer aufgeschlossen und in dem

gleichen Volumen 2x Laemmli Probenpuffer aufgekocht.
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Proteine aus den Uberstdnden wurden Uber Nacht mit 13 %
Trichloressigsdure bei 4 °C gefdllt, zweimal mit 80 %
Azeton gewaschen und in 50 pl Laemmli Probenpuffer auf-
gekocht. Von den Zellextrakten wurde ein Volumen ent-
sprechend 0,2 OD Zellen und von den Ubersté&nden ein Vo-
lumen entsprechend 1,0 OD Zellen auf ein 12,5 % SDS Po-
lyacrylamidgel aufgetragen und das PhoB mittels PhoB
spezifischer Antikdrper im Western-Blot nachgewiesen.

Die Ergebnisse zeigt Fig. 3.
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Patentansprlche

SecA Protein (Translokations-ATPase) mit einer Ami-
nosiuresequenz, welches gegentiber der Wild Typ SecA
Aminosduresequenz mindestens eine Veranderung der
Aminosduresequenz aufweist oder eine modifizierte
Form dieser Polypeptidsequenzen oder Isoformen da-
von, wodurch ein SecA mit erhdhter Sekretion fur

Proteine ausgebildet wird.

SecA nach Anspruch 1, welches im Bereich der Amino-
sduren, die flr die Ausbildung der regulatorischen
Elemente IRA-1 und/oder IRA-2 verantwortlich sind,

mindestens eine Verdnderung aufweist oder eine mo-

difizierte Form dieser Polypeptidsequenzen oder

Isoformen davon.

Polypeptide nach einem der Ansprlche 1 bis 2,
dadurch gekennzeichnet,
dass sie aus gram positiven oder gram negativen

Bakterien stammen.

Polypeptide nach einem der Ansprliche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet,
dass sie aus Bacillaceae, Staphylococcaceae, Ente-

robacteriaceae oder Corynebacteriaceae stammen.

Polypeptide nach einem der Ansprliche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet,
dass sie aus Bacillus, Staphylococcus, Escherichia

oder Corynebacterium stammen.
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Polypeptide nach einem der Anspriuche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet,

dass sie aus Bacillus subtilis, Bacillus licheni-
formis, Bacillus amyloliquefaciens, Staphylococcus
carnosus, Escherichia coli oder Corynebacterium

glutamicum stammen.

SecA gemif? einem der Ansprlche 1 bis 6, welches aus
Staphylococcus carnosus isoliert wurde und im Be-

reich der Aminosiuren von Position 198 bis 772 min-
destens eine Verdnderung aufweist oder eine modifi-
zierte Form dieser Polypeptidsequenzen oder Isofor-

men davon.

SecA gemdf einem der Anspriche 1 bis 6, welches aus
Bacillus subtilis isoliert wurde und im Bereich der
Aminosduren von Position 442 bis 767 mindestens ei-
ne Ver&nderung aufweist oder eine modifizierte Form

dieser Polypeptidsequenzen oder Isoformen davon.

SecA nach einem der Ansprlche 1 bis 7,

mit einer Aminosduresequenz,

gemdR SEQ ID No 2, welches mindestens eine Verénde-
rung aus der Gruppe der Aminosduren in Position
198, 470, 474, 493, 537, 665 und/oder 734 aufweist
oder eine modifizierte Form dieser Polypeptidse-

quenzen oder Isoformen davon.

SecA nach einem der Ansprlche 1 bis 6 sowie 8,

mit einer Aminosduresequenz,

gemi&R SEQ ID No 4, welches mindestens eine Verande-
rung aus der Gruppe der Aminosduren in Position

464, 468, 487, 531 und/oder 729 aufweist oder eine
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modifizierte Form dieser Polypeptidsequenz oder I-

soform davon.

Nukleinsdure codierend flir ein SecA mit erhdhter
Sekretion flir Proteine, enthaltend eine Gensequenz
secA, welche im secA Gen mindestens eine Mutation
aufweist oder ein Allel, Homolog oder Derivat die-
ser Nukleotidsequenz oder mit dieser hybridisieren-

de Nukleotidsequenzen.

Nukleinsdure geméf’ Anspruch 11, welche im Bereich
der Nukleotide, die flir die regulatorischen Elemen-
te IRA~1 und/oder IRA-2 codieren, mindestens eine
Mutation aufweist oder ein Allel, Homolog oder De-
rivat dieser Nukleotidsequenz oder mit dieser

hybridisierende Nukleotidsequenzen.

Nukleins&ure nach einem der Anspriiche 11 bis 12,
dadurch gekennzeichnet,
dass sie aus gram-positiven oder gram-negativen

Bakterien isoliert wird.

Nukleinsdure nach einem der Anspriiche 11 bis 13,
dadurch gekennzeichnet,

dass sie aus Bacillaceae, Staphylococcaceae, Ente-
robacteriaceae oder Corynebacteriaceae isoliert

wird.

Nukleinsé&ure nach einem der Anspriliche 11 bis 14,
dadurch gekennzeichnet,
dass sie aus Bacillus, Staphylococcus, Escherichia

oder Corynebacterium isoliert wird.

Nukleinsdure nach einem der Ansprtiche 11 bis 15,

dadurch gekennzeichnet,
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dass sie aus Bacillus subtilis, Bacillus licheni-
formig, Bacillus amyoliquefaciens, Staphylococcus
carnosus, Escherichia coli oder Corynebacterium

glutamicum isoliert wird.

Nukleinsdure gemdf einem der Ansprliche 11 bis 16,
enthaltend ein Gen secA, welche aus Staphylococcus
carnosus isoliert wurde und im Bereich der Nukleo-
tide in Position 592 bis 2210 mindestens eine Muta-
tion aufweist oder ein Allel, Homolog oder Derivat
dieser Nukleotidsequenzen oder mit diesen hybridi-

sierende Nukleotidsequenzen.

Nukleinsdure gemaR einem der Anspriche 11 bis 16,
enthaltend ein Gen secd, welche aus Bacillus subti-
lis isoliert wurde und im Bereich der Nukleotide in
Position 1392 bis 2186 mindestens eine Mutation
aufweist oder ein Allel, Homolog oder Derivat die-
ser Nukleotidsequenzen oder mit diesen hybridisie-

rende Nukleotidsequenzen.

Nukleinsiure gemifR einem der Anspriche 11 bis 17,
enthaltend ein Gen secA gemafs SEQ ID No 1, welche
mindestens eine Mutation aus der Gruppe der Nukleo-
tide in Posgition 592, 1410, 1421, 1478, 1610, 19%4
und/oder 2210 aufweist oder ein Allel, Homolog oder
Derivat dieser Nukleotidsequenzen oder mit diesen

hybridisierende Nukleotidsequenzen.

Nukleinsdure gemif einem der Ansprliche 11 bis 16
sowie 18, enthaltend ein Gen secA gemadfd SEQ ID No
3, welche mindestens eine Mutation aus der Gruppe
der Nukleotide in Position 1392, 1403, 1404, 1460,
1461, 1592 und/oder 2186 aufwelst oder ein Allel,
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Homolog oder Derivat dieser Nukleotidsequenzen oder

mit diesen hybridisierende Nukleotidsequenzen.

Genstruktur enthaltend wenigstens eine Nukleotidse-
quenz gemaf den Ansprlchen 11 bis 20 sowie mit die-

sen operativ verknlpfte regulatorische Sequenzen.

Vektor enthaltend wenigstens eine Nukleotidsequenz
gemafs Anspruch 11 bis 20 oder eine Genstruktur ge-
maR Anspruch 21 sowie zusadtzliche Nukleotidsequen-
zen zur Selektion, zur Replikation in der Wirtszel-

le oder zur Integration in das Wirtszell-Genom.

Mikroorganismus enthaltend wenigstens eine Nuklein-
gsdure gemafd Anspruch 11 bis 20 in replizierbarer

Form.

Mikroorganismus gemdf Anspruch 23 enthaltend in
replizierbarer Form eine Genstruktur gemadf Anspruch

21 oder einen Vektor gemafs Anspruch 22.

Mikroorganismus gemdfR einem der Ansprlche 23 bis 24
enthaltend wenigstens ein Polypeptid gema&fs Anspruch
1 bis 10, welches ein im Vergleich zu dem entspre-
chenden Wild Typ Stamm SecA Protein mit erhdhter

Sekretion flir Proteine aufweist.

Mikroorganismus gemdf einem der Ansprltiche 23 bis
25, dadurch gekennzeichnet,
dass er ein gram positives oder gram negatives Bak-

terium ist.

Mikroorganismus gemdf einem der Ansprliche 23 bis
26,

dadurch gekennzeichnet,
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dass er zur Familie der Bacillaceae, Staphylococca-
ceae, Enterobacteriaceae oder Corynebacteriaceae

gehoért.

Mikroorganismus gem&f einem der Ansprliche 23 bis
27,

dadurch gekennzeichnet,

dass er zur Gattung Bacillus, Staphylococcus, E-

scherichia oder Corynebacterium gehdrt.

Mikroorganismus gemdR einem der Ansprliche 23 bis
28,

dadurch gekennzeichnet,

dass er zu Bacillus subtilis, Bacillus lichenifor-
mis, Bacillus amyloliquefaciens, Staphlococcus car-
nosus, Escherichia coli oder Corynebacterium gluta-

micum gehoért.

Sonde zur Identifizierung und/oder Isolierung von
Genen codierend flir an der Sekretion von Proteinen
beteiligten Proteinen,

dadurch gekennzeichnet,

dass sie ausgehend von Nukleinsduren gemdf einem
der Anspriliche 11 bis 20 hergestellt wird und eine

zur Detektion geeignete Markierung enthalt.

Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Protei-

nen,

dadurch gekennzeichnet, dass

a) wenigstens eine Nukleinsdure gemif einem der An-
spriiche 11 bis 20 isoliert aus einem gram posi-

tiven oder gram negativen Bakterium in einen
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Mikroorganismus Ubertragen oder dort erzeugt

wird und diese dort exprimiert wird,

b) dieser genetisch ver&nderte Mikroorganismus aus
Schritt a) zur mikrobiellen Herstellung von Pro-

teinen eingesetzt wird und

c) das entsprechend gebildete Protein aus dem Kul-

turmedium isoliert wird.

Verfahren nach Anspruch 31,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Protein ein homologes oder heterologes

Protein ist.

Verfahren nach einem der Ansprliche 31 bis 32,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Protein ein Hormon, Enzym, Wachstumsfak-

tor, Pharmaprotein oder Cytokin ist.

Verfahren nach einem der Anspriche 31 bis 33,
dadurch gekennzeichnet,

dass das Enzym eine Protease, Amylase, Carbohydra-
se, Lipase, Epimerase, Tautomerase, Mutase, Trans-

ferase, Kinase oder Phosphatase ist.

PCT/DE2004/001107
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<110>
<1205
<130>

<140>
<141>

<160> 4
<170>

<210> 1

<211> 2535
<212> DNA
<213>

<400> 1

atgggttttt
caagctgaca
agaaataaaa
gataaaattt
cgtgtattta
ggtgacattt
tatttaaacg
agttctcaaa
aécttgaaca
agtacaaata
gaacgtgtta
gatgaagcgc
acacaagcaa
aaaacaaaat
ttagataact
cgtgctaact
attgtcgacc
caagcgattg
atcacattcce
aaaacagagg
aacegtcctg
ttecgatgcectg
ggtactgtag
cgtcatgatg
ggtcaaaaag
ttaggcgaag
tcacgcegta

PT 1.

PatentIn Ver.

2076

taacaaaaat
aagtaatctc
caaaagcatt
tagaagaaat
atatgacacc
cagaaatgag
ccttagcagce
gagaagaaat
gcttatcaac
atgaattagg
tgegteeget
gtacaccatt
atgttttcegce
cagtacaatt
tatatgattt
atacattgca
aatttacagg
aggctaaaga
aaaactactt
aagaagaatt
ttcaacgtga
ttgttgaaga
cggttgaaac
tcttaaacge
gtgcagtcac
gtgttgaaga
tcgatgatca

2.

SEQUENZPROTOKOLL

1

Staphylococcus carnosus

tgttgacgge
attagaagaa
ccaagaaaga
attacctgaa
ttatccagtt
aacaggtgaa
acgtggtgtg
ggccgagtta
agaacaaaag
cttecgactat
tcatttcget
gattatttca
taaaatgtta
aacagatcaa
gaaaaacgtt
acgcgatgta
tcgaacaatg
aggggttcaa
ccgtatgtat
ccgtaacatt
agatagacct
tgttgttgaa
aagtgaatac
taaaaaccat
aatcgcaaca
attaggcggce
gttgcgtggt

Forschungszentrum Jlilich GmbH

aataagagag
gaaatgtcaa
ttgcaagcag
gcatttgecgce
caaatcatgg
ggtaaaacat
catgttatta
tataatttce
cgtgaagctt
ttacgecgata
atcattgatg
ggggaagctg
aaagcagaag
ggtgctgata
gatattatca
gattacatgg
ccaggtegtc
attcaaaatg
aataaattag
tataatatga
gacttgattt
aaacataaaa
atttcacaac
gaacgcgaag
aacatggétg
cttgetgtta
cgttetggac

Bakterien mit erhdhter Proteinsekretion

aaatcaaacg
ttcttactga
aagaagatgt
ttgtccgtga
gtggtatcge
taactgcaac
cagtcaatga
ttggtttatc
ataatgcaga
acatggtgaa
aggtcgactc
aaaaatcaac
atgattataa
aagctgaacg
cgcatatcaa
ttgtagatgg
gattctctga
aatctaaaac
ccggtatgac
cagttacaca
tcatcageca
aaggccaacc
tattgaaaaa
ctgaaatcgt
gtecgtggtac
ttggtacaga
gacaaggtga

PCT/DE2004/001107

cctaagtaag
tgaagaaatt
aagcaaacaa
aggagctaaa
cattcataat
gatgcegact
atacttggca
agtéggattg
tattacgtat
ttattcagaa
tattttaatc
atctctttat
ttatgatgaa
tatgttcaag
tacagcatta
agaagtattg
aggacttcac
aatggcttct
aggtactgcet
aattccaacg
aaaaggcaag
aattctttta
acgcggtgtg
atctacagca
cgatattaaa
acgtcatgaa
ccgcggagaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
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agccgtttct
caaaaaatga
tctegagcetg
cgtatcttag
aataatatta
ttagétcgtg
tttattaatt
‘aaaggtaaag
gcttatgaag
ttattacgtt
caaggtatcc
gggcaccaac
ttgaaatcaa
ggacaacatg
gataatcaca
tgctgeggta

2
844
PRT

<210>
<211>
<212>

atttatcatt
tgggccgatt
ttgaatctgce
aatacgatga
tcgattcaga
caatcagfta
ttgtggaaga
gtaaagatcg
cacaaaaagc
ctattgatgg
atttacgttc
tatttgatac
ttatcacagt
tatcagctga
tcggaagaaa
aatag

acaagatgag
aggtatggat
acaéaaacgt
agttttacgt
atcaagttct
ttatgtaaat
tgttttcttg
tgaggatatt
caatatacce
aagatggaca
atacggtcaa
aatgatggtc
agatgatgat
agatggaaaa
tgatccttgt

<213> Staphylococcus carnosus

<400> 2

Met Gly Phe
1

Ser

Arg Leu

Ile Leu

35

Ser

Glu Arg Leu

50

Glu
65

Glu Ile

Arg Val Phe

Ala Ile His

Thr Leu Thr

115

Leu Thr

Lys Gln

20

Thr Asp

Gln Ala
Pro

Leu

Met
85

Asn

Asn Gly

100

Ala Thr

Lys

Ala

Glu

Glu

Glu

70

Thr

Asp

Met

Ile val

Lys

Asp

Ile
40

Glu

Glu
55

Asp

Ala Phe

Pro Tyr

Ile Ser

Thr
120

Pro

Asp

Val

Arg

val

Ala

Pro

Glu

105

Tyr

ttgatggtac
gactctacac
gttgaaggta
aaacaacgtg
gaattagtca
gaagaattgg
cacgaaggtg
ttcgatacag
gaccaattca
gaccatatcg
caaaacccac
aatattgaag
attgaacgtg
gaaaaagtaa
céatgcggca

Gly Asn

10
Ile Ser
25

Asn Lys

Ser

Lys

val
75

Leu

Val
90

Gln
Met

Arg

Leu Asn

gtttcggtte
cgattgaatc
acaacttcga
aaatcattta
ttacaatgat
aagaaattga
aagtcaaaga
tatgggctaa
atgaattcga
atacaatgga
ttcgegacta
aagacgtcag
ataaagcaaa
aaccgcaacc
gcggtaaaaa

Lys Arg Glu

Glu Glu

30

Leu

Thr Lys Ala

45

Gln
60

Asp Lys

Arg Glu

Ile Met Gly

Glu
110

Thr Gly

Ala Leu Ala

125

Gly
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tgaacgtctg
aaaaatggta
tgcacgtaaa
tggtgaacgt
acgctctaca
ctatgcgeeg
agatgaaatc
aattgaaaaa
acgtatgatt
tcaattacgt
tcaaaatgaa
caaatatatc
agaatatcaa
agttgttaaa
gtataaaaat

Ile
15

Lys

Glu Met

Phe Gln

Ile Leu

Ala Lys

80
Gly Ile
95

Gly Lys

Ala Arg

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220

2280
2340
2400
2460
2520
2535
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Gly Val His Val Ile Thr Val Asn Glu Tyr Leu Ala Ser Ser Gln Arg
130 135 140

Glu Glu Met Ala Glu Leu Tyr Asn Phe Leu Gly Leu Ser Val Gly Leu
145 150 155 : 160

Asn Leu Asn Ser Leu Ser Thr Glu Gln Lys Arg Glu Ala Tyr Asn. Ala
‘ 165 170 175

Asp Ile Thr Tyr Ser Thr Asn Asn Glu Leu Gly Phe Asp Tyr Leu Arg
180 185 190

Asp Asn Met Val Asn Tyr Ser Glu Glu Arg Val Met Arg Pro Leu His
195 200 ] 205

Phe Ala Ile Ile Asp Glu Val Asp Ser Ile Leu Ile Asp Glu Ala Arg
210 215 220

Thr Pro Leu Ile Ile Ser Gly Glu Ala Glu Lys Ser Thr Ser Leu Tyr
225 230 235 240

Thr Gln Ala Asn Val Phe Ala Lys Met Leu Lys Ala Glu Asp Asp Tyr
245 250 - 255

Asn Tyr Asp Glu Lys Thr Lys Ser Val Gln Leu Thr Asp Gln Gly Ala
260 265. . . . 270.

Asp Lys Ala Glu Arg Met Phe Lys Leu Asp Asn Leu Tyr Asp Leu Lys
275 280 285

Asn Val Asp Ile Ile Thr His Ile Asn Thr Ala Leu Arg Ala Asn Tyr
290 295 300

Thr Leu Gln Arg Asp Val Asp Tyr Met Val Val Asp Gly Glu Val Leu
305 ' 310 315 320

Ile Val Asp Gln Phe Thr Gly Arg Thr Met Pro Gly Arg Arg Phe Ser
325 330 ‘ 335

Glu Gly Leu His Gln Ala Ile Glu Ala Lys Glu Gly Val Gln Ile Gln
340 345 350

Asn Glu Ser Lys Thr Met Ala Ser Ile Thr Phe Gln Asn Tyr Phe Arg
355 360 365

Met Tyr Asn Lys Leu Ala Gly Met Thr Gly Thr Ala Lys Thr Glu Glu
370 375 380



WO 2004/108932 PCT/DE2004/001107

Glu Glu Phe Arg Asn Ile Tyr Asn Met Thr Val Thr Gln Ile Pro Thr
385 390 395 ' 400

Asn Arg Pro Val Gln Arg Glu Asp Arg Pro Asp Leu Ile Phe Ile Ser
405 410 415

Gln Lys Gly Lys Phe Asp Ala Val Val Glu Asp Val Val Glu Lys His
420 425 430

Lys Lys Gly Gln Pro Ile Leu Leu Gly Thr Val Ala Val Glu Thr Ser
435 440 445

Glu Tyr Ile Ser Gln Leu Leu Lys Lys Arg Gly Val Arg His Asp Val
450 ‘ 455 460

Leu Asn Ala Lys Asn His Glu Arg Glu Ala Glu Ile Val Ser Thr Ala
465 470 475 480

‘@ly Gln Lys Gly Ala Val Thr Ile Ala Thr Asn Met Ala Gly Arg Gly
485 490 495

Thr Asp Ile Lys Leu Gly Glu Gly Val Glu Glu Leu Gly Gly Leu Ala
500 505 510

Val Ile Gly Thr Glu Arg His Glu Ser Arg Arg Ile Asp Asp Gln Leu
515 520, . N 525

Arg Gly Arg Ser Gly Arg Gln Gly Asp Arg Gly Glu Ser Arg Phe Tyr
530 535 540 ‘

Leu Ser Leu Gln Asp Glu Leu Met Val Arg Phe Gly Ser Glu Arg Leu
545 550 555 560

Gln Lys Met Met Gly Arg Leu Gly Met Asp Asp Ser Thr Pro Ile Glu
565 570 : 575

Ser Lys Met Val Ser Arg Ala Val Glu Ser Ala Gln Lys Arg Val Glu
580 585 590

Gly Asn Asn Phe Asp Ala Arg Lys Arg Ile Leu Glu Tyr Asp Glu Val
595 600 605

Leu Arg Lys Gln Arg Glu Ile Ile Tyr Gly Glu Arg Asn Asn Ile Ile
610 615 - 620

Asp Ser Glu Ser Ser Ser Glu Leu Val Ile Thr Met Ile Arg Ser Thr
625 630 635 640



Leu

Asp

Gly

Asp

Gln

705

Leu

Asp

Pro

Met

Ile

785

Gly

Pro

Gly
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Asp Arg Ala

Tyr

Glu

Ile

690

Lys

Leu

Gln

Leu

Val

770

Thr

Gln

Val

Ser

<210> 3
<211> 2526
<212> DNA
<213> Bacillus subtilis

<400> 3
atgcttggaa ttttaaataa aatgtttgat ccaacaaaac gtacgctgaa tagatacgaa 60

Ala

Val

675

Phe

Ala

Arg

Leu

Arg

755

Asn

‘Val

His

val

Gly
835

Pro

660

Lys

Asp

Asn

Ser

Arg

740

Asp

Ile

Asp

val

Lys

820

Lys

Ile

645

Phe

Glu

Thr

Ile

Ile

725

Gln

Tyr

Glu

Asp

Ser

805

Asp

Lys

Ser

Ile

Asp

val

Pro

710

Asp

Gly

Gln

Glu

Asp

790

Ala

Asn

Tyr

Tyr

Asn

Glu

Trp

695

Asp

Gly

Ile

Asn

Asp

775

Ile

Glu

His

Lys

Tyr

Phe

Ile

680

Ala

Gln

Arg

His

Glu

760

vVal

Glu

Asp

Ile

Asn
840

Val

val

665

Lys

Lys

Phe

Trp

Leu

745

Gly

Ser

Arg

Gly

Gly

825

Cys

Asn

650

Glu

Gly

Ile

Asn

Thr

730

Arg

His

Lys

Asp

Lys

810

Arg

Cys

Glu

Asp

Lys

Glu

Glu

715

Asp

Ser

Gln

TyTr

Lys

795

Glu

Asn

Gly

Glu

val

Gly

Lys

700

Phe

His

Tyr

Leu

Ile

780

Ala

Lys

Asp

Lys

Leu
Phe
Lys
685
Ala
Glu
Ile
Gly
Phe
765
Leu
Lys

Val

Pro

Glu
Leu
670
Asp
Tyr
Arg
Asp
Gln
750
Asp
Lys
Glu

Lys

Cys
830
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Glu Ile
655

His Glu
Arg Glu
Glu Ala

Met Ile
720

Thr Met
735

Gln Asn
Thr Met
Ser Ile

Tyr Gln
800

Pro Gln
815

Pro Cys
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aaaattgcta
ttgaaacata
cttettgttg
ccgtttaaag
aaaacagggg
ggtaaaggcg
atggggaaaa
aaagacgaaa
ggcttecgact
cttcattttg
cttatcattt
gtcegecacgt
cttactgaag
gtgaagcatg
caaaaggacg
ggacgtctga
gaagggcttg
ttecegaatgt
ttecegeaaca
gatgaccgcce
gatgtecgcac
acatctgaaﬁ
gccaaaaacc
acgattgcga
gagcttggcg
cagcttcgag
atggaadatg
ttcggeatgg
tctcaaaaac
gatgttctcc
gaaaacctgc
gcctatacge
atcaacacaa
ccggatgaaa
gagcaattcg
gattctaaat
cgtgcttacg
gagcatatga
gaaaacaatc
gaaggcgacyg
cgaaatgcece
gaatag

<210> 4
<211l> 841
<212> PRT

acgatattga
aaacaattga
aagectttcge
tccagectecat
aagggaaaac
tacacgtecgt
ttttcgagtt
aacgggaagc
atttgegtga
cggtaataga
ctggacaage
taaaagcgga
aaggaatgac
tcgegeteaa
ttgactatgt
‘tgaaaggceg
agattcaaaa
acgaaaaact
tctacaacat
cggatttaat
agcgttacat
tgatttctaa
atgaacgtga
ctaacatggc
ggctegetgt
gtcgtteecgg
aattgatgcg
acgactctac
gcgtcgaagg
gccagcagcg
gtgaaatcgt
caagagaaga
cttatcttga
tgcttgaget
gcaaagagca
ggatggatca
cgcagacgaa
ttgaatcaat
tggagcgtga
ataacaaaaa
catgccactg

tgcgattege
atttaaagag
tgttgttcga
ggggggcgtg
attaacgtct
gact§tcaac
tetcggtttg
ttatgeceget
caatatggtt
tgaagttgac
tgcaaaatcc
gaaggattac
gaaggcggaa
ccaccatate
agtggaagac
ccgctacagt
cgaaagcatg
tgccggtatg
gcaggttgtce
ttaccgcacyg

gacgggacag

gctgcttaaa
agcgcagatc
ggggcgegga
agtcggaaca

acgtcaggga-

cagattcgga
tccaatccaa
caataacttc
tgaggtcatt
tgaaaatatg
gcttcctgag
tgaaggtgca
cattatggat
aatgcgcgaa
tattgatgcg
cececgettegt
tgaggacgaa
agaggttgta
agcaaagaaa
cggaagcggg

<213> Bacillus subtilis

ggagactatg
cgtettgaaa
gaagcttcac
gcgecttecatg
accctgectg
gaatacttgg
actgtcggtt
gatattactt
ctttataaag
tctattttaa
actaagctgt
acgtacgata
aaagcattcg
aaccaggcct
ggacaggttg
gaggggette
accttggcga
acgggtacag
acgatcccta
atggaaggaa
cctgttctag
aacaaaggaa
attgaagagg
acggacatta
gaacgacatg

gacccgggga

gctgagcgga
agcaaaatgg
gattcgcecgta
tataagcagc
atcaagtctt
gagtggaagc
cttgagaaga
cgcatcatca
ttcgaaaaag
atggatcage
gagtatcaaa
gtcgcaaaat
caaggtcaaa
gcaccggtte
aaaaaatata

aaaatctctce
aaggggcgac
gcecgegtaac
acggaaatat
tttatttaaa
caagccgtga
tgaatttaaa
actccacaaa
agcagatggt
ttgatgaagce
acgtacaggce
tcaaaacaaa
gcatcgataa
taaaagctca
ttattgttga
accaagcgat
cgattacgtt
ctaagacaga
ccaacaggce
agtttaagge
tcggtacggt
ttcecgeatcea
ccggccaaaa
agcttggcega
aatcacgceg

ttactcaatt.-

caatggcgat
tatctecgege
aacagcttct
gctttgaagt
ctctcgaacg
ttgacggtct
gcgatatctt
caaaatataa
ttategttct
teecgecaagy
tggaaggttt
ttgtgatgaa
caacagctca
gcaaagtggt
aaaattgctg
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tgacgacgca
aacggatgat
aggcatgttt
agcggaaaﬁg
tgegttaacce
cgctgagcaa
ctcaatgtca
caacgagctt
tecagegeecg
aagaacaccg
aaatgctttt
agctgtacag
cctctttgat
cgttgcgatg
ttcecttecacyg
tgaagcaaag
ccaaaactac
ggaagaagaa
tgttgtcegt
agttgcggag
tgcecgttgaa
agtgttaaat
aggcgcagtt
aggtgtaaaa
gattgacaat
ttatctttet
gecttgaccge
ggttgaateg
gcaatatgat
cattgactct
cgcaattgca
agttgatctt
cggcaaagaa
tgagaaggaa
tegtgeegtt
gattcacctt
tgcgatgttt
agctgagatt
tcagcecgeaa
tgatatcgga
cggccgtact

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2526
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245 250 255

Lys Ala Val Gln Leu Thr Glu Glu Gly Met Thr Lys Ala Glu Lys Ala
260 265 270

Phe Gly Ile Asp Asn Leu Phe Asp Val Lys His Val Ala Leu Asn His
275 280 285

His Ile Asn Gln Ala Leu Lys Ala His Val Ala Met Gln Lys Asp Val
290 295 300

Asp Tyr Val Val Glu Asp Gly Gln Val Val Ile Val Asp Ser Phe Thr
305 310 315 320

Gly Arg Leu Met Lys Gly Arg Arg Tyr Ser Glu Gly Leu His Gln Ala
' 325 330 , 335

Ile Glu Ala Lys Glu Gly Leu Glu Ile Gln Asn Glu Ser Met Thr Leu
340 345 350
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" 465 470 475 480

Thr Ile Ala Thr Asn Met Ala Gly Arg Gly Thr Asp Ile Lys Leu Gly
485 490 495

Glu Gly Val Lys Glu Leu Gly Gly Leu Ala Val Val Gly Thr Glu Arg



WO 2004/108932 PCT/DE2004/001107

500 505 510

His Glu Ser Arg Arg Ile Asp Asm Gln Leu Arg Gly Arg Ser Gly Arg
515 520 525

Gln Gly Asp Pro Gly Ile Thr Gln Phe Tyr Leu Ser Met Glu Asp Glu
530 535 ) 540

Leu Met Arg Arg Phe Gly Ala Glu Arg Thr Met Ala Met Leu Asp Arg
545 550 555 560

Phe Gly Met Asp Asp Ser Thr Pro Ile Gln Ser Lys Met Val Ser Arg
565 570 575

Ala Val Glu Ser Ser Gln Lys Arg Val Glu Gly Asn Asn Phe Asp Ser
580 585 - 590

Arg Lys Gln Leu Leu Gln Tyr Asp Asp Val Leu Arg Gln Gln Arg Glu
595 600 605

Val Ile Tyr Lys Gln Arg Phe Glu Val Ile Asp Ser Glu Asn Leu Arg
610 615 620

Glu Ile Val Glu Asn Met Ile Lys Ser Ser Leu Glu Arg Ala Ile Ala
625 630 635 640

Ala Tyr Thr Pro Arg Glu Glu Leu Pro Glu Glu Trp Lys Leu Asp Gly
645 650 655

Leu Val Asp Leu Ile Asn Thr Thr Tyr Leu Asp Glu Gly Ala Leu Glu
660 665 670

Lys Ser Asp Ile Phe Gly Lys Glu Pro Asp Glu Met Leu Glu Leu Ile -
€75 680 685

Met Asp Arg Ile Ile Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Glu Glu Gln Phe Gly
650 695 700

Lys Glu Gln Met Arg Glu Phe Glu Lys Val Ile Val Leu Arg Ala Val
705 ; 710 715 720

Asp Ser Lys Trp Met Asp His Ile Asp Ala Met Asp Gln Leu Arg Gln
725 730 735

Gly Ile His Leu Arg ala Tyr Ala Gln Thr Asn Pro Leu Arg Glu Tyr
740 ) 745 750

Gln Met Glu Gly Phe Ala Met Phe Glu His Met Ile Glu Ser Ile Glu
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