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Abstract 

Das Protein PorA1 aus der äußeren Membran (OM) des pathogenen Bakteriums Neisseria 

meningitidis, eines weit verbreiteten Verursachers von Kindermeningitis, wird bereits heute 

weltweit als Impfstoff gegen N. meningitidis eingesetzt; doch seine Herstellung birgt immer 

noch Nachteile in sich. In der vorliegenden Arbeit wurde der Versuch unternommen, PorA1 

als funktionelles Protein im nicht-pathogenen Wirtsorganismus Rhodospirillum rubrum unter 

Kontrolle eines sehr starken endogenen Promotors zu überexprimieren. Dieser Organismus ist 

für den Menschen nicht pathogen und kann durch ein neues biotechnologisches Verfahren in 

sehr großen Mengen gezüchtet werden. Die Expression von PorA1 erwies sich jedoch als 

schwieriger als erwartet, und es konnten nur sehr kleine Mengen produziert werden. Obwohl 

die R. rubrum-eigene Cytochrom c2 (cycA) Signalsequenz in der Lage ist, rekombinante 

Proteine, auch in Escherichia coli, durch die innere Membran zu sekretieren, wurde in einem 

Kontrollversuch, bei dem versucht wurde, das cycA-porA1 Fusionsprotein unter Kontrolle 

eines starken E. coli Promotors zu exprimieren, festgestellt, dass die Detektion mit einem 

Anti-PorA1 polyklonalen Antikörper nur ein sehr kleines Signal lieferte. Da die PorA1-

Aminosäuresequenzen viele Homologien zu der gut charakterisierten β-Fassstruktur von 

E.coli Porinen aufweisen, arbeiten wir zur Zeit an der Hypothese, dass die periplasmatisch-

lokalisierten Polypeptidausschweifungen, die deutlich länger als diejenigen von E. coli sind, 

besonders anfällig für proteolytischen Verdau sind. Diese Hypothese wird zur Zeit 

experimentell geprüft. 

 
Zielsetzung 

Das Protein PorA1 aus der äußeren Membran (OM) des pathogenen Bakteriums N. 

meningitidis, eines weit verbreiteten Verursachers von Kindermeningitis, soll in der OM von 

R. rubrum mittels Anwendung einer neuen, viel versprechenden Strategie exprimiert werden. 

Das PorA1 Protein [3,4] wird bereits heute weltweit als Impfstoff gegen N. meningitidis 

eingesetzt [13,16]; seine Herstellung birgt trotzdem noch Nachteile in sich. 

Wir beabsichtigen, das Porin „Serotyp B Klasse 1“ (PorA1) aus N. meningitidis als 

funktionelles Protein im nicht pathogenen Wirtsorganismus R. rubrum zu überexprimieren. 

Unser PorA1-Protein wird durch seine besonderen Eigenschaften einen großen Beitrag in der 

Impfstoffforschung liefern können und sich als sehr gute, kostengünstige Alternative für den 

bereits vorhandenen Impfstoff gegen Kindermeningitis anbieten. Das rekombinante PorA1 

wird eine neue Quelle an Antigenmaterial für die Impfstoffentwicklung werden, welche 

verbunden ist mit geringen Entwicklungskosten und niedrigem technologischen Aufwand 

und somit neben den Industrieländern auch den Entwicklungsländern zu Gute kommen. Die 



erhaltenen, großen Mengen an Protein werden eine detaillierte Analyse der Struktur 

ermöglichen und dadurch eine erhebliche Hilfestellung bei der Entwicklung weiterer 

Impfstoffe leisten.  

Systemauswahl 

Einige Forschungsgruppen sind derzeit in der Impfstoffproduktion gegen diesen Organismus 

involviert. Die jetzigen Ansätze basieren auf (a) Lipopolysaccharid-(LPS) Präparationen [15]. 

(b) Porinen der OM als LPS-freie Inklusionskörper in Bacillus subtilis [10].(c) OM-

Präparationen, die mit PorA1 angereichert wurden [13]. (d) anderen Oberflächenproteinen 

(opa) [15]. 

Obwohl bestätigt worden ist, dass Impfstoffe bestehend aus kapselförmigen Polysacchariden 

einen Schutz gegen die durch „Serogruppe A und C“ verursachte Krankheit bieten, zeigt sich 

für die Polysaccharide der „Serogruppe B“ ein anderes Bild. Sie sind schwach immunogen 

und eignen sich nicht als Impfstoffe, da es bei der Anwendung zu einer möglichen 

Kreuzreaktion mit dem Zuckeranteil der Glykoproteine in einigen menschlichen Zellen 

kommen kann. Die extrahierten OM-Präparationen (c) können wiederum den Nachteil haben, 

dass sie immer noch unzureichende Mengen an PorA1 aufweisen, um effektiv wirken zu 

können, gleichzeitig aber immer noch LPS-kontaminiert sein können, was toxische 

Nebeneffekte induzieren könnte. Die opa-Oberflächenproteine (d) könnten sich ebenso als 

ungeeignete Impfstoffkandidaten erweisen, da sie hinsichtlich der Stämme, in denen sie 

vorkommen, aber auch im Hinblick auf deren Wachstumsphasen, in ihrer Zusammensetzung 

variieren [15].  

Von den fünf bekannten Porinen der OM stellen die Porine der Klasse 1 die interessantesten 

dar, da sie einen Schutz gegen viele Varianten von N. meningitidis Serotyp B bieten [13]. 

Die Gruppe von Sarvas und Mäkelä (National Institute of Health, Helsinki, Finnland) hat das 

PorA1-Protein als inclusion bodies in einem gram-positiven, LPS-freien Wirtsorganismus, B. 

subtilis, exprimiert [15]. Wegen technischer Schwierigkeiten ist diese Methode zur 

Impfstoffentwicklung derzeit nicht im Einsatz.  

Leider gibt es immer noch keine leicht zugängliche Quelle für das PorA1-Protein. Es wurde 

bereits versucht, PorA1 in Escherichia coli zu exprimieren. Dies führte aber aufgrund der 

hohen Toxizität des Genprodukts nicht zu ausreichenden Mengen an rekombinantem Protein 

[1,3,4]. Ein weiterer erheblicher Nachteil beim Einsatz von E. coli als Expressionssystem 

besteht darin, dass die LPS in der anfänglichen Präparation vorhanden sind und durch eine 

aufwendige Reinigung entfernt werden müssen. Die Hauptquelle für PorA1-Protein stellt 

somit immer noch N. meningitidis dar. 



In diesem jetzigen Vorhaben haben wir das gram-negative Bakterium R. rubrum aufgrund 

seiner besonderen Eigenschaften als neues Expressionssystem eingesetzt: (1) R. rubrum ist 

nicht pathogen, wächst bei 32°C unter optimalen Bedingungen und ist bei 37°C nicht 

lebensfähig. 

(2) Die LPS-Strukturen von vielen eng verwandten Bakterien (z.B. Rhodobacter capsulatus, 

Rhodobacter sphaeroides) sind ca. 104- 105-fach weniger toxisch als die LPS-Struktur von E. 

coli [12]. (3) Durch die Entwicklung eines neuen Mediums ist es gelungen, R. rubrum in sehr 

hoher Zelldichte unter aeroben, dunklen Bedingungen sehr schnell zu züchten [7]. 

(4) Die genetischen Werkzeuge (z.B. Promotoren, Vektoren) sowie auch die Genomsequenz 

sind vorhanden bzw. bekannt [6,17]. 

Versuche  

(1) Expressionsversuche in R. rubrum. 

Folgende R. rubrum Expressionsstrategie wurde verwendet: Das N. meningitidis porA1-Gen, 

ohne dessen native Signalsequenz, wurde mit der R. rubrum-Signalsequenz von Cytochrom 

c2, unter Kontrolle des R. rubrum puf-Promotors [2] fusioniert. Die Fusionsstelle mit der 

cycA-Signalsequenz [14] wurde so gewählt, dass das erste Aminosäuren-Paar von cycA 

korrespondierend mit der Leaderpeptidase-Bindungsstelle beibehalten wurde. Wir haben die 

Signalsequenz vom Cytochrom c2 für den Transport von Prä-PorA1 durch die 

cytoplasmatische Membran in den periplasmatischen Raum gewählt, da dieses im Periplasma 

von R. rubrum in sehr hohen Mengen exprimiert wird. Das ATG-Startcodon unseres cycA-

porA1-Konstrukts ist ca. 16 bp downstream von der ribosomalen Bindungsstelle platziert und 

unterliegt der Kontrolle des puf-Promotors. Das Ende des Gens bildet der starke trp-

Terminator (Abbildung 1). Der puf Promotor ist sehr stark (produziert ca. 100 000 Kopien des 

endogenen Genprodukts (die α und β Polypeptide des Lichtsammelkomplexes 1), und wird 

von Sauerstoff stark reprimiert. Dieses Konstrukt wurde in das Ausgangsplasmid pRK404, 

welches sich sowohl in R. rubrum als auch in E. coli vermehren kann, einkloniert. Das 

Expressionsplamid wurde als pRKpufPorA1 designiert. 

 

In den üblichen Expressionsstrategien von R. rubrum werden die rekombinanten Zellen im 

hochzelldichten Medium, M2SF, in Batch-Verfahren kultiviert. Bei niedrigen Zelldichten ist 

die lokale O2 Konzentration sehr hoch und der puf Promotor wird reprimiert. In der 

exponentiellen Phase ist die Zelldichte hoch genug, so dass die lokale O2 Konzentration unter 

0,5% sinkt. Unter dieser Bedingung ist der puf Promotor aktiv und das gewünschte Genprodukt 



wird exprimiert. Das Gesamtkonstrukt wurde am Schluss sequenziert, um die Richtigkeit zu 

beweisen. 

Die Ergebnisse dieser ersten Versuchsreihe waren enttäuschend. Obwohl der rekombinante 

Stamm R. rubrum (pRKpufPorA1) gutes, fast wild-typ-ähnliches Wachstum zeigte, konnte 

weder auf  mit Coomassie-Blue bzw. mit  Silber-gefärbten SDS-PAGE Gelen eine zusätzliche 

Bande festgestellt werden, noch konnte ein positives Signal mit Hilfe eines gegen PorA1-

generierten polyklonalen Antikörpers (ein Geschenk von Prof. Matti Sarvas, Universität 

Helsinki) nach Western Blotting gezeigt werden. Auch eine massenspektrokopische 

Proteinanalyse (durchgeführt von Prof. M. Hippler, Universität Münster) der SDS-PAGE 

Gele des rekombinanten Stammes zeigt keine Peptide, die zur PorA1 Sequenz zugeordnet 

werden konnten.  

 

(2) Expressionsversuche in E. coli.  

Um zu prüfen, ob die cycA-porA1 – Fusion exprimierbar war, wurde folgender Versuch 

durchgeführt: Das ATG-Startcodon vom ompF Gen wurde an ein E. coli OmpF-

Expressionsplasmid (pBsOmpF1 [8]) fusioniert mit dem Startcodon des cycA-porA1-

Konstruktes, und in einen OmpF-Deletionsstamm (BZB1107) transferiert. Das 

Parentalplasmid, welches den sehr starken OmpF-Promotor enthält, exprimiert E. coli OmpF 

bis zu 80% vom gesamten äußeren Membranprotein [8].  

 

Auch diese Versuche waren enttäuschend: Nur ein sehr schwaches PorA1-Signal konnte mit 

dem polyklonalen Anti-PorA1-Antikörper detektiert werden.  

 

Fazit und Ausblick 

Das sehr niedrige Expressionsniveau sowohl in R. rubrum als auch in E. coli führt zu der 

Schlussfolgerung, dass das gewünschte Genprodukt instabil ist. Die Möglichkeit, dass die 

Signalsequenz nicht für Membransekretion aktiv ist, konnte ausgeschlossen werden, da auch 

in isolierten inneren Membranen kein Western Blot-Signal detektiert werden konnte. Ein 

Sequenzvergleich (nach Jeanteur et al. [9]) von zwei E. coli Porinen mit bekannter 

dreidimensionaler Struktur [5] mit PorA1 zeigt eine klare Homologie zwischen den 

Aminosäuresequenzen, die an der β-Fassstruktur beteiligt sind, aber sehr große Unterschiede 

in den periplasmatisch lokaliserten Polypeptidschlaufen („Loops 1, 4 und 5“, siehe unten). 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 Abb. 1:Homologievergleich zwischen OmpF und PhoE aus E. coli und PorA1 aus 
N.meningitidis. Die Farbkodierung ist: rot, Aminosäurereste mit 100% Homologie; blau, 
semikonservative Änderungen. Die orangefarbenen Rahmen zeigen die 
Polypeptidbereiche, die an den β-Fassstrukturen beteiligt sind. 

 

 

 

 
Position der Loops 1, 4, 
und 5 in der OmpF Struktur 
[5]. Die β-Fassstruktur 
bzw. die  α-Helices sind in 
gelb bzw. rot gezeigt 
Die Loops sind in Purpur 
oder cyan-rot-blau CPK-
Darstellungen gezeigt. Die 
Bilder wurden mit VMD 
[18] erstellt . 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Es ist durchaus möglich, dass die Loops sehr empfindlich gegen periplasmatische Proteasen in 

E. coli oder R. rubrum sind. Eine weitere Strategie, die zur Zeit in unserer Gruppe verfolgt 

wird, ist der systematische Austausch der PorA1 Loops 1, 4, und 5 gegen die strukturell sehr 

gut definierten Loops von E. coli. Wir sind auch dabei, die Transporteffizienz der cycA-

Leadersequenz im E. coli-Expressionssystem zu prüfen. 
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