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Secretin systems in Bacillus subtilis

Abstract: B. subtilis is a Gram-positive bacterium which has an enormous ability to effectively secrete extracellular proteins directly
to the culture medium. Given its physiological and genetic characteristics, it has been used as a model organism to study secretion
pathways. Most of the proteins targeted outside the bacterial cell are exported via Sec pathway. Consequently, Tat, Com and ABC
systems play a minor role in the protein export. In most cases the presence of a signal peptide in the target protein is obligatory to
allow transport and its structure influences protein sorting in a cell. Numerous approaches were taken to eliminate limiting factors
such as control proteases or instability of some regions of the genome, resulting in the construction of strains heterologously producing
industrial enzymes or acting as a delivery tool for many antigens.

1. Introduction. 2. Secretion systems in Gram-positive bacteria. 3. General characteristics of protein transport in B. subtilis. 4. Sec
pathway. 4.1. Signal peptides. 4.2. Intracellular chaperones. 4.3. Sec secretion complex. 5. Tat pathway. 6. Com pathway. 7. ABC
pathway. 8. Factors supporting the folding of transported proteins. 9. Control proteases. 10. Heterologous protein secretion in
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1. Wstep

Bacillus subtilis, jeden z najdoktadniej przebada-
nych mikroorganizmoéw, jest traktowany jako modelo-
wy przedstawiciel bakterii Gram-dodatnich. Jest patecz-
ka izolowana ze §rodowiska glebowego lub z wody,
ktora dzigki zdolnosci do sporulacji moze przezy¢
w bardzo restrykcyjnych warunkach. Powszechnie wy-
korzystuje si¢ ja w produkcji zewnatrzkomorkowych
enzymow, witamin oraz innych komponentow na skalg
przemystowa, co przyczynia si¢ do poszerzania wiedzy
na temat zachodzacych w niej proceséw biochemicz-
nych, fizjologicznych i genetycznych.

B. subtilis jest historycznie zakwalifikowany jako
bakteria obligatoryjnie tlenowa, jednak istnieja bada-
nia dowodzace, ze jest zdolna do wzrostu takze w wa-
runkach anaerobowych, wykorzystujac azotany lub
azotyny jako koncowe akceptory elektrondéw [37]. Ko-
morki B. subtilis maja zdolno$¢ ruchu po powierzch-
niach statych okreslana jako ,,swarming motility”,
charakteryzujaca si¢ jednoczesnym przesuwaniem si¢
organizmoéw tworzacych populacje¢ bakteryjna po po-
wierzchniach [28].

Genom B. subtilis jest pierwszym w pelni zsekwen-
cjonowanym genomem glebowej bakterii Gram-dodat-

niej [31]. Ma on wielko$¢ 4,2 Mbp oraz niska zawar-
tos¢ par G+C. 53% gendéw kodujacych biatka to geny
obecne w genomie w 1 kopii, natomiast 25% to geny
nalezace do r6znych rodzin, ktére rozprzestrzenity si¢
poprzez duplikacje¢. Sposrod 4100 gendéw kodowanych
przez bakterig, tylko 192 sa niezb¢dne do przezycia
— potowa z nich bierze udziat w obrébce informacji,
a reszta w syntezie oston komérkowych, determinacji
ksztattu komorki, procesach podzialowych oraz ener-
getycznych [30].

2. Systemy sekrecyjne bakterii Gram-dodatnich

Bakteryjne biatka wydzielane na zewnatrz komorki
petnia wiele istotnych funkcji, do ktérych mozna zali-
czy¢ udziat w pozyskiwaniu sktadnikéw odzywczych,
komunikacj¢ migdzykomorkowa, usuwanie zwiazkow
toksycznych w srodowisku czy tez eliminacjg potencjal-
nych konkurentow [46]. W przypadku bakterii wirulent-
nych, wydzielane pozakomorkowo biatka sa gtéwnymi
determinantami wirulencji [43].

Budowa $ciany komorkowe;j bakterii Gram-dodat-
nich determinuje odmienne sposoby transportu bia-
fek niz w przypadku bakterii Gram-ujemnych, ktore
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posiadaja blong zewngtrzna oraz cytoplazmatyczna.
W tym aspekcie wyrdznia si¢ 6 systemow sekrecyjnych:

a) $ciezka Sec (Secretion),

b) Sciezka Tat (Twin-arginine translocation),

c) FEA (Flagella Export Apparatus),

d) FPE ( Fimbrin-Protein Exporter),

e) holiny,

f) Sciezka Wss.

Do sposobow sekrecji mozna takze zaliczy¢ rodzing
MscL (Large conductance Mechanosensitive ion chan-
nel) oraz aparat Tad (Tight adherence), pomimo ze nie
ma jeszcze dowodow eksperymentalnych potwierdza-
jacych ich wystepowanie [12].

Aby biatka bakterii Gram-dodatnich mogly by¢
przetransportowane na zewnatrz btony cytoplazmatycz-
nej, sq one zazwyczaj syntetyzowane jako prekursory
posiadajace peptyd sygnalowy (SP) rozpoznawany
przez rozpuszczalne czynniki kierujace do kanatu trans-
portowego, odcinany w trakcie transportu [38]. Uwol-
nione biatko zwija si¢ do swojej struktury natywnej,
o ile nie ulega sekrecji w formie zwinigtej [46]. Sro-
dowisko po stronie zewngtrznej blony komodrkowej
zawiera duze st¢zenia jonéw natadowanych ujemnie,
neutralizowanych przez dwuwartosciowe kationy tj.
Ca®", Mg?" czy Fe?*, co wyzwala proces zwijania [5].
Waznym czynnikiem warunkujacym prawidlowy prze-
bieg procesu transportu jest brak powstawania agrega-
tow biatkowych podczas zwijania, mogacych bloko-
waé podziaty komérkowe i prowadzacych do $mierci
komorki. Szybko nastepujace zwijanie, ulatwione przez
obecnos¢ chaperondw i innych czynnikéw wspomaga-
jacych (propeptyddw, izomeraz i jondw metali) chroni
przed agregacja.

3. Ogélna charakterystyka transportu bialek
u B. subtilis

Wigkszo$¢ informacji dotyczacych transportu u bak-
terii Gram-dodatnich opiera si¢ na badaniach B. subti-
lis. Dzieje sig¢ tak wskutek znajomosci catkowitej se-
kwencji genomu tej bakterii i badan, ktore pozwolity na
okreslenie funkcji wigkszo$ci genow z wykorzystaniem
prawie 3000 mutantow insercyjnych [30]. Bardzo
istotna jest tutaj zdolno$¢ B. subtilis do produkcji en-
zymow wykorzystywanych w przemysle, takich jak
proteazy czy a-amylazy, ktore sa bardzo wydajnie wy-
dzielane bezposrednio do podtoza hodowlanego [17].
Pomimo to, specyfika Sciezki sekrecyjnej, budowa
oston komoérkowych oraz obecno$¢ proteaz kontrol-
nych uniemozliwiaja uzyskanie produkcji biatek hete-
rologicznych na wysokim poziomie.

Biatka powstajace w wyniku translacji mRNA sa
sortowane do réznych rejonéw komorki w zaleznosci
od obecnosci peptydu sygnalowego w aminokwasowej
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Rys. 1. Sciezki transportu bialek u B. subtilis

sekwencji preproteiny. Niektore z nich pozostaja na
powierzchni btony lub $ciany komoérkowej, co jest
analogiczne do przetransportowywania biatek do pery-
plazmy bakterii Gram-ujemnych. Elementami kotwi-
czacymi w blonie sa segment transmembranowy (TM,
transmembrane) lub modyfikacja lipidowa wprowa-
dzana przez transferaz¢ diacyloglicerolowa Lgt, czyli
tzw. ,,lipobox”. Natomiast biatka kotwiczone w $cia-
nie charakteryzuja si¢ obecnoscia C-koncowych po-
wtorzen wiagzacych o duzym powinowactwie do sktad-
nikow peptydoglikanu.

Transport biatek odbywa si¢ gtownie na drodze Sec
lub Tat. Specjalne klasy bialek stanowia pseudopiliny
uczestniczace w pobieraniu egzogennego DNA, ekspor-
towane na drodze Com, a takze bakteriocyny i feromo-
ny wydzielane dzigki transporterom ABC (Rys. 1) [47].

4. System sekrecji Sec

Wigkszos¢ bialek przeznaczonych do sekrecji na ze-
wnatrz komorki wydzielanych jest za pomoca systemu
sekrecji Sec. Jest on niezbedny do przezycia bakterii,
a jego cecha charakterystyczna jest to, ze biatka trans-
portowane sa w formie niezwinigtej. Analiza proteomicz-
na sekretomu B. subtilis dowiodta, ze wsrod 300 poten-
cjalnych biatek eksportowych 135 posiada sekwencje
sygnatowe kierujace do transportu na $ciezce Sec [46].

4.1. Peptydy sygnalowe
System Sec bierze udziat w transporcie substratow

2 typow: biatek i lipoprotein. W obu przypadkach pep-
tydy sygnalowe posiadaja jednakowa organizacje struk-
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turalna — dodatnio natadowany N-koniec (N), hydro-
fobowy rdzen (H) oraz region cigcia (C) rozpoznawany
przez peptydazy sygnatowe (SP-azy). Region N posia-
da z reguty 2 lub 3 reszty lizyny (L) lub argininy (R)
i odpowiedzialny jest za oddzialywanie z aparatem
sekrecyjnym (1) oraz z ujemnie natadowanymi fosfoli-
pidami w dwuwarstwie lipidowej podczas przekracza-
nia btony komorkowej [13]. Region H w wigkszosci
biatek zawiera reszt¢ zatamujaca helis¢ (glownie gli-
cyng lub proling), ktore umozliwiajg utworzenie struk-
tury spinki do wlosow i w konsekwencji insercje do
btony komoérkowej. Domena C-konicowa niesie nato-
miast sekwencje, ktora jest nacinana przez peptydaze
sygnatowa. W zaleznos$ci od typu dziatajacego enzy-
mu, rézny jest konsensus rozpoznawanej sekwencji
oraz dlugos¢ peptydu. Peptydazy sygnatowe typu I, do
ktorych u B. subtilis zaliczamy 5 biatek (SipS, T, U,
V, W), rozpoznaja sekwencje o dlugosci ok. 30 amino-
kwasow z sekwencja konsensusowa cigcia AXA [17].
Obecnos$¢ kilku typow SP-az jest charakterystyczna
dla B. subtilis 1 odroznia go od innych bakterii, archeo-
néw oraz retikulum endoplazmatycznego drozdzy.
SipS i T sa gtownymi SP-azami i obecno$¢ jednej z nich
jest niezbedna do przezycia. Pozostate maja zachodza-
ce 1 dajace si¢ zastgpowaé funkcje [3]. Lipoproteiny
posiadaja krotsze regiony N i H oraz inny konsensus
sekwencji ,,Lipobox” cigtej przez peptydaze [44]
(Rys. 2). Lipoproteiny sa przecinane przez SP-azg
typu II, LspA, ktora rozpoznaje sekwencj¢ o konsen-
susie LAG. Niezmienna w regionie ,,Lipobox” cysteina
jest celem modyfikacji lipidowe;j i pierwsza reszta doj-
rzalej lipoproteiny po przecigciu przez SP-azg II.
Wewnatrzkomoérkowe kierowanie biatek do trans-
portu i ich obrobka nie zalezy jedynie od obecnos$ci
sekwencji sygnatowej, ale rowniez od tego, czy pre-
proteina bedzie utrzymana w stanie kompetencji se-
krecyjnej, zalezacej m.in. od tego, czy biatko bedzie
posiadato konformacj¢ rozwinigta. Biatka, ktore w du-
zej mierze znajduja si¢ w strukturze Ill-rzgdowej nie
ulegaja wydzielaniu. Znane sa 23 biatka B. subtilis nie
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Rys. 2. Organizacja strukturalna peptydow sygnatowych
systemu Sec u B. subtilis.
Regiony N, H i C wyroznione sa poprzez cieniowanie, a ich dhu-
gosci (liczba reszt aminokwasowych) podane sa w nawiasach.
A. Peptyd sygnalowy biatka cigty przez peptydazg sygnalowa
typu L. B. Peptyd sygnatowy lipoproteiny odcinany przez pepty-
dazg sygnatowa typu II.

posiadajace typowych peptydow sygnatowych, a ktore
odnajdywane sa w podtozu hodowlanym. Istnieja 3 po-
tencjalne drogi ich eksportu: poprzez holiny kodowane
przez profagi tworzace pory w btonie komorkowe;j,
poprzez aparat bioracy udziat w tworzeniu rzgski (fla-
gellina Hag oraz 2 biatka zwiazane z hakiem) oraz
dzigki lizie komorkowej [46].

4.2. Wewnatrzkomoérkowe chaperony

Za utrzymanie bialek zaleznych od $ciezki Sec
w stanie kompetencji sekrecyjnej odpowiedzialne sa
wewnatrzkomorkowe chaperony. Podobnie jak inne
bakterie Gram-dodatnie, B. subtilis posiada czasteczke
SRP oraz biatko SecA, ktdére biorg udziat w tym pro-
cesie. Brak jest tu homologa SecB, ktory uzupetnia
funkcje SecA u E. coli [52]. SRP jest kompleksem
rybonukleoproteinowym, ktéry oddziatuje z hydrofo-
bowymi regionami preprotein i dostarcza je do kanatu
sekrecyjnego znajdujacego si¢ w btonie komorkowe;.
W sktad czasteczki wchodzi mate cytoplazmatyczne
RNA (scRNA, small cytoplasmic RNA) stanowiace
rdzen oraz 2 biatka: Ffh o aktywnos$ci GTP-azy i histo-
nopodobne HBsu. SRP wiaze kotranslacyjnie prepro-
teing zawierajaca peptyd sygnatowy i dostarcza ja do
receptora SRP (SR) zakotwiczonego w btonie (biatko
FtsY). Obecnos¢ zwiazanego GTP umozliwia oddzia-
lywanie SRP-SR ze soba poprzez motywy GTP-azowe
oraz przekazanie tancucha polipeptydowego do kanatu,
przez ktory odbywa sig transport. Przekazanie to indu-
kuje hydroliz¢ GTP, kompleks SRP-SR rozpada sig,
a jego uwolnione sktadowe moga przystapi¢ do kolej-
nych rund kierowania bialek do transportu. 4,5 S RNA
wchodzace w sklad SRP katalizuje reakcje oddzia-
lywania migdzy biatkami Fth i FtsY oraz wzmacnia
aktywno$¢ GTP-azowa kompleksu Ffh-FtsY. Moduluje
ono aktywnos¢ biatka Ffh dzigki zmianie konformacji
w domenie M wiazacej sekwencj¢ sygnatowa oraz lin-
kerze NG, ktory z kolei bierze udzial w oddziatywa-
niu z czasteczka SR [8]. Transport bialek z r6znymi
sekwencjami sygnalnymi w r6znym stopniu zalezy od
Fth czy FtsY, a eliminacja jednego z nich powoduje
zahamowanie sekrecji na ro6znych poziomach w zalez-
nosci od typu biatka [52]. Duza hydrofobowos¢ pep-
tydow sygnatowych preprotein bakterii Gram-dodat-
nich, a takze nieobecnos¢ homologa SecB sprawia, ze
SRP odgrywa kluczowa rolg w sekrecji.

Funkcje chaperonu wewnatrzkomorkowego petni
rowniez biatko SecA o masie czasteczkowej 204 kDa
i dlugosci tancucha 801 aminokwasow. Jest ono sktad-
nikiem kompleksu sekrecyjnego i katalizuje transport
preproteiny na zewnatrz komorki bakteryjnej. Jest
to helikaza RNA z nadrodziny 2, w obrgbie ktorej
znajduje si¢ struktura DEAD o aktywnos$ci ATP-azo-
wej stanowiaca rdzen biatka. Zawiera ona 9 motywow
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Rys. 3. Budowa biatka SecA. 1. Model przestrzenny biatka
SecA B. subtilis (IM6N.pdb).

Domeny NBD, IRA 2, PBD oraz C-konicowa zostaty zréznicowane ko-
lorystycznie. 2. Schemat liniowy biatka SecA z zaznaczonymi numerami
pierwszych aminokwasow
danej domeny.

charakterystycznych dla nadrodziny 2 i obejmuje 2 do-
meny — domen¢ NBD wiazaca nukleotydy, ktora ma
strukturg nieciaglta (1-220 i 378420 aa) oraz IRA2 re-
gulujaca aktywnos$¢ domeny ATP-azowej (421-610 aa).

Motor DEAD nabiera specyficzno$ci dla réznych
procesow katalitycznych dzigki dodatkowym moty-
wom strukturalnym obecnym w biatku. Jeden z nich
jest przytaczony do C-konca domeny IRA2 (611-—
832 aa) i reguluje jej mobilno$¢ poprzez jej spinanie z
NBD. Drugi z motywow tworzy niezalezna domeng
strukturalng na odcinku od 221 do 377 aminokwasu.
Ma on forme gtowki (,,bulb”) potaczonej z NBD po-
przez petle (,,stem”) uformowana z 2 antyrownole-
glych B-kartek (odpowiednio B1 i f7; Stem_, i Ste-
m, ). Petla jest fizycznie zakorzeniona w NBD bez
naruszania jej integralnosci, a czg$¢ wystajaca na ze-
wnatrz okala czg$ci domeny C-koncowej [40]. W
sktad domeny C-terminalnej wchodza rowniez mniej-
sze jednostki strukturalne, wérdd ktorych wyrdznia sig
dhluga o-helikalna domeng SD stanowiaca rusztowa-
nie (scaffold domain, HSD), struktur¢ spinki do wto-
sow IRA1, domeng WD (winged domain, HWD) oraz
elastyczny region o nieznanej organizacji krystalogra-
ficznej [15]. Strukture bialka SecA przedstawia Rys. 3.

Bialko SecA umozliwia sekrecj¢ preproteiny na ze-
wnatrz komorki bakteryjnej dzigki cyklom hydrolizy
ATP. Dostarczaja one duzych porcji energii niezbed-
nych do znacznych zmian konformacyjnych, ktére
umozliwiaja otwieranie kanatu sekrecyjnego i eksport
bialek. Rozpuszczalna forma cytoplazmatyczna biatka
SecA ma wysokie powinowactwo do ATP oraz bardzo

niskie tempo uwalniania ADP, przez co nie jest zdolna
do wiazania preproteiny w miejscu PBD. Inhibitorem
aktywnosci ATP-azowej sa tu jony Mg?". Interakcja
migdzy biatkiem SecA z btona komérkowa powoduje
niskie powinowactwo do ATP, a ADP nadal jest uwal-
niane w niewielkim stopniu, jednakze zachodzaca na
niskim poziomie hydroliza indukuje zmiany konforma-
cyjne miedzy SecA a biatkami kompleksu SecYEG.
Dopiero zwiazanie preproteiny przez SecA wyzwala
wielokrotne cykle hydrolizy ATP, co prowadzi do
przetransportowania substratu biatkowego do $rodo-
wiska zewnatrzkomorkowego [42].

Specyficzna interakcja pomigdzy biatkiem SecA
a sekwencja sygnalowa preproteiny jest czynnikiem
umozliwiajacym oddzielenie bialek sekrecyjnych od
tych, ktére pozostana wewnatrz komorki bakteryjne;.
Biatko chaperonowe systemu Sec posiada zdolnosé¢
rozrdzniania setek réznych peptydow sygnatowych,
dla ktérych nie mozna wyodrgbni¢ sekwencji zgodnej
z konsensusem. Badania z uzyciem znakowania izo-
topami oraz wykorzystanie metody NMR dowiodto,
ze propeptydy formuja struktur¢ o-helikalna, ktora
wiaze si¢ z elastyczna i wydluzona bruzda biatka SecA
za pomoca regionéw o charakterze hydrofobowym
oraz natadowanym [15]. Odmienne sekwencje sygna-
lowe powoduja bardzo podobne zmiany w organiza-
cji chemicznej aminokwasow wchodzacych w sktad
bruzdy SecA, co sugeruje, ze struktura ta jest odpo-
wiedzialna za rozpoznawanie substratow transporto-
wych. Rowek ten tworzony jest na powierzchni po-
wstajacej na powierzchni 2 domen: PBD i IRAI.
Rejon wiazacy preproteing u B. subtilis powstaje po-
migdzy subdomenami PPXD (preprotein crosslinking
domain) oraz domenami HWD i HSD znajdujacymi
si¢ w C-koncu biatka [11].

Mechanizm przekazania preproteiny z biatka SecA
do kanatu transportowego jest nie do konca wyjasnio-
ny, pomimo znajomosci struktur krystalograficznych
poszczegblnych domen. Biatko SecA w posrednim
stanie hydrolizy ATP i wiazace preproteing taczy si¢
prawdopodobnie z jedna niebioraca udzialu w sekre-
cji czasteczka SecY kanatu transportowego, a nastgp-
nie przemieszcza tancuch polipeptydowy z wykorzy-
staniem sasiedniego bialka SecY [39]. Do procesu
sekrecji niezbgdne sa duze zmiany konformacyjne
w chaperonie SecA, w wyniku ktéorych domena wia-
zaca preproteing kontaktuje si¢ z rownoczesnie z do-
menami NBD1 i NBD2, a powierzchnia powstata w
wyniku tego oddziatywania idealnie dopasowana jest
do bocznego wejscia do kanatu sekrecyjnego. W trans-
porcie decydujaca rolg odgrywa struktura palca utwo-
rzonego przez 2 helisy SecA, ktérego koniec porusza
si¢ w gore i w dot kanatu w trakcie cyklu hydrolizy
ATP, wpychajacego polipeptyd do wngtrza [53]. Mo-
del sekrecji obrazuje Rys. 4.
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Rys. 4. Model sekrecji przeprowadzanej przez biatko SecA.

1. Zamknigta struktura biatka SecA uczestniczy w interkalacji peptydu sygnatowego biatka do kanalu tworzonego przez biatka SecY.
2. Hydroliza ATP powoduje, ze klamra SecA przybiera formg otwarta i oddysocjowuje od polipeptydu, umozliwiajac interakcje
helikalnego palca z biatkiem, co prowadzi do przemieszczania biatka do wewnatrz kanatu sekrecyjnego.

4.3. Kompleks sekrecyjny Sec

Kompleks sekrecyjny systemu Sec B. subtilis wyka-
zuje duze podobienstwo do jego odpowiednika u E. coli.
Kanat transportowy tworzony jest przez 3 biatka:
SecY, SecE 1 SecG, ktore stanowia rdzen heterotrime-
rycznego kanahlu, ktory oddziatuje z biatkiem SecA.
Biatka SecY i SecE sa niezbedne do przezycia, nato-
miast mutacje w genie secG prowadza do wytworzenia
fenotypu termowrazliwego [48]. Pier§cien taczy si¢ po
stronie zewngtrznej blony cytoplazatycznej z innym
heterotrimerycznym kompleksem, w sktad ktérego
wchodza biatko SecDF bedace fuzja biatek SecD i SecF
E. coli oraz biatko YrbF. Jego funkcja nie jest do konca
poznana, lecz moze on bra¢ udziat w p6zniejszych eta-
pach wydzielania — istnieja sugestie, ze SecD uczest-
niczy w odcinaniu przetransportowanego polipeptydu.
Inne mozliwe funkcje to odcinanie peptydow sygna-
towych od kanatow kompleksu Sec, a takze regulacja
formowania kanatéw transportowych [11]. Zwiazanie
si¢ ATP z biatkiem SecA prowadzi do sieci insercji
C-konca do wewnatrza kanalu SecYEG, a nastepnie
do wprowadzenia krétkiego odcinka preproteiny. Hy-
droliza ATP powoduje uwolnienie preproteiny oraz
oddysocjowanie SecA, a dalszy transport jest uwarun-
kowany powtorzonymi cyklami hydrolizy ATP, o czym
wspomniano juz wczesniej [46]. Transportowi biatek
towarzyszy takze proces odcinania peptydow sygna-
towych. Jest on przeprowadzany przez peptydazy
sygnatowe (SP-azy) typu I i II, zwiazane z btona cyto-
plazmatyczna. Peptydy sygnatowe sa odcinane, kiedy
C-koniec transportowanego biatka pojawi si¢ po stro-
nie zewnatrzkomorkowej blony.

5. System sekrecji Tat
System sekrecji Tat w odréznieniu od systemu Sec

shuzy do przetransportowywania z komorki biatek
o strukturze natywnej, zwini¢tej. Aby biatko zostalo

skierowane na t¢ drogg sekrecji, musi posiadaé peptyd
sygnatowy rozpoznawany przez specyficzne chapero-
ny. Peptydy sygnatowe Tat sgq z reguly dluzsze (ok.
37 aminokwasdéw) i mniej hydrofobowe niz ich odpo-
wiedniki w substratach systemu Sec. U E. coli i in-
nych bakterii Gram-ujemnych charakterystyczne jest
wystegpowanie motywu 2 arginin RR/RK (twin-argi-
nine motif) pomigdzy regionami N i H [32). Struktura
peptydu sygnatowego zostata przedstawiona na rys. 5.
Jongbloed iwsp. [26] sugeruja, ze u bakterii Gram-
dodatnich, w tym u B. subtilis, motyw ten jest mniej
przydatny w poszukiwaniu substratow transportowych
sciezki Tat i ze kryteria wyznaczania ich musza by¢
zmienione ze wzgledu na selektywnos¢ systemu.
Sktadnikami maszynerii sekrecyjnej sa biatka TatA,
TatB, TatC oraz TatE, sposrod ktorych TatA, TatB
i TatE sa strukturalnie podobne do siebie. TatA i TatE
moga by¢ uzywane zamiennie, w zwiazku z czym
obecno$¢ jednego z nich oraz TatB 1 TatC jest niezbgd-
na, aby biatko moglo ulec sekrecji. W odroznieniu od
E. coli czy wigkszosci pozostalych bakterii, B. subtilis
posiada dwa geny fatC, oznaczane jako tatCd i tatCy.
Powyzej nich lezy odpowiednio gen tatAd lub tatAy.
Trzeci gen tatAc nie jest genetycznie spokrewniony
z pozostatymi. Sposréd 14 wydzielanych pozakomor-
kowo biatek B. subtilis posiadajacych motyw RR/KR
zidentyfikowanych za pomoca techniki spektrometrii
masowej MALDI-TOF, udowodniono ze tylko 1 biatko
PhoD jest catkowicie zalezne od systemu transportu Tat

W_L

= 3733 _

TCaxA

Rys. 5. Organizacja strukturalna peptydow sygnatowych
systemu Sec u B. subtilis
Regiony N, H i C wyroznione sa poprzez cieniowanie, a ich dtugosci
(liczba reszt aminokwasowych) podane sa w nawiasach. W obrgbie
regionu N 2 reszty argininowe oznaczone zostaly symbolem ,,RR”.
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Rys. 6. Model struktury translokonu Tat. Biatka TatA, TatB i TatC zostaly oznaczone odmiennym cieniowaniem.
TatB oddziatuje z peptydem sygnalowym preproteiny, co prowadzi do sekrecji.

[26]. Trzy z pozostatych 13 (LipA, WapA i YolA)
transportowane sa dzigki $ciezce sekrecji Sec, o czym
$wiadczy zablokowanie eksportu przy zastosowaniu
azydku sodu [26]. Nowsze badania dowiodly istnie-
nia jeszcze jednego substratu Tat u B. subtilis, ktérym
jest YwbN [27].

Kompleks sekrecyjny Tat zbudowany jest z biatek
TatA, TatB i TatC. Najwigkszym i najbardziej konser-
wowanym genetycznie sktadnikiem jest TatC, ktore
u E. coli posiada 6 domen transmembranowych oraz
C-koniec i N-koniec wystajacy do czesci cytoplazma-
tycznej komorki bakteryjnej. Stuzy ono jako region
inicjujacy oddzialywanie z peptydem sygnalowym
proteiny. Biatko TatB posiada N-koncowy motyw
transmembranowy, za ktérym znajduje si¢ motyw za-
wiasowy prowadzacy do helikalnego regionu moga-
cego uktada¢ si¢ wzdtuz btony komoérkowej od strony
cytoplazmy. TatB oddziatuje z cata dlugoscia peptydu
sygnatowego i prawdopodobnie posredniczy w inter-
akcji miedzy substratem a TatA i TatC. TatA posiada
podobna do TatB strukture i bierze udziat w pozniej-
szych etapach sekrecji. Prawdopodobnie jest kluczo-
wym bialkiem uczestniczacym w wytworzeniu poru
sekrecyjnego, ktory powstaje z potaczenia C-konca
TatB z N-koncem TatC. Oczyszczono takze kompleksy
TatA i TatB, co §wiadczy o tym, ze kompleks Tat jest

bardzo dynamiczng struktura [32]. Rys. 6 przedstawia
organizacje systemu sekrecyjnego Tat.

Waznym elementem procesu sekrecji biatek jest
rozpoznanie tych, ktore znajduja si¢ w konformacji na-
tywnej. Udzial w tym procesie maja chaperony oraz
liczne kofaktory czgsto odnajdywane w tych samych
operonach, co substraty systemu i ktore okresla sig
mianem REMP (redox enzymes maturation proteins).
Prawidtowo zwinigte biatko indukuje przytaczenie si¢
chaperonéw 1 innych kofaktoréw do niego, a dzigki
sile protonomotorycznej formowany jest kanat sekre-
cyjny, przez ktory zachodzi transport biatka (gltéwnie
przy udziale TatA) [2].

6. System sekrecji Com

System sekrecji Com ma mniejszy od wczesniej
wymienionych systemow udziat w eksporcie biatek na
zewnatrz komorki bakteryjnej. Biatka ulegajace sekre-
cji przy jego udziale maja znaczenie przy wytwarza-
niu stanu kompetencji komorek B. subtilis. Ich obec-
no$¢ jest niezbedna do wytworzenia pilusa, ktory
umozliwia kontakt DNA z odpowiednim recepto-
rem na powierzchni komorki (biatko ComEA). Znane
sa 4 biatka, w ktorych znajduje si¢ pseudopilinowa
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sekwencja sygnatowa, wykazujace podobienstwo do
pilin typu IV i biatek II systemu sekrecji bakterii
Gram-ujemnych [35]. Zalicza si¢ do nich biatka
ComGC, ComGD, ComGE oraz ComGG. Peptydy
sygnalowe maja dlugo$¢ 33 aminokwasow, i skladaja
si¢ z 3 czesci N, H i C, jednakze w przeciwienstwie
do systemow Sec i Tat miejsce cigcia C jest potozone
nie w C-koncu, a pomigdzy pozostalymi domenami.
Konsensusowa sekwencja K-G-F potozona w pozycji
od -2 do +1 jest rozpoznawana przez peptydaze syg-
natowa ComC, ktéra dziala po cytoplazmatycznej
stronie btony [34]. ComC jest ponadto odpowiedzialne
za metylacje fenyloalaniny w pozycji +1.

Substraty systemu Com przed odcigciem sekwen-
cji sygnatowej zlokalizowane sa gtdéwnie w btonie cy-
toplazmatycznej, a cigcie proteolityczne powoduje
przemieszczenie si¢ na zewnetrzna strong btony. Do
utrzymania stabilnosci ComGC istotna jest obecnosc
oksydoreduktazy dwusiarczkowej BdbGC, ktora
prawdopodobnie katalizuje powstanie wewngtrznego
mostka disiarczkowego w tym biatku [9]. Biatka
ComG biora zapewne udzial w tworzeniu kanatu prze-
cinajacego btong (jeden lub kilka typow biatek) lub w
reorganizacji budowy §ciany komérkowej, umozliwia-
jac interakcje DNA z receptorem ComEA [10].

Piliny typu IV polimeryzuja w pili, stanowiace dtu-
gie asymetryczne wtokna, ktore maja znaczenie w adhe-
zji oraz ruchliwosci. Pseudopiliny bedace czynnikami
kompetencji moga formowac takie struktury przy nad-
ekspresji tych bialek, jednakze brak jest dowodow
eksperymentalnych na obecno$¢ takich komplekséw. Po-
twierdzono natomiast, ze gtéwna pseudopilina B. sub-
tilis ComGC tworzy multimetryczne kompleksy pota-
czone kowalencyjnie mostkami disiarczkowymi [9].

7. System sekrecji ABC

Feromony oraz bakteriocyny stanowia odrgbna
grupe biatek transportowanych na zewnatrz komorki
B. subtilis. Sa to zwiazki posiadajace aktywnosc¢ anty-
bakteryjna, ktora jest skierowana przeciw innym przed-
stawicielom bakterii Gram-dodatnich [29]. Transport
odbywa si¢ dzigki transporterom ABC (ATP-binding
cassette), ktore odnajdywane sa takze u eukariontow.
Naleza one do duzej rodziny wielopodjednostkowych
permeaz, ktore wybidrczo przenosza substraty takie
jak jony, aminokwasy, peptydy, antybiotyki czy poli-
sacharydy na zewnatrz komorki lub do jej wngtrza.
U B. subtilis transportery ABC uczestnicza w eksporcie
lantybiotykow i1 feromondw, ktére posiadaja specy-
ficzna sekwencjg sygnatowa, zwana tu czgsto peptydem
liderowym [33]. W przeciwienstwie do substratow
systemow Sec, Tat czy Com, nie posiada on regionu H,
a jedynie N i C. Dlugo$¢ peptydu liderowego waha si¢

pomigdzy 23 a 30 resztami aminokwasowymi. Do-
datkowa jego rola jest ochranianie komorki przed
aktywnoscia antybakteryjna preproteiny, gdyz w jego
obrgbie zachodza modyfikacje posttranslacyjne.

Do zaj$cia transportu posredniczonego przez trans-
porter ABC wymagany jest naklad energii pocho-
dzacy z hydrolizy ATP. Typowy transporter zbudowa-
ny jest z dwoch domen hydrofobowych spinajacych
btong komdrkowa (MSD), z ktorych kazda zawiera
6 segmentow i odpowiada za formowanie kompleksu
sekrecyjnego oraz z 2 domen hydrofilowych wiaza-
cych nukleotydy (NBD) znajdujacych si¢ po stronie
cytoplazmatycznej btony [41]. Domena NBD sktada
si¢ z krotkich odcinkéw wysoko konserwowanej
sekwencji: motywoéw WalkerA i WalkerB, ktore two-
rza kieszen wiazaca ATP, motywu znacznikowego
potozonego pomigdzy nimi oraz potozonego ponizej
WalkerB motywu z konserwowana reszta histydy-
ny. W MSD nie wyrdznia si¢ fragmentéw o bardzo
konserwowanej sekwencji. Przykladami lantybioty-
kéw przenoszonych dzigki systemowi ABC sa subla-
cyna 168 i subtilina B. subtilis. W przypadku subtiliny
transporter zbudowany jest z 2 biatek SpaT (NBD)
i SpaB (MSD) [33].

8. Czynniki wspomagajace zwijanie
transportowanych bialek

Aby biatka, ktore ulegaja sekrecji byty funkcjonal-
ne, musza ulec prawidlowemu zwijaniu, czyli uzyska-
nia natywnej konformacji. U B. subtilis znane sa
3 czynniki warunkujace ten proces: propeptydy, izo-
merazy oraz jony metali.

Propeptydy sa krotkimi odcinkami znajdujacymi sig
miedzy peptydem sygnatowym a dojrzatym biatkiem
w produkcie translacji, o dlugosci od 70 do 200 amino-
kwasow. Nie sa one bezposrednio zaangazowane w pro-
ces transportu, jednak ich obecno$¢ jest niezwykle
wazne w procesie obrobki postsekrecyjnej, ktora pro-
wadzi do wytworzenia stabilnej formy transportowa-
nego polipeptydu. Ich rola jest przyspieszanie zwija-
nia poprzez stabilizacjg kompleksow posrednich lub
formowanie rdzenia zapoczatkowujacego proces [49].
W przypadku subtylizyny, propeptyd pozostajacy w bli-
skim sasiedztwie dojrzatego biatka jest tymczasowym
inhibitorem jego aktywnos$ci. Dopiero autokatalityczne
wycigcie si¢ tego odcinka i jego degradacja zezwalajq
na pelng aktywno$¢ enzymatyczna [17]. Znanych jest
kilka biatek B. subtilis, w ktorych za peptydem sygna-
lowym znajduje si¢ krotki odcinek zbudowany z amino-
kwasow nie odnajdowanych w sekwencji dojrzalego
biatka. Ich obecnos$¢ nie jest konieczna do zajécia pro-
cesu sekrecji czy zwijania do wiasciwej konformac;ji,
a ich usuwanie odbywa si¢ na zasadzie niespecyficznego
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cigcia proteolitycznego w srodowisku, do ktérego
biatko jest transportowane [45].

Zwijanie postsekrecyjne bialek sekrecyjnych B. sub-
tilis jest nadzorowane przez niewielka ilo$¢ biatek.
Zalicza si¢ do nich lipoproteing PrsA niezbedna do
wzrostu bakterii oraz SpolllJ i YqjG o podobnej roli.
Nokaut genu prsA prowadzi do istotnych zmian mor-
fologicznych i $mierci komorki. Obnizone stgzenia
biatka w komorce skutkuja natomiast zwigkszonym
poziomem degradacji bialek zaleznych od PrsA, ktore
zostaty przetransportowane. Molekularne wyja$nienie
sposobu, w jaki PrsA ulatwia zwijanie biatek jest
nieznany, chociaz wiadomo, ze biatko wykazuje po-
dobienstwo do izomeraz peptydylowo-propylowych
(PPlaz) z rodziny parwulinowych, ktore zwigkszaja
tempo zwijania biatek z resztami cis-prolylowymi.

Kolejnym czynnikiem, ktory warunkuje proces
zwijania eksportowanych biatek jest obecnos¢ dwu-
wartosciowych jonow metali w Srodowisku komor-
ki bakteryjnej, szczegdlnie bogatym w jony Ca®*,
Fe3" i Mg?". Wiele z przetransportowywanych biatek
to metaloproteazy, ktére wymagaja kationéw metali
do prawidlowego zwijania, stabilnosci i aktywnosci.
Wplyw jondéw na proces nabierania natywnej konfor-
macji zalezy od catosciowego tadunku na powierzch-
ni $ciany komorkowej i jest czesciowo modyfikowany
przez poziom D-alanylacji kwasu tejchojowego, na co
wskazuje wzrost stezenia joné6w na powierzchni ko-
morki, a co za tym idzie wzrost produkcji wielu sekre-
cyjnych bialek bedace skutkiem inaktywacji operonu
dlt odpowiedzialnego za alanylacje [17].

9. Proteazy kontrolne

Istnieje mozliwo$¢, ze przetransportowane biatko
nie zostanie uwolnione z kanatlu sekrecyjnego lub na-
stapi nieuprawnione zwiazanie ze $ciana komorkowa
w strefie wzrostu, co prowadzitoby do zahamowania
wzrostu i $mierci komorki. Za kontrolg biatek zwigza-
nych z powierzchnia blony i §ciany komérkowej oraz
degradacj¢ nieprawidtowych odpowiadaja tzw. ,,pro-
teazy kontrolne”. B. subtilis koduje 5 takich proteaz,
z ktorych gtowne WprA, HtrA i HtrB sa proteazami
serynowymi. Enzymy te sa indukowane w odpowiedzi
na czynniki stresowe zwiazane ze ztym zwinigciem
lub fizjologiczne (tj. ciepto), ktéore moglyby naruszy¢
strukture biatek. Ich obecnos$¢ jest gtowna przeszkoda
w produkcji bialek heterologicznych w B. subtilis.
WprA jest biatkowym produktem genu wprd zwiaza-
nym ze $ciang komorkowa (wall associated protein),
ktorego produkt translacji ma 96 kDa, ale jest cigty pro-
teolitycznie po przetransportowaniu. W $cianie odnaj-
dywane sa 2 biatkowe produkty: CWBP23 pochodza-
ce z N-konca polipeptydu oraz CWBP52 pochodzenia

C-koncowego polaczone 21 kDa linkerem. CWBP52
stanowi proteaze serynowa, a CWBP23 jest prawdo-
podobnie propeptydem stymulujacym zwijanie pro-
teazy. Enzym jest aktywny prawdopodobnie w prze-
strzeni pomig¢dzy btona a $ciang komoérkows, o czym
$wiadczy udzial proteazy w inaktywacji termowrazli-
wej peptydazy sygnalowej S [7]. Wiedza dotyczaca
sygnatu indukujacego naczelna proteazg kontrolna
jest jednak niepetna. Proteazy HtrA i HtrB prawdopo-
dobnie sa zwiazane z btona komoérkowa i1 posiadaja
duza pozacytoplazmatyczna domeng proteazy seryno-
wej. Geny kodujace te biatka sa aktywowane w odpo-
wiedzi na stresy sekrecyjne tj. nadprodukcja czy szok
cieplny na 2-sktadnikowej $ciezce transdukcji sygna-
tu CssR-CssS. Receptor CssR w wyniku stresu ulega
fosforylacji i w formie aktywnej indukuje ekspresje
genow htrd 1 htrB [50].

10. Produkcja bialek heterologicznych w B. subtilis

Zdolno$¢ B. subtilis do bardzo wydajnego poza-
komoérkowego wydzielania enzymow jest od lat wy-
korzystywana w przemysle do produkcji enzymow czy
witamin. Znajomo$¢ kompletnego genomu, przyzna-
nie gatunkowi statusu ,,GRAS” (generally regarded
as safe), wysoka odporno$¢ na niekorzystne warunki
dzigki wytwarzaniu spor, niskie koszty prowadzenia
hodowli oraz fakt, ze biatka nie sa po przetransporto-
waniu wiagzane w obrgbie blony zewngtrznej sprawity,
ze zaczeto rozpatrywaé B. subtilis jako narzedzie do
produkcji heterologicznej biatek o znaczeniu farmako-
logicznym czy immunologicznym [18]. Szczegolnie in-
teresujacym obszarem badan jest wykorzystanie zmo-
dyfikowanych szczepow B. subtilis jako wektoréw do
immunizacji. Dotychczasowe proby stworzenia szcze-
pionki opartej na zrekombinowanych szczepach doty-
czyly produkcji antygenow w postaci biatek powierzch-
niowych lub wydzielanych do podtoza hodowlanego.

B. subtilis postuzyt jako wektor do ekspresji antyge-
nu ochronnego (PA) B. anthracis, bedacego gtéwnym
celem dla neutralizujacych przeciwciat, a ktory byt
otrzymywany bezposrednio z hodowli patogenu. Sklo-
nowanie genu kodujacego PA na plazmidzie ekspre-
syjnym doprowadzito do efektywnej sekrecji w pelni
immunogennego antygenu przez zrekombinowane
szczepy [23]. Systemy oparte na plazmidach wykorzys-
tano takze do produkcji toksyny krztusca (Bordetella
pertrusis toxin, PT) [19], a takze podjednostki biatka
btony zewngtrznej P1 Neisseria meningitidis [21].
W obu przypadkach osiagni¢to odpowiedz komor-
kowa u immunizowanych zwierzat, jednakze niezbed-
ne bylo wzmocnienie odpowiedzi immunologiczne;j,
gdyz w trakcie ekspresji lub oczyszczania tracone byty
epitopy antygenow. B. subtilis postuzyt réwniez do
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ekspresji 3 biatek Chlamydia pneumoniae jako biatek
btonowych lub cytoplazmatycznych ze znacznikami
His. Inne badania dotyczyly ekspresji pneumolizyny
i biatka btony zewngtrznej Haemophilus influenzae
jako biatek cytoplazmatycznych lub sekrecyjnych [14].
Stosunkowo niewielka liczba szczepow, ktore postu-
zyly jako nos$nik szczepionek podjednostkowych jest
uwarunkowana obecno$cig licznych proteaz sekrecyj-
nych, niestabilno$cia genetyczna (np. w wyniku utra-
ty plazmidu) lub strukturalna (w wyniku rearanzacji
genomu) czy tez ograniczona dostgpnoscia promo-
torow do konstrukcji wektorow ekspresyjnych. Opra-
cowano metody obejscia tych problemow, ktore pole-
gaja na zastosowaniu szczepOéw z obnizona liczba
produkowanych proteaz [51] oraz podwyzszona eks-
presja chaperondow tj. biatka PrsA [24] stosowaniu
plazmidow integrujacych w miejsca genomu o stabil-
nej strukturze genetycznej na zasadzie rekombina-
cji homologicznej [16] czy zastosowanie plazmidow
replikujacych si¢ w postaci 2-niciowych produktow
posrednich [25].

B. subtilis wykorzystywany jest tez jako zywy nos-
nik antygenow, ktory moze by¢ podawany droga po-
karmowa bez potrzeby atenuacji, poniewaz wykorzy-
stuje si¢ go jako probiotyk [36]. Szczegdlna cecha
wykorzystywana przy konstrukcji szczepionek jest
zdolno$¢ do tworzenia spor, ktore moga nie$¢ na po-
wierzchni antygeny. Wykorzystano 2 biatka ptaszcza
spory CotA i CotB, ktére poddano fuzji z fragmentem
C toksyny tezca (TTC) i podjednostka B toksyny LTB
enterotoksycznych szczepoéw E. coli [22]. Problemem
w tworzeniu ,,zywych” szczepionek w oparciu o B. sub-
tilis jest niska immunogenno$¢ tej bakterii w tkankach
ssaczych — odpowiedz na dostarczane droga pokar-
mowa obce i wlasne antygeny jest bardzo staba ze
wzgledu na powszechna obecnos¢ spor w srodowisku,
dlatego niezbgdne jest podawanie wysokich dawek
antygenu [14].

Wazne jest dalsze poznanie losow komorek bakte-
ryjnych oraz spor po podaniu szczepionki. Kluczo-
wym procesem w aktywacji odpowiedzi immunolo-
gicznej jest prezentacja antygenu limfocytom przez
komorke gospodarza zawierajaca spory B. subtilis
w fagosomie. Bardziej immunogenne szczepy powin-
ny posiada¢ zdolno$¢ efektywnej sporulacji po fago-
cytozie. Bielecki i wsp. [6] skonstruowali szczep
B. subtilis eksprymujacy listeriolizyng O (LLO) L. mo-
nocytogenes, co umozliwito bakterii ucieczke z fago-
somu oraz efektywne namnazanie si¢ w cytoplazmie
komorki gospodarza. W badaniach przeprowadzonych
przez Huang i wsp. [20] dowiedziono natomiast, ze
antygen ochronny B. anthracis eksprymowany razem
z LLO po dostarczeniu do cytoplazmy makrofagdw na
powierzchni spory B. subtilis przyczynit si¢ do wzmo-
zenia odpowiedzi limfocytéw Th1l. LLO wykorzysta-

na zostata réwniez do konstrukcji, w ktérej bakteryjne
biatko zostato sprzgzone z przeciwciatem monoklonal-
nym B3, rozpoznajacym antygen na powierzchni ko-
morek nowotworowych raka piersi MCF7. Powstata
w ten sposob immunotoksyna byta zdolna do elimina-
cji komorek niosacych antygen, a jej dzialanie podle-
gato regulacji na zasadzie utleniania i redukcji kluczo-
wej dla aktywnos$ci cysteiny w sekwencji biatka [4].
LLO sprzgzona z przeciwcialami skierowanym prze-
ciwko markerom nowotworowym mogtaby znalezé
szerokie zastosowanie w terapii, jednak niezbedne jest
wczesniejsze jak najdoktadniejsze poznanie efektu cy-
totoksycznego hemolizyny oraz mechanizméw immu-
nologicznych towarzyszacych zarazaniu.

11. Podsumowanie

Dzig¢ki poznaniu catkowitej sekwencji genomu
B. subtilis oraz dzigki zaawansowanym metodom ana-
lizy proteomicznej poznano ztozono$¢ systemow se-
krecyjnych tej niepatogennej bakterii. Coraz bardziej
rozlegla wiedza na temat mechanizmoéw transportu
bialek na zewnatrz komorki bakteryjnej umozliwia
efektywniejsze wykorzystanie B. subtilis jako atrakcyj-
nego narzedzia do produkcji biatek na szeroka skalg,
zar6wno w przemysle, jak i terapii. Atutami bakterii
sa bardzo wydajna produkcja i sekrecja biatka, niepa-
togennos$¢, tatwos¢ i niskie koszty hodowli, a takze
brak potrzeby oczyszczania substratow sekrecji. Prze-
prowadzone z uzyciem tej bakterii badania dowodza,
jak szerokie sa perspektywy wykorzystania jej w opra-
cowywaniu nowych szczepionek. B. subtilis moze bo-
wiem stanowi¢ zywy no$nik antygenow heterologicz-
nych (w postaci spor lub komorek wegetatywnych)
badz shuzy¢ jako ich fabryka. Lepsze zrozumienie pro-
cesOW zaangazowanych w transport biatek u B. subtilis
moze przyczyni¢ sig¢ rowniez do lepszego zrozumie-
nia mechanizméw patogenezy bakterii Gram-dodat-
nich, poniewaz wiele czynnikéw wirulencji stanowia
biatka wydzielane na zewnatrz komorki bakteryjne;j.

PiSmiennictwo

1. Akita M., Sasaki S., Matsuyama S., Mizushima S.: SecA
interacts with the secretory proteins by recognizing the posi-
tive charge at the amino terminus of the signal peptide in
Escherichia coli. J. Biol. Chem. 265, 8162—-8169 (1990)

2. Alami M., Liike 1., Deitermann S., Eisner G., Koch H.G.,
Brunner J., Miiller M.: Differential interactions between
a twinarginine signal peptide and its translocase in Escheri-
chia coli. Mol. Cell, 12, 937-946 (2003)

3. Antelmann H., Tjalsma H., Voigt B., Ohlmeier S., Bron S.,
van Dijl J. M., Hecker M.: A proteomic view on genome-ba-
sed signal peptide predictions. Genome Res. 11, 1498414502
(2001)



12

4.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

KATARZYNA GOLEC, RADOSEAW STACHOWIAK, KATARZYNA JOPEK, JACEK BIELECKI

Bergelt S., Frost S., Lilie H.: Listeriolysin O as cytotoxic
component of an immunotoxin. Protein Sci. 18, 1210-1220
(2009)

. Beveridge T.J., Murray R.G.: Sites of metal deposition in the

cell wall of Bacillus subtilis. J. Bacteriol. 141, 876—887
(1980)

. Bielecki J., Youngman P., Connelly P., Portnoy P. A.: Bacil-

lus subtilis expressing a haemolysin gene from Listeria
monocytogenes can grow in mammalian cells. Nature, 345,
175-176 (1990)

. Bolhuis A., Tjalsma H., Stephenson K., Harwood C.R.,

Venema G., Bron S., van Dijl J.M.: Different mechanisms
for thermal inactivation of Bacillus subtilis signal peptidase
mutants. J. Biol. Chem. 274, 15865-15868 (1999)

. Bradshaw N., Walter P.: The signal recognition particle

(SRP) RNA links conformational changes in the SRP to pro-
tein targeting. Mol. Biol. Cell, 18, 2728-2734 (2007)

. Chen I., Provvedi R., Dubnau D.: The macromolecular com-

plex formed by a pili in competent Bacillus subtilis. J. Biol.
Chem. 281, 21720-21727 (2006)

Chung Y.S., Breidt F., Dubnau D.: Cell surface localization
and processing of the ComG proteins, required for DNA bin-
ding during transformation of Bacillus subtilis. Mol. Micro-
biol. 29, 905-913 (1998)

de Keyzer J., van der Does C., Driessen A.J.M.: The bacte-
rial translocase: a dynamic protein channel complex. CMLS,
60, 2034-2052 (2003)

Desvaux, M., Hébraud M.: The protein secretion systems in
Listeria: inside out bacterial virulence. FEMS Microbiol.
Rev. 30, 774-805 (2006)

Deuerling E., Mogk A., Richter C., Purucker M., Schumann
W.: The ftsH gene of Bacillus subtilis is involved in major
cellular processes such as sporulation, stress adaptation and
secretion. Mol. Microbiol. 23, 921-933 (1997)

Ferreira L.C.S., Ferreira R.C.C., Schumann W.: Bacillus sub-
tilis as a tool for vaccine development: from antigen facto-
ries to delivery vectors. An. Acad. Bras. Cienc. 77, 112-124
(2005)

Gelis 1., Bonvin A.M.J.J., Keramisanou D., Koukaki M.,
Gouridis G., Karamanou S., Economou A., Kalodimos C.
G.:Structural basis for signal sequence recognition by the
204-kDa translocase motor SecA determined by NMR. Cell,
131, 756769 (2007)

Hartl B., Wehrl W., Wiegert T., Homuth G., Schumann W.:
Development of a new integration site within the Bacillus
subtilis chromosome and construction of compatible expres-
sion cassettes J. Bacteriol. 183, 2696-2699 (2001)
Harwood C.R., Cranenburgh R.: Bacillus protein secretion:
an unfolding story. Trend in Microbiology, 16, 73—79 (2007)
Harwood C.R.: Bacillus subtilis and its relatives: molecular
biological and industrial workhorses. Trends Biotech. 10,
247-256 (1992)

Himanen J.P., Taira S., Sarvas M., Saris P., Runeberg-
Nyman K.: Expression of pertrussis toxin subunit S4 as
an intracytoplasmic protein in Bacillus subtilis. Vaccine, 8,
600-604 (1990)

Huang J.-M., La Ragione R.M., Cooley W.A., Todryk S.,
Cutting S.M.: Cytoplasmic delivery of antigens, by Bacillus
subtilis enhances Thl responses. Vaccine, 26, 6043—6052
(2008)

Idénpéadn-Heikkila 1., Muttilainen S., Wahlstron E., Saari-
nen L., Leinonen M., Sarvas M., Mikeld P.H.: The antibody
response to a prototype liposome vaccine containing Neisse-

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

ria meningiditis outer membrane protein P1 produced in
Bacillus subtilis. Vaccine, 13, 1501-1508 (1995)

Isticato R., Cangiano G., Tran H.T., Ciabattini A., Medaglini
D., Oggioni M.R., Felice M., Pozzi G., Ricca E.: Surface
display of recombinant proteins on Bacillus subtilis spores.
J. Bacteriol. 183, 6294-6301 (2001)

Ivins B.E., Welkos S.L.: Cloning and expression of Bacillus
anthracis protective antigen in Bacillus subtilis. Infect.
Immun. 54, 537-542 (1986)

Jacobs M., Andersen J.B., Kontinen V., Sarvas M.: Bacillus
subtilis PrsA is required in vivo as an extracytoplasmic cha-
perone for secretion of active enzymes synthesized either
with or without prosequences. Mol. Microbiol. 8, 957-966.
Janniere L., Bruand C., Ehrlich S.D.: Structurally stable
Bacillus subtilis cloning vectors. Gene, 87, 53—61 (1990)
Jongbloed J.D.H., Antelmann H., Hecker M., Nijland R.,
Bron S., Airaksinen U., Pries F., Quax W.J., van Dijl .M.,
Braun P.G.: Selective contribution of the twin-arginine trans-
location pathway to protein secretion in Bacillus subtilis.
J. Biol. Chem. 2777, 44068-44078 (2002)

Jongbloed J.D., Grieger U., Antelmann H., Hecker M.,
Nijland R. i wsp.: Two minimal Tat translocases in Bacillus.
Mol. Microbiol. 54, 1319-1325 (2004)

Kinsinger R.F., Shirk M.C., Fall R.: Rapid surface motility
in Bacillus subtilis is dependent on extracellular surfactin
and potassium ion. J. Bacteriol. 185, 5627-5631 (2003)
Klein C., Entian K.D.: Genes involved in self-protection aga-
inst the lantibiotic subtilin produced by Bacillus subtilis
ATCC 6633. Appl. Environ. Microbiol. 60,2793-2801 (1994)
Kobayashi K., Ehrlich S.D., Ogasawara N. i wsp.: Essential
Bacillus subtilis genes. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 100,
4678-4683 (2003)

Kunst F., Ogasawara N., Moszer 1. i wsp.: The complete
genome sequence of the Gram-positive bacterium Bacillus
subtilis. Nature, 390, 249-256 (1997)

Lee P. A., Tullman-Ercek D., Georgiou G.: The bacterial
twin-arginine translocation pathway. Annu. Rev. Microbiol.
60, 373-395 (2006)

Ling L.F., Xu Z.R., Li W.F,, Shuai J.B., Lu P., Hu C.X.:
Protein secretion pathways in Bacillus subtilis: Implication
for optimization of heterologous protein secretion. Biotech.
Adv. 25, 1-12 (2007)

Lory S.: Leader peptidase of type IV prepilins and related
proteins. In G. von Heijne (cd.), Signal Peptidases. R.G. Lan-
des Co., Austin, Tex, 17-29 (1994)

Lasica A.M., Staron A., Jagusztyn-Krynicka E.K.: Charak-
terystyka biatek Dsb organizméw prokariotycznych. Post.
Mikrobiol. 46, 223-235 (2007)

Mazza P.: The use of Bacillus subtilis as an antidiarrhoeal
microorganism. Bol. Chim. Farm. 133, 3—18 (1994)
Nakano M., Zuber P.: Anaerobic growth of a “strict aerobe”
(Bacillus subtilis). Annu. Rev. Microbiol. 52, 165-90 (1998)
Nielsen H., Engelbrecht J., Brunak S., von Heijne G.:
Identification of prokaryotic and eukaryotic signal peptides
and prediction of their cleavage sites. Protein Eng. 10, 1-6
(1997)

Osborne A.R., Rapoport T.A.: Protein translocation is me-
diated by oligomers of the SecY coplex with one SecY copy
forming the channel. Cell, 129, 97-110 (2007)

Papanikou E., Karamanou S., Baud C., Frank M., Sianidis G.,
Keramissanou D., Kalodimos C., Kuhn A., Economou A.:
Identification of the preprotein binding domain of SecA.
J. Biol. Chem. 280, 43209-43217 (2005)



41

42.

43.

44,

45.

46.

47.

SYSTEMY SEKRECYINE BACILLUS SUBTILIS

. Quentin Y., Fichant G., Denizot F.: Inventory, assembly and
analysis of Bacillus subtilis ABC transporter systems. J. Mol.
Biol. 287, 467-484 (1999)

Robson A., Gold V.A.M., Hodson S., Clarke A.R., Collin
son I.: Energy transduction in protein transport and the ATP
hydrolytic cycle of SecA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 106,
5111-5116 (2009)

Rosenkrands 1., Weldingh K., Jacobsen S., Hansen C.V.,
Florio W., Gianetri 1., Andersen P.: Mapping and inden-
tification of Mycobacterium tuberculosis proteins by two-
dimensional gel electrophoresis, microsequencing and im-
munodetection. Electrophoresis, 21, 935-948 (2000)
Sutcliffe I.C., Harrington D.J.: Pattern searches for the iden-
tification of putative lipoprotein genes in Gram-positive bac-
teria. Microbiology, 148, 2065-2077 (2002)

Takase K., Mizuno H., Yamane K.: NH2-terminal proces-
sing of Bacillus subtilis alpha-amylase. J. Biol. Chem. 263,
11548-11553 (1988)

Tjalsma, H., Antelmann H., Dijl J.M. i wsp.: Proteomics
of Protein Secretion by Bacillus subtilis: Separating the
“Secrets” of the Secretome. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 68,
207-233 (2004)

Tjalsma, H., Bolhuis A., Jongbloed J.D.H., Bron S.,
an Dijl J.M.: Signal Peptide-Dependent Protein Transport in
Bacillus subtilis: a Genome-Based Survey of the Secretome.
Microbiol. Mol. Biol. Rev. 64, 515-547 (2000)

48.

49.

50.

51.

52.

53.

13

van Wely K.H.M., Swaving J., Broekhuizen C.P., Rose M.,
Quax W.J., Driessen A.J.M.: Functional identification of the
product of the Bacillus subtilis yvaL gene as a SecG homo-
logue. J. Bacteriol. 181, 1786 —1792 (1999)

Wang L., Ruan B., Ruvinov S., Bryan P.N.: Engineering
the independent folding of the subtilisin BPN’ pro-domain:
correlation of pro-domain stability with the rate of subtilisin
folding. Biochemistry, 37, 3165-3171 (1998)

Westers H., Westers L., Darmon E., van Dijl .M., Quax W.J.,
Zanen G.: The CssRS two-component regulatory system con-
trols a general secretion stress response in Bacillus subtilis.
FEBS J. 273, 3816-3827 (2006)

WuS.C, Yeung J.C.,Duan'Y., Ye R., Szarka S.J., Habibi H.R.,
Wong S.L.: Functional production and characterization of
a fimbrin-specific single chain antibody fragment from Ba-
cillus subtilis: effects of molecular chaperones and a wall-
bound protease on antibody fragment production. Appl. Envi-
ron. Microbiol. 68, 3261-3269 (2002)

Zanen G., Antelmann H., Meima R., Jongbloed J.D.H.,
Kolkman M., Hecker M., van Dijl J.M.: Proteomic dissection
of potential signal recognition particle dependence in prote-
in secretion by Bacillus subtilis. Proteomics, 6, 3636-3648
(2006)

Zimmer J., Nam Y., Rapoport T.A.: Structure of a complex
of the ATPase SecA and the protein-translocation channel.
Nature, 455, 936-943 (2008)



