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1. EiNLEITUNG

Meso-Diaminopimelat ist eine fur Prokaryoten und h6here Pflanzen spezifischs

Substanz. Es bildet €lin obligates Intermediat bei der L-Lysinsynthese (Patte,

1983) und ist daruberhinaus fur viele Gram-positive und Gram-negative Bakterien

ein essentieller Zellwandbaustein (Schleifer & Kandler, 1972). Diese bedeutende

Rolle als Vorstufe dualer Funktion rnachte rneso-Diaminopimelat (D,L-DAP) sait

seiner Entdeckung (Work, 1949) zu einem Objekt intensiver Forschung, sowohl

grundlegender als auch anwendungsbezogener Art. Nach der Aufklarunq des

Biosyntheseweqes in Escherichia coli (Gilvarg, 1958) und spater in Bacillus

species (Sundharadas & Gilvarg, 1967; Misono ei et., 1976) gibt es zur Zeit eine

Reihe von Versuchen, durch spezifische lnhibitoren die D,L-DAP-Synthese zu

hemmen (Higgins et el., 1989; Williams & Yuan, 1992), oder durch Struktur­

analoga den Einbau in die Zellwand, bzw. die Decarboxylierung zum L-Lysin zu

verhindern (van Asche et al., 1991; Le Roux et a/., 1992). Da Sauqer weder D,L­

DAP noch L-Lysin synthetisieren k6nnen, wurden sich entsprechende anti­

mikrobielle und herbizide Agentien durch eine h6chstwahrscheinlich geringe

Toxizitat fur den Menschen auszeichnen. 8islang konnten jedoch nur wenige

wirkungsvo!le Inhibitoren synthetisiert werden, was aller Wahrscheinlichkeit nach

in der hohen Spezifitat aller an der D,L-DAP- und L-Lysinsynthese beteiligten

Enzyme bsqrundet liegt (Kelland et aI., 1986; Lin et al., 1988; Abbott et al., 1994).

Dennoch bleibt zu testen, ob D,L-DAP-Analcga tatsachlich keine toxischen

Effekte fur den Menschen haben. Beispie!sweise konnte aus dem Cytotoxin von

Bordetella pertussis, einem Muramylpeptid, y-D-Glutamat-D,L-DAP als kleinste

toxische Komponente isoliert werden, und uberraschenderweise wurden sogar im

menschlichen Gehirn Rezeptoren identifizierl, die D,L-DAP erkennen (Luker et a/.,

1993).

Die Synthsse von DIL-DAP geht von t-Aspartataus, das durch Aspartatkinase

und Aspartatsemialdehyddehydrogenase zu L-Asparlatsemialdehyd umgewandelt

wird. Um dieses Substrat konkurrieren die Homoserindeydrogenase, die die Vor­

tauter fur die Bildung von L-Threonin, L-Isoleucin und L-Methionin zur Verfugung

stellt, sowie die Dihydrodipicolinatsynthase, die den Kohlenstotttluls in Richtung

D,L-DAPund L-Lysin errnoqlicht. Dureh die nachfolgende Reduktasereaktion

entsteht L-Piperidin-2,6cdicarboxylat (Tetrahydrodipicclinat), desssn Katalyse zu

D,L-DAP prinzipieii uber drei versehiedene Varianten erfolgenkann. Bei demam

Besten untersuehten Syntheseweq, in E. coli, erfolgt zunachst eine Succinylierung
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durch die Tetrahydrodipicolinatsuccinylase. Nach Transaminierung der Keto­

gruppe durch die N-Succinylaminoketopimelattransaminase wird die Succinyl­

gruppe wieder abgespalten (N-Succinyldiaminopimelatdesuccinylase) und es

erfolgt eine Epimerisierung (Diaminopimelatepimerase) des L,L-DAP zu D,L-DAP

(Gilvarg, 1958). Die Acetylasevariante, bei der die Acylierung durch einen

Acetyl rest erfolgt, ist in Bacillus subtifis und B. megaterium verwirklicht

(vVeinberger & Gilvarq, 1970). In B. sptieeticus wurde die dritte Moglichkeit zur

D,L-DAP-Synthese nachgewiesen (Misono et aI., 1976; White, 1983), die aus­

schliefslich bei einigen Prokaryoten vorkommt (Chaterjee et aI., 1994); bei dieser

Dehydrogenasevariante erfolgt eine direkte reduktive Aminierung des Tetra­

hydrodipicolinats zu D,L-DAP. FOr aile diese Bakterien konnte gezeigt werden,

dar.. jeweils nur eine der drei rnoplichen Varianten etab!ier! ist. !n

Corynebacterium glutamicum konnte jedoch sowohl der Succinylase- als auch der

Dehydrogenaseweg nachgewiesen werden (Schrumpf et aI., 1991), d.h. der

Diaminopimelatweg ist in zwei Aste gespalten (s. Abb.1). Dieser verzweigte Weg

wurde bereits fruher durch Ishino et el. (1984) aufgrund von 13C-NMR-Studien

vorgeschlagen, doch liefen aile Versuche, einen genetischen Beweis fur die

Existenz beider Varianten in C. glutamicum zu finden, bis!ang fehl (Yeh et a/.,

1988; Ishino et a/., 1988).

Corynebacterium gfutamicum, ein Gram-positives, nicht sporulierendes Boden­

bakteriurn, wurde von Kinoshita et et. (1957) a!s Micrococcus gfutamicus iso!ier!.

Morphologische Merkmale sind die Unbeweg!ichkeit der stabchen- bis keulen­

forrnigen Zellen sowie ein als "snapping" bezeichneter Zellleilungsmodus

(Komagata et aI., 1969). Taxonomisch relevante Charakteristika sind D,L-DAP als

essentieller Peptidoglykanbaustein (Yamada & Komagata, 1970) und als weitere

Zellwandbestandteile die Zucker Galaktose und Arabinose sowie freie kurzkettige

Mycolsauren (Keddie & Cure, 1977). Der GC-Gehalt des Genoms von C.

glutamicum ATCC13032 betraqt 56,8% (Abe at al., 1967) und die Gasamtgenom­

lange ist mit 2987 kb zwar deutlich kleiner als die von E. coli, aberahnlich oder

soqar grof.1.er als die andererGram-positiver 8akterien (Correia et aI., 1994). Ein

wichtiges, namengebendes Kriterium von Corynebacterium glutamicum ist die

Fahigkeit, Glutamat in gror..en Mengen ins .Medium zu sekretieren. Auch die

physiologisch und biochemisch kaum von C. glutamicum zu unterscheidende

Gattung Brevibacterium,wurdeCorynebacteriumglutamicumals Subspezies

zugeordnet(Liebletal., 1991).NebenL-Glutamat werdenauch andere. Amino-
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Abb.1 Der verzweigte D,L~Diaminopime!atvveg in C. glutamicum

sauren, besonders L-Lysin, mit C. glutamicum mikrobiell produziert (Enei&

Hirose, 1984; Eggeling, 1994).

Die Regulationder Biosynthese von D,L-DAR.bzw. L-Lysin in C. glutamicum ist

vergleichsweise einfach. Das einzigeEnzym, dasauf Aktivitatsebsne reguliert
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wird, ist die Aspartatkinase, die einer konzertierten Endprodukthemmung durch

Lysin und Threonin unterliegt (Shiio & Miyajima, 1969). Aile anderen Enzyme des

verzweigten L-Lysinsyntheseweges werden nicht reguliert (Cremer et al., 1988;

Schrumpf at et., 1991). 1m Gegensatz zu E. coli und B. subtilis werden in C.

glutamicum keine Isoenzyme der Aspartatkinase (AK) gebildet. Wahrend in E. coli

die Aspartatkinase I durch Threonin und die Aspartatkinase III durch Lysin

gehemmt wird (Cohen & Saint-Girons, 1987), werden die Isoenzyme von B.

subtilis durch D,L-DAP (AK I), Lysin (AK II) und Lysin plus Threonin (AK Iii)

gehemmt (Graves & Switzer, 1990; Zhang et al., 1990). Daruberhinaus wird in E.

coli die Dihydrodipicolinatsynthase am Verzweigungspunkt zur Threonin-,

Isoleucin- und Methioninsynthese (Richaud et et., 1986), und in B. subtilis die

Diaminopimelatdecarboxylase am Verzweigungspunkt zur Zellwandsynthese

(Grandgenett & Stahly, 1971; Rosner, 1975) jeweils durch das Endprodukt, Lysin,

gehemmt.

Die Regulation der Enzymsynthese auf Transkriptionsebene spielt, auch wenn

bislang keine detailierten molekulargenetischen Studien durchgefOhrt wurden,

offenbar nur eine geringe Rolle bei der Biosynthese von D,L-DAP und L-Lysin in

C. glutamicum (Cremer et aI., 1991; Schrumpf et al., 1991). Wurde die Gen­

repression von lysC, esd, dapB, dapD und lysA in E. coli (Richaud et ei., 1980;

Haziza et el., 1982; Bouvier et et., 1984; Richaud et aI., 1984; Boy et et., 1979)

und von lysC (AK II) und lysA in B. subtilis (Grandgenett & Stahly, 1971) durch

Lysin gezeigt, so ist eine entsprechende genetische Kontrolle von Enzymen des

Diaminopimelat- bzw. Lysinsyntheseweges von C. glutamicum bislang unbekannt.

Dies gilt auch fur die Induktion von Lysinsynthesegenen, wie bei B. subtilis (AK 111­

Gens; Graves & Switzer, 1990) und E. coli (fysA durch D,L-DAP; Stragier et ei.,

1983). In keinem Fall sind, wie bei E. coli, starke Variationen der Enzyrnaktivitaten

bei Kultivierung auf unterschiedlichen Medien beobachtet worden. Oberraschend

ist besonders die anscheinend fehlende Regulation von Enzymen der Lysin­

synthese an den drei Stoffwechselverzweigungspunkten, erstens, zur Threonin-,

Isoleucin- und iviethioninsynthese, zweitens, zwischen Succinylase- und

Dehydrogenaseweg und drittens, zwischen Zellwand- und Lysinsynthese.

Untersuchungen zur Dihydrodipicolinatsynthase zeiglen jedoch, daLl bereits eine

moderate dapA-Oberexpression den C. glutamicum Wildtyp zu einem

Lysinausscheider rnacht (Cremer et ei., 1991), so daLl dieses Enzym offensichtllch

an der Flul1kontrolle beteiligt ist (Eggeling, 1994). FOr die interneVerzweigung

des Diaminopimelatwegeskonnten Sonntag et al. (1993)eine Abhangigkeit von
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freiem Ammonium fur die Nutzung beider Aste in vivo zeigen, so dar.. aufgrund der

biochernlschen Daten eine kinetische Kontrolle der Flufsverteilunq vorgeschlagen

wurde. Das Gen fur die am dritten Verzweigungspunkt aktive Diaminopimelat­

decarboxylase , lysA, ist erstaunlicherweise mit argS, einem Gen fur eine Arginyl­

t-RNA Synthetase, in einem Operon organisiert (Marcel et al., 1990; Sharp &

Mitchell, 1993). Obwohl die biologische Relevanz nicht klar ist, ist ein

requlatorischer Eintlufs auf einer anderen Ebene, etwa der stringenten Kontrolle

(Cashel & Rudd, 1987), durchaus denkbar.

l-lysin, das DecarboxyHerungsprodukt von D,l-DAP, stellt eine fur Vertebraten

essentielle Arninosaure dar und Hegt, wie L-Threonin und l-Tryptophan, auch in

vielen Kulturpflanzen in wachstumslimitierenden Konzentrationen vor. Neben

Bestrebungen in junqerer Zeit, durch transgene Pflanzen (Shaul & Galili, 1992,

1993) oder durch Expression bakterieller lysinsynthesegene in tierischen

Zellinien (Saqib et al., 1994) direkt eine hohere L-Lysinverfugbarkeit zu erreichen,

wird bereits seit mehreren Jahrzehnten l-lysin mikrobiell produziert, um als

Futtermittelzusatz Verwendung zu finden (Yoshinaga & Nakamori, 1983). Hier

nutzt man die beschriebene geringere individuelle Regulation der an der D,l­

DAP-Synthese beteiligten Enzyme in C. glutamicum. Gegenwartig werden pro

Jahr 180000 t l-Lysin mikrobiell synthetisiert, fast ausschliefslich mit C.

glutamicum oder dessen Unterarten ilevum und lactofermentum (Sahm et aI.,

1995). Allen Lysinproduzenten gemeinsam ist eine feedback-resistente Aspartat­

kinase. Solche deregulierten Mutanten konnen durch ein screening auf Resistenz

gegen S-(2-Aminoethyl)-L-Cystein, einem Lysinanaiogon, isoliert werden

(Thierbach et al.,1990). Diese Ausschaltung der Endprodukthemmung fuhrt zu

einem verstarkten Flufl, zum Lysin, da des Gen fur die Homoserindehydrogenase,

hom, durch die verstarkte Methloninsynthese reprimiert (Miyajima & Shiio, 1971)

und das Enzym durch lsoleucin und Threonin gehemmt wird (Miyajima et al.,

1968). De C. glutarnicum nicht in der Lage ist lysin abzubauen (Nakayama,

1985), kommt es zu einem Anstau dieser Aminosaure irn Cytoplasrna und letztlich

zur Sekretion ins Medium. interessanlerweise besitzt C. glutamicum einen

spezifischen Sekretionscarrierfur L-Lysin, der sich kinetisch eindeutig vom l­

Lysinautnahrnesystem unterscheidet (Broer & Kramer, 1990; Broer & Kramer,

1991a). Bei der Lysinsekretion wird L-Lysin irn Symport mit zwei Hydroxylionen

sezsrniert (Broer & Kramer, 1991b), und es gibt Hinweise daraut, dafs neben dsr

dereguiierten Aspartatkinase auch ein modifizierter Sekretionscarr!erdie Produk­

tivitat von Lysinproduktionsstamrnen entscheidend beeinfturst (Broer et et., 1993).
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Die zweite wichtige Funktion von D,L-DAP ist die Beteiligung am Zellwandaufbau,

die bereils 1956 von L. E. Rhuland erkannl wurde. C. glutamicum besilzl wie E.

coli, Bacil/us sub/lis und B. megaterium eine Zellwand, die sich durch eine direkle

Quervernelzung von Peplidoglykanslrangen ubsr D,L-DAP auszeichnel (Schleifer

& Kandler, 1972). Die Synthese des Peptidoglycans erfolgt uber sine Polymerisie-

rung von Disaccharid-Penlapeplid-Unlereinheilen, die uber ein Undecaprenyl­

phosphallipid in der Membran verankert sind. Dieses Disaccharid beslehl aus N­

Acelylglucosamin, das uoer eine ~-1,4 glykosidische Bindung mil N-Acelyl­

murarninsaure verknupft ist. Das Penlapeplid wi,d aus allernierenden L- und D­

Arninosauren, hier L-Alanin, D-Glulamal, D,L-DAP und D-Alanin-Dipeplid,

aufgebaul und isl uber eine Amidbindung mil dem Muramyl-Resl verbunden.

Wahrend die Arninosauren L-Alanin, D-Glulamal und D,L-DAP sukzessive unler

ATP-Hydrolyse durch spezifische "adding enzymes" mil der aktivierten N-Acetyl­

murarninsaure verknupft werden, werden beide D-Alaninresle zunachst durch

eine Ligase unlereinander verbunden, bevor die Amidbindung mit der a­

Carboxylgruppe des D,L-DAP eingegangen wird. lsi die Synthese des Peptide­

glycans bei Gram-positiven und Gram-negativen gleich, so ist die resultierende

Zellwandslruklur lelzllich vollig verschieden. Wahrend erst kurzlich Labischinski

et al. (1991) eindeulig den Aufbau der Gram-negativen Zellwand als prinzipiell

einlaglg und nur partiell dreiiagig bestimmen konnte, ist fur Gram-positive bereits

lanqer bekannl, dal3 der Peplidoglycanlayer mehrschichtig und bis zu 10mal

dicker isl als in Gram-negativen Bakterien. Dieser Unlerschied wird sowohl durch

die Notwendigkeil eines starkeren Wanddruckes, der dem hohen Turgor von 24

aim (Mendelson & Thwaites, 1989) entgegenwirkt, als auch durch die Schaffung

eines extrazellularen Kompartimenles, das funklionell dem Peri plasma Gram­

negativer Bakterien entspricht, erklart (Archibald et et., 1993). Wahrend Wachs-

tumsmodeile fur die Zellwande von Kokken oder stabchentorrniqen Gram-

positiven wie Gram-negativen Bakterien beslehen (Koch ei al., 1981; Labischinski

et al., 1993; Hollje, 1993), gibt es bislang keine zufriedenstellende Antwort auf die

Frage, wie die lypische coryneforme Gestail beim Zellwachslum aufrechterhailen

wird (Koch, 1988). Eine SchlQsselroiie nimml in jedem Fall die s-Arninoqruppe des

D,L-DAP in der Zellwand ein. Sie fungiert als Donor fOr die Quervernetzung mit

einem anderen Peplidogiycanslrang, meist als DAP-Ala-Peplidbrucke, z.T. auch

als DAP-DAP-Peplidbrucke. Diese Quervernelzung verleihl den helikal um die

Bakterienlanqsachse gewundenen Peplidoglycanslrangen die Moglichkeil,

einerseils fur die notwendige Stabilitat zu sorgen, andererseits eine grol3t­

moqliche Elastizitat wahrend des Zellwachstums zu gewahrleisten (Archibald et
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al.,1993; Koch & Woeste, 1992). Aus diesem Grund ist die ausreichende Verfuq­

barkeit von D,L-DAP von grof),er Bedeutung fur die Aufrechterhaltung von Zellform

und Zellwachstum. Nur in wenigen Fallen konnte bislang eine Substituierung des

essentiellen D,L-DAP durch ahnliche Metabolite wie L,L-DAP, Cystathion oder

Lanthionin nachgewiesen werden (fviengin-Lecreulx et al., 1988; Mengin-Lecreulx

et el., 1994).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Hinweise auf die Bedeutung des verzweigten

Diaminopimelatweges fur C. glutamicum zu erlangen. Die Tatsache, daf), C.

glutamicum sich diesen luxuriosen anabolen Stoffwechselweg "Ieistet", deutet auf

eine mcqliche wichtige Funktion des Succinylaseweges hin, zumal er energieauf­

wendiger als die Konkurrenzreaktion, der Dehydrogenaseweg, ist. Offensichilich

sind jedoch aus evolutionarer Sicht beide Wege nicht redundant. Mog!icherweise

ist der verzweigte Diaminopimelatweg entweder fUr eine ausreichende Lysinbil­

dung fur die Proteinbiosynthese und oder fur die optimale VerfQgbarkeit des

essentiellen Ze!lwandbausteins D,L-DAP notwendig. Bislang konnten aile Gene,

die fur die sechs Enzyme der Lysinsynthese ausgehend vom Aspartat uber den

Dehydrogenaseweg codieren, aus C. glutamicum isoliert werden (Kalinowski et

aI., 1991; Cremer at aI., 1990; Ishino at aI., 1988; Yeh at el., 1988b). Allerdings

fOhrten aile Ansatze, mit denen auch Gene fur Enzyme des Succinyiaseweges

hatten isoliert werden k6nnen, nicht zum Erfoig (Ishino at a/., 1988; Yeh et a/.,

1988a). Zu Beginn dieser Arbeit lagen nur aus E. coli drei der vier Gene, die fur

die Enzyme des Succinylaseweges codieren, dapD, dapE una dapF kloniert vor

(Richaud et el., 1984; C. Richaud, pers. Mitteilung 1989; Mengin-Lecreulx et et.,

1988). Bis heute ist es nicht gelungen auch dapC, das Gen fur die N­

Succinylaminoketopimelat Transaminase, zu isolieren (C. Richaud, pers.

Miiieiiung 1995). In ersten Versuchen konnte gezeigt werden, dal1 auch aus C.

glutamicum die Gene dapD und dapE, die fOr die Enzyme des ersten und dritten

Schriites des Succinylaseweges codieren, zwar funkiionell, aber nicht strukturell

intakt kloniertwerden konnten (Wehrmann, 1991). Mit Hilfe neuer Strategien

sollten diese Gene zunachst strukturell intakt isoliert werden, um dann durch

gezielteMuiagenese Starnrne mit Defeki im Succinylaseweg zu erzeugen. Die

anschlielsende physiologische Charakterlsierung sollte Autschluts abe, die

Funktion des bislang nur fur C. glutamicum nachgewiesenen verzweigten

Diaminopirnelatweqes geben
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.i Baktelienstamme und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamrne der Gattungen Escherichia coli

und Corynebacterium glutamicum sind in Tabelle 1, die verwendeten Plasmide in

Tabelle 2 aufgefOhrt.

Tabelle 1: Bakterienstarnme und ihre Eigenschaften

Stamm Genotyp, Phanotyp Referenz

E. coli

DH5 thi-1, endAR1, gyrA96, F, relAt, Hanahan, 1985
supE44, recA 1, hsdR17 (r'rn+)

S17-1 thi-t, endAR1, supE44, pro, hsdR17 Simon et al., 1983
(r'rn+)

NM522 supE, thi, i1(/ac-proAB), Gough & Murray,
i1hsd5 Vm-), {F',proAB,IacIQZ.Mv115} 1983

RDD32 ara0139, thi, i1(/ac)U168, strA, Richaud et al., 1981
dapO::MuCts

RDE51 ara0139, thi, LI.(/ac)U168, strA, Richaud et al., 1981
dapE:Jv1uCts

C.glutamicum

ATCC 13032

MH20-228

AS70

AS73

49-3

NA8

Wildtyp, Nxr

lysCFBR, leuCD, Lysinproduzent

ATCC13032 ddh::pEMddhint

MH20-22B. ddh:: pEMddhint

lysA

Defekt in der Lysinsekretion

Abe et et., 1967

Schrumpf et af., 1992

Schrumpf et aI., 1991

Schrumpf et al., 1991

Vrljic et et., 1995

Vrljic et al., 1995
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Tabelle 2: Verwendete Plasmide mit ihren Eigenschaften und Markern

9

Plasmid Marker I Eigenschaft Referenz

pUC18/pUC19 Apr,oriVE.c·,2,7kb Yanisch-Perron et al.,
1985

pEM1 integrationsvector, Kmf,oriVE.o oti'T, Schrumpf et af., 1991
3,3kb

pK18mobsacB Integrationsvector, Kmr,oriVE.o oriT, Schafer et af., 1994
sacB,5,7kb

pJC1 Pendelvector, Kmr,oriVE.c, oriVC.g, Cremer et af., 1990
6,Okb

pEKEx2 Pende!- und Expressionsvektor, Eikmanns et ei., 1991
Kmr,oriVE.c, oriVC.g., 6,1kb

pAW111 pUC18 mit 1,5kb Sau3A-Fragment, Wehrmann, 1991
ddh+

pAW113 pUC18 mit 1,6kb Pvull-Xhol- Wehrmann, 1991
Fragment, ddh+

pAW141 pUC18 mit 2,85kb BamH!-Fragment, Wehrmann, 1991
deptr", dapE+

pE14 pUC18 mit 1,9kb Sau3A-Fragment, Wehrmann, 1991
dapE+

2.2 Nahrmedien und Kulturbedingungen

E. coli-Stamme wurden zur Stammhaltung auf LB-Medium (Sambrook et al., 1989)

mit 16 gil Bacto-Agar kultiviert. Das gleiche Medium wurde zur Anzucht von Zellen

fOr die Elektroporation genutzt. Zur DNA-Isolierung und Hersteliungkompetenter

Zellen wurde 2xTY-Medium verv:endet (Sambrook et al., 1989).

i\iahrmedien filr C.gfutamicum:

C. glutamicum-Stamme wurden zur DNA-Isolierung in dem Komplexmedium 2xTY

anqezogen. Die Anzucht fur die in die Elektroporation einqesetzten Zellen erfolgte
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in LB-Medium, das zusatzlich noch lsonikotinsaurehydrazid [4,0 gil], 2,5% Glycin

(vol/vol) und 0,1% Tween 80 (vol/vol) zur Zellwandmodifikation (Haynes & Britz,

1989) enthielt. Zur Regeneration der Zellen nach der Elektroporation wurde

LBHIS-Medium verwendet (Liebl et aI., 1989), bei dessen Herstellung Sorbit und

LBHI in jeweils dem halben Volumen aqua desf. getrennt autoklaviert wurden.

Wachstumsexperimente wurden mit Cglll- (Eggeling ef aI., 1987), bzw. BHI-

Kornplexrn.....diurn fnifr{"\ I aboratorias Detroit) oder in rnV!L!\iiQriilllTl (Keilhauer of...... , c , , .. ,..- , ,'-', '-" , '" _~.,..\. ~.'-'" , II' \''' 11' , l

aI., 1993) mit BHI-Vorkultur durchgefQhrt. Tabelle 3 zeigt die Zusammensetzung

von CgXII, des modifizierten Mediums CgXIIN sowie des Lysinproduktions­

mediums 228.

Tabelle 3: Verwendete Minimalmedien fur C. glufamicum

*

Substanz

(NH4)2S04

Harnstoff

Casarnin-Hydrolysat

KH2P04

K2HP04

MgS04 x 7H20

MOPS

L-Leucin

FeS04x 7H20

MnS04x H20

ZnS04x 7H20

CuS04
NiCI2x6H20

Biotin

Protokatechusaure *
**CaC03

Glukose **

=sterilfiltriert

** '" getrennt autoklaviert

CGXli

20 gil

5 gil

1 gil

1 gIl

0,25 gil

42 gil

10 mgll

10 mgll

1 mgll

0,2 mg/!

0,02 mgll

0,2 mgll

30 mgll

4%

CGXIIN 228­

Spezialmedium

40 gil
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Selektlonemarker:

Es wurden die Antibiotika Ampicillin [40 mgtl] und Kanamycin [50 mg/l] fUr die

Selektion rekombinanter E coli-Stamme eingesetzt. Selektion von C. gtutamicum

erfolgte auf Kanamycin [50 mgll, bzw. 25 mg/l auf Regenerationsmedien nach

Elektroporation und 10 mgll nach Konjugation] sowie auf 10% Saccharose bei der

Isolierung von Deletionsmutanten mittels pK18mobsacB.

Kultivierung dsr Bakterien:

FOr Wachstumsexperimente mit C. gtutamicum-5tammen wurden 50 ml BHI­

Medium in 500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen von einer

Stammplatte angeimpft und ubsr Nacht bei 30°C und 140 Upm inkubiert. Diese

Vorkultur wurde in der Minifuge RF (Heraeus Christ GmbH, Osterode) geerntet,

einmal mit 0,9 % NaCI gewaschen und damit 60 ml Minimaimedium pro 500 ml

Erlenmeyerkolben mit Schikanen so beimpft, dar.., wenn nicht anders angegeben,

eine optische Dichte von 0,5 erreicht wurde (A = 600 nm, Zeiss Photometer PM6,

Oberkochen). Die Kulturen wurden wie die Vorkuituren inkubiert und zu ge­

eigneten Zeitpunkten Proben entnommen. 228-Spezialmedium wurde mit einer

Anfangs-OD600 von 2,3 beimpft.

Zur Bestimmung der spezifischen Aufnahmerate fur aromatische Arninosauren

und den Untersuchungen zur Tyrosinsekretion nach DipeptidfUtterung wurden die

Zellen nach Morakkabati (1994) nach dem Ernten der Vorkultur auf 20 ml CgXllN

uberirnpft, fur 3 Stunden bei 30°C inkubiert, einmal mit CGXII-Puffer (CGXII­

Medium ohne Kohlen- und Stickstoffquelle) gewaschen und 2 Stunden auf N­

Hungermedium CGXIIN- (CGXII ohne Stickstoffquelle) inkubiert. Anschliefsend

erfolgte nach \Naschen mit 0,9 % NaCI und CGXil-Puffer die radiochemische

Aufnahmernessunq oder die erneute Oberimpfung auf CGXiiN- mit 1 mM Dipeptid.

100 m! CGII!-Medium in 500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen

wurde fur die Kultivierung von C. glutamicum-Stammen zur Bestimmung dsr

spezifischsn Enzymaktlvitaten eingesetzt. FOr PlasmidisoiJerungen aus E. coli und

C. glutamicum wurden 5 ml 2xTY-Medium im Reagenzglas bei200 Upm oder 70

ml 2xTY-Medium im 500 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen bei 140 Upm uber

Nacht inkubiert. Die Inkubationstemperatur betrug bei C. gfutamicumund E. cpli
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Zur Stammhaltung wurden Dauerkulturen aus 70% (vollvol) einer Obernachtkultur

und 30% (vol/vol) sterilem Glycerin angelegt, die bei -20°C aufbewahrt wurden.

Sie dienten zum Animpfen der Stammhaltungsplatten, die bei +4 °C gelagert und

monatlich erneuert wurden.

Plattentest zur Lysinausscheldung:

Die Lysinausscheidung von C. giutamicum-Stammen wurds durch Kreuzfutterunq

durchgefOhrt. Dazu wurden nach Vrljic et el. (1995) Indikatorplatten hergestellt,

die CgXII-Medium mit der Iysinauxotrophen Mutante C. g/utamicum 49/3 ent­

hielten. Der Grad der Lysinsekretion konnte durch die Gr6r..e der Wachstumsh6fe

um die getesteten Klone nach zweitagiqer Inkubation bei 30°C bestimmt werden.

2.3.1 Praparatlon von DNA

FOr die schnelle Plasmidisolierung aus 1,5 ml Obernachtkultur von E. coli wurde

eine nach Birnboim & Doly (1979) modifizierte Methode der alkalischen Lyse

eingesetzt. Zur Preparation gr6r..erer Mengen Plasmid-DNA mit einem h6heren

Reinheitsgrad wurde eine alkalische Lyse in Anlehnung an die bei Sambrook et

et. (1989) beschriebene Methode durchgefOhrt. Dabei erfolgt, im Gegensatz zur

schnellen Plasmidisolierung, vor der P!asmid-DNA-Aufreinigung eine zusatzliche

Nukleinsaure-Fallung mit Isopropanol sowie ein RNA-Abbau.

Plasmidpraparationen aus C. giutamicum wurden analog durchgefOhrt. Die Lyse

der Zellen wurde durch eine zweistundige Lysozym-Behandlung [20 mg/ml]bei

37°C unter regelmar..igem, vorsichtigen Durchmischen erm6glicht.

Die isolierung chrornosornaler DNA aus C. giutamicum und E. coli erfolgte durch

eine nach Aitenbuchner & Cullum (1984) modifizierte Methode, wobei die

Gesamt-DNA aus jeweils 3 ml einer 2xTY-Obernachtkultur nach l.ysozyrn- und

SDScBehandlung (10 min, 65 "C) prapariert und aufgereinigt wurde,
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2.3.2 Restriktion und Modiflkatioli

13

Teehniken zur DNA-Rekombination:

DNA-Techniken wie Restriktionen, DNA-Fallungen, Phenol-Extraktionen,

Ligationen, Klenow-Reaktionen und Behandlungen mit alkalischer Phosphatase

wurden nach Sambrook et af. (1989) durchgefOhrt. Die notwendigen Enzyme

wurden von Boehringer} Mannheirn oder Ferrnentas rvlBI, 81. Leon Rot (T4-DNA­

Ligase) geliefert.

Auftrermung und lsollerunq von DNA-Fragmenten:

Zum Nachweis der praparierten DNA erfolgte die elektrophorelische Auflrennung

von durch Restriktionsenzymen generierten Fragmenten in TAE-Agarosegelen

(0,8 %). Die Praparation von DNA-Fragmenten wurde mil Hiife des QiAEX-Kils

(Diagen, Hilden) durchgefOhrt.

Herstellunq von Deletloneklonen mit Exonuklease iii:

Mil Hilfe des Enzyms Exonuklease III konnlen DNA-Fragmenle sukzessive ver­

kleinert werden (Henikoff, 1984; Hoheisel, 1993). Dazu wurde das "Erase-a-base"

System (Promega, Madison USA) nach dem Protokoll des Herstellers verwendet.

Die so entstandenen Oberlappenden Deletionsklone konnten direkt in die

Sequenzierung eingesetzt werden (Hoheisel & Pohl, 1986).

Eratalh..mg von Genbanken

Zur Isolierung von dapE wurde eine partielle Genbank in pUC19 ersteilt, die

BamHI-DNA-Fragmente des Genoms von C. glutamieum ATCC 13032 mit einer

Grofse von 2,5 - 4,3 kb aufweist (Wehrmann et al., 1994). Dazu wurde

chrornosomale DNA mit BamHI verdaut una in die sinqulars BamHI-Schnillstelle

des Vektors pUC19 ligiert. E.coli NM522 wurde mit diesem Ligationsai"1satz

transtormiert und auf LB-Agar mit Ampicillin (40mgll), X-Gal (40mgll) undlPTG

(0,2 mM) ausplattiert. Nach lnkubation bei 37°C uber Nacht wurden 740 weitse,

d.h. inserttragende Koionien gepickt, die die Genbank reprasentiertenund fOr die

Koloniehybridisierung eingesetzt wurden.

Bei den Versuchen zur Kionierung von dapD wurdeanalog eine partielle Hindill­

Genbank errichtet, die FragmenteeinerGrof..\e von 4,3 bis 5,7kb enthielt. 960

inserttragende Kione wurden mittels .Koioniehybridisierung<undpotblot

"gescreent".
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2.3.3 Synthese von Ollqonukleotiden

Synthese:

Synthetische Oligonukleotide wurden als Primer fur die DNA-Sequenzierung

verwendet. Die autornatische Synthese erfolgte mit dem Gene Assembler Plus

(PharmaeiafLKB, Freiburg). Bei diesem Verfahren, in dem Phosphoamidite

verwendet worden, ist das 3'-Ende der Nukleotidkette an einer Festphase

verankert. Die Synthese erfolgt dureh Nukleotidkopplung unter wasserfreien

Bedingungen im organisehen Solvens Aeetonitril. Die reaktiven Gruppen der

Nukleotide sind wahrend de, Synthese dureh Sehutzgruppen maskiert, die im

Anschluls an die Synthese entfernt werden rnussen (Caruthers, 1985). Ole

synthetisierten Oligonukleotide wurden als Primer bei der nieht-radioaktiven

Sequenzierung elngesetzt. Dabel wird die Detektion der Produkte der

Sequenz/erungsreaktion entweder dureh Einsatz von Fluoreseein-15-dATP (F­

dATP) oder dureh Fluoreszenz-markierte Primer ermbglicht. 1m zweiten Fall

wurde das SO-Ende des Oligonukleotides zusatzlich mit Fluoreseeinisothioeyanat

(FITC) gekoppelt.

Reinig!.!!'!g:

Zur Lbsung der Oligonukleotide vom Saulenrnaterial und der Abspaltung der

Sehutzgruppen wurde die Saule mit 1 ml 30%-iger Ammoniak-Losunq (-20°C) in

einern Eppendorf-Reaktlcnsqefafs mit Schraubdeekel 16 h bei 50°C inkubiert und

das Eluat naeh Abkuhlunq auf 4°C gesammelt (2 min, 2000 Upm). Diese Oligo­

nukleotid-Losunq wurde auf eine mit H20 equilibriarte NAPTM-10-Saule

(Sephadex G-25) aufgetragen und mit 1,5 ml H20 eluiert. Fluoreszenz-markierte

Oligonukleotide wurden direkt im Anschluts zur Entfernung FITC-spezifischer

Verunreinigungen zusatzlich uber HPLC gereinigt (Saule: Pharrnacia SuperPacR

Pep-S, 5 llM, 250 x 4 mm,lnjektionsvolumen: 200 ul, Laufmittel A: 5% Acetonitril

in iOOmM Triethylarninacetat pH 7,0, LaufmittelB: 30% Acetonitril in 100mM

Triethylaminacetat pH 7,0). Die Detektlon de, Fluoreszenz-markierten Ollgo­

nukleotide erfolgte rnittels Fluoreszenzdetektor(260 nm i 491 nm), die ent­

sprechenden Fraktionen (Retentlonszeiten 15 und 17 min) wurden gesammeit,

vereinigt, abe, Nacht in de, Vakuum-Zentrifuge getrocknet und in 0,5 ml H20

resuspendiert. Die Konzentratlonsbestimmung aller gereinigten Primer erfolgte

photometrisch bel 260 nm, sodars diefOrd!e Sequenzierunqpeeigneten Vere

dunnungen erstellt werden konnten.
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Primer zur Sequenzierung der ORF5-Fusionsstelle (vgl. Abb. 24):

I: 5'-(FITC)-GCCACCGCGAGCAAACCAGC-3'

III: 5'-(FITC)-GGTCGCGGTGATCATCGC-3'

Primer zur Sequenzierung der ORF5-upstream-Region (vgl. Abb. 4):

II: 5'-(FITC)-CCGGCACCAATTGCGGAGCCG-3'

IV: 5' -(FITC)-CGACTCCATCG.A..t\GGCC-3'

Primer zur Sequenzierung einer GC-reiehen Region in dapD (vgl. Abb. 11):

V: 5'-CGCGGTCGGCGTCACCG-3'

VI: 5'-GCCTCCTCAACAATGTCGT-3'

2.3.4 DNA-Sequenzier..lng

15

Zur Sequenzierung wurde die Dideoxynukleotid-Terminationsmethode naeh

Sanger et al. (1977) eingesetzt. Die Detektion der Sequenzierungsprodukte

erfolgte dabei entweder durch Autoradiographie naeh Einsatz von radioaktiv

markierten Nukleotiden oder automatiseh mit dem A.L.F.-Sequeneer (t;utomated

laser Eluorescence, Pharmacia, Freiburg) unter Verwendung von Fluoreszenz­

markierten Primern bzw. Fluorescein-15-dATP (F-dATP). Die Protokolle fur die

Sequenzierungsreaktionen mit dem Sequenase-Kit Version 2.0 (USB, Cleveland

OH, USA), radioaktiv, oder dem AutoRead™ Sequencing Kit (Pharmacia,

Freiburg), nieht-radioaktiv, sind in Tabelle 4 schematisch dargestellt.

Die Sequenzierunqsprodukte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Dazu

wurden fur die A.L.F.-Sequenzierung folgende Losunqsn benotiqt (aile

Chernikalien von Pharmacia, Freiburg):

10xTBE: ·121,14 9 Tris-Base

51,32 9 Borsaure

3,72 9 Na-EDTA

PM (20%) t 00 9 Acrylarnid

5,26 9 Bis-Acrylamid
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APS: 50

490

mg Ammoniumpersulfat

f!1 aqua dest.

Die Gelkassette wurde staubfrei gesaubert (10% SDS; Ethanol) und der obere

Bereich der Glasplatten mit 0,5 ml 8ind-Silan-Lbsung behandelt (0,4 ml Bind­

Silan (0,035% in Ethanol)+ 0,1 ml 10%-lge Essiqsaure). Das 6%-lge Polyacryl­

amidgel (24 ml 20% PM; 4,8 ml 10 x TBE; 33,6 9 Harnstoff; 0,5 9 Serdolith; ad

80 ml aqua dest.) wurde filtriert, 15 Minuten entiOftet und anschliefsend wurde

durch Zugabe von 280 f!1 APS und 70 ul TEMED die Polymerisation gestartet.

Dlese PM-Lbsung wurde vorsichtig in die zusammengesetzte Gelkassette

gespritzt und der Kamm eingesetzt. Nach 2 Stunden war das Gel vollstandiq

polymerlsiert und konnte fur die Elektrophorese eingesetzt werden.

Ais Laufpuffer wurde 0,6 x TBE eingesetzt, das Gel unter Laufbedingungen 45

Minuten vorqewarmt, und die Proben wurden unmittelbar vor dem Eiektrophorese­

start fur 10 Minuten bei 80°C denaturiert. Die elektrophoretischen Laufbedingun­

gen des A.L.F-Sequencer waren wie folgt:

Stromstarke

Spannung

Leistung

Temperatur

Laser-Leistung

Laufzeit

28

1,5

34

50

3

380

mA

kV

W

°C

mW

min Die Signaidetektion erfolgte aile 2 Sekunden.

Zur geleiektrophoretischen Auftrennung der zuvor denaturierten (4 min, 95 DC)

radioaktiven Sequenzreaktionen wurde ein Polyacryiamidgel nach Sambrook et
at. (1989) hergestellt. Nach der Elektrophorese erfolgte die Signaldetektion durch

1- bis 3-tagige Exposition eines Rbntgenfilms (Kodak X~OMAT).
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Tabelle 4: Schematisches Protokoll der eingesetzten Sequenzreaktionen

radioaktiv
Qt- 35S]-dATP

nicht-radioaktiv
Fluoreszenzprimer Fluorescein-daTP

Denaturierunq:
2 I-lg DNA
+ 40 ul Denaturierungs­

puffer (0,2 M NaOH;
0,2 mM EDTA)

--75 min RT
+ 4 I-li Neutralisierungs­

puffer ( 2 M NH4-Acetat
pH 4,5)

+ 100 I-li Ethanol (-20°C)
--710 min -70°C
--710 min 13000 Upm 4 °C
Pellet + 1 ml 70% Ethanol

(-20°C)
--7 5 min 13000 Upm 4 °C
--7 Pellet trocknen (3 min)

61-lg DNA
+ 2 ul Primer (5 pmol)

+ 1 ul 1 N NaOH

-710 min 80°C

6 I-lg DNA
+ 2 ul Primer (5 pmol)

+ 1 I-li 1 N NaOH

-710 min 80°C

Annealing:
+ 1 I-li Primer
+ 2 I-li Annealing-Puffer
+ 7 ul aqua dest.
--725 min 37°C

+ 1 I-li 1 N Hel
+ 2 I-li Annealing-Puffer
+ 3 ul DMSO
--715 min 37°C

+ 1 ul 1 N Hel
+ 2 ul Annealing-Puffer

-710 min 37°C

+ 1 I-li Nukleotidmix Ue 1
I-lM dCTP, dGTP, dTTP;
10 I-lM F-dATP)

+ 1 ul Extension Buffer
+3.J.LI.·Dtv1S0
-7 je 4,5 ul zu

2,5 I-li ddNTP-Mixen, in
Mikrotiterplatte bei
3YOC 3 min vorinkubiert

-75 min 37°C
+ 4 I-li Stop-Losunq
-7 auf Eis

I+ 1 ul Extension-Puffer

I

+ 21-l1 T7-Polymerase (3U) + 2 ul T7-Polymerase (3U)
I -7 10 min 37°C

1-7 je 4,5 ul zu
2,5 I-li ddNTP-Mixen, in
Mlkrotiterplatte bei
3YOC 3 min vorinkubiert

--7 5 min 37°C
+ 5 ul Stop-Losunq
-7 auf Eis

--7 je 3,5 ul zu
2,5 ul ddNTP-Mixen, in
Eppendorfqefafs bei
3YOC 3 min vorinkubiert

--7 5 min 37°C
+ 4 I-li Stop-L6sung
--7 auf Eis

Sequenzreaktiol1:
+ 1 I-li 0,1 M DTT,
+ 2 I-li Markierungs-Mix Ue

7,5 I-lM dCTP, dGTP,
dTTP),

+ 0,5 ul [35SJ-dATP (5I-lCi)
+ 2 ul Sequenase (3U)
--74,5 min RT
~aufEis
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Sequsnzanalyse

Die Auswertung der Daten aus der DNA-Sequenzierung wurde mit dem Programm

PCGENE (IntelliGenetics) vorgenommen. Zur Datenbankrecherche, Sekundar­

strukturanalyse und fur Homologievergleiche wurden die Programme aus dem

HUSAR-Paket 2.1 bzw. 3.0 (DKFZ, Heidelberg) eingesetzl. Dabei fanden die

Programme FASTA, BLASTX und BLASTP (Datenbanksuche mit dem Algorith­

rnus nach Lipman & Pearson, i 985), PEPTIDESTRUCTURE, PEPPLOT (Hydro­

phobizitatsplot nach Kyle & Doolittle, 1982) und BESTFIT (Iokale Homologien

nach Smith & Waterman, i 981), GAP (vollstandiqer Vergleich zweier Sequenzen

nach Needleman & Wunsch, 1970), MULTALIGN (sequentieller Vergleich

mehrerer Sequenzen nach Krueger & Osterburg, 1983) und CLUSTAL

(paarweiser Vergleich zwischen verschiedenen Sequenzen nach Higgins &

Sharp, 1988) Anwendung. Zur Voraussage von membranhelicalen Bereichen

wurden auch die PCGENE-Programme RAOARGOS (Rao & Argos, 1986) und

HELlXMEM (Eisenberg et et., 1984) genutzl.

2.3.5 Hybridisierungen

Zum Nachweis von DNA-DNA-Hybridisierungen wurden linearisierte, denaturierte

DNA-Fragmente mit Digoxigenin-11-dUTP ("DNA labeling and detection"- Kit,

Boehringer, Mannheim) nach einer modifizierten Methode nach Feinberg &

Vogelstein (1983) markiert (20 h, 37 "C) und als Sonde eingesetzl. Dabei wurden

entweder ganze Zellen auf einer Traqerrnernbran aufgeschlossen und die aus­

tretende DNA fixiert (Koloniehybridisierung), Plasmidpraparationen direkt (Dot

blot) oder DNA erst nach gelelektrophoretischer Auftrennung derRestriktions­

fragmente (Southern blot) e/ngesetzl.

Kotonlehybrldlslerung (Grunstein & Hogness, 1975)

Je 50 inserttragende E. coli NM522 Klone der part/ellen BamHI-Genbank bzw. der

Hindiii-Genbank in pUC19 wurden auf LB-Agar gepickt und nach 6- bis 8­

stOndigerlnkubation (37 ec) auf eine Nylonmembran (Biodyne A, Pall) trans­

ferriert. Zur Zeillyse wurde die Membran fur 15 Minuten mit der ROckseite auf 0,5

ml 0,5 N NaOH I 1,5 N HCI gelegt, kurz getrocknet und in der gleichen Weise mit

OI5mli -. fvi Tris /l l t) ivi .NaGi.. behandeitDieDNA:-Fixierungerfc!gte .• unter.Uv-Licht

(4 min, 366nm).
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Dot blot

Je ein Plasmidpool der partieilen Hindill-Genbank wurde in drei verschiedenen

Verdurmunqen auf eine Nylonmembran (Nytran N, Schleicher & Schull, Dassel)

aufgetropft und die DNA UV-fixiert.

Southern blot (Southern, 1975)

~...1it Restriktionsenzyrnen gespa!tene genomische oder plasmidale DNA wurde im

Agarosegel uber Nacht aufgetrennt und durch Vakuum-blotting (LKB 2016

VacuGene; Pharmacia, Freiburg) auf eine Nylonmembran (Nytran N, Schleicher &

Schull, Dassel) ubertraqen. Dazu wurde das Agarosegel in der Blotkammer

jeweils 20 Minuten mit Depurinierungsl6sung (0,3 M HGI), Denaturierunqslosung

(0,5 M NaOH 11,5 M NaGI) und Neutralisierungspuffer (1 M Tris 11,5 M NaGI pH

7,5) uberschichtet. Der vollstandiqe DNA-Transfer erfolgte fOr 60 Minuten mit 20 x

SSG-Losung (3 M NaGI I 0,3 M Na-Citrat, pH 7,0), und die DNA wurde an­

schliefsend UV-fixiert.

Hybridisierung

Nach Absattiqunq von unspezifischen Bindungsstellen auf den Membranen durch

Prahybridisierunq (5 x SSG, 1% Blocking Reagenz, 0,1% Lauroylsarcosin, 0,02%

SDS; 4 h, 68 °G), erfolgte die Hybridisierung in der gleichen Losung mit hitze­

denaturierter, Digoxigenin-markierter Sonde fur 16 Stunden bei 68 "C unter

leichtem Schutteln. Anschliefsend wurde der Filter je zweimal unter Schwenken

mit 2 x sse I 0,1% 80S fur 5 Minuten bei RT und mit 0,tx sse I 0,1%SDS fOr

15 Minuten bei 68 "C gewaschen.

Detektion

Zum Nachweis der DNA-ONA-Hybride wurde der Filter zunachst zur Absattigung

unspezifischer Bindungsstellen mit 1% Blocking Reagenz in 0,1 M Tris I 0,15 M

NaC! (pH 7,5) gebadet und anschliefsend mit einer spezifischen Antikorper­

konjuqat-Losunq (Anti-Digoxigenin I Alkalische Phosphatase; Boehringer

Mannheim) behandel!. Dieser spezifische Komplex wurde entweder durch eine

nachfolgende enzymkatalysierte Farbreaktion mit den Substraten 5-Bromo-4­

chlor-2-indoylphosphat (X-Phosphat) und Nitroblau-Tetrazoliumsalz (NBT) oder,

fur eine hohsre Sensitivitat.idurch eine Ghemilumineszenzreaktion mit dern

Substrat 4-Methoxy-4-(3cphosphatphenyl)spiro(1 ,2-dioxetanc3,T-adamantan)

(Lumigen PPD) in 0,1 M Tris f 0,1 M NaCI! 0,05 M MgC!2 (pH 9,5) nachgewiesen.

BeiderFarbreakiion mit X-PhoshaU NBT wirddasHybrid als blaubrauner
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Komplex sichtbar, bei der Lumigen-PDD-Methode erfolgt die Detektion uber

Lichtemission, die durch R6ntgenfilme (Kodak X-OMAT) lokalisiert wurde.

Sollte der selbe Filler in eine weitere Hybridisierung eingesetzl werden, so wurde

er zur Entfernung de, zuvor benutzten Sonde zunachst fur 30 Minuten mit 0,2 N

NaOH I 0,1% SDS bei 50°C gewaschen und anschlienend einer dreimaligen

VlJaschprozedur mit 2 x sse (15 min, RT) unterzogen.

2.4 Transforrnationstechnlken

2.4.1 Transformation von E. coli

Die E. coli Starnrne DH5 und NM522 wurden mit de, CaCl2-Methode nach Cohen

et a/. (1972) transforrniert. Eine E coli-Kultur in 50 ml 2xTY-Medium wurde bei

einer 00600 von 0,5 geerntet, das Pellet in 15 ml 70 mM CaCl2/20 mM MgS04

resuspendiert und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (15 min, 4000

Upm, 4°C) wurde das Pellet in 3,5 ml des gleichen Puffers aufgenommen, und

Aliquots wurden in 20% Glycerin bei -70°C gelagert. Zur Transformation wurden

100 ;11 kompelente E. coli Zellen mit de, DNA gemischt und fur 30 Minuten bei

o °C inkubiert. Nach Hitzeschock (45 s, 42°C) erfolgte die Zugabe von 500 ;11

2xTY-Medium und 45-minutige Inkubation auf dem Rotationsschuttler (100 Upm,

37°C), bevor die Zellen auf LB-Agar mit Antiblotikurn zur Selektion ausplattiert

und abe, Nacht inkubiert wurden.

Die Transformation der E coli Starnrns RDD32 und RDE51 erfoigte aufgrund der

h6heren Effizienz durch Elektroporation. Die Zellvorbereitung und Elektroporation

wurde wie beschrieben durchgefOhrt (Wehrmann etal., 1994).

2.4.2 Transformation von C. gllJtamicum

Auch die Transformation von C. glutamicum erfolgtedurch Elektroporation. Zur

VorbereitungderZeiJennach einer wereinfachten Methode nach LiebLetaf.

(1989) wurden die Zellen mit den Wachstumsinhibiloren lsonicotinsaurehydrazid,

Glycin und Tween SO uber Nachlin LB-Medium angezogen uno bei einer 00600
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von 0,5 zunachst auf Eis gekOhlt (10 min) und in der Zentrifuge JE21 M/E, Rotor

JA10 (Beckman Instruments GmbH, MOnchen) geerntet (10 min, 6000 Upm, 4 "C).

Danach wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem,1 O%-igen Glycerin gewaschen,

in 1 ml des Puffers aufgenommen und in Aliquots zu 100 ~I in flOssigem Stickstoff

eingefroren und bei -70 "C gelagert. Zur Elektroporation wurden die Zellen auf Eis

aufgetaut, mit der DNA in sterilen, eiskalten Kuvettsn (Typ 16 S 2086, Biorad,

~JlOnch€n) gemischt und im "Biorad Gene Pu!ser" unter den Standardbedingungen

(2,5 kV, 25 ~F und 200 Q Parallelwiderstand am "Pulse Controler") der Elektro­

poration unterzogen. Nach Beendigung des Pulses wurde sofort 1 ml vorge­

warrntes BHIS-Medium zu den Zellen gegeben und die Regeneration erfolgte auf

dem Rotationsschuttler (100 Upm) fur 60 Minuten bei 30 ee. Anschliefsend

wurden die Zellen auf LBHIS-AgarplaUen mit dem entsprechenden Antibiotikum

ausplattiert und fur zwei Tage bei 30 "C inkubiert.

2.4.3 Konjuqation

Die Methode der Transkonjugation wurde tur den Transfer von Integrations­

plasmiden nach C. glutamicum eingesetzt (Schafer et el., 1990). Dazu wurden

400 ~I einer LB-Vorkultur des Donorstammes E. coli S17-1 (Simon et a/., 1983) in

20 ml LB plus 2% Glukose und Kanamycin (50 mgll) uberfuhrt, bis zu einer

00600 von 1 bei 37 "C inkubiert (140 Upm) und dann auf Eis gelagert. Der

Rezipient wurde in 100 ml LB-Medium plus 2% Glukose uber Nacht angezogen

und ein 10 ml Aliquot dieser Kultur wurde in einem Reagenzglas einem Hitze­

scheck (9 min, 48,5 "C) unterzogen. 1 ml Donorzellen wurden mit Rezipienten­

zellen (3 ml bei OD600= 5) in einem Reagenzglas mit Schraubdeckel gemischt,

30 Sekunden bei 5000 Upm abzentrifugiert, der Oberstand entfernt und das

Zellpellet in 100 ~I LB-Medium resuspendiert. Sterile Zellulosenitratfilter wurden

auf LB-Platten gelegt und das Zellgemisch vorsichtig auf den Filter getropft. Nach

dem Auftrocknen der Zellen wurden die Platten 20 Stunden bei 30 "C inkubiert,

anschliefsend der Filter abgenommen und in einem Eppendorfgefal! mit 0,6 ml

LB-Medium gemisch!. Die so resuspendierten Zellen wurden auf LB-Agar mit

Kanamycin (25 mgll) und Nalidixinsaure (50 mgll), zur Hemmung des Wachstums

von E. coli 817-1, ausplattiert und zwei Tage bei 30 "C inkubiert.
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2.5 Nachweis von Enzyrnen und Polypeptiden

2.5.1 Herstellung von Rohextrakten und Prcteinbeetimmunq

Hersteltunq des Rohextraktes

Die Zellen wurden in den jeweiligen Medien bis zur spatexponentiellen Wachs-

turnsphase angezogen und geerntet (5000 Upm, 10 min! 4 "C; ~/iinifuge RF!

Heraeus Christ GmbH, Osterode). Anschliefsend wurden sie zweimal in 0,9 %-iger

NaCI-Losung gewaschen und bis zum Zellaufschluls bei -20 "C gelagerl. Zum

Aufschlufs wurden die Zellen in soviel Aufschlufspuffer (0,1 M Kaliumphosphat­

puffer pH 7,0 oder 20 mM Tris/HCI pH 8,0) aufgenommen, dar.. die Zellsuspension

eine optische Dichte von etwa 200 aufwies. Mit Hilfe des Ultraschall-Desintegra­

tors Branson Sonifier W-250 wurden die Zellen mit einer Pulsfrequenz von 20%

und einem Leistungs-"output" von 2,5 beschallt. Wenn nicht anders angegeben,

betrug die Aufschlul3dauer bei C. g/utamicum - Zellen 10 Minuten. Ais Aufschluts­

gefal3e dienten 2,2 ml Eppendorfreaktionscefafse, die wahrend des Aufschlufses

standig mit Eiswassar gekOhlt wurden. Zur Enlfernung der ZelltrOmmer en'olgte

eine 30-minOlige Zentrifugation (KOhlzentrifuge 202 MK, Sigma GmbH, Osterode;

13000 Upm, 4 "C). Der Uberstand wurde als "Rohextrakt'' in die Proteinbestim­

mung und Enzymtests eingesetzt.

Entsaizung

Um niedermolekulare Substanzen aus diesem Extrakt zu enlfernen, wurden Gel­

filtrationen millels Sephadex G-25M durchgefOhrl. Dazu wurden aquilibrierte PD­

10 Fertigsaulen (Pharrnacia, Freiburg) benutzt. Die Elution erfolgte mit 0,75 und

3,5 ml 20 mM Tris/HCI pH 8,0, und die zweite Fraktion des Eluats wurde als

"entsalzter Rohextrakt" in die Enzyrntests eingesetzt.

Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration aller Rohextrakte· wurde nach der Biuret-Methode

(Gornaii et ei; 1949) bestimml.
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2.5.2 Nachweis spezifischer Enzymaktivitaten

23

Aile photometrischen Messungen wurden bei 30°C mit dem Spektralphotometer

PM 6 (Zeiss, Oberkochen) durchgefOhrt. Die spezifischen Aktivltaten der Enzyme

sind in Ufmg Protein angegeben. Eine Enzymeinheit entspricht 1 umol gebildetes

Produkt pro Minute.

2.5.2. '1 Bestlrnrnunq der Succlnylase-Aktivitat (CapO)

Die Acyl-CoA:Tetrahydrodipicolinat-N-Acyltransferase katalysiert den Transfer der

Acylgruppe von Succinyl-CoA auf Tetrahydrodipicolinat (THOPA). Dabei ist

unklar, ob THDPA (Simms et el., 1984; Berges et et., 1986) oder dessen hydrierte

aliphatische Form, L-2-Amino-6-ketopimelat (Soda, person]. Mitteilung 1989),

Substrat dieser Reaktion ist, In jedem Fall ist N-Succinyl-2-amino-6-ketopimelat

das Produkt. Oie bei dieser Reaktion freiwerdende SH-Gruppe des CoA kann mit

Hilfe des Ellmans Reagenz, 5,5'-Oithiobis(2-nitrobenzoat) (OTNB), quantifiziert

werden. Dabei reagiert die Thiol-Gruppe mit DTNB, was neben Disulfiden zur

Bildung von 2-Nitro-5-thiobenzoat fuhrt, dessen Dianion (TNB2-) bei 412 nm

absorbiert (Riddles et et., 1979). Weil auch die meso-Diarnlnopirnelat­

dehydrogenase THDPA bzw. Aminoketopimelat als Substrat verwendet, wurde

der Rohextrakt vor Einsatz in den Enzymtest gelfiltriert, um Ammonium, das als

CoSubstrat fur die direkte reduktive Aminierung erforderlich ist, aus dem Roh­

extrakt zu entfernen. Da die Succinylase relativ instabil ist, wurde die Gelfiltration

bei 4 °C ausgefOhrt und der entsalzte Rohextrakt direkt in den Enzymtest nach

Schrumpf et al. (1991) eingesetzt. Zur Bestimmung der Konzentrationen wurde

ein Extinktionskoeffizient E von 14,15 cm2f..1mol-1 fOr TNB2- (Riddles et et; 1979)

zugrunde gelegt.

Reaktionsansatz: 100 f..Il 1 !Vi TrisfHCI pH 8,0

100 f..Ii 5 mM DTNB in 20 mM Tris/HCI pH 8,0

100 f..Il 2 m!Vi Succinyl-CoA

485 f..Il aqua dest.

100 f..Il entsalztsr Rohextrakt

115}1L216illi\.1 THPPA
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Tetrahydrodlpicollnat-Synthese

Um den Enzymtest durchfuhren zu konnen, rnulste zunachst das Substrat der

Reaktion, Tetrahydrodipicolinat (THDPA), hergestellt werden. THDPA wurde

mittels angereicherter meso-Diaminopimelatdehydrogenase aus meso­

Oiaminopimelat synthetisiert (Schrumpf, 1991), uber PD-10-Saulen entsalzt und

umgepuffert. 1 ml des Praparates wurde auf eine aquilibrierte Saute gegeben und

mit 5 ml 250 mtv1 Glycin/KCI/KOH-Puffer pH 10,5 eluiert. Die ersten 2,5 mi wurden

verworfen, die folgenden 3,5 ml Eluat wurden mit Puffer auf 5 rnl aufgefQlIt und,

auf zwei aquilibrierte PD-10-Saulen verteilt, erneut gelfiltriert. Die erhaltenen 7 ml

Eluat wurden auf Centricon-10 Mikrokonzentratoren (Amicon GmbH, Witten)

verteilt und in der Heraeus-Minifuge eingeengt (5500 Uprn, 1 h, 4 °C). Das

Retentat wurde auf 1,25 ml aufgefQllt und sofort zur Synthese des THDPA nach

Simms et al. (1984) eingesetzt. Der Syntheseansatz enthielt:

312 IJI 1 M GlycinfKClfKOH pH 10,5

500 IJI 50 mM D,L-DAP

188 IJI aqua dest.

1250 IJI DAP-Dehydrogenase pH 10,5

250 IJI 100 mM Na2C03f250 mM NADP

Die Synthese wurde, nach 10-minotiger Vorinkubation des Ansatzes bei 30 °C,

durch Zugabe von NADP gestartet. Nach 5-minotiger Inkubatian wurde das

Enzym mit Hilfe von Centrican-iO Mikrokonzentratoren (5500 Upm, 45 min, 4 °C)

abgetrennt. Das THOPA enthaltende Filtrat wurde mit konzentrierter HCI auf pH 4

eingestellt und bei 4 °C aufbewahrt.

Die Quantifizierung des THDPA erfolgte in einem nach Misona at af. (1986) ver­

anderten Reaktionsansatz, der der physiologischen Reaktionsrichtung der OAP-

Reaktionsansatz: 200 IJI 1,5 M Tris/HCi pH 7,5

200 IJI 0,5 M (NH4)2S04

100 IJI 0,002 M NADPH

470 IJI Aqua dest.

20 tJi ·DAP.:.Dehydrogenase(5QU/ml)

10 IJI THDPA
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Die Extinktion bei 340 nm wurde vor und nach Zugabe des THDPA gemessen.

Aus der Extinktionsdifferenz kann die Konzentration von oxidierten Reduktions­

aquivalenten bestimmt werden, die der THDPA-Konzentration aquirnolar ist.

2.5.2.2 8estimmung der Desucclnylase-Aktivitat (Dapfi)

Die N-Acyl-Diaminopimelat-Deacylase (EC 3.5.1.18) katalysiert die Abspaltung

des Acylrestes von N-Succinyl-Diaminopimelat, so dar.. Succinat und LL-2,6­

Diaminopimelat als Reaktionsprodukte freigesetzt werden. Bei dem durch­

gefOhrten Enzymtest wurde als Mer..grer..e das entstehende Diaminopimelat

verwandet, das mittels HPLC-Analyse quantifiziert wurde.

Damit das entstehende Diaminopimelat nicht zu Lysin decarboxyliert wird, enthielt

der Enzymtest zur Hemmung der pyridoxalphosphatabhangigen rneso-Diarnino­

pimelatdecarboxylase Hydroxylammoniumchlorid (Kindler & Gilvarg, 1960). Ein

weiterer Bestandteil war CoCI2, da die Desuccinylase als ein Co2+-abhangiges

Enzym beschrieben wurde (Cohen & Saint-Girons, 1987), sowie Ornithin als

internen Standard fur die HPLC-Analyse. Das Substrat, N-Succinyl-Diamino­

pimelat (SuccDAP), wurde von B. Schrumpf zur VerfOgung gestellt; der Enzymtest

wurde nach Schrumpf et el. (1991) mit entsalztem Rohextrakt durchgefOhrt.

Reaktionsansatz: 50 f.l1 i M Tris/HCI pH 8,0

11 f.l1 0,37 M Hydroxylammoniumchlorid I

0,185 M SuccDAP

5 f.l1 0,005 M CoCI2 x 6H20

50 f.l1 0,001 M Omithin

84 III aqua dest.

50 f.I! entsalzter Rohetrakt

Nach 5-minOtiger Vorinkubation des Reaktionsansatzes bei 30°C erfolgte der

Start durch Zugabe des Rohextraktes. Um eine zeitabhanqigs Reaktion

beobachten zu konnen, wurden dem Reaktionsansatz 30 pl-Aliquots nach 0, 10,

20 und30 Minuten entnommen und die Reaktion sofort mit 30 IJI Stoppreagenz

(6,7ml 70 %-ige Perchlorsaure; 40 ml 95%-igerEthanol; ad 100 ml aqua dest.)

beendet.Die Proben wurden mit 20fJI Neutralisierungspuffer(31,8 9 K2C03 ad

100 ml20 mM Tris/HClpH 8,0)versehen und abzentrifugiert (13000 Uprn, 10 min,
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4°C). Der Uberstand wurde direkt in die HPLC-Analyse eingesetzt oder bei

-20°C gelagert. Zur Quantifizierung von Diaminopimelat wurde eine Vorsaulen­

derivatisierung mit o-Phthaldialdehyd und anschlier:lender "reversed phase" HPLC

(Lindroth & Mopper, 1979) durchgefOhrt. Da bei dieser Auftrennung auch die

Enantiomere des Diaminopimelates als getrennte Peaks auftraten, mufsten die

Peakflachsn der beiden Stereoisomere LL-2,6-DAP und D,L-DAP, das durch

Epimerase-Aktivitat im Reaktionsansatz entsteht, addiert werden,

2.5.2.3 Bestlrnmunq der Dehydrogenase-Aktivitiit (Delh)

Die meso-Diaminopimelatdehydrogenase (EC 1.4.1.16) katalysiert die NADPH­

abhanqiqe reduktive Aminierung von L-2-Amino-6-ketopimelat. Wahrend diese

Reaktion physiologisch bei pH 7,5 ablauft, rnacht man sich fOr die Quantifizierung

der Enzyrnaktivitat die Ruckreaktion, die bei pH 10,5 begQnstigt ist (Misono et al.,

1979), zunutze.

Die Quantifizierung der meso-Diaminopimelatdehydrogenase wurde nach Treptow

(1989) durehgefQhrt.

Reaktionsansatz: 5001-1 1

330 111
1001-l!

20 j..ll

50 j..ll

400mM G!ycin/NaOH pH 10,5

aqua dest.

20 mM NADP-Na2

Rohextrakt

80mM DAP

Dureh Zugabe des Substrates, DAP, wurde die Reaktion gestartet und die

Extinktionsanderung bei 340 nm gemessen. Es wurde ein Extinktionskoeffizient s

von 6 13 ·cm2 ·JJmol-1·fOr NADPH zugrunde·ge!egt.

2.5.3 SDS-Polyacrylamid"Gelelektrophorese

Zur analytischen Auftrennung von Proteinen naeh Molekulqrofse wurde die

polyacrylamid"Gelelektrophorese (PAGE) nachLaemmli (1970) unter denaturier­

enden Bedingungen verwendet. Die Hersteilung des Geis und die Vorbereitung

der Proben erfolgte nach Sambrook et al.(1989). Es wurde ein vertikales
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Gelsystem (Dual Vertical Slab Model 220, Biorad, USA) mit 10%-lgem Trenngel

(8,4 ml 30%-iges Acrylamid I Bisacrylamld; 6,3 ml1,5 M Tris I 0,4% SDS, pH 8,8;

10,1 ml aqua dest.; 25 III TEMED und 250 III 10% Ammoniumpersulfat) ein­

gesetzt. Das Konzentrationsgel enthielt 3,2 ml 30%-ige Acrylamid/Bisacrylamid­

Losunq, 6,2 ml 0,5 M Tris I 0,4% SDS pH 6,8, 15,2 ml aqua dest., 25 III TEMED

und 250 III 10% Ammoniumpersulfat. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter

Strornstarke von 30 mAo

2.6 Bestimmung zelhnterner und -externer Aminosauren

Die Quantifizierung von Arninosauren erfolgte rnittels Derivatlsierung mit o-Phthal­

dialdehyd und Auftrennung Ober reversed phase HPLC (Lindroth & Mopper,

1979). Zur Bestimmung der externen Konzentrationen wurdsn die Zellen kurz

abzentrifugiert (5 min, 13000 Upm) und der Kulturuberstand in die Analyse

eingesetzt. Wurden sowohl interne als auch extsrne Konzentrationen bestimmt,

erfolgte die Trennung der beiden Kompartlmente uber Silikonolzentrifuqatlon,

2.6.1 Sillkcnoizentrituqatlon

Durch die Silikonolzentrifuqation wird eine schnelle Trennung der Zellen von dem

umgebenden Medium und eine sofortige Inaktlvierung des Stoffwechsels, um den

Abbau bzw. die Synthese von Zellmetaboliten zu unterbinden, erreicht (Klingen­

berg & Pfaff, 1967). Dazu wurden vor jeder Probenentnahme 30 III 20 %-ige

Perchlorsaure In funf 400 IlI-Mikrozentrifugenr6hrchen(Beckman Instruments

GmbH, MOnchen) gegeben und mit je 65 III Silikoncl der Dichte 1,04 g/cm3 ubsr­

schichtet. Jeweils 200 III Probe wurde auf die Silikonolschicht gegeben und sofort

60 Sekunden hochtourig abzentrifugiert (Mikrofuge E, Beckman Instruments

GmbH, MOnchen). Dabei wurden die Zellen durch das Silikonol in die Perchlor­

saure zentrifugiert, wodurch die Zellen inaktiviert wurden. Das Kulturmedlum blieb

aufgrund der geringeren Dichte uber der Silikonolphase, konnte abpipettiert

werden und entweder direkt In die HPLC-Analyse eingesetzt oder bei -20°C

aufbewahrt werden,
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Zur Bestimmung der zellinternen Aminosaurekonzentrationen mulste das Zell­

pellet in der Perchlorsaurephase autqearbeitet werden. Die Rohrchen wurden in

der Silikonolphase durchtrennt, die Zellen in der Perchlorsaurephase in ein 0,75

ml Reaktionsgefars zentrifugiert (Biofuge 13, Heraeus Christ GmbH, Osterode),

resuspendiert und nach Zugabe von 45 J.l1 aqua dest. und 10 J.l1 Sillkonol der

Dichte 1,07 g/cm3 fur 10 Minuten im Ultraschallbad vollstandiq aufgeschlossen.

Zugabe von 25 J.l1 einer 5 M KOH, 1 M Triethanolarnin-Lcsunq fUhrte zur Neutra­

lisation des Homogenates. Ausgefallenes KCI04, Zetltrurnrner und Silikonol

wurden nach 30-minQtiger Inkubation auf Eis abgetrennt (10 min, 13000 Upm,

4°C) und die wassriqe l.osunq mit den loslichen Zellmetaboliten konnte in die

Analyse eingesetzt werden.

2.6.2 Reversed phase HPLC

Zur Bestimmung der Aminosaurekonzentrationen wurde eine Vorsaulenderivati­

sierung mit o-Phthaldialdehyd mit anschliefsender reversed phase HPLC (Lindroth

& Mopper, 1979) durchgefUhrt. Dazu wurde das HPLC-Gerat Typ HP 1090 M

(Hewlett Packard, Waldbronn) mit einem Fluoreszenzdetektor HP 1046 A

eingesetzt. Die Steuerung und Auswertung erfolgte uber die "HP-Chem-Station".

2,5 1-11 Probe wurde unmittelbar vor jeder Analyse automatisch mit 17,5 1-11 0­

Phthaldialdehyd ! 2-Mercaptoethanol-Fertigreagenz gemischt. Die dabel ent­

stehenden fluoreszierenden, thiosubstituierten Isoindoie (Jones & Gilligan, 1983)

wurden auf einer reversed phase Saute (Hypersil ODS 5J.l) uber ein Gradienten­

programm mit zunehrnend unpolarer Phase (Methanol) aufgetrennt. Das polare

Eluenz war 0,1 M Natriurnacetat pH 7,2 und die Flufsrate betrug 0,5 mllmin. Die

Detektion erfolgte bei einer Anregungswellenlange von 230 nm und einer

Emissionswellenlange yon Li50 nrn bei ge"igneterVerstarkung.
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2.1 Radlochemische Transportstudien

2.1.1 Aufnahme aromatlscher Ammosauren

29

Zur Bestimmung der Aufnahmeraten aromatischer Arninosauren bei C.

g/utamicum wurden 14C-markierte Substrate eingesetzt. Fur die Messungen

wurdsn die Bakterien wie unter 2.2 beschrieben angezogen, auf eine Zelldichte

von etwa 00600 = 6 (entspricht 1,8 mg Trockengewicht / ml) eingestellt und auf

Eis gelagert. Jeweils 2 ml Zellsuspension (0,35 - 1,8 mg Trockengewicht / ml)

wurden bei 30°C im Wasserbad unter Ruhren mit 10 mM Glukose 3 Minuten

vorinkubiert. Der Start der Messung erfolgte durch Zugabe von L-Phenylalanin-,

L-Tryptophan oder I-Tyrosin-Losunqen, so dafs Endkonzentrationen zwischen 0,5

und 200 ~M erreicht wurden. Jeder dieser Substratlosunqen wurde das ent­

sprechende 14C-lsotop (Amersham Buchler, Braunschweig) zugesetzt, so da~

eine rnaxirnale radioaktive Konzentration von 18,5 KBq/ml im Testansatz

vorhanden war. Jedem Testansatz wurde zu 6 Zeitpunkten (15-200 Sekunden)

jeweils 200 ~I entnommen und uber eine Mehrfachfilteranlage (VF1, Amicon)

abfiltriert. Die Zellen wurden dabei durch Glasfaserfilter (Milipore) zuruckgehalten

und sofort zweimal mit je 2 ml O, 1 M LiCI gewaschen. Nach Trocknen der Filter

wurde die inkorporierte Aktivitat mittels Ftussiqkeltsscintillationszahler bestimmt.

2.1.2 Bestirnrnunq des Membranpotentials

Zur Bestimmung des Membranpotentials wurde das radioaktiv markierte Kation

Tetra-[14C]-phenylphosphoniumbromld (TPP+) eingesetzt, das aufqrund seiner

lipophilen Struktur die Cytopiasmamembran durchdringen kannunddurch die

positive Ladung, bei intaktemelektrischen Potential, im Inneren der Zellen

akkumuliert wird (Rottenberg, 1979). 500 ~I Zellsuspension (00600 = 1,7) wurden

mit 1 ~I TPP+ (entspricht 5,5 KBq/ml irn Ansatz) 60 Sekunden unter Ruhren bei

30 .oCinkubiert.Anschlief1end wurden3 x·1 DOp.! einer Silikonclzentrifuqaticn

unterzogen und je 50 ~I des Uberstandes (externe Aktivitat) sowie 3 x 50 ~I der

Zellsuspension (Gesamtaktivitat) wurden in die Flussipkeitsscintillationszahtung

eingesetzt. Mit Hilfe des intrazetlularen Volumens (1,9 ~I / mg TG) kann so die

intrazellulare Volumenaktivitat der Sonde und daraus, da das chemische Potential

der Sonde im Gleichgewicht dem elektrischen Potential uber der Membran

entsprlcht, das Membranpotential ~'¥ in mV srrechnet werden.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Isolienmg des Gens fUr die N-Succin'l!-iJiaminopimelat­

desucclnylase (<tapE)

In der Diplomarbeit (Wehrmann, 1991) konnte mittels heterologer Komplemen­

tat ion ein DNA-Fragment isoliert werden, das in C. glutamicum zu einer ernohten

Desucctnylaseaktivitat fOhrte. Molekulargenetische Untersuchungen zeigten

jedoch, dar., zumindest der Bereich vor dem dapE-Strukturgen strukturell nicht

intakt vorlag. Dies sowie die Tatsache, dar., in der gleichen Arbeit auch ein DNA­

Fragment isoliert wurde, das sowohl zu einer erhbhten Succinylase- als auch

Desuccinylaseaktivitat fuhrte (pAW141), war der Grund fur einen erneuten Ansatz

zur Klonierung eines intakten dapE-Fragmentes. Dabei wurde die Koloniehybridi­

sierung eingesetzt, um eventuelle negative Auswirkungen eines funktionellen

Selektionsdruckes, wie er bei der heterologen Komplementation besteht, aus­

zuschliefsen,

3.1.1 Klonierung mittels Kcleniehybndisierung

Zur Erstellung einer partiellen Genbank wurde chromosomale DNA des Wildtyps

C. glutamicum ATCC13032 isoliert, mit BamHI gespalten und nach Selektion von

Fragmenten einer Lange von 2,5 - 4.3 kb in pUC19 inseriert. Nach Transformation

von E. coli NM522 mit diesem Ligationsansatz wurden mit Hilfe von X-Gal-I !PTG­

haltigen Platten 740 inserttragende Klone vereinzelt und fur die Koloniehybridi­

sierung eingesetzt. Ais Sonde wurde ein O,8kb Xhol-EcoRI internes dapE­

Fragment aus pE14 ("\lehrmann, 1991) gewahit, das strukturell intakt vorlag. Mit

der Digoxigenin-markierten Sonde konnten 3 Klone, die Hybridisierungssignale

aufwiesen, identifiziert werden. Restriktionsanalysen der isolierten Piasmide

zeigten, dar., zwar immer mehrere BamHI-Fragmente im Vektor inseriert vorlagen,

jedoch in jed em Fall sin 3,4 kb grof.Ses Fragment vorhanden war, Nach !solierung

und Klonierung dieses Fragmentes konnte durch Southern blot bestatiqt werden

(s. Abb.2), dar.. es sich hierbei um ein originaresCglutamicum BamHI-Fragment

handelte.
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Abb. 2 Nachweis der lnteqritat des klonierten 3,4 kb BamHI-Fragmentes durch
Southern blot. Als Sonde diente ein internes 0,8 kb Xhol-EcoRI­
Fragment. Spur 1 enthalt chromosomale, BamHI-verdaute DNA von
C.g/utam/cum ATCC13032, Spur 2 Plasmid-DNA von pUC19BamHI3,4,
ebenfalls mit BamHI gespalten.

Durch Komplementation der beiden DAP-auxotrophen E. coli Mutanten RDD32

dapD und RDE51 dapE sollte uberpruft werden, ob ein funktionelles dapE auf

dem isolierten Fragment iokalisiert ist und ob dlesss Fragment auch zur dapD­

Komplementation fuhrt. Dabei zeigte sich, dal?, das 3,4 kb Bamnl-Fragment dapE,

jedoch nicht dapD komplementiert. Zur genauen Lokalisation des dapE-Genes

wurden auch Exonuklease III - Deletionsklone in die Komplementationsexperi­

mente einbezogen. Hier fuhrte das Deletionsfragment 81 zur Komplementation

von dapE, die weitere Deletion von 205 bp (Deletionsklon 92) ergab jedoch keine

Komplementation. Abbildung 3 zeigt die Ausdehnung der wichtigsten Deletions­

fragmente und deren Kornplementationsverrnogen von E. coli RDE51 dapE.
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3.1.2 Sequenzanalyse

Zur Sequenzierung des 3,4 kb gro~en BamHI-Fragmentes wurden Subklone

mittels Exonuklease III erstellt. Dabei wurde das Ausgangsplasmid

pUC19BamH!3,4 zunachst mit Sphl und Xbal gespalten und einer Exonuk!ease III

- Behandlung unterzogen, reliqiert, und E coli DH5 wurde mit diesem Ansatz

transtormiert. Mit Hilfe von Plasmidpraparationen konnten unterschiedlich gro~e

lnsertdeletionen identifiziert werden, von denen 16 De!etionsklone fUr die

Sequenzierung eingesetzt wurden. Zur Sequenzierung des Gegenstranges wurde

das Ausgangsplasmid mit Sacl und Smal gespalten und analog verfahren, so dafs

letztiich 14 Deletionsklone fur die Sequenzierung ausqewahlt werden konnten

(Sequenzstrategie s. Abb. 3). Die Sequenzierung erfolgte mit der Dideoxy­

Methode nach Sanger et et. (1977), der DNA-Nachweis uber Autoradiographie

von eingebautem 35S-dATP. Die komplette Nukleotidsequenz ist in Abbildung 4

wiedergegeben.
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Abb. 3 Restriktionskarte des dapE-tragenden 3,4 kb C. glutamicum BamHI­
Fragmenles, Ausdehnung der fur die dapE-Lokalisation relevanten
Detetionsklone 75, 81 und 92 sowie Sequenzierungsstrategie. Die
plasmidvermittelte Komplementation von E. coli RDE51 ist rechts
dargeste!lt. (8=BamHI, E=EcoRl, H=Hindlll, P=Pstl,S=Sall, X=Xhoi)
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3'BamHI 75
CCTAGGCCCTTCGGTAGGCTTTTATTCTCGTTATGGTTACTACTCCTTTCGCTACTAGTGGCGCTGGAATTACTT

S G P L W G F I L A I G I I L F A I I V A V KIF
. EcoRI 150

ACGCTTGGTCATGAGCTTAAGTGGCTTTGGCGCTTGGCGCTGCTCCAAGTGGTGTCGCTTCTTCTGGTGCGTCTG
A F W Y E F E G F G R V A V L N V V A F F V V C V

225
TTCGCTTCCTTAGGTGCCAAGCTGCGGCTTGGTACGTGGGTACTACCGTCGTCGCGGTCAGTAAAGCCGCGGGTA

L S P I W P E V G F WAG M I A A A G T MEA G M
300

GTGGTATTAGTCGTACTTGGTCATGTTGGTTGGCTCCCTCTTTGGTCGGGTCACCGGCTTTCGTAGGAGCGGCAT
V MIL M F W Y L W G L S F G A W H G FAD E G Y

375
TGCACTTTTGCTAGGCCTCCGCCCTGCCCGTCGTCGGTAGAGCGGCTCGTAAACGTATTGTTCGTGTTGCTACCG

R S F S GSA P R A A A MEG L M Q M V L V V I A
450

AGGCCGCTACTACATGCGGTCCTCGTGACGCCCCGGCCGACGCGCCTATGGTTGCGGCCACGGCTCCTTGTCAGG
G A I I Y ALL V A P G A A RIG V G T G L F L G

525
CCGTGGTTAACGCCTCGGCTCAGGGTAGTAACACTCCACCGCCCAGGCTTCAGGCCAAGGGTCGGGAAGTAATCT

A G I A S G L G M M T L H R T R L G T G L G ENS
<-orf5n, HindI I I 600
~~TCGGTACATAGTTGGCATTTGGGTGTACCGTGACCAATACTTTTACCCAGTTCGAAACTCCGCCCGTTGACC

K A M A K L R A V P
675

GAGTACCTTCGGCCTAAGTGCGAACTAACTGGTTAAA.CGAACCGGAAGCTACCTCAGCTATCACGCATTGAGGAG
E H F G S E R K I S W N A Q G E I S D I T R LEE

750
TAGCCGACGCTTGGTTTACCCCCATAGAGGTAGGTTCTGTTACAATAAAGGCTACAGCGTTAACAGAGGGTCTGA

D A A F W I P T D G D L V INN G I D C N D G L S
825

CTGAGGCTACTAAGGCCTCGACTGTGGTTTCAACGTCAAAACCGGCTACGAGTTGCCGTTTGCCGCCGCGACAAG
V G I I G S S V G F N C N Q GIS L P L R R R Q E

900
TAGAGAGCCCCTGACTTATCATCTTCTGTCAGGTTAGAGCCTTGGAAGTGGCTACTGGTGTGGCCTTGAGTCCGC

D R P S Q ITS S L G I E S G E G I V V G S S L R
975

CGGAAGGTGGAAACGCCGTGGGTTCCACGGCCTCAACTTTCTGTGCTTTGGAAGTGCGTCGTGTCTCCATGGGCC
G E V K A A G LTG S N F S V F G E R L V S T G P

,1050
TCGTTCCATACGTGGATCCGCGTGCGCAAGACGAAGCCTCTACGCCTGAGGTCCCCCTTGGTGTATCAGCTGGTA
A L Y A G L R V REA E SIR V G P P V V Y DVM

1125
CGCCCCTTCTGCCAGGTGTGTCATCTGCACCTACTCAGGCGCCCTGGCGTCTCGTGGTGCGTGGGTGAGTTTCAA

R P L R D V C Y V H I L G R S R LAG R V W E F N
,1200

AAGTCCTTCCGTTCCCGGGAACAAACAGGTGTGGTGCAGCCTGTCGTCGAGGTTCCACAAAACGTACACGTAAAG
E P L C P G K N T W V V D S L L E L T N Q M H M E

1275
CACCCCCGCCTGGTCCGCCACCCTTTCGTCCACCTCCGCGTCCATTTGTAGCACGCGCAGATGACCTCCAACTCT

H P R V L R H S L L H L R L Y V D HAD V P P Q S
,1350

GTCTAGCCCCTATTGCCACGCCTGACGATGGACF~GCTGCTCCGCTAGAACCAGGTCAAAATGGTTGACGTCGTA

L D P I V T R V A V Q E V L R D Q D L K V L Q L M
1425

GGCACCCCACTC~.AGCA.2l,.ACGAGGCTCCGCACACCACGGGTGAAGGTTACCCATCGCAAGTCGGGTGACTAGGCC

R P T LEN A G L R T T G VEL P Y REA W Q D P
.1500

CAACTTTTAAACCCCAAGACCCATGGTGCACAGGTCCTACCAGGGCAGGTACCGCTATAAACGCTAAGGTTGACG
NFl Q PEP Y W T D LIT G D M A I N A I G V A

<-orf3, RBS 1575
5'---CTCCGCGAATGTTTTCACTCATTTTTTAATCGACCGCTTCCATCATGTTTTAACTAAGGTTTGTAGGCTT
AACCCGAGGCGCTTACAAAAGTGAGTAAAAAATTAGCTGGCGAAGGTAGTACAAAATTGATTCCAAACA----5'

Q A G R I N E S M
, rdapE--> ,1650

AAACCTGTGAACTCTGAACTCAAACCAGGATTAGATCTCCTCGGCGACCCAATTGTCCTTACTCAACGTTTGGTA
V N S ELK P G L D L L G D P I V L T Q R L V
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1725
GATATACCGAGTCCGTCGGGTCAGGAAAAGCAGATTGCTGATGAAATTGAAGATGCCCTTCGGAACCTTAATCTA
DIP S PSG Q E K Q I A DEI E D A L R N L N L

.1800
CCTGGTGTAGAGGTCTTCCGCTTCAACAACAACGTTCTTGCTCGCACGAACAGGGGATTGGCCTCGAGGGTCATG

P G V E V F R F N N N V L ART N R G LAS R V M
1875

CTTGCTGGTCATATCGATACAGTGCCGATCGCGGACAATCTGCCAAGCCGTGTGGAAGACGGCATCATGTATGGC
LAG HID T V P I A D N L P S R V E D G I M Y e­

.1950
TGTGGCACCGTCGATATGAAATCTGGGTTGGCGGTGTATTTGCATACTTTTGCCACCTTGGCCACGTCGACTGAG

C G T V D M K S G L A V Y L H T FAT L A T S T E
2025

CTTAAACATGATCTGACGCTGATTGCGTATGAGTGCGAGGAAGTTGCTGATCACCTCAATGGTTTGGGCCACATT
L K H D L T L I AYE C E E V A D H LNG L G H I

.2100
CGCGATGAGCATCCGGAGTGGTTGGCGGCTGATTTGGCGTTGTTGGGTGAGCCTACTGGCGGCTGGATTGAGGCG

R D E H PEW L A A D L ALL G E P T G G W I E A
2175

GGCTGCCAGGGCAATCTGCGCATCAAGGTGACGGCGCATGGTGTGCGTGCCCATTCGGCGAGAAGCTGGTTGGGT
G C Q G N L R I K V T A H G V R A H S A R S W L G

.2250
GATAATGCGATGCATAAGTTGTCGCCGATCATTTCGAAGGTTGCTGCGTATAAGGCCGCAGAAGTCAACATTGAT
DNA M H K L S P I I S K V A A Y K A A E V N I D

2325
GGCTTGACCTACCGTGAAGGCCTCAACATCGTTTTCTGCGAATCGGGCGTGGCAAACAACGTCATTCCAGACCTC

G L T Y REG L N I V F C E S G V ANN V I P D L
.2400

GCGTGGATGAACCTCAACTTCCGTTTCGCGCCGAATCGCGATCTCAACGAGGCGATCGAGCATGTCGTCGAAACG
A W M N L N F R F A P N R D L N E A I E H V VET

2475
CTTGAGCTTGACGGTCAAGACGGCATCGAATGGGCCGTAGAAGACGGGGCAGGCGGTGCCCTTCCAGGCTTGGGG

L E L D G Q D G lEW A V E D GAG GAL P G L G
.2550

CAGCAGGTGACAAGCGGGCTTATCGACGCCGTCGGCCGCG~TCCGCGCAAAATTCGGCTGGACCGATGTC

Q Q V T S G LID A V G R E K I R A K F G W T D V
EcoRI 2625

TCACGTTTTTCAGCCATGGGAATTCCAGCCCTAAACTTTGGCGCTGGTGATCCAAGTTTCGCGCATAAACGCGAC
S R F SAM G I PAL N F GAG D P S F A H K R D

.2700
GAGCAGTGCCCAGTGGAGCAAATCACGGATGTGGCAGCAATTTTGAAGCAGTACCTGAGCGAGTAACCGCATTCG

E Q C P V E Q lTD V A A ILK Q Y L S E
• RBS rorf2n-> .2775

GGGTTATCGTGGGACTTCCGAAATGTAACTAGAGACTAGAGGAGGAAACACGATGGCTCCTAAACAAACTCCCAG
MAP K Q T P S

.2850
CCCAGAGAAGAATCGAAACCTGGTGGGACCAGTTCTGCAACGTCGGCAGACAGAGGGTACTTTTGATCAACGCTT

P E K N R N L V G P V L Q R R Q T E G T F D Q R L
2925

GCTAGAAATGCGCGCTGATCACAATTGGAAGCACGCCGATCCATGGCGTGTACTGCGTATTCAGTCTGAGTTTGT
L E M R A D H N W K HAD P W R V L R I Q S E F V

.3000
GGCGGGTTTTGATGCCCTCCACGAGATGCCAAAGGCCGTAACCGTCTTTGGTTCCGCACGCATTAAAGAGGATCA

A G FDA L HEM P K A V T V F GSA R IKE D H
3075

CCCGTACTACAAGGCGGGTGTAGAACTTGGTGAAAAGCTCGTTGCAGCGGACTACGCAGTTGTCACCGGTGGCGG
P Y Y K A G VEL G E K L V A A D Y A V V T G G G

.3150
TCCAGGTCTGATGGAAGCCCCCAATAAGGGGGCAAGCGAGGCCAATGGTTTATCAGTTGGTCTGGGCATTGAGTT

P G L MEA P N K GAS E A N G L S V G L G I E L
3225

GCCACATGAACAGCATCTGAACCCTTATGTGGATTTGGGTCTGAACTTCCGGTACTTCTTCGCACGCAAGACCAT
P H E Q H L N P Y V D L G L N FRY F FAR K T M
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.3300
GTTCCTGAAATACTCCCAGGCTTTTGTGTGTCTGCCTGGTGGTTTCGGCACGCTCGATGAGCTTTTCGAGGTCCT

F L K Y S Q A F veL P G G F G T L DEL F E V L
3375

CTGeATGGTACAAACCGGCAAGGTAACCAACTTTCCCATCGTGCTGATCGGCACTGAGTTCTGGGCAGGTTTGGT
C M V Q T G K V T N F P I V L I GTE F WAG L V

BamHI
GGATTGGATCC---3' 3386

D VI I

Abb. 4 Nukleotidsequenz des dapE BamHI 3,4 kb-Fragmentes aus C.
glutamicum ATCC13032. FOr orf3 und orfSn ist der zu dapE und orfSn
antiparallele Strang gezeigt. Die Transkriptionsrichtung von dapE sowie
der offenen l.eseraster, orf2n, orf3 und orfSn, ist durch Pfeile gekenn­
zeichnet. Ribosomenbindungsstellen (RBS) sind unterstrichen.

Durch die Sequenzanalyse konnten vier "offene l.eseraster'' (orf) ermittelt werden,

von denen zwei, orf2n und orfSn, jeweils an den 3'-Enden des DNA-Doppel­

stranges iiegen, unvollstandiq sind und nur fur den aminoterminalen Bereich

eines potentiellen Polypeptides codieren. Die beiden vollstandiqen offenen

Leseraster sind nicht auf dem gleichen Strang lokalisiert. Da durch Komplemen­

tationsexperimente das funktionelle dapE in dem Bereich des gror..en volt­

standiqen l.eserasters eingegrenzt werden konnte (s. Abb.3), mur.. es sich hierbei

um das offene Leseraster fur dapE handeln. Aufgrund dieser Ergebnisse lst der

wahrscheiniiche Translationsstart das GTG1S83, dem irn Abstand von 9 bp eine

moqliche Ribosomenbindungsstelle, S'-GTAGG-3' (Moran et el., 1982), vorangeht

(s. AbbA). Daruberhinaus zeigten Datenbankanalysen (Programm FASTA des

Husar-Pakets 2.1) eine geringe, aber signifikante Ahnlichkeit (23,2% identische

Aminosauren) der abgeleiteten Primarstruktur mit DapE aus E. coli (Bouvier et ai.,

1992), wenn dieses Startcodon als Beginn des dapE-Strukturgenes angenommen

wird, Das C. giutamicum dapE Genproduktweist 369 aa auf und entspricht mit

39942 Da etwa der molaren Masse des E. coli Polypeptides (41129 Da).

61 bp hinter dapE liegt der Start von orf2n. Aufgrund der "Codon Praferenz'', die

furmoderat exprirnierte Gene von C. glutarnicum srstellt wurde (Eikmanns, 1992),

und einer perfekten Ribosomenbindungsstelle, 5 '-AGGAGG-3, (Kalinowski,

unveroffentlicht) , stem orf2 aller Wahrscheinlichkeit nach eine codierende Region

dar. Eine entsprechende Datenbankanalyss .mit. bekannten Proteinen verlief

jedoch negativ.
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Direkt benachbart zu dapE liegt orf3, ist jedoch auf dem anderen Strang

lokalisiert. Da am Beginn des offenen Leserasters keine typische Shine-Dalgarno­

Sequenz erkannt werden konnte, ist es mbglich, dafs der Translationsstart weiter

strornabwarts erfolgt. Auch hier erbrachten Datenbankanalysen (Programme

FASTA und BLASTP des Husar-Pakets 3.0 beim DKFZ, Heidelberg) keine

signifikante Ahnlichkeit auf Aminosaureebene. Oberaschenderweise zeigte eine

Datenbankanalyse mit der Nukleinsauresequenz von orf3 jedoch eine geringe

Ahnlichkeit mit einem Sequenzabschnitt von dapD aus Actinobacillus

pneumoniae. Eine detailierte Untersuchung der orf3-Primarstruktur zeigte

daruberhinaus ein IGXXXX-Hexapeptid Wiederholungsmotiv, das in ver­

schiedenen Acyltransferasen, u.a, auch der Succinyltransferase aus E. coli,

DapD, gefunden wird (Vaara, 1992). Daher handelt es sich bei orf3 mbglicher­

weise um ein Gen fUr eine Acyltransferase, einer Enzymgruppe, die im

Metabolismus an vielen unterschiedlichen Reaktionen beteiligt ist (Abiko, 1975).

Das potentielle Genprodukt von orf5n zeigt im Gegensatz zu dem von orf3 sogar

eine sehr starke Ahnlichkeit zu einer ganzen Proteinfamilie, deren Mitglieder

wahrscheinlich aile am Transport von Arninosauren beteiligt sind (BLASTP; Husar

2.1). Obwohi auch hier kein eindeutiges Translationsstartsignal auf Nukleotid­

sequenzebene zu erkennen ist, kann man aufgrund der starken Homologie der

Primarstruktur der AS-Transportproteine davon ausgehen, dar., das Startcodon

tatsachlich das ATG534 ist. Die vollstandige Sequenzanalyse ist unter 3.6.2

dargestellt.

3.2 Isolierung des Gens fUr die Tetrehydrodtpicoiinetsuccinylase (dapD)

Neben dern intakten und sequenzierten 3,4 kb BamHI-Fragment, auf dem orf3

benachbart zu dapE lokalisiert ist, war auch ein 2,85 kb BamHI-Fragment isoliert

worden (pAV\JI41). Seide DNA-Fragmente sind uber qrofss Bereiche identisch (s.

Abb. 6).· Das kleinere Fragment besitzt jedoch zusatzlich zum dapE-Gen auch

einen DNA-Bereich, der zur Komplementation von dapD fuhrt und in C.

glutamicum eine erhbhte Succinylaseaktivitat vermittelt. Dieser Bereich wird

nachfolgend als artifizielles "dapD" bezeichnet, da strukturelle Untersuchungen

ergeben batten, dar., dieser Bereich nicht intakt kloniert vorliegt. Aufgrund der

Anordnung der Gene auf diesen beiden Klonen, lag es nahe, das dem dapE
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benachbarte intakte orf3 einer naheren Untersuchung zu unterziehen, zumal eine

partielle Ahnlichkeit zu dapD aus Actinobacillus pleuropneumoniae nachgewiesen

werden konnte und damit die Mbglichkeit bestand, dal3. orf3 nur durch fehlende

Expression keine Succlnylaseaktivitat zeigte.

:t2.1 Untersuchungen zu ort3

Um auszuschllefsen, dal3. benachbarte Sequenzbereiche eine m6gliche dapD­

Expression verhindern, wurde orf3 subkloniert und, um einer mangelnden

Promotorerkennung im heterologen System vorzubeugen, in induzierbare

Vektoren kloniert. Ais Vektor wurde neben pUC19 (Vieira & Messing, 1982) auch

der induzierbare E. coli-C. glutamicum Pendelvektor pEKEx2 (Eikmanns et al.,

1991) verwendet. Es wurden zwei orf3-tragende Fragmente, 1,45 kb EcoRIIMcli

und 1,6 kb BamHi/BgIII, in jeweils beiden Orientierungen in die Vektoren inseriert.

Mit keinem dieser Konstrukte konnte unter induzierenden Bedingungen (+ IPTG)

Komplementation der dapD-Mutante erreicht werden. Wurde jedoch ein 1,1 kb

BamHI-BgilI, "dapD"-tragender Bereich aus dem dapE und dapD komplemen­

tierenden, strukturell nicht intakten Plasmid pAW141 subkloniert, so erfolgte

Komplementation von E. coli RDD32 dapD.

Diese Experiments zeigen eindeutig, dafs das potentielle orf3-Genprodukt keine

dapD-komplementierende Funktion besitzt,

3.2.2. Untersuchungen zurn artifizlellen ;'dapD"

Da nur das strukturell verandsrte DNA-Fragment aus pAW141 dapD-Komplemen­

tation zeigte, wurde das 1,1 kb grol3.e BamH I-BgilI artifizielle "dapD"-Fragment

sequenziert, um Nukleotidsequenzinformationen fUr einen erneuten Ansatz zur

.Klonierung des strukturell und funktionell intakten dapD zu bekommen.

Fur die Sequenzierung wurden Deletionsklone eingesetzt, die wie unter 3.1.2

beschrieben hergestellt wurden. Inderermittelten Sequenz konnte ein offenes

Leserastervon972bp(orfdapD) identifiziert werden. Hornoloqieverqleiche rier

abgeleiteten Aminosauresequenz mit Proteindatenbanken (BLASTP; Husar 2.1)

ergaben jedoch keine signifikante Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen. Ein
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gezleller verqteicn mil uapu aus c. coii fuhrte zu maximal 22% identischen

Aminosauren (CLUSTAL; Husar 2.1). Interessanterweise besitzt jedoch die

Sequenz, die zur Komplementation von dapD fOhrt (der artifizielie "dapD"-Klon),

eine sehr starke Ahnlichkeit zur abgeleiteten Aminosauresequenz von orf3.

Besonders auffaiiig ist, daf), die ersten i 09 AS beider Sequenzen identisch sind

(s. Abb. 5).

10 20 30 40 50 60

orfdapD
cgorfJ

orfdapD
cgorf3

orfdapD
cgorf3

orfdapD
cgorfJ

orfdapD
cgorfJ

MSENIRGAQAVGIANIAMDGTILDTWYPEPQIFNPDQWAERYPLEVGTTRLGANELTPRM
MSENIRGAQAVGIANIAMDGTILDTWYPEPQIFNPDQWAERYPLEVGTTRLGANELTPRM
************************************************************

LQLVKLDQDRLVEQVAVRTVIPDLSQPPVDAHDVYLRLHLLSHRLVRPHTINLDGIFGLL
LQLVKLDQDRLVEQVAVRTVIPDLSQPPVDAHDVYLRLHLLSHRLVRPHEMHMQNTLELL
************************************************* **

N~,TNFGPCAVDGFALTRARLSRRGQVTVYSVDKFPRMVDYVVPSGVRIGDADRVRLG

SDVVWTNKGPCLPENFEWVRGALRSRGLIHVYCVDRLP~~DYVVPPGVRISEAERVRLG

***** *** * * * ** ** ** *********.**** * *****

AYLADGTTVMHEGFVNFNAGTLGASMVEGRISAGVTVDDGTDVGGGASIMGTLSGGGQHV
AYLAPGTSVLREGFVSFNSGTLGAAKVEGRLSSGVVIGEGSEIGLSSTIQSPRDEQRRRL
**** ** * ****.**.***** **** * ** ... * ... * *

-ISLGKRCLLGANSGC-GIPLGDDCIIEAGLYITAGTKVLF--DGSLHKASTLAGSNGLI
PLSIGQNCNFGVSSGIIGVSLGDNCDIGNNIVLDGDTPIWFAADEELRTIDSIEGQANWS

* * * * ** * ***.* * * * * * *

FRRDSVSGQVVAVPNTKVVELNTALHSN
IKRESGF-------HEPVARLKA-----

orfdapD
cgorfJ

* * * *

Abb. 5 Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenzen des artifiziellen "dapD"
(orfdapD) und orf3 (cgorf3) miUels CLUSTAL, Husar 3.0 (* = identische

AS; • = ahnliche AS)

Offensichtlich besitzen orf3 und dapD eine grof),e strukturelle Ahnlichkeit. Da das

potentielle Genprodukt von orf3 jedoch nicht die Funktion von DapD Obernehmen

kann, handelt es sich entweder um sin Genprodukt mit analoger Funktion, aber

anderer Substratspezifitat, oder es wird kein funktionelles Protein gebildet, d.h.

orf3 hat seine Genfunktion verloren. Die Tatsache, daf), "dapD" und orf3 im 5'­

Bereich eine identische Sequenz aufweisen, deutet auf ein Rekombinations­

ereignis wahrend der Errichtung der Genbank oderbei der Selektionauf DAP­

PrototrophiE) hin,
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Um eine intragenomische DNA-Umlagerung, die zur Entstehung des "dapD"

fuhrte, nachzuweisen, wurden Southern blot - Hybridisierungen durchgefOhrt, die

eine Aussage uber die tatsachliche Lokaiisation des intakten dapD im Genom von

Corynebacterium glutamicum iiefern sollten. Dazu wurden drei verschiedene

Sonden eingesetzt, die jeweils mit EcoRI-gespaitener chromosomaler DNA sowie

Herkunftsplasmid hybridisiert wurden. Abbildung 6 zeigt ein Schema zur Herkunft

dieser Sanden. Sonde 1 (81; Pstl-BstXI 154 bp) und Sonde 3 (53; Pstl-Sall 330

bp) stammen aus dem dapD- und dapE-komplementierenden Plasmid pAW14i,

wobei 81 aus dem strukturelJ intakten, S3 jedoch aus dem strukturelJ verandertsn

Bereich dieses Plasmides stammt. Ais Kontrolle wurde Sonde 2 (S2; Aval-Apal

313 bp) aus dem intakten orf3 des 3,4 kb BamHI-Fragmentes eingesetzt. Wie

erwartet, fQhrt der Southern blot mit 52 zu Hybridisierungssignalen gleicher

Grof.le im Vergleich von Gesamt- und Plasmid-DNA (s. Abb. 7). Auch 81 zeigt das

Hybridisierungssignal, das einem chromosomalen Fragment von 2,5 kb entspricht,

wahrend bei der Hybridisierung mit Plasmid-DNA, entsprechend der verringerten

Plasmldqrotse, ein 2,0 kb-Signal detektiert wurde. S3, die Sonde aus dem von

DNA-Umlagerungen betroffenen Bereich, zeigt zwar das gleiche Hybridisierungs­

signal gegenOber Plasmid-DNA, nicht aber gegenOber chromosomaler DNA. Hier

erfolqt die Hybridisierung mit einem sehr viel grof.leren, etwa 7,4 kb EcoRI­

Fragment.

Damit konnte gezeigt werden, daf.l dapD auf einem 7,4 kb EcoRI-Fragment im

Genom von C. glutamicum lokalisiert ist. Offenbar ist es bei dem artifiziellen

"dapD"-Fragment aus pAW141, das zur Komplemention fQhrte, zu einer Fusion

des authentischen dapD (auf 7,4 kb EcoRI-Fragment) mit orf3 (auf 2,5 kb EcoRI­

Fragment) gekommen. Ob die gefundenen chromosomaien Umiagerungen bereits

bei Errichtung der Genbank oder erst bei der Selektion auf DAP-Prototrophie auf­

getreten sind, laf.l,[ sich durch diese Experimente nicht entscheiden.Mit Hilfe der

Sonde 3 bestand nun die Voraussetzung fur die Isolierung des intakten dapD.
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BamHI
EcoRI

I I

Ava! Apal
! !

K orf 3

S 2

Bglll EcoRI

BamHI

BamHI
Pstl

8gll1
1

Sail Pstl BstXI
r J

EcoRI
BamHI

2~85kbBamiii
dapDE

K orf"dapD"

S 3 S 1

Abb.6 Schema des dapE komplementierenden, intakten 3,4 kb BamHI­
Fragmentes und des dapD und dapE komplementierenden, artifiziellen
2,85 kb BamHI-Fragmentes. Die Schraffierung gibt den Bereich der
identischen Nukleotidsequenz beider DNA-Fragmente an. Zur Identifi­
zierung des chromosomalen Genortes von dapD wurde die Sonde S3
eingesetzt, die aus dem fur die dapD-Komplementation verantwortlichen
orf'dapO" stammt. Als Kontrollen dienten die Sonden S1(ebenfalls aus
orf'dapD", aber aus dem mit dem intakten Fragment identischen Bereich)
und$3 (aus dern strukturell intakten orf3).
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81
1 2

82
3 4

83
5 6

kb

7,2 ~7,4 kb
5,7

4,8

3,7

~2,5 kb
2 f3

~2,O kb
i ,9

Abb. 7 Southern blot - Analyse zum Nachweis der Genorte von dapD und orf3.
In den Spuren i, 3 und 5 ist jeweils chromosomale DNA des Wildtyps C.
glutamicum ATCC 13032 aufgetragen, die Spuren 2 und 6 enthalten
Plasmid-DNA (pAWi41), die das artifizielle "dapD" auf dem 2,85 kb
BamHI-Fragment traqt und Spur 4 enthalt das Kontrolipiasmid mit dem
intakten 3,4 kb BamHI-Fragment. Aile DNA-Proben wurden zuvor mit
EcoRI geschnitten. S1 bis S3 gibt die jeweilige Sonde an, mit der die
Proben hybridisiert wurden (vgl. Abb. 6). Obwohl die DNA-Fragmente fur
S1 und S3 auf dem artifiziellen "dapD"-Klon benachbart vorliegen,
hybrtdisieren sie mit genomischen EcoRi~Fragrnenten unterschiedlicher
Grofse.
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3.2.3 Versuche zur Klonierunq des intakten dapD

Weitere Southern blot - Analysen der genomischen DNA von C. glutamicum

ergaben, dar.. dapD auf einem ca. 4,6 kb gror..en Hindill-Fragment lokalisiert is!.

Zur Isolierung dieses Fragmentes wurde eine partielle Hindill-Genbank von C.

qluiemicum ATCC13032 angeleg!. Chromosomale DNA wurde mit Hindlll

votlstandiq gespalten, Fragmente einer Gr6r1e von 4,3 - 5,7 kb isoliert und mit

pUC19 Iigiert. Nach Transformation von E coli NM522 mit diesem Ligationsansatz

wurden 400 inserttragende Klone vereinzelt und fur die Koloniehybridisierung ein­

gesetz!. In einem Parallelansatz wurden 600 inserttragende Klone der gleichen

partiellen Genbank zu Gruppen von je 50 vereinigt, einer Plasmidpraparation

unterzogen und fur eine dot blot-Hybridisierung verwendet. In keinem dieser

Ansatze konnte mit der Digoxigenin-markierten 330 bp dapD-Sonde ein positives

Hybridisierungssignal erhalten werden. Dieses Ergebnis zeigt, dar.. dapD nicht als

4,6 kb Hindill-Fragment im Vektor pUC19 klonierbar ist. Als moqlicher Grund rnufs

ein toxischer Effekt eines corynebakteriellen Gens, von dapD oder benachbarter

Gene, bei Oberexpression in E coli in Betracht gezogen werden. In diesem

Zusammenhang ist die orf3-dapD Genfusion bemerkenswert. Eine moqliche

Erklarung konnte darin liegen, dars zusammen mit der Selektion auf DAP-Proto­

trophie auch auf Deletion eines bei Ubsrexpression fur E coli toxischen Gens

selektioniert wurde. Dies wurde bedeuten, dar.. dapD zwar nicht direkt neben,

aber doch in der Nachbarschaf! von dapE lokalisiert ist. Tatsachlich konnte 1047

bp vor dem dapE-Strukturgen, der Start von orf5 identifiziert werden, dessen

potentielles Genprodukt fur ein Membranprotein codiert (s. 3.2.2) und damit

moqticherweise fur toxische Effekte verantwortlich sein konnte, wie bereits fOr

andere Transportproteine nach Uberexpression berichtet (Kalman fit al., 1991).

Zur Klarunq der Frage, ob dapD strornabwarts von orf5 lokalisiert ist, wurde

erneut eine Southern blot - Hybridisierung mit chromosomaler DNA durchgefOhrt.

Ais Sonde wurde wieder das Digoxigenin-markierte 330 bp dapD-Fragment

verwendel. Der Hybridisierungs-Nachweis erfolgte hier millels Chemie!umines­

zenz-Reaktion und wurde durch Rontqenfilmschwarzunq dokumentiert. Um den

selben Filter mit einer zweilen Sonde hybridisieren zu konnen, wurde der Filter

zur Entfernung der dapD-Sonde mit 0,2 N NaOH ! 0,1% SDS gewaschen. FOr die

zweite Hybridisierung wurde als erfS-Sonde ein 276 bpBamHI-BstXi~Fragment

aus dem dapE BamHI 3,4 kb - Fragment eingesetzt. Auch hier erfolgte der

Nachweis rnittels Chemielumineszenz. Bei der Verwendung der Restriktions-
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endonukleasen Banll, BamHI, Pstl und EcoRI ergaben sich eindeutig unter­

schiedliche Hybridisierungssignale, je nach Sondeneinsatz. lm Fall von Hind II1­

und C/al-gespaltener chromosomaler DNA jedoch, ergab der Einsatz der oti5­

Sonde ein deckungsgleiches Hybridisierungssignal mit dem der dapO­

Hybridisierung bei 4,6 kb bzw. 9,4 kb (Daten nicht dargestellt).

Dieses Ergebnis zeigt, dall dapO und orfS in der Tat wahrscheinhch benachbart

lokalisiert sind. Da das 4,6 kb Hindill-Fragment bereits erfolglos zu klonieren ver­

such! wurde (s.o.), bestatiqte sich die Vermutung, dafs Oberproduktion eines

potentie!len orf5-Genproduktes fur die "Unklonierbarkeit" des intakten dapO ver­

antwortlich ist. Aus diesem Grund kann eine dapO-Klonierung offenber nur unter

Vermeidung der Uberproduktion eines intakten oti5-Genproduktes erfolgen, so

daP., eine orf5-lntegrationsmutan!e konstruiert wurde, die erstens kein aktives orf5­

Polypeptid bilden kann und zweitens fur die sichere Klonierung des strornabwarts

von oti5 gelegenen DNA-Bereiches genutzt werden kann.

Zu diesem Zweck wurde das Integrationsplasmid pEM1 linearisiert und mit dem

gleichen internen orf5-Fragment, das auch fOr die Southern blot - Analyse einge­

setzt wurde, blunt end Iigiert. Nach Transformation von E. coli S17-1 mit diesem

rekombinanten Plasmid pEMorf5int1, etiolgte die Konjugation zwischen diesem E.

co/i-Stamm und C. g/utamieum ATCC13032. Kanamycinresistente Transkonju­

ganten wurden nach isolierung der chromosomalen DNA auf korrekte integration

des Plasrnids pEM1 in orf5 rnittels Southern blot uberprutt (vgl. Abb. 9). Abbildung

8 zeigt eine Skizze zur Konslruktion von C. g/utamicum ATCC13032 orf5::

pEMoti5int1 durch homologe Komplementetion. Die gezielte Konstruktion des

Plasmids pEMorf5int1 erlaubte es, dals nach etiolgreicher Integration in das

Genom distal ein Hindlll-Schnitt aus dem Integrationsplasmid zur VerfQgung

stand, der fur die Reklonierung des pEM1-Vektors mit dem angrenzenden

chrornosornalen DNA-Fragment genutzt wurds. Plasrnidpraparationen bsstatiqten

die Erwartung, daIS pEM1 ein etwa 4,1 kb grolSes Insert traqt (pEMoti5c4,1). Die

Integritat der chromosomalen Insertion wurde durch Southern blot bestatiqt (s.

Abb.9).

Aus dem durchplasrnid rescue klonierten rekombinanten Plasmid auf Basis des

pEM1-Vektors, wurde mit EeoR! und Hinpilieindefiniertes Fragment des Inserts

hsrgestellt, isoliert und in jeweils belden Orienlierungen in die Vektoren pUC19

und pJC1 inseriert. Tatsachlich fuhrte, wie aufgrund der Ergebnisse der chromo-
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Abb.8 Schema zur Konstruktion von C. glutamicum ATCC13032
orf5::pEMorf5int1. Oben ist die chromosomale Organisation sowie die
Lage des internen BamHI-BstXI -Fragmentes aus orf5 dargestellt. lrn
unteren Kasten ist die integration des Plasrnids pEMorf5inil durch
homologe Rekombination aufgefQhrt. DieJOrdieKlonierungwichtigen
Hindlll-Schnittstellen sind eingezeichnet.
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somalen Kartierung erwartet, das in pUC19 inserierte 3,95 kb gror.,e

Hindlll/EcoRI-Fragment zur Komplementation von E. coli RDD32 dapD. Nach

Erstellung einer Restriktionskarte mit Hilfe der Plasmide pUC19 dapD Hindllli

EcoR! 3,95 und pJC dapD Hindlil/EcoRI 3,95 wurde der Bereich, de, dapD­

Komplementation vermittelt, weiter subkloniert. Auch ein 1,55 kb Saci/Scal­

Fragment kann dapD komplementieren (Abb. 10). Die Tatsache, dar., mit dem

3,95 kb groi:\en Hindlll-EcoRI-Fragment in pJC1 keine Komplementation erreicht

wurde, legt den Schlufs nahe, dar., der coryneeigene Promotor nicht oder nur

schlecht von der RNA-Polymerase in E. coli erkannt wurde, so dar., Expression

nur mit Hilfe eines externen Promotors erfo!gen kann.

1 234

kb

8,5
7,2

5,7

4,8
4,3
3,7

2,3 -

Abb. 9 Southern blot zum Nachweis der lnteqritat des isolierten Hindlll­
Fragmentes aus C. gfutamicum. Als Sonde diente ein Digoxigenin­
markiertes internes 0,75 kb Seal-Sa/l-Fragment. Spuren 1 und 2
enthalten Hindlll und EcoRI geschnittene DNA des durch plasmid rescue
Isolierten pEMorf5c4,1 (1) bzw. chromosornale Wildtyp-DNA von C.
giutamicum ATCC13032 (2). Spur 3 enthalt ebenfalls Wildtyp-DNA, die
wie die chromosomale DNA der Integrationsmutante C. glutamicum
13032 orf5::pEMorf5int (Spur 4), aus der pEMorf5c4,1 isoliert wurde, mit
Hind III gespalten wurde. Deutlich ist die gleiche Grofse der DNA­
Fragmente mit spezifischen Hybridisierungssignalen in Spur 1 und 2 zu
erkennen sowie das um 3,55 kb gr6r.,ere Fragment (Integrationsvektor
pEMorf5in(1) bei Spur 4 im Vergleich mit Spur 3.
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3.2.4 Sequenzanalyse

Zunachst soli ten auch ausschfiefslich Deletionsklonen fur die Sequenzierung von

dapD eingesetzt werden. Es zeigte sich jedoch, daB von dem 1,55 kb groBen

dapD-komplementierenden Saci-Scai Fragment keine Deletionen statistischer

Grofsenverteilunq mittels Exonuklease III erhalten werden konnten. Aus diesem

Grund wurden auch Subklone mit Hilfe von bekannten Restriktionsschnitistellen

erstelll und fur die Sequenzierung nach Sanger et al. (1977) eingesetzt. Die

Sequenz wurde rnittels Fluoreszenz-markierter Primer und automatischer Laser­

fluoreszenzdetektion (A.L.F.) errnittelt. Dennoch gelang es nicht, eine IOckenlose

Sequenz zu ersteilen. Erst durch den Einsatz von Oiigonukieotiden, die ais

interne Primer verwendet wurden, konnte die Sequenz mit Hilfe von Fluoreszin­

markiertem dATP komplettiert werden. Abbildung 10 zeigt die Sequenzierungs­

strategie. Die Nukleotidsequenz eines 1164 bp grol3en DNA-Fragmentes, das die

vollstandige Information zur 8i1dung von DapD traqt, ist in Abbildung 11 darge­

stellt.

,
dapD

[Scar]

.. er J(. I

orf5c
,<%

N X
I I

S
N :S
I II

I 4F4¥f

B
:B P
I,' ~~'i5+"¥
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I
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I
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1500
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Abb. 10 Restriktionskarte der chromosomalen Organisation yon dapD auf dem
Chromosom von C. glutamicum sowie dapD-Sequenzierungsstrategie.
Einfache Pfeile stellen Fragmente aus Exonuklease III - Verdau dar,
definierte Fragmente sind durch einen Querstrich am Beginn des Pfeiles
gekennzeichnet. Die mit rornischsn Ziffern gekennzeichneten Pfeile
entsprechen der Lage der eingesetzten Primer. Die schmale Box zeigt
den Bereich an, dessen Nukleotidsequenz durch Sequenzierung von
pUC19orf5c1.4 bekannt is! (s. Abb. 24). B = BamHI,N = Nsil, P=Psfl,
S = Sail, X = Xbal
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XbaI
AGAAATCGGGTCCACCGACCAGTCCGCGCTCACACCTCTAGAAGGCGTCGATGAAGATCGAAACGTCACCCGCAA

,-dapD--> .150
AATCGTGACGACAACTATCGACACCGACGCAGCCCCCACCGACACCTACGATGCATGCTGCGCCTTCACCTCCTC

M L R L H L L
225

TCCCACCGCGTTTTCCGCCCTCACACCATCAACCTAGACGGCATTTTCGGCCTCCTCAACk~TGTCGTGTGGACC

S H R V F R P H TIN L D G I F G L L N N V V W T
300

AACTTCGGACCGTGCGCAGTTGACGGTTTCGCACTCACCCGCGCGCGCCTGTCACGCCGAGGCCAAGTTACGGTT
N F G peA V D G F A L T R A R L S R R G Q V T V

es i: SalI 375
TATAGCGTCGACAAGTTCCCACGCATGGTCGACTATGTGGTTCCCTCGGGCGTGCGCATCGGTGACGCCGACCGC

Y S V D K F P R M V D Y V V PSG V RIG DAD R
450

GTCCGACTTGGCGCGTACCTGGCAGATGGCACCACCGTGATGCATGAGGGCTTCGTGAACTTCAACGCTGGCACG
V R L GAY LAD G T T V M H E G F V N F NAG T

525
CTCGGCGCTTCCATGGTTGAGGGCCGCATTTCCGCTGGCGTCACCGTTGATGACGGCACCGATGTCGGTGGCGGC

L GAS M V E G R I SAG V T V D D G T D V G G G
600

GCATCTATCATGGGCACCCTGTCCGGCGGCGGCCAGCACGTCATCTCGCTGGGCAAGCGCTGCCTGCTCGGCGCC
A S I MGT L S G G G Q H V I S L G K R C L L G A

675
AATTCCGGCTGCGGCATCCCGCTGGGCGACGACTGCATCATCGAGGCCGGCCTCTACATCACTGCAGGCACCAAA

N S G C G I P L G D D C I I E A G L Y I TAG T K
750

GTGCTTTTCGACGGCTCCCTCCACAAAGCCTCCACCCTCGCGGGCTCAAACGGCCTCATTTTTAGGCGTGACTCC
V L F D G S L H K A S T LAG S N G L I F R R D S

GTCAGCGGACAAGTTGTCGCAGTGCCCAATACCAAAGTTGTCGAACTCAACACAGCTTTGCACTCCAACTAGTCT
V S G Q V V A V P N T K V VEL N TAL H S N -

BamBI BamBI
TCTTTGTTGAGGGCGCC-GACGCGGATCCGCTCAAACCTAGCCTGGATCCGATCCCTCAACACCTGACCCCAAATC

825

900

975
CCCCGCGGCATCGCTTTCACCAACGGACCCGTCGGCCTGGTCACCGCCGGCACATCCATCGGCCCAATCCATCTA

.1050
ATCTCCGCCAATCCATTAGCATCAGCAGTAAAGCGACCATCGGTTTTCATATTGTGATGCCGCTGGCACAACAAC

1125
TGCAGGTTCCACGCCGCTGTCGGGCCGCCCTCCGCCCACGGGATAATGTGATCGACCTGGCATTTACTCGCCGGG

. . . rSacI] 1164
ACGCAACACCCTGGGAAGCGGCAATGCCCATCCCGAGCT

Abb. 11 Nukleotidssquenz des in Abb. 10 dargesteiiten dapD-tragenden
Bereiches des 1,55 kb groi.\en Saci-Scai Fragmentes sus C. glutamicum
ATCC 13032. Die Transkriptionsrichtung von dapD ist durch einen Pfeil
gekennzeichnet.

Bemerkenswert ist der ungew6hniich hohe GC-Anteil der Nukieotidsequenz. Mit

61% Ilegt er deutlich hoher als der Durchschnitt, Dies gilt sowohl beim Vergleich

mit benachbarten DNA-Bereichen(54% beim dapE 3,4 kb BamHI-Fragment) als

auch beim Verglelch mit. dem Gesarnt-Gc-Gehalt vonG. glutamicum (57%;

Martin, 1989). Der hohe Gc-Gehalt ist wahrschelnllch auch der Grund fQrdie

Probleme beiderGenerierung der Deletionsklone sowiefurdle Sequenzierung,

dabekanntIst, da~ GCcreiche Regionen bevorzugt Sekundarstruktureniaus-
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bilden, die zu einem veranderten elektrophoretischen Laufverhalten fOhren (Tabor

& Richardson, 1985).

Durch die Sequenzanalyse konnte ein 689 bp gro~es Leseraster identifiziert

werden, das fur die Komplementation dapO-Mutante verantwortlich ist. Erstaun­

licherweise verlief der Vergleich der abgeleiteten AS-Sequenz mit bekannten

Proteinen (BLl\STP; Husar 2.1) neqativ, Auch der direkte Vergleich mit DapD aus

E. coli (Programm GAP) ergab nur 21% ldentitat auf Aminosaureebene. Die

Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitat (s. 3.4.2) zeigte jedoch, da~ das

klonierte C. glutamicum-Fragment tatsachlich fur die Tetrahydrodipicolinat­

synthase (DapD) codiert. Das potentielle Genprodukt ist allerdings mit 230 AS um

45 AS kOrzer als die beiden anderen bekannten DapD-Polypeptide aus E. coli

(Richaud et el., 1984) und Actinobacillus pleuropneumoniae (embl, X63201). 1m

Gegensatz zu der sehr geringen Ahnlichkeit von DapD aus C. glutamicum zu

DapD anderer Organismen, ergab der Vergleich zwischen den abgeleiteten

Aminosauresequenzen des authentischen dapO und orf3 einen hohen Grad an

Obereinstimmung (ClustAIV; Husar 3.0). DapD ist der carboxyterminalen Sequenz

eines moglichen orf3-Polypeptids sehr ahnlich (43% identische AS; s. Abb. 34).

Daruberhinaus ist die DapD-Sequenz vollig identisch mit dem Carboxyterminus

des unter 3.3.2 beschriebenen artifiziellen "DapD"-Polypeptides (vgl. Abb. 5), so

da~ wahrscheinlich homologe Rekombination zwischen orf3 und dapO zu dem

artifiziellen "dapD" und gleichzeitig zur Deletion von orf5 fuhrte.

3.3 Konstruktlon von Ml.ltanten mit Defekt im Succinyl­

diaminopimelatl.veg

Um Untersuchungen zur Funktion des Succinyldiaminopime!atweges (SuccDAP­

Weg) in C. glutamicum durchfOhren zu konnen, sollten mit Hilfe der isolierten

Gene dapO und dapE Mutanten konstruiert werden, die einen spezifischen Block

zu Beginn (dapD) oder gegen Ende (dapE) des SuccDAP-weges aufweisen. Zur

gezielten Inaktivierung von Genen im Chromosam von C. glutamicum besteht die

Moglichkeit Integrationsvektoren zu nutzen, die mit Hilfe eines zuvor inserierten

internen .Genfragmentes .. durch .. homologe Rekcmbination .. zl1Ugenc;.disruptionn ...und

damit lnaktivierung des Gens fuhren (Schwarzer & Puhler, 1991). Diese etablierte

Methode hat bereits bel unterschiedlichen Fragestellungen zum ErfolggefOhrt
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(Schrumpf ei al., 1991; Bormann-El Kholy et al., 1993; Peters-Wendisch et al.,

1993), hat aber den Nachteil, dar.. sie fur eine gezielte Konstruklion von

spezifischen Mehrfachmutanten weniger geeignet ist, da gleichzeitig auf unter­

schied!iche Marker selektioniert werden rnutste. Alternativ zu diesen Integrations­

vektoren steht mit pK18mobsacB neuerdings ein Vektor zur VerfOgung, der die

EinfOhrung spezifischer Deletionen in die Zielgene ermoqlicht, ohne daiS Vektor­

sequenzen zuruckbleiben (Schafer et at., 1994).

3.3.1 Konstruktlon der orf3-Deletionsmutante

Die Moglichkeit der Erzeugung einer spezifischen Doppelmutante war speziell im

Fall von dapD und orf3 von gror..em Interesse, da deren Genprodukte einen auf­

fallend hohen Antell idsntischer Arnmosauren aufweisen. Um auszuschliessen,

dar.. orf3, trotz fehlendem dapD-Komplementalionsvermogen, nicht doch fur eine

Succinylase codiert, wenn dapD kein intaktes Genproduktliefert, solite eine dapD

oder orf3-Deletionsmutante konstruiert werden. Dieser Stamm konnte an­

schhetsend die Basis fur eine gezielte Plasmidintegration in das entsprechend

andere Gen darstellen, urn so zu einer dapD-orf3-Doppe!mutante weiterentwickelt

zu werden.

Auf der Basis von pK18mobsacB wurden zwei !ntegrationsplasmide konstruiert,

die Deletionen in dapD und orf3 aufweisen. Abbildung 12 zeigt beispielhaft die

Vorgehensweise fur die Konstruktion von pK18mobsacB t.orf3. Dabei wurde ein

DNA-Fragment in pK18mobsacB inseriert, dessen interne Gende!elion (479 bp

Kpnl-Fragment) von zwei armahemd gleich groiSen DNA-Bereichen flankiert wird.

Entsprechend wurde auch pK18mobsacB t.dapD konstruiert, das ein 1,05 kb

Fragment mit einer internen dapD-Deletion von 457 bp (Ec0471i1INsil-Fragment)

traqt, Beida Plasmide wurden konjuqativ in den C. gJutamicum-Wildtyp trans­

ferriert, pK18mobsacB !1dapD darOberhinaus auch in den Lysinproduzenten C.

glutamicum MH20-22B. Abbildung 13 skizziert die Konstruktion der Deletions­

mutante C. glutamicum13032 t.orf3basierend auf einer doppelten Rekornbina­

tion. Das erste Rekombinationsereignis erfolgt nach Transfer des Integrations­

plasmides und fuhrt zur Insertion in einen der beiden die Deletion umgebenden

hornolcqen DNA-Bereiche-. Kultivierung dieser kanamycinresistenten Integrations­

rnutantaauf Vollmediumohne Antibiotikum fOhrtzumVerlust des Integrations­

vektors durch eine zweite Rekombination,die, wenn dieses Ereignisauf dem



50 ------------------------- ERGEBNISSE

pUC19

EcoRI,

dapE

Kpnl Kpnl,

_ ..,,,f--------e-

ortsn orl3

BamHI
EcoRI

j x Kpnl
Reliqation

BamHI
EcoRI Kpnl EcoRI,

_4-----.... pUC19

ort5n L\.orf3 dapE

x EcoRI
~ Ligation mit pK18mobsacB

EcoRI Kpni
l 880 !

1120 E~oR[_4- p

ortsn ""orl3 dapE
...

"'. ····EcoFfi"'

"'.,I oriv pK18
! mobsacB )

\, 0":660 bp9> )

~

Abb. 12 Konstruktion des Plasmids pK18mobsacB Ll.Orf3 fOrdie chromosomale
Deletion von orf3. Ein internes 479 bp Kpnl-Fragment wurde aus orf3
entfernt, una ein 2,0 kb groGes EcoRI-Fragment, das sowohi dieses die
Deletion tracsnde orf':> (A orts) als auch "I' n intakten bsnachbarten..... \..VI I I ::::l I I . I V ova Q; GIl.<! I I U ;;:; I ! Glf\,LC;1 I l:il Ci\,.ol UGH lC'1 I

Bereiche von orfS und dapE beinhaltet, wurde mit dem Vektor
pK1l3mobsacB Iigiert.

jenseits der Deletion Iiegenden homologen DNA-Bereich erfolgt, zur Etablierung

der zuvor plasmidcodierten Deletion im Chromosom fuhrt, Das Positiv-Screening

auf dieses 2. Rekombinationsereignis wirddurch den sacB-Marker errncqlicht.

sacB codiert fur das Enzym Levansucrase und fOhrt zur Synthese von Levan aus

Saccharose. Da Levaneinen toxischen Effekthat,fuhrt diesdazu,daG nur die C.

glutamicum-Zeilen, diedenlntegrationsvektor unddamit dassacB-Gen verloren

haben, aufSaccharose-Medien norrnales Wachstum zeigen (Jager ~t al., 1992).
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Abb. 13 Skizze zur Konstruktion de, Deletionsmutante C. glutamicum 13032 /:;.
.orf3. Dargestellt ist die Integration des Plasmides pK18mobsacB!l.orf3 in
das Genom von C. glutamicum ATCC 13032 durch homologe Rekom­
bination. Durch ein zweites Rekombinationsereignis kommt es zum
Verlust des !ntegrationsplasmides, wobei es entweder zur Rekonstitution
des Wildtyps (1.) oder zum Genaustausch mit dem deletierten orf3­
Fragment kommt (2.)
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In allen Fallen konnte bei den kanamycinresistenten Transkonjuganten die

Integration der Plasm ide in das bakterielle Genom naehgewiesen werden. Die

anschlletsende Selektion auf das zweite Rekombinationsereignis erbraehte auch

jeweils den erwarteten Suer Kms - Phanotyp, aber Southern blot Analysen

zeigten, da~ nur im Stamm C. glutamieum 13032::pK18mobsaeBt..orf3 ein Gen­

austauseh stattgefunden hatte, d.h. 3 von 9 getesteten Klonen enthielten ein um

479 bp verkurztss orf3, darunter C. glutamieum W3-36 (Klon 36 in Abb. 14). In

allen anderen Fallen kam es zur Rekonstitution des Genotyps von ATCC 13032.

wt 1 31 36 66 84 85 90 94 98

kb

7,2 ­
5,7 "==

3,7 -

2,3 ­
1,9 -

Abb, 14 Southern blot -l~',na!yse der ,f\Jsi!-geschnittenen genomischen DNA von C.
glutamieum ATCC 13032 (wt) sowie von 9 Suer, Kms Klonen, die aus
dem Stamm C. glutamieum13032::pK18mobsaeBt..orf3 hervorgegangen
sind (1-98). Als Sonde diente ein 609 bp Seal-Fragment aus orfS. Die mit
31, 36 und 85 bezeiehneten Spuren zeigen ein kleineres, der orf3­
Deletion entspreehendes Fragment.
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Die Tatsaehe, dafs in allen 14 getesteten Suer, Kms Klonen kein Genaustauseh

von dapD naeh lidapD naehgewiesen werden konnte (Southern blot nieht dar­

gestelll), deutet daraufhin, dafs es einen Selektionsdruek auf Erhalt des dapD­

Gens gibt, so da~ die zweite Rekombination jeweils zur Rekonstitution des

Wildtyp-dapD fuhrte. Damit besteht erstmalig ein Hinweis darauf, dafs dem in­

takten Sueeinyldiaminopimelatweg neben dem Dehydrogenaseweg eine wiehtige,

wenn auch bislang unbekannte, Funktion zukommt. Da eine entspreehende

Deletion von orf3 jedoch erfolgreich war, mu~ man den indirekten Schlufs ziehen,

da~ ein potentielles orf3-Genprodukt, im Gegensatz zu DapD, wahrscheinlich

keinen entscheidenden Einflu~ auf den Kohlenstoffflufs zum DAP hat.

3.3.2 Konstruktlon von dapD- unci dapE-integrationsmutanten

Zur einfachen Geninaktivierung von dapD, dapE und orf3 wurde der Vektor pEM1

(Schrumpf et al., 1991) eingesetzt. Dieser Vektor zeichnet sich, wie auch

pK18mobsacB, durch ein Kanamycin-Resistenzgen, einen Replikationsursprung

fur E. coli und eine mob-site aus und ist damit fur den konjugativen Transfer von

E. coli nach C. glutamicum geeignet.

Zur Konstruktion des dapD-lntegrationsplasmides wurde ein 330 bp PstiiSal1

internes dapD-Fragment in den Vektor pEM1 ligiert und E. coli S17-1 mit diesem

Ansalz transformiert. Nach Konjugation zwischen E. coli S17-1 pEMdapDint und

C. glutamicum 13032 konnte ein kanamyeinresistenter C. glutamicum-Klon, C.

glutamicum 13032 dapD::pEMdapDint, lsoliert werden. Zur Konstruktion der

Mutante C. glutamicum 13032 dapE::pEMdapEint wurde analog das interne dapE­

Fragment 298 bp Hindll eingesetzl. Aufserdam wurde der dapD-integrationsvektor

auchfur die Konstruktion einer entsprechenden dapD-lntegrationsmutante des

Lysinproduktionsstammes MH20-22B und der orf3-Delelionsmutante W3-36

eingeselzt: C.glutamicum MH20-22B dapD::pEMdapDint und C.glutamicum W3­

36 dapD::pEMdapDint. Die korrekte Integration in das bakteriells Genom wurde in

allen Fallen naeh Isolierung der chromosomalen DNA durch Southern blot

nachgewiesen.

Die erfolqreiche Integration in das dapD-Gen, Stamm C. glutamicum 13032

dapD::pEMdapDint, war insofern uberraschend, weil der Versuch der Deletion von

dapD im Genom nieht erfolgreieh war (s.3.3.1). Dies zeigt die Grenzen der
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Technik der Deletion chromosomaler Bereiche mittels pK18mobsacB auf. Sobald

der Genaustausch zu einem Genotyp mit negativen physiologischen Aus­

wirkungen fuhrt, ist eine Ruckrekornbmation zum Ausgangsgenotyp stark be­

vorzugl. Auf der anderen Seite gab die parallele DurchfUhrung von Deletions- und

Integralionsexperimenten im Fall von dapD einen werlvollen Hinweis auf die Rolle

dieses Gens fUr C. glutamicum. Offenbar ist dapD zwar nicht essentiell, aber fur

ein optimales VVachstum der Zellen von Bedeutung. Voraussetzunq fur diesen

Ruckschluts ist jedoch der Nachweis, dafs die Starnrne mit dapD-lntegration keine

Succinylase-Aktivitat mehr besitzen.

3.4 Bestfrnrnunq der Enzymaktivitaten

Die Bestimmung der spezifischen Enzyrnaktivitaten diente sowohl dem funklionel­

len Nachweis der klonierlen Gene als auch der OberprOfung der Geninaktivierung

der durch Integration und Deletion konstruierten Starnme. Die isolierten Gene

wurden zunachst in den E coli - C. glutamicum Pendelvektor pJC1 umkloniert und

anschlietsend mittels Elektroporation in die C. glutamicum-Stamme transferierl.

3.4.1 Bestimmung der N-Succinyldiaminopimelatdesl.lccinylase-Aktiviti:it

{!:lapEl

Tabelle 5 zeigt die 10-fache Oberexpression von dapE in den rekombinanten

Stammen C. glutamicum 13032 pJC dapE BamHI 3,4 A und B (A bzw. B gibt die

unterschiedliche Insertorientierung an) im Vergleich zum Wildlyp mit Vektor ohne

rekombinanlen DNA-Anteil. Damit war der funktionelle Nachweis fur die

Klonierung von dapE erbrachl. In der Integrationsmutante C. glutamicum 13032

dapE::pEMdapEinl ist keine Desuccinylase-Aktivitat nachweisbar, so dar.. in

diesem Stamm der KohlenstofflluiS durch die Succinylase-Variante des

verzweigten Diammopirnelatweqes auf der Stufe des N-Succinyl-DAP blockierl isl.
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Tabelle 5: N-SuccinyldiaminopimelatdesuccinyJase-Aktivitat in verschiedenen
rekombinanten Stammen von C. glutamicum ATCC 13032 . Die
Anzucht erfolgte uber Nacht in Cglli Medium. Die spezifische
Aktivitat ist in urnol min-1(mg Proteinr1 angegeben.

Stamm Desuccinylase (DapE)

C. glutamicum 13032

pJC1

pJC dapE BamHI 3.4A

pJC dapE BamHI 3.48

dapE:: pEMdapEint

0,021

0,221

0,223

< 0,001

3.4.2 Bestimmung der Tetrahydrodipicoiinatsuccinylase-Aktivitat (DapD)

una strukturelle Analyse "lines ddh-Genproduktes mit Hyperaktlvltat

Fur die 8estimmung der spezifischen Succinylase-Aktivitaten murs das Substrat

der Reaktion, Tetrahydrodipicolinat (THOPA), zunachst synthetisiert werden. 1m

Unterschied zu der chemisch recht aufwendiqen Synthese (Couper et et., 1992),

la~t sich THOPA enzymatisch mit Hilfe der Diaminopimelatdehydrogenase in vitro

entgegen der physiologischen Reaktionsrichtung aus Diaminopimelat (DAP) her­

stellen. Dazu rnufs jedoch die DAP-Dehydrogenase zunacnst angereichert

werdsn, da die spezifische Aktivitat des Enzyms in C. glutamicum nicht sehr hoch

ist (Schrumpf et a/., 1992). Durch heterologe Kompiementation konnte aber ein

dapD-komplementierendes Fragment isoliert werden (Wehrmann,1991), das zu

Beginn dar Arbeiten sehr intensiv untersucht wurde, sich dann aber als rekon-

stituierte DAP-Dehydrogenase mit extrem hoher spezifischer Aktivitat (500-fach)

herausstellte. Daher war dieses Gen zwar nicht das ursprunqlich qewunschte, fur

die Succinylase codierende Gen, konnte aber als wichtiges Hilfsmittel fUr die Her­

stellung des Succinylase-Substrates eingesetzt werden. Die Charakterisierung

des ddh-Gens in pAW111 erbrachte die folgenden Ergebnisse.
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3.4.2.1 Molekulare Analyse eines Hyperaktivltat vermlttelnden ddtt­

Fraqrnentes

Zur Oberprufung des klanierten, Dehydrogenase-Hyperaktivitat vermiHelnden 1,5

kb grolSen Fragmentes wurden beide DNA-Strange ansequenziert (Detektion mit

A.L.F.-Sequenzer). Es zeigte sich, daIS jeweils aile 350 bestimmten Nukleotide mit

der ver6ffentlichen Sequenz des ddh-Gens (Ishino et al., 1987) ubereinstirnrnten

(nicht dargestellt), d.h. keine erkennbare DNA-Umorganisation aufgetreten ist.

Interessanterweise konnte allerdings eine in treme - Fusion des vektoreigenen

feeZ-Gens mit dem ddh-Gen festgestellt werden. Die Bildung eines sntsprech­

enden aminoterminal verlanqerten ektiven Genproduktes, dessen Synthese der

Kontrolle des vektoreigenen feeZ-Promotors unterliegt, k6nnte also die gemes­

sene 500-fache Oberexpression des ddh-Gens erklaren (Wehrmann, 1991).

Da die auf DNA-Ebene beobachtete Fusion 155 bp vor dem Start des ddh­

Strukturgens auftritt, solite sich ein entprechendes LacZ-Ddh Polypeptid durch ein

deutlich vsrgrofsertes Molekulargewicht auszeichnen. Aus diesem Grund wurden

die in E. eofi gebildeten Proteine rnittels SDS-Page untersucht. Abbildung 15

zeigt, daIS in dem Stamm mit plasmidcodiertem Fusionsprotein, E. eofi RDD32

pAW111, ein Polypeptid synthetisiert wird, dessen Gr61Se mit der aus der

Sequenzanalyse vorhergesagten molekularen Masse von 42410 Da uber­

einstimmt, d.h. 35099 Da Ddh (Ishino et el., 1988) zuzOglich LacZ-Anteil und

translatierter upstream Region.

Diese Untersuchungen zeigten, dar.. die hohe Dehydroqenaseaktlvltat durch die

Uberproduktion eines Ddh-Polypeptides mit vertanqertern Aminoterminus ver­

ursacht wurde und nlcht auf einem veranderten ddh-Strukturgen beruht. Die

Expression des ddh-Gens allein, durch die eigenen Transkriptions- und Trans­

lationssignale auf dem Kontrollplasmid pAW113, fuhrte hingegen nicht zu einer

auf dem Proteingel erkennbar verstarkten Synthese des Ddh-Poiypeptids.
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Abb. 15 Oberproduktion eines funktioneJl aktiven LacZ-Ddh Fusionsproteins in E.
coli. Coomassie-Blau gefarbtes SDS-Page Gel mit Proteinextrakten von
E. coli RDD32 mit pUC18, pAW113 - KontroJiplasmid mit ddh und 719bp
upstream-Bereich, pAW111 - ddh mit 155bp upstream-Bereich

3.4.2.2 Bestimmung der Succinylas~akt~vitat(DapD)

Tabelle 6 zeigt, dar.. das Plasmid pJCdapD 1,55A bzw. 1,55B zu einer 7- bis 11­

fachen Oberexpression von dapO in C. glutamicum 13032 bzw. MH20-22B fuhrt.

Dagegen vermittelt das 3,4kb BamHI-Fragment, das neben dapE auch orf3 tragt,

keine erhohte Succinylase-Aktivitat. Auch die orf3-Deletionsmutante, C.

glutamicum W3-36, besitzt im Vergleich mit dem Wildtyp keine geringere DapD­

Aktivitat, wahrend sowohl in der Doppelmutante C. glutamicum W3-36 dapO

::pEMdapOint als auch in der Einfachmutante C. glutamicum dapO in Wildtyp und

Lysinproduzent keine Succinylase-Akiivitat gemessen werden konnte.
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Tabelle 6: Tetrahydrodipicolinat Succinylaseaktivitat von verschiedenen
rekombinanten C. g/utamicum Stammen. Die Anzucht erfolgte in
Cglll-Medium. Die spezifische Aktivitat ist in urnol min-1

(mg Proteinrl angegeben.

Stamm Succinylase (DapD)

C. glutamicum 13032

pJC1

pJC dapD 1.55A

pJC dapD 1.558

pJC orf3/dapE BamHI 3.4A

pJC orf3/dapE BamHI 3.48

dapD:: pEMdapDint

C. glutamicum W3-36 (Aorf3)

dapD::pEMdapDint

C.glutamicum MH20-22B

pJC1

pJC dapD 1.558

dapD::pEMdapDint

0.008

0.093

0.060

0.009

0.007

< 0.001

0.012

< 0.001

0.007

0.043

< 0.001

Damit ist funktionell nachgewiesen, da~ orf3, trotz der starken strukturellen Ahn­

Iichkeit des potentiellen Genproduktes zu DapD, auch im homologen System nicht

fur die 8ildung einer Tetrahydrodipicolinatsuccinylase verantwortlich ist. Durch In­

aktivierung von dapD verliert C. g/utamicum die Moglichkeit, den Succinyldiamino­

pimelatweg zu nutzen und ist auf die alleinigeAktivitat der DAP-Dehydrogenase

angewiesen,um D,L-DAP und somit auch L-Lysin zu synthetisieren.
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3.4.3 Bestirnmunq der Diaminopimelat-Dehyeirogenaseaktivitat (Deihl

Tabella 7: Bestimmung der Diaminopimelatdehydrogenase-Aktivitat in
rekornbinanten Stammen von C. qtuiemicum bei \/Vachstum auf
verschiedenen Medien. Die spezifische Aktivitat ist in prnol min-1(mg
Protein)"1 angegeben.

Stamm

pJC1

pJCdapO

dapO::pEMdapOint

dapE:: pEMdapEint

ddh: :pEMddhint(AS70)

C. glutamicum 13032

pJC1

pJCdapO

dapO::pEMdapOint

C.glutamicumMH20a22B

pJC1

pJGdapD

pJCddh

dapD::pEMdapOint

ddh::pEMddhint(AS73)

Medium

BHI -i- 4% Glucose

CgXl1

Cglll

DAP-Dehydrogenase

(Ddh)

0.165

0.160

0.189

0.279

< 0.001

0.163

0.179

0.166

0.214

0.211

0.951

0.230

< 0.001
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Die Tatsache, daf.\ der alleinige Besitz der Dehydrogenase ausreichen kann, um

einen ausreichenden Stofffluf.\ zum m-DAP zu gewahrleisten, wirft die Frage auf,

ob Oberexpression oder Inaktivierung von Genen des Succinyldiaminopimelat­

weges Auswirkungen auf die Aktivitat der Dehydrogenase hat. Deswegen wurden

verschiedene rekombinante C. glutamicum-Stamme bezOglich ihrer Dehydro­

genase-Aktivitat getestet. Tabelle 7 zeigt, daf.\ weder die Oberexpression noch die

Inaktivierung von dapD einen Einflull auf die Dehydrogenase-Aktivitat hat. Dies

gilt sowohl auf Komplex- (BHI + 4% Glukose) als auch auf Minimalmedium

(CgXII). Das gleiche Bild ergibt sich auch fur die rekombinanten Starnrne des

Lysinproduzenten MH20-22B. Oberaschenderweise fuhrt jedoch die Inaktivierung

von dapE zu einer leichten, aber mehrfach ubsrpruften Erhohunq der Dehydro­

genase-Aktivitat (1,7 -fach). Dieses Ergebnis konnte ein erster Hinweis auf eine

rnoqliche genetische Regulation im verzweigten Lysinsyntheseweg von C.

glutamicum sein.

3.5 Physlologlsche Untersuchungen zur Funktion des

Succinyldlamlnopimelatweges

In frOheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, daf.\ C. glutamicum auch

ohne den Dehydrogenaseweg normales Wachstum zeigt (Schrumpf et a/., 1991).

Ein wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, daf.\ - auch umgekehrl - die

Ausschaitung des Succinyidiaminopimeiatweges fur die Zeile nicht leta! ist. Aller­

dings zeigte es sich bei dem Versuch der Konstruktion einer Mutante mit Deletion

in dapD, daf.\ es offensichtiich einen Seiektionsdruck auf Erhait dieses Gens und

darnit eines funktionelien Succinyldiaminopimeiatweges gibt (s. 3.3.1). Daher

wurden Experimente durchgefUhrl, die die Bedeutung der beiden Aste des ver­

zweigten Weges unter bestimmten Wachstumsbedingungen untersuchen sollten.

3.5.1 Unlersuc!1ungEm zurn Wachstum

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Medien auf das Wachstums­

verhalten der spezifischen Mutanten, wurden die Starnrne C. glutamicum 13032

dapD::pEMdapDint und C. glutamicum 13032 dapE::pEMdapEint ' die D,L-DAP

und L-Lysin nur uber den Dehydrogenaseweg synthetisieren konnen, mit C.
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giutamicum 13032 ddh::pEMddhint (= AS70; Schrumpf et a/., 1991) und dem

Wildtyp C. giutamicum ATCC13032 verglichen. Zur besseren Vergleichbarkeit

wurde der Wildtyp mit dem nichtrekombinanten Vektor pJC1 transformiert, so da~

alle Kulturen auf Grund ihrer Kanamycinresistenz mit diesem Antibiotikurn ge­

zuchtet wurden.

Oberaschenderweise zeigten aile Starnme sowohi auf Komplexmedium (SHI) als

auch auf Mineralsalzmedium (CgXII) gleiches Wachstum (nicht dargestellt), so

da~ weder der alleinige Besitz des Succinylase- noch des Dehydrogenaseweges

sich nachteiliq auf das Wachstum der Zel!en auszuwirken schaint. Dieses Bild

anderte sich jedoch drastisch, sobald das Komplexmedium durch Glukose­

Zugabe ein vermehrtes Kohlenstoftangebot enfhielt. Abbildung 16 veranschau­

licht, dar" die beiden Mutanten mit Defekt im Succinylaseweg (dapD und dapE)

bei OD600-12-17 das Wachstum einstellen, wahrend sowohl der Wildtyp (wt) als

auch die ddh-Defektmutante (ddh) weitaus hohere Zelldichten erreichen.
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Abb.i6 Wachstum des Wildtyps von C. giutamicum (wt), der DAP-Dehydro­
genase-Mutante (ddh), der Succinylase-Mutante (dapD) und der
Desuccinylase-Mutante (dapE) auf BHI+ 4% Glukose. wt = C.
giutamicum ATCCi3032 pJC1, ddh =C.giutamicum ATCC13032
ddh::pEMddhint. dapD = C. giutamicum ATCC 13032 dapO::pEMdapDint,
dapE = C. giutamicum ATCC 13032 dapE::pEMdapEint
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Die Tatsache, da~ der intakte Dehydrogenase-Weg allein offen bar nicht aus­

reicht, um auf Komplexmedium mit hohem Kohlenstoffangebot ein optimales

Wachstum zu gewahrleisten, zeigt erstmals eine physiologische Relevanz des

verzweigten DAP- und Lysinsyntheseweges in C. glutamicum auf.

Untersuchungen zur Nutzung der beiden Aste des verzweigten Lysinsynthese­

weges in vivo hatten ergeben, dal:\ der Antell beider Wege von der VerfOgbarkeit

freien Ammoniums abhanqiq ist (Sonntag et al., 1993). Dieser Befund deutete bei

dem in Abbildung 16 dargestellten Experiment auf eine eventuelle Unterver­

sorgung mit Ammonium, dem Cosubstrat der Diaminopimelatdehydrogenase, im

Komplexmedium hin. Tatsachlich fCihrte, wie Abbildung 17 zeigt, Ammonium­

supplementation zu stark verbessertem Wachstum.
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Abb. 17 Wachstum der C. glutamicum Succinylase- (dapD) und Desuccinylase­
Mutante (dapE) auf BHI + 4% Glukose + 50mM (NH4)2S04.Mil unter­
brochenen Linien sind Wildtyp (wt) und beide Mutanten ohne (NH4)2S04
Supplementation dargesteilt. wt = C. glutamicum ATCC 13032 p.rct,
dapD =C.glutamicum ATCC 13032 dapD::pEMdapDinb dapE=C
glutarnicurn ATCC13032dapE::pEMdapEint
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Offenbar kann der Dehydrogenaseweg das Fehlen des Succinylaseweges nur

dann kornpensieren, wenn ausreichend freies Ammonium zur Verfugung steht,

Das bedeutet, dar.. fur die Nutzung des schlechter verfOgbaren organischen Stick­

stoffes der Succinylaseweq ertorderlich ist und erklart, warurn ein Se!ektionsdruck

auf Erhalt der Gene des Succinyldiaminopimelatweges besteht, wenn auf Medlen

mit niedrigen Arnrnoruurnkonzentrationen und hohern Kohlenstoffangebot kultiviert

wird.

Wachstum auf Mineralsalzmedium stellte fur die Mutanten, die nur den Dehydro­

genaseweg zur Vetiugung haoen, kein Problem dar, da cas Medium CgXII 150

mM Ammoniumsulfat enthalt, so dar.. keine Ammoniumlimitation auftritt. Es stellte

sich jedoch die Frage, ob Wachstum fur Mutanten mit defektem Succinylaseweg

auf Medien mit rein organischer Stickstoff-Quelle ubernaupt moglich ist. Foiglich

wurden Experimente auf CgX!IN- (CgXII-Medium ohne Ammoniumsulfat und

Harnstoff) mit Glutamat als einziger Stickstoff-Ouelle durchgefOhrt. Tatsachllch

zeigten aile Mutanten mit Defekt im Succinylaseweg auf diesern modifizierten

Medium zunachst kein Wachstum. Erst nacn 2 Tagen war Wachstum erkennoar

und nach weiteren 2-3 Tagen erreichten auch diese Kulturen vergleichbare

Zelldichten wie der Wildtyp. Abbildung 18 zeigt das Wachstum von drei ver­

schiedenen Mutanten mit defektem Succinylaseweg (W3-36 dapD, 13032 dapD

und 13032 dapE) und der Mutante ohne Dehydrogenase (13032 ddh) im Ver­

g!eich mit der orf3-Deletionsmutante VV3-36, die sich wieder Wildtypverhalt

(nicht dargestellt).

Um auszuschliessen, dar.. es sich bei dem Wachstum nach zweitagiger Latenz­

phase urn Revertanten handelt, wurden die Experirnente wiederhott, Erneut zeigte

sich das g!eiche Wachstumsverhalten. Die Kultur C. glutamicum 13032 dapD

::pEMdapDint wurde nach 60 Stunden geerntet und auf vier neue Medien

(CgXIiN- +150 mM Kaiiumglutamat) aufgeteilt. Ore! dieser ldentischen Kulluren

wurden mit js 1 mM (NH4)2S04, L-l.ys!n oder DAP supplernentiert. Erstaunlicher­

weise reichte 1 mM (NH4)2S04 aus, um ein sofortiges Wachstum zu bewirken (5.

Abb.19). 1m Gegensatz dazu wirkte sich weder L-Lysin noch DAP-Zusatz posltiv

auf das Wachstum der dapD-Mutante aus: wiederum setzte Wachstum erst nach

ianger Latenz ein.
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Abb.18 Wachslum der C. glutamicum orf3-Delelionsmulante (W3-36), der belden
Succinylase-Mutanten (W3-36 dapD und 13032 dapD), der
Desuccinylase-Mutante (13032 dapE) und der DAP-Dehydrogenase­
Mutante (13032 ddh) auf CgXIIN- + 150 mM K-Glutamal. W3-36 =C.
glutamicum ATCC 13032 L\.orf3, W3-36 dapD = C. glutamicum ATCC
13032 L\.orf3 dapD::pEMdapDint, 13032 dapD = C. glutamicum ATCC
13n3" deoi)..p""J1";~nD· . 1':>n':>2 d~p!= - r- alutemicum /IT('/'' 1':>0"'). v -e.. ofJ'-"' .. I-1.IUCip Int> I vvv ...." IE- = \J.::I' (. fI , ..... "'" If r-,. = __ .v ....£0

dapE::pEMdapEinb 13032 ddh = C.g/utamicum ATCC13032
ddh::pEMddhint·

Diese Experimente zeigen, dar.l der Succinyldiaminopimelatweg bei Wachstum

auf Medien mit rein organischer N-Quelle erforderlich ist. Dennoch konnen auch

Mutanten,die nur den Ddh-Weg besitzen, auf diesem Medium wachsen, wenn

auch erst nach extrem langer Latenzphase. Offenbar ist zunachst eine physiolo­

gische "Anpassung" erforderiich, bevor Wachstum erfolgl. Die Wachstumsver­

zogerung konnte nicht auf einen Mangel an L-Lysin zurOckgefCihrt werden, da

eine entsprechendeSupplementation kein verbessertes Wachstum bewirkt
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Abb. 19 Wachstum der C. glutamicum Succinylase-Mutante (ATCC 13032
dapD::pEMdapDint) auf CgXIIN- +150 mM Kaliumglutamat. Der Pfeil gibt
den Zeitpunkt der Teilung der Kultur und Oberimpfung auf die Folge­
medien an. Supplementation wie angegeben.

(s.Abb.19). Auch DAP-Zusatz zeigte keinen Effekt, was jedoch darauf zuruckzu­

fuhren ist, dar.. C. glutamicum, im Gegensatz zu E. coli (Leive & Davis, 1965;

Berger & Heppel, 1972), diese Arninosaure wahrscheinlich nicht aus dem Medium

aufnehmen kann (Yeh et et., 1988). Da kein weiteres essentielles Produkt aus der

Lysinbiosynthese bekannt ist, iag es nahe, dafs tatsachlich fehlendas D!L~DAP die

Wachstumslimitation darstellte. Auch in diesen Experimenten unterschied sich die

orf3-Deletionsmutante nicht vern Wachstumsverhalten des Wildtyps, so dafs

wahrscheinlich orf3 weder fur dapD noch fur ein anderes Gen des Succinyl­

diaminopimelatvveges (d.h. dapC oder ciapF) codiert,

Nachdemklar war, •dafs die Bedeutung dessuccinylaseweges vor-allern in der

essentiellen m-DAP-Synthese bei geringer VerfOgbarkeit von.freiern Ammonium
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liegt, stellte sich die Frage, warum C. glutamicum daruberhinaus noch den

Dehydrogenaseweg besitzt, halle sich doch in fast allen bisherigen Experimenten

gezeigt, dar!, der Succinylaseweg allein ausreicht, ein opiimales Wachsium zu

gewahrleisten. In einer neuen Versuchsreihe wurde das Wachstum der ddh­

Mutante bei Kultivierung auf anderen C-Quellen untersucht. Abbildung 20 zeigi

das Wachstum von C. glutamicum ddh::pEMddhini (ddh) im Vergleich mit dem

Wildiyp. In Parallelmessungen wurden beide Stamrne auf Glukose gezogen.

Wahrend die Glukose-gezogenen Kulturen ein nahezu identisches Wachstums­

verhalten zeigten, wuchs die ddh-Mutante auf Acetal langsamer und erreichte

eine geringere maximale Zelldichte als der Wildtyp.
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Abb. 20 Wachstum des Wildtyps von C. glutamicum (wt) und der DAP-Dehydro­
genase-Muianie (ddh) auf CgXII mit 2% Acetal (geschlossene Symbole)
oder 2%Glukose (offene Symbole) als einziger C-Quelle. wt:: C.
glutamicum ATCC 13032 pJC1 ddh ::C. glutamicum ATCC 13032
ddh::pEMddhint (dgh)
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Dieser Unterschied deutet darauf hin, dats ein veranderter Flur.. im Zentralstoff­

wechsel, d.h. Nutzung des Glyoxylatweges bei Wachstum auf Acetat, auch die

Effizienz der Nutzung der Aste des verzweigten Lysinsyntheseweges beeinflufst.

M6glicherweise ist auch hier, ahnlich wie bei der Funktion des Ddh-Weges, die

Bereitstellung des CoSubstrates, in diesem Fall Succinyl-CoA, limitierend fur den

Kohlenstofffluls zum D,L-DAP.

3.5.2 Lysinproduktlon

Zur OberprOfung der Auswirkung der Inaktivierung des SuccDAP-Weges auf die

Lysinproduktion wurden verschiedene Abk6mmlinge des Produktionsstammes

MH20-22B untsrsucht. Es wurde die Lysinproduktion der dapD- und ddh-Defekt­

mutanten sowie der rekombinanten Starnrne mit plasmidcodiertem dapD- bzw.

ddh-Gen auf Produktionsmedium untersucht und die externen Lysinkonzentra­

tionen wahrend der Fermentation mittels HPLC bestirnrnt. Die Lysinbestimmungen

wurden jeweils bis zum vollstandiqen Verbrauch der Glukose im Medium durch­

gefQhrt. 8eide Starnrne mit vsrstarkter Succinylase- bzw. Dehydrogenase­

Aktivitat, C. glutamicum MH20-22B pJCdapD und C. glutamicum MH20-22B

pJCddh, verhielten sich hinsichtlich Wachstum und l.ysinproduktion wie der

Ausgangsstamm C. glutamicum MH20-228 pJC1 (nicht dargestellt). Die beiden

Stamrne mit Oefekt im Succinylase- oder Dehydrogenase-Weg (C. glutamicum

MH20-22B dapD::pEMdapDint bzw. C. glutamicum MH20-22B ddh::pEMddhint

=AS73) fuhrten jedoch zu einer stark verringerten l.ysinproduktion. Abbildung 21

zeigt, dar.. einhergehend mit einer reduzierten Wachstumsgeschwindigkeit auch

die Lysinproduktion verringert ist. Wahrend der \Vildtyp nach 3 Tagen 192 mM

Lysin ins Medium sezerniert, relent der alieinige Besitz des Dehydrogenaseweges

nach 4-tagiger Kultivierung nur fur 110 mM Lysin. Unter Bedingungen, wo nur der

Succinyldiaminopimelatweg zur VerfQgung steht, konnten nach 5 Tagen nur 9,4

mM Lysin im Medium nachgewiesen werden. Gleichzeitip erreichte diese Kultur

extrem hohe Zelldichten (00600 > 60).
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Abb.21 Lysinbildung (geschlossene Symbole) des Lysinproduzenten C.
glutamicum MH20-22B (Kreise) und der davon abgeleiteten Succinylase­
(Dreiecke) und DAP-Dehydrogenase-Mutante (Sterne) auf Spezial­
medium 22B. Die gepunkteten Linien (offene Symbole) geben den
entsprechenden Wachstumsverlauf wieder.

Dieses Experiment belegt, daiS sowohl der Dehydrogenaseweg ais such der

Succinylaseweg fur eine maximaie L-Lysin-Produktion in dem deregulierten

Stamm C. glutamicum MH20-22B zur VerfQgung stehen rnussen. Offenbarkommt

es bei Ausfall eines derbeiden Aste des verzweigten Weges zu einem verringer­

ten Flu[\ zurn t-Lysin, so dafs mehr D,L-DAP zur Zellwandsynthese zur VerfQgung

steht, Interessanterweise scheint besonders ein intakter Dehydrogenaseweg

unabdingbare Voraussetzung fur die Uberproduktion von L-Lysin zu sein. Dies

stirnrnt auch mit dem erhbhten Ammoniumanteil des Spezialmediums uberein, das

bei der L-Lysinproduktion Verwendung findet (Schrumpf et a/., 1992) und offenbar

eine optimale Ausnutzung des Dehydrogenaseweges .wahrend der Fermentation

qarantiert.
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3.5.3 Morphologie

Sowohl die fehlende Supplernentationsrnoqlichkeit der Wachstumsverzogerung

von Mutanten mit Defekt im Succinyldiaminopimelatweg durch L-Lysin (s.3.5. t)

als auch der veranderte Stoffflufs am Verzweigungspunkt zwischen L-Lysinbildung

und Zellwandsynthese beim Produktionsstamm MH20-22B (s.3.5.2), deutete auf

sine rnoqlicherweise zentrale Rolle des Diaminopimeiatpools in der Zelle hin.

Falls eine cytosolische Diaminopimelat-Verarmung bei Wachstum der dapD- und

dapE-Mutanten auf Medium mit Ammoniumlimitation fur den Wachstumsstopp

verantwortlich war (vgL Abb.16), so rnulste dies Auswirkungen auf die Zellwand­

synthese und letztlich auch auf den Zellhabitus haben,

3.5.3. i Mikroskopische Untersuchungen

Die Kulturen der Starnrne, die sich durch abweichendes Wachstumsverhalten

auszeichneten, wurden hinsichtlich mikroskopisch erkennbarer Veranderunqen

untersucht. Es zeigte sich aber, dar.. die Zellmorphologie aller Mutanten aus

FICissigkultur sich nicht von der des Wildtyps unterschieden. Bei Kultivierung auf

LB-Festmedium, dem zur osmotischen Stabilisierung 10% Saccharose zugefUgt

wurde, zeigten die Mutanten mit Defekt im Succinyldiaminopimelatweg jedoch

eine schleimige Kolonieform. Mikroskopisch betrachtet wies, im Vergleich mit dem

Wildtyp, die dapD-Mutante langgestreckte Zellformen auf, die teilweise an den

Enden keulig aufgeschwollen waren und so ein spindelforrniqes Erscheinungsbild

hatten. Auch die dapE-Mutante zeigte einen vom Wildtyp abweichenden Phano­

typ: die Zellen waren kleiner und abgekugelt (5. Abb. 22). Da die Zellwand als

morphogenetische Ursache fUr die Zellform angesehen wird (Schwarz & Leutgeb,

1971), kann eine Beeinflur..ung des Zellwandaufbaus durchaus die beschriebenen

Phanotypsn erklaren, Parallele Kulturen auf LB-Medium ohne Saccharose zeigten

jedoch keine derart auffalliqen Veranderunqen, Aile Mutanten entsprachen in

etwa dem typischen corynebakteriellen Habitus des Wiidtyps. Interessanterweise

zeigte die ddh-Mutantemedienunabhangigimmer den gleichen visuellen Phano­

typ wie der Wildtyp.
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Abb. 22 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des C. glutamicum Wildtyps
(C. glutamicum ATCC 13032 pJC1; oben), der Succinylase-Mutante (C.
glutamicum ATCC 13032 dapD::pEMdapOint; Mitte) und der De­
succiny!ase-Mutante (C. glutamicum 13032 dapE::pEMdapEint: unten).
Aile Starnrne wurden auf LB-Festmedium + 10% Saccharose gezogen.
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3.5.3.2 Untersuchungen zur Zellwandstabllltat

Um den Zusammenhang der verandsrten Zellmorphologie mit dem Aufbau der

Zellwand aufzuzeigen, wurden Aufschlul:lexperimente durchgefCihrt. Da die

Zellwand einem tortwahrenden physikalischen Druck durch den Turgor aus­

gesetzt ist, besitzt ein intaktes PeptidoglykangerOst eine herausragende Rolle fOr

die Stabilitat der Bakterien (Koch, 1988). lst der Ze!lwandaufbau, wie bei den

Mutenten mit Defekt im SuccOAP-Weg vermutet, ges16rt, so sollte sich dies durch

eine erh6hte l.abllitat der Zellen gegenOber physikalischen Kraften autsern.

Verschiedene C. g/utamicum-Stamme wurden in BHI + 4% Glukose angezogen,

nach 13 Stunden geerntet, mit 0,1M KPP pH? gewaschen und in dem gleichen

Puffer resuspendiert, so daIS eine 00600-200 erreicht wurde. Nach Bestimmung

der genauen Zelldichte wurden die Zellen jeweils 0, 1, 2 und 5 Minuten einer

Ultraschallbehandlung unterzogen. Die Proteinkonzentration im Oberstand wurde

anschlielSend mit Biuret-Reagenz (Gornall, 1949) quantifiziert. Abbildung 23 zeigt

die ermittelte Proteinkonzentration bezogen auf mg Trockengewicht als Funklion

der Beschalldauer. Deutlich kann man erkennen, daIS aile C. g/utamicum­

Starnrne, die keinen funktionsfahiqen Succinyldiaminopimeiatweg besitzen,

wesentlich mehr Protein im Rohextrakt aufweisen (5- bis 6-fache Menge nach

einer Minute Beschalldauer). Bemerkenswert ist, daIS die Mutante mit inaktiver

Dehydrogenase diesen Effekt nicht zeigl, sondern sich wie der Wildlyp varhalt.

Dieses Ergebnis unterstutzt die mikroskopischen Beobachtungen. Offenbar fuhrt

der Verlust des intakten Succinyldiaminopimelatweges zu einem Defekt im Zell­

wandautbau, der sich in einer allgemein geringeren Stabilitat ausert..Auf osrno­

tisch stabilisiertem Medium fOhrt dies zu veranderten Zellformen, da der Wand­

druck dem Turgor mit hohem osmotischem potential nurbedingt standhalten

Kanno
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Abb. 23 Proteinmenge im Rohextrakl verschiedener C. glutamicum-Slamme nach
zeitabhanpiqern Ultraschallaufschlur:l

3.6 ldentifizierunq von amP

Bei der Sequenzanalyse desorf3 und dapE lragenden 3,4 kb BamHI-Fragmentes

wurde der Beginn eines offenen Leseraslers, orfSn, enldeckt, dessert polentielles

Genprodukt eine gror:le Ahnlichkeit zum aminoterminalen Bereich der Primar-

struktur von Arninosauretransportproteinen aufweist (s. 3.1.2). Der strornabwarts

gelegene Bereich dieses offenen Leseraslers, orfSc, konnte auf einem 3,95 kb

Hindlll-EcoRI-Fragmenl isolier! werden (s. 3.2.3), das auch fur die Succinylase

codiert. Damit liegl orfS in eir.em Gencluster, das auch dapD und dapE, zwei

Gene zur Lysinsynthese, enthalt, Diese Lage lar:ll eine mogliche Beteiligung von

orfS am Transport von Lysin vermuten. Auch in anderen Fallen ist eine Clusterung

von Aminosauretransportgenen mit Genen fOr Enzyme des Arninosaurernetabchs­

mus beschrieben (cadBA, Watson et al., 1992, Meng & Bennett, 1992; arcDABC,
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Luthi et aI., 1990, Verhoogt et al., 1992; gabDTP, Metzer & Halpern, 1990, Niege­

mann et aI., 1993; tnaAB, Edwards & Yudkin, 1982), doch sind dies ausschlietslich

Gene fur Aufnahmesysteme und katabole Enzyme fOr die entsprechenden Amino­

sauren. Da es sich im vorliegenden Fall jedoch um Gene fUr Enzyme anaboler

Funktion handelt, wurde eine damit gekoppeite Expression eines Gens fOr das

entsprechende Aufnahmesystem fur die Zelle nicht von Vorteil sein. Interessanter­

weise kann C. glutamicum, im Gegensatz zu anderen Bakterien, Lysin nicht

katabol verwerten. Bei Lysinuberschufs trill deshalb ein Lysintransportsystem in

Kraft, das zum Export dieser Aminosaure ins Medium fuhrt (Erdmann et al., 1993).

Dieser spezifische Lysinexporter ist biochemisch vom Lysinimport klar zu unter­

seheiden (Broer ei el., 1991a,b), das entspreehende Gen konnte aber bislang

noeh nicht kloniert werden (Kronemeyer, 1994). Aufgrund dieser Oberiegungen

sollte orfS naher analysiert werden, urn eine mogliehe Beteiligung am Lysinexport

zu untersuchen.

3.6.1 Subklonierung

Das 3.95 kb dapD Hindlll-EcoRI-Fragment wurde mit Sail und EcoRI gesehnillen

und ein resultierendes 1,4 kb grol1es Fragment wurde in die Vektoren pUC18,

pUC19 und pJC1 ligiert. In beiden high-copy-numberVektoren pUC18 und pUC19

wurde jeweils nur eine Orientierung des Inserts beobachtet, wahrend in dem mit

moderater Kopienzahl replizierenden Vektor pJC1 beide Insertorientierungen

nachgewiesen werden kcnnten. Restrikticnsanalysen ergaben Oberiappungen

sowchl mit dem 3,4 kb dapE BamHI-Fragment als auch mit dern 1,55 kb dapD­

Fragment. Die in pUC1 8/19 erhaltenen Insertorientierungen entspraehen dabei

jeweils einer Transkriptionsrichtungvon orf5c, die entgegengesetzt zudem

vektoreigenen Transkript des lacZ-Promotors verlauft, Damit zeigte sieh, dal1

selbst die Subklonierung von orf5-Genfragmenten auf high-copy-number Vektoren

in E. cofi toxisch ist und unterstreicht die Hypothese, dal1 dapD aufgrund der

engen Nachbarschaft zu orf5, weder durch heterologe Komplementation

(Wehrmann et aI., 1994) noch durch Hybridisierungsexperimente mit high-copy­

number Genbanken (s. 3.2.3), intakt isoliert werden kann.
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3.6.2 Sequenzanalyse

Zur Sequenzierung von orf5c wurden die beiden Plasmide pUC18orf5c1,4 und

pUC19orf5c1,4 eingesetzl. Die Sequenzierung der orf5c-lnsertion wurde mit de,

Dideoxy-Methode nach Sanger et at. (1977) durchgefCIhrt. Dabei wurden uber­

lappende Deletionsklone, die durch Exonuclease III - Verdau erhalten wurden,

verwendet. Es wurde die DNA-Sequenz beider Strange rnittels Fluoreszenz­

rnarkierter Primern und automatischer Laserfluoreszenzdetektion (A.L.F.)

ermittelt.

Die Auswertung de, Sequenzinformation ergab ein groi3.es unvollstandiqes Lese­

raster, orf5c, sowie den Beginn von dapD (s. Abb. 24). Nach Verschmelzung der

Sequenzen von orf5n und orf5c konnte ein offenes Leseraster ermittelt werden,

das fOr ein Polypeptid von 463 Arninosauren codieren kann. Homologievergleiche

der abgeleiteten Aminosauresequenz mit Proteindatenbanken (BLASTP; Husar

3.0) ergaben eine sehr starke Ahnlichkeit zu einer Familie von Arninosaure­

Permeasen von verschiedenen Organismen (s. Abb. 25). Ein besanders hoher

Anteil von identischen Arninosauren (40,5%) ist beim Vergleich mit der v-Amino­

buttersaure (GABA)-Permease aus E. coli (Niegemann et el., 1993) zu ver­

zeichnen, abe, auch LysP, das Lysinaufnahmesystem von E. coli (Steffes et al.,

1992), zeigt Homologie zu dem Genprodukt von orf5. In dem potentiellen orf5­

Protein konnten 12 transmembrane Bereiche identifiziert werden (HELlXMEM;

PCGene), so dal1 es sich wahrscheinlich um ein integrales Membranprotein

handelt. Abbildung 26 zeigt denentsprechenden Hydrophobizitatsplot nach Kyle

& Doolittle (1982).

Aufgrund de, ausqepraqten Ahnlichkeit des potentiellen orf5-Genproduktes zu

verschiedenen Arninosaure-Permeasen, die sich uber die gesamte Lange des

Polypeptids erstreckt, ist eine Beteiligung einesfunktionellen Proteins am Amino­

sauretransport wahrscheiniich. Ob es sich hierbei urn einen Autnahrneprozefs

oder urn Sekretion handelt, und welche Substrate transportiert warden, lo3l1t sich

jedoch an Hand der Sequenzdaten nicht errnitteln. Die Funktion des Transportes

niedermolekularer Substanzen, wie Arninosauren, durch den Lipidbilayer, error­

dert eine ahnliche raumllche Struktur dieser Membranproteine, die unabhangig

von dem spezifisch transportierten Substrat ist (Nikaido & Saier, 1992).
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-orfS->

75

EcoRI
GAATTCGAGTACTGGTTCGCATTCATTAAGGTCGCGGTGATCATCGCTTTCCTCATCATTGGTATTGCTCTTATT
E FEY W F A F I K V A V I I A F L I I G I A L ~

. BamHI
TTCGGATGGCTTCCCGGATCCACCTTTGTTGGAACCTCAAACTTCATCGGTGATCACGGATTCATGCCCAATGGT
F G W LPG S T F V G T S NFl G D H G F M P N G

ATTTCTGGTGTTGCTGCTGGTTTGCTCGCGGTGGCTTTTGCCTTTGGTGGCATTGAAATTGTCACCATTGCAGCT
I S G V A A G L L A V A F A F G G I E I V T I A A

GCAGAGTCCGATAAGCCACGTGAAGCTATTTCCCTGGCGGTGCGTGCCGTGATTTGGCGTATTTCAGTCTTTTAC
A E SDK PRE A I S L A V R A V I W R I S V F Y

TTGGGCTCTGTTTTGGTCATCACTTTCCTCATGCCTTATGAGTCGATCAATGGTGCCGACACCGCTGCGGAATCC
L G S V L V I T F L M P YES I N GAD T A A E S

CCCTTCACCCAAATCCTGGCGATGGCAAACATCCCTGGCACGGTTGGTTTCATGGAAGCGATCATCGTTCTAGCA
P F T Q I LAM A NIP G T V G F MEA I I V L A

CTGCTTTCCGCTTTCAACGCCCAAATCTATGCCACTTCTCGTTTGGTATTTTCCATGGCGAATCGACAAGACGCT
L L S A F N A Q I Y A T S R L V F SMA N R Q D A

CCGCGAGTTTTCAGTAAGCTCAGCACCAGCCACGTCCCCACCAATGCGGTGCTGTTGTCCATGTTCTTCGCCTTC
P R V F S K L S T S H V P T N A V L L S M F F A F

GTTTCAGTTGGTTTGCAGTACTGGAATCCAGCCGGTCTGCTTGATTTCCTCCTCAACGCTGTTGGCGGTTGTTTG
V S V G L Q Y W N P A G L L D F L L N A V G G C L

ATTGTGGTGTGGGCAATGATCACTTTGTCACAGTTGAAACTCCGCAAAGAACTGCAAGCAAACGATGAAATCTCC
I V V W A MIT L S Q L K L R K E L Q AND E I S

ACGGTTCGCATGTGGGCGCACCCATGGTTAGGCATCCTCACCTTGGTTTTGTTGGCAGGACTCGTTGCTCTCATG
T V R M WAH P W L GIL T L V L LAG L V A L M

CTCGGCGACGCAGCCTCCCGCAGCCAGGTTTACTCAGTGGCAATTGTGTACGGATTCTTGGTTCTTTTGTCCTTC
L G D A A S R S Q V Y S V A I V Y G F L V L L S F
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Abb.24 Nukleotidsequenz des orf5c tragenden 1,4kb grol:Sen Sall-EcoRI­
Fragmentes aus C. glutamicum. Dar codierende Bereich von orf5 und
dapD ist angegeben. Die unterstrichenen Sequenzabschnitte zeigen die
uberlappenden Bereiche mit den Nukleotidsequenzen, die in Abb. 4 und

angegeben sind.



76

10 20 30 '0 50 60

ERGEBNISSE

CgOrfS
EcGabp
EcLysP
EcYtfD
BsRocE
EeAraP

CgOrfS
EcGa.bP
EcLysP
EcYtfD
BsRoeE
EeAreP

CgOrfS
EcC-abP
EcLysP
EcytfD
BsRoeE
EeAraP

Cg0.ciS
EcGabP
EcLysP
EcYt.fD
BsRocE
EeAreP

CgOrfs
EcGabP
EcLysP
EcYtfD
aexcce
EeAroF

cgOrfS
EcGabP
EcLysP
EcYtfD
BsRoeE
BeAroF

CgOrfS
EcGabP
EcLysP
EcYtfD
BsRoeE
EeAroP

CgOrf5
EcGabP
EcLysP
EcYtfD
BsRoeE
ecxecr

CgO.rf5
EcGabP
EcLysP
EcYtfD
asaccs
EeAraP

M---------AKSNEG--LGTGLRTRHLTMHGLGSAIGAGLFLGTGVGlRAAGP-AVLh~

M---------GQSSQPHELGGGLKSRHVTMLSIAGVIGASLFVGSSVAlAEAGP-AVLLA
M------VSETKTTEAPGLRRELKARHLTMIAIGGSIGTGLFVASGATISQAGPGGALLS
MVDQVKVVADDQAPAEQSLRRNLTNRHIQLIAIGGAIGTGLFMGSGKTISLAGP-SIIFV
M--------NTNQONGNQLQRTMKSRHLFMISLGGVIGTGFFLGTGFTINQAGPLGAVLS
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YMLIGL.."WYFL.'1TSLGELARYMPVSGSFATYGQNYVEEGFGFALGWNYWYNWAVTIAVDL
YMIIGFHLFFVHRAMGELLLSNLEYKSFSDFASDLLGPWAGYF'l'GWTYWFCWVVTGMADV
YLVGGFIMFLTHLCLGELAVAFPVSGSFQTYATKFISPAFGFAFGWLYWLGWAVTCAIEF
YAIAGFIAFLIMRQLGE.!{VVEEPVAGSFSHFAYKYWGSFAGFASGWl-.'"YWVLYVLVAMAEL
" ... "... ... ............

TGAAAIMGAWF-GVEPWIPSLVCVVFFAVVNLVAVRGFGEFEYWFAFIKVAVIIAFLIIG
NIAk~ILHSWVPGIPIWLFSLVITLALTGSNLLSVKNYGEFEFWLALCKVIAlLAFIFLG

VAAQLVMSi';"'i't7PD-TPGWIWSALFLGVIFLLNYISVRGFGEAEY"I"i'FSLlh'VTTVIVFIIVG
VAITAYAQFWFPDLSDWVASLAVIVLLLTLNLATVXMFGEHEFWFAHIKIVAIVSLIVVG
LSAGQLMQRWFPHIDVWrwCLVF~~ILNAITTKAFAESEFWFSGIKILIILLFIILG

TAVGKYIQFWYPEIPTINSAAVFFVVINAINLTNVKVFGEMEFWFAIIKVIAVVAMIIFG.. ... ....
IALIFGWL--PGSTFVGTSNFIGDHGFHPNGISGVAAGLLAVAFAFGGIEIVTlAAAESD
AVAISGF¥--PYAEVSGISRLWDSGGFMPNGFGAVL$AHLITclFSFMGAEIVTlAAAE.SD
VLMIIGI--FKGAQPAGWSNWTIGEAPFAGGFAAMIGVAMIVGFSFQGTELIGlAAGESE
LV11VAl{HFQSPTGVEASFAHLWNDGGWFPKGLSGFFAGFQIAVFAFVGIELVGTTAAE.TK
GAAHFGLIDLKGGEQAPFLTHFYEDGLFPNGI~~ITHITVNFAFQGTEL!GVAAGESE

GWLL---FSGNGGPQATVSNLWDQGGFLPHAFTGLVMMMAIIMFSFGGLELVGITAAEAD
"'.* ... ,. .......

KPREAISLAVRAVIWRISVFYLGSVLVITFLMPYESI----NGADTAAESPFTQlLAMAN
TPEKHIVRATNSVIWRISIFYLCSIFVVVALIPWNM-------PGLKAVGSYRSVLELLN
DPAKNIPRAVRQVrwRILLFY"VFAILIISLIIPYTDPSLLRNDV-~DISVSPFTLVFQHAG

DPEKSLPRAINSIPIRIIMFYVFALIVIMSVTPWSSVVPEK--------SPFVELFVLVG
DPEKTIPRSIKQTVWRTLVFFVLSIIVIAGMIPWKQAGVVE--------SPFVAVFEQIG
NPEQSIPKATNQVIYRILIFYIGSLAVLLSLHPWTRVTADT--------SPFVLIFHELG. . .. .. .. ..
IPGTVGFMEAIIVLALLSAFNAQIYATSRLVFSMANRQDAPRVFSKLSTSHVPTNAVLLS
IPHAKLIMDCVILLSVTSCLNSALYTASRMLYSLSRRGDAPAVMGKINRSKTPYVAVLLS
LLSAAAVMNAVILTAVLSAGNSGMYASTRMLYTLACDGKAPRIFAXLSRGGVPRKA)WCT
LPAAASVINF'VVLTSAASSANSGVFSTSRMLFGLAQEGVAPKAFAXLSKRAVPAKGLTFS
IPYAADI¥~FVILIALLSVANSGLYASTRILYAMANEGQAFKALGKTNQRGVPMYSLIVT

DTFVANALNIVVLTAALSVYNSCVYCNSRMLFGLAQQGNAPKALASVDKRGVPVNTILVS. .
MFFAFVSVGLQYWNPAGLLDF--LLNAVGGCLIVVWAMITLSQLKLRK--ELQAND-EIS
TGAAFLTVVVNYYAPAKVFKF--LIDSSGAIALLVYLVIAVSQLRMRK--ILRAEG-SEI
TVIAGLCFLTSMFGNQTV--YLWLLNTSGMTGFIAWLGIAISHYRFRRGYVLQGHDINDL
CICLLGGVVMLYVNPSVIGAFTMITTVSAILFMFVh~IILCSYLVYRKQ---RPHLHEKS

MAVACLSLLTKFAQAETV--YMVLLSLAGMSAQVGWITISLSQIMFRRKYIREGGKIEDL
ALVTALCVLINYLAPE--SAFGLL¥ALVVSALVI~~AM:SLAHMKF~RA---KQEQGVVT

TVRMWAHPh~GrLTLVLLAGLVAL¥~DAASRSQVYSVAIV-YGFLVLLSFVTV--NSPL

RLRMWLYPWLTWLVIGFITFVLVVY~FRPAQQLEVISTGLLAIGIICTVPlMARWKKLVL

PYRSGFFPLGPIFAFILCLIITLGQNYEAFLKDTI-DWGGVAATYIGIPLFLIIWFGYKL
IYKM---PLGKL----MCWVCMAFFVF-VVVLLTL-EDDTRQALLVTPLWFIALGLGWLF
KFKTPLYPVLPLIGLTLNTVVLISLP.FDPEQRI.~---------YCGVPFMIICYIIYHV

RFLL-LYPLGN-------WICLLFMAA-VLVIMLM-TRGMGIWVYLIPVWLIVLGIGYLF

RGGR----------TPSDLN
WQKT----------PVHNTR
IKGTHFVRYS~~KFPQNDKK

IGKKRAAELR---------K
VIKKRQQANRQLEL-----­
KEKTAKAVKA---------H

Abb.25 Vergleich der abgeleiteten Arninosauresequenz von orf5 mit der GABA­
Permease (EcGabP; Niegemann et a/., 1993) und der Lysin-Permease
aus E. coli (EcLysP; Steffes et a/., 1992), zwei Transportproteinen
unbestimmter Funktion aus E. coli (EcYtfd) und B. subtilis (BsRocE; Embl:
X81802) sowie der Permease fur aromatische Arninosauren aus E. coli
(EcAroP; Honore & Cole, 1990) mit dem Programm SLASTP(Husar 3.0).
Sterne geben identische, Punkte ahnliche AS an.
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Abb. 26 Hydrophobizitatskurve des potentiellen orf5-Polypeptids nach Kyle &
Doolittle (1982) mit einem Fenster von 9 AS (PEPPLOT; Husar 3.0).
Transmembrane Segmente sind durch rornlsche Ziffern gekennzeichnet
(HELlXMEM; PcGene).

3.8.3 Fusion von orf5n unci orffic

Um die Funktion des potentiellen Aminosauretransporters, der durch orfS codiert

wird, naher zu untersuchen, sollte versucht werden, eine erhohts Aktivitat des

plasmidcodierten potentiellen orfS-Genproduktes nachzuweisen. Voraussetzung

hierfur war die korrekte Fusion der beiden "Genfragmente" orfSn und orf5c. Um

die starke Toxizitat des Genproduktes fur E. coli zu minimieren, wurde die Klonie­

rung in pJC1, dessen Repiikon fur eine moderate Kopienzahl in E. coli sorgt (22

Kopien I Genom; Chang & Cohen, 1978), vorgenommen. Da unmittelbar vor orf5

das Leseraster orf3 lokalisiert ist,das aufgrundseiner engen Nachbarschaft (40

bp) mit orf5 eventuel! ein Operon bildet, wurde aueh orf3 in die K!onierung ein­

bezogen.

Des 1,4kb orf5c Safl-Ec:;oRI- FrCJgment wurde durch eine blunt end - Ligation in die

einzige BamHI-Schnittstelle des Vektors pJC1 eingefOhrt, wodurch diese Restrik­

tionserkennungsstelle zerstort wurde. Das rekombinante Plasmid pJC orf5c be­

sitzt jedochin ... derlnsertion.eineweitere BcunHI-Schnitt~t~iie,diefQrcjie.~igatiofl
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Abb. 27 Skizze zur Konstruktion des Plasmids pJC orf3/orf5. Das offene Lese­
raster orf5 wurde durch Ligation des 1,4 kb grof.\en orf5c tragenden
Fragmentes mit dem 1,$ kbgrof.\en orf5n tragenden Fragment im Vektor
pJC1 fusioniert.

mit dem zweiten Fragment, das 1,6 kb grof.\e BamHI-Bglll orf5n/orf3, genutzt

wurde. Nach OberprOfung der korrekten Orientierung der Insertion des 2. Frag­

mentes stand das rekornbinante PlasmidpJC orf3/orf5, 9,1 kb, mit fusioniertern

Leserasterorf5 .zur VerfOgung (s.Abb, 27).
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Um eine korrekte "in-frame"-Fusion der beiden DNA-Fragmente sicherzustellen,

wurden Fluoreszenz-markierte Primer hergestellt und millels praparativer HPLC

aufgereingt. Die entsprechenden Oligonuk/eotide wurden mit Hi/fe der ermille/ten

Sequenzdaten so synthetisiert, daf.\ die Primerbindungsstellen die beidstrangige

Sequenzierung sowoh/ der BamHI-Fusionsstelle a/s auch des Beginns des orfS­

Strukturgens erlaubten. In keinem Fall traten Abweichungen von der zuvor ermit­

telten orfS-Sequenz auf. Darnit konnte gezeigt werden, daf.\ orfS intakt auf pJC

orfS/orf3 vorliegt und von E coli DHS toleriert wird.

3.6.4 Funkttcnahtatenachwels von oriS als Gen fur den Transport

arcmatlscher Amlnosauren, amP

Mit dem Plasmid pJCorf3/0rfS bestand nun, nach Transformation von C.

glutamicum, die Moglichkeit, das orfS-Genprodukt auch im hornoloqen System

verstarkt zu synthetisieren. Zusammen mit einer orfS-lntegrationsmutante, C.

glutamieum 13032 orfS::pEMorfSint2 (Morakkabati, 1994), standen nun drei ver­

schiedene C. glutamicum-Stamme zur VerfOgung, die sich nur in der Synthese

des orf5-Genproduktes unterschieden:

1. Der Wildtyp C. glutamieum ATCC13032 pJC1, mit der natorlichen Menge des

orf5-Genproduktes,

2. die Defektmutante, C. glutamicum 13032 orf5::pEMorfSint2, die kein intaktes

orfS-Genprodukt bilden kann und

3. dar "Uberexprimierer" C. glutamicum 13032 pJCorf3/orf5, der, aufgrund der

plasmidcodierten orf5-Kopien, das Genprodukt vsrstarkt synthetisieren solite.

Da indirekte Hinweise auf sine rnoqliche orf5-Funktion ais Gen fur ein Lysin­

sekretionsprotein vorlagen, wurde die /ysinsekretionsdefekte Mutante NA8 mit

pJCorf3/orf5 transformiert und ebenso wie die orfS-Defektmutanteauf Lysin­

indikatorplatten hinsichtlich eines veranderten Ausscheidungsverhaltens unter­

sucht, Es konnte aber ouch unter Nutzung .. des fviethionineffektes, der zu einem

verstarkten C-Fluf.\ zum Lysin und damit zur Lysinsekretion fuhrt (Vrljic et et.,

1995), kein verandertes Lysmsekrettonsverha'ten :gegenOber den Ausgangs­

starnrnen beobachtet werden, d.h. der Defekt in orf5 fuhrte nicht zum Veriust der

Lysinsekretion und das intakte orfS ist nicht in der Lage, die Iysinsekretions­

defekte Mutante zu komplementieren. DiesesErgebnis zeigt,daf.\orfS nicht an

der Sekretion von L-Lysin beteiligt ist.
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3.6.4.1 Phyaioloqischer Nachweis zur orts-vermtttetten

Amlnosaureaufnehme

Ziel dieser Experimente war es, dureh einen direkten Stammvergleieh von orf5­

Defektmutante, Wildtyp und "Uberexprirnierer", bestimmte Arninosauren (AS) als

moqliche Substrate fOr den orf5-Transporter zu identifizieren. Orientierende

Experimente ergaben, dar!> nieht aile der 19 untersuehten AS von C. glutamicum

13032 aufgenommen wurden. Um regulatorisehe Effekte dureh die Medien-

Tabella 8 Vergleich der Aminosaure-Aufnahrne von C. gfutamicum 13032 auf
versehiedenen Nahrmedien uber Nacht. CgXl1 + 5 mM AS und
CgXllN + 1 mM AS.

AS CgXII CgXIiN

y-Aminobutyrat +++++ nicht getestet
Aspartat +++++ nieht getestet
Glutamat +++++ nicht getestet
Asparagin +++++ nieht getestet
Glutamin +++++ nicht getestet
Serin +++++ nieht getestet
Valin ++++ ++
Alanin ++++ +++
Threonin ++++ +++
Glyein +++ +
lsoleuein +++ +++
Lysin ++
Arginin ++ +

iviethionin ++ ++

Histldin ++ ++
Phenylalanin ++ ++

Leuein ++ +++
Tryptophan ++

Tyrosin ++

+++++ vollstandiqe Aufr.ahrne n der exponentiellen Waehstumsphase
++++ vollstandige Aufnahme n der stationaren Waehstumsphase
+++ Aufnahme >30%
++ Aufnahme ,,30%

geringe Aufnabmet-sl Q%) in derexponentiellen Phase
keine Aufnahme
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zusammensetzung ausschliefsen zu konnsn, wurde eine Medienoptimierung hin­

sichtlich verstarkter AS-Aufnahme durchgefUhrt. Tabelle 8 zeigt eine Obersicht

zur Aufnahme der AS durch den Wildtyp im Vergleich der Medien CgXI! und

CgXi!N (= CgXl! mit 5 gil Casamin-Hydrolysat als einzige N-Quelie).

Zur vergleichenden Stammanalyse wurde das jeweilig optimale Medium, CgXI!­

oder CgXiiN, herangezogen. Durch Einsatz von CgXiIN, einer Animpf-OD600 = 2

und AS-Zugabe von je 1 mM konnte bei Supplementation mit Tyrosin, Tryptophan,

Phenylalanin oder Histidin eine verstarkte Aufnahme durch den orf5-0ber­

exprimierer und gleichzeitig, zumindest bei Tyrosin und Tryptophan, eine ver­

minderte Aufnahme durch die orf5-lntegrationsmutante im Vergleich zum Wildtyp

beobachtet werden (s. Abb. 28). BezOglich aller anderen AS verhielten sich die

drei Starnrne indifferent.

Nach Optimierung der Kultivierungsbedingungen (Kulturvolumen 20 ml, Animpf­

00600 = 10, AS-Konzentration 0,1 mM) konnten Tyr, Trp und Phs als Substrate

fur den orf5-vermiUelten Aminosauretransport identifiziert werden. Offenbar

handelt es sich bei orf5 um das Gen fOr ein allgemeines Aufnahmesystem fur

arornatische Aminosauren in C. gfutamicum. In Analogie zu dem entsprechenden

System in E. coli (Honore & Cole, 1990), das 33% identische AS aufweist (GAP,

Husar 3.1), wurde orf5 aroP genannt.

3.EL4.2 Untersuchungen zur §pez~fitatdes Aufnahmesystems fOr

aromatlsche Amtnosauren

Um die Aufnahmeraten exakter quantifizieren zu konnen, wurden Kurzzeit­

kinetiken durchgefOhrt. Mit Hilfe von 14C-markierten aromatischen Substraten

wurde die Arninosaure-Autnahrne (AS-Aufnahme) der Zellen innerhalb von 2

Minuten verfolgt. Dazu wurden die drei Stamme C. glutamicum ATCC 13032 pJC1

(itVildtyp), C. glutamicum ATCC13032 pJCaroP ("pJCorf3Iorf5; "Uberexprimierer")

und C. glutamicum ATCC13032 aroP::pEMaroPint2 (= orf5-Defektmutante) wie

beschrieben anqezogsnund auf CgXIlN- Oberimpft (OD-10). Nach 2,5 h (30°C)

wurden die Kulturen nach einmaligem Waschen (CgXliN-C-) in CgXiIN-C-+10 mM

NaClresuspendiert. und.aufEis gelagert.Parall~!eExperimente,.bei denen.der fur
den chemischen Nachweis rnittels HPLC notwendiqe N-Hungerschritt (2,5 h auf
CgXIIN-) wegfiel, zeigten, da~ aile ermiUelten AS-Aufnahmeraten irn Bereich der
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Standardabweichung lagen. Ein regulatorischer Einflul1 des Komplexmediums auf

die Aufnahme aromatischer AS konnte daher hier nicht erkannt werden.
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Abb. 28 Aufnahme der aromatischen Arninosauren durch den C. glutamicum
Wildtyp (wt), die orfS-Defektmutante (orfS) und den orfS-"Oberex­
prinlierer"·(pJCorf5).Dargestellt ist die Abnahrne derAminosaurekon­
zentration im Medium von Tyrosin (ebenlinks), Phenylalanin (eben
rechts) und Tryptophan (unten).
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Tabelle 9 zeigt, da~ das plasmidcodierte aroP zur verstarkten Aufnahme der

aromatischen AS fuhrt. Am deutlichsten ist dieser Effekt bei der Tyrosin-Auf­

nahme zu erkennen: Hier wird die Aufnahme um den Faktor 4-5 erh6ht. In allen

Fallen bewirkt die Inaktivierung von aroP eine Reduzierung der AS-Aufnahme­

rate. Dennoch fOhrt die inaktivierung von aroP nicht zum v6iligen Veriust der

Aufnahme aromatischer AS. Nur die Tryptophanaufnahme konnte ohne intaktes

aroP nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 9: Messung der Aufnahme 14C-markierter aromatischer Arninosauren
durch den C. glutamicum Wildtyp (wt), die orf5-Defektmutante (aroP)
und den aroP-"Oberexprimierer" (pJCaroP) mittels Kurzeitkinetiken.
Die Raten sowie die entsprechenden Standardabweichungen sind in
nmol (mg TGt1 min-1 und die Anzahl der voneinander unabhanqi­
gen Kultivierungen, die fur die Messungen eingesetzt wurden, ist in
Klammern angegeben.

Stamm L-Tyr L-Phe L-Trp

C.glutamicum 13032

pJCaroP 2.88 ±0.14 (6)

wt 0.64 (1)

aroP 0.30 ±O.07 (2)

0.74 ±O.13 (3)

OAO ±0.01 (2)

0.24 ±0.03 (3)

0.66 ±0.19 (3)

0.21 ±0.12 (2)

< 0.1 (2)

Um zu zeigen, da~ AroP tatsachiich Spezifitat fUr aile aromatischen AS besitzt,

wurden Kompetitionsexperimente durchgefUhrt. Untersucht wurde die Tyrosin­

Aufnahme in C. glutamicum ATCC 13032 pJCaroP mit und ohne 10-fachen

Uberschufs der. anderenaromatischerAS, Pheny!a!anin und Tryptophan.

Abbildung 29 zeigt, da~ sowohl Phenylalanin als auch Tryptophan zu einer

drastischen Hem-mung (95 bzw. 87%) der Tyrosin-Aufnahme fOhrten. Dies

bedeutet, da~ das klonierte aroP, obwohl die relative spezifische

Transportgeschwindigkeit fur Phe und Tyr bei aroP-Oberexpression geringer ist

(s.Tab.9), nicht nur spezifisch L-Tyrosin transportiert, sondern auch eine hohe

Spezifitat .... fOrdie.·...beiden anderen .":arcmatlscbenAs, .. t-Phenytalcnin-und L~.

Tryptophan, aufweist,
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0.5 -"'" >----: + 0.2 mM Trp

! -----:-: ; - + 0.2 mM Phs
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Abb. 29 Aufnahme von 0.02 mM L-Tyrosin durch C. glutamicum ATCC 13032
pJCaraP mit und ohne Zusatz von 0.2 mM L-Phenylalanin oder 0.2 mM L­
Tryptophan.

3.6.4.3 Untersuchungen zur Affinitat des Autnahmesystems fur arornatlscha

Arnlnosauren

Da die araP-Defektmutante noch etwa 50% der Aktivitat des Wildtyps zeigte,

sollte die Aufnahmerate in Abhangigkeit von der Substratkonzentration bestimmt

werden, um einen Hinweis auf die eventuelle Beteiligung weiterer Aufnahme­

systemezu bekommen. Am Beispiel der Tyrosin-Aufnahme wurden die konzen­

trationsabhanqiqen Aufnahmeraten von "Oberexprimierer"(pJCaraP) und Defekt­

mutante (araP) verglichen (5. Abb. 30). Wahrend die Tyrosin-Aufnahme des aroP­

"Oberexprimierers" eine typische konzentrationsabhangige Sattiqunqskurve (vmax

= 2.93 nmoi·(mgTGt1·min-1; .Ken = 3.0±0.35. J.lM) aufweist,scheintdie Auf­

nahmegeschwindigkeit des Tyrosins in der Defektrnutante konzentrations-
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unabhanqiq zu sein. Dies zeigt eindeutig, dafs die konzentrationsabhangige

Diffusion keine Rolle bei der Tyrosin-Aufnahme spieien Kanno Auch eine

unspezifisehe Bindung des L-Tyrosins an die Zelloberflache seheint unwahr­

seheinlieh, da es sieh zvveifelsfrei um einen zeitabhanqiqen Prozefs handelt, was

bei einer unspezifisehen Absattigung nieht zu erwarten ware.

I
<::

o 0.2

v/Isl

,
0.4

pJCaroP

0.6

araP

200150100

Tyrosin [/JMJ

50o
o 0.0 +------,-----,-----,-----,
b

>-
I-

Abb.3D Konzentrationsabhangige L-Tyrosin-Aufnahme dureh C. g/utamicum
aroP-"Oberexprimierer" (pJCaroP) und die aroP-Defektmutante (aroP).
Das Insert zeigt die L-Tyrosinaufnahme des aroP-"Oberexprimierers" als
Eadie-Hofstee-Auftragung, Aufnahmegesehwindigkeit v
[nm,,'·lmn Tr::)1. rnirr tl sal c 1=, 'n"t',"n "on" I interne TvrosinkonzentrationI ''-J' \ ..~ ....... III J ............. I ..... n..... W I I W ... •• • ]. " ........ ...., •

[nmol(mg TGt1·min-1~M-1].

Um auszusehliessen, dal1 es sieh bei der Grundaktivitat um ein unspezifisehes

Bindunqsphanornen handelt, wurden "Uberexprirnierer'' und Defektmutante vor

der Transportmessung parallel hitzeinaktiviert (Zellpellet 8 min bei 55°C). Tabelle

lDzeigt,dal1 in beiden Fallen keine vollstandige Inaktivierung erreieht wurde,

doeh deutet die gleiehe prozentuale Abnahme der Transportrate darauf hin, dafs

essieh bei der Basisaktivitat in der Defektmutante ebenfalls urn eine protein"

vermittelte Aufnahme von L-Tyrosin handelt,
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Tabeiie 10: L-Tyrosin-Aufnahme bei zwei unterschiedlichen Tyrosin-Konzen­
trationen dureh den C. glutamicum arop-nOberexprimierern(pJCaroP)
und die aroP-Defektmutante (aroP) mit und ohne Hitzeinaktivierung
(8 min, 55°C). Die Aufnahmeraten sind in nmoltmg TGt1'min-1

angegeben. Die relativen Aktlvitaten, bezogen auf die Messungen
ohne Hitzeinaktivierunq, sind in Klammern anqeqeben.

Stamm L-Tyr [IlMJ

ohne

L-Tyr-Aufnahme

Hitzebehandiung

mit

C. glutamicum

pJCaroP

amP

10
~ ~~ (100%) • '">. (53%))L..LI 1.L.. I

100 2.94 (100%) 1.16 (40%)

10 0.37 (100%) 0.22 (60%)

100 0.39 (100%) 0.20 (51%)

Diese Ergebnisse lassen den Schlufs ZU, dal:\ C. glutamicum ein weiteres extrem

affines Aufnahmesystem fur L-Tyrosin besitzt. Die Grundaktivitat in der aroP­

Defektmutante kann dureh dieses megliehe zweite Aufnahmesystem fur L-Tyrosin,

das bereits bei einer Konzentration von 0.5 IlM seine maximale Gesehwindigkeit

erreieht, erklart werden. Aueh in E. coli ist neben einem allgemeinen Aufnahme­

system (Chye et ei., 1986) ein spezifisehes Aufnahmesysteme fur L-Tyrosin

bekannt (Wookey et a/., 1984) , jedoeh weist hier das allgemeine Aufnamesystem

eine hohere Affinitat zu den aromatischen AS auf (Brownl 1970).

3.6.4.4 Untersuchungen zum Mechanismus des Aufnahmesystems fur

aromatisehe Arninosauren

Die abgeleitete Arninosauresequenz des Gens fOr AroP zeigt (s. Abb. 25), dal:\

dieses Protein zu einer Familie von Aminosauretransportern gehert, die sich

durch einen sekundaren Transportmeehanismus auszeiehnen (Saier, 1994). Da in

diesem Fall der elektroehemisehe Gradient uber der Membran als treibende Kraft

essentiell ist, ist ein intaktes Membranpotenttal Voraussetzung fOr einen

funktionellen Transport (Kramer, 1994). Dureh Einsatz des Entkopplers CCCP,
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der zu einem sofortigen Zusammenbruch des Membranpotentials fuhrt, sotlte am

Beispiel Tyrosin gezeigt werden, dar:l der Transport rnittels AroP auf ein intaktes

Membranpotential angewiesen ist.

In C. qtuiemicum pJCaroP erfo!gte bei Einsatz von 25 J.1ivi CCCP eine drastische

Reduktion des Membranpotentials von -144 mV auf -81 mV. Dies zeigt zum einen,

dar:l die verstarkte Synthese des Membranproteins AroP nicht zu einem - im Ver­

gleich mit dem Wildtyp (Broer & Kramer, 1991b; Sayan et aI., 1993) - veranderten

Membranpotential fuhrt, was bei einem verstarktsn Polypeptideinbau in die

Membran nicht ubsrrascht hatte (Eckert & Beck, 1989). Zum anderen illustriert

Oberexprimierer gestoppt wird. Damit ist belegt, dafs die Aufnahme aromatischer

Aminosauren tatsachlich einem sekundaren Transportmechanisrnus gehorcht.

Abb. 31 L-Tyrosin-Aufnahme durch den aroP-"Oberexprimierer" (C. glutamicum
ATCC pJCaroP) vor und nach Zugabe von 25 JlM CCCP. Die Kontrolle
ohne Entkoppler ist mit unterbrochener Linie dargestellt.
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Transport von wiehtigen Substraten, wie Aminosauren, kann aueh entgegen die

entspreehenden Konzentrationsgradienten erfolgen. FOr sekundare Transport­

prozesse ist dabei der Symport oder Antiport mit anderen Substraten Voraus­

setzung, wobei haufig die bestehenden Protonen- oder Natriumionen-Gradienten

genutzt werden (Kramer, 1994a). Die Tyrosin-Aufnahme dureh C. giutamicum

pJCaroP zeigte sieh in Gegenwart von 2J-lM des Na+-Komplexierers Monensin

stark beeinflufst und sank um etwa 50% (nieht dargestellt). Dies deutet darauf hin,

da~ AroP aromatisehe AS im Symport mit Natriumionen in die Zelle transportiert.

3.6.5 Untersuchungen zur AmP-vermitteiten Sekretion aromatiacher

Amlnosauren

Da Membrantransportproteine prinzipieil auch als enzymatisehe Systeme ange­

sehen werden konnen, die die Umsetzung des Substrates von einem in ein

anderes Kompartiment ermoglichen (Kramer, 1994a), rnufs die katalysierte

Reaktion reversibel sein, d.h. ein Einkomponenten-Aufnahmesystem mufs

theoretiseh auch zur Sekretion des spezifisehen Substrates befahiqt sein. Um zu

untersuehen, ob das Aufnahmesystem AroP aueh am Export von aromatisehen

Arninosauren beteiJigt sein kann, wurde 1 mM des Dipeptids TyrPhe dem Medium

zugegeben und zu versehiedenen Zeitpunkten die eytosolisehe und externe

Arninosaurekonzentration beim aroP-Oberexprimierer (pJCaroP) und der aroP­

Defektmutante (aroP) bestirnrnt. TyrPhe-Gabe fOhrte zu einer starken Akkumula­

tion der korrespondierenden Arninosauren im Cytosol. Interessanterweise war im

Fall von Tyrosin die cytosolische Akkumulation im aroP-Oberexprimierer nicht so

hoch wie bel der aroP-Defektmutante, wahrend extern eine entspreehend hohere

Tyrosin-Konzentration naehgewiesen werden konnte, Abbildung 32 zeigt, dal:\

umgekehrt, die aroP-Defektmutante doppelt so viel Tyrosin intern akkumuliert

(140 mM) und nur langsam ins Medium sekretiert, Dies ist ein ein deutlieher

Hinweis auf eine Beteiligung von AroP am Export von Tyrosin. Ein vergleiehbares

Bild ergab sieh jsdoch nicht hinsiehtlich der Verteilung der Phenylalanin-Konzen­

trationen. Wahrseheinlieh ist die Phenylalanin-Sekretion, ob durch Diffusion oder

Transportsysteme verrnittelt, so schnell, dal:\ die Aufnahme und Hydrolyse des

Dipeptids gesehwindigkeitslimitierend ist, so dal:\ sich dieser experimentelle

Ansatz zum Naehweis derAroP-vermittelten Phenylalaninsekretion nicht eignet.
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Abb. 32 Tyrosinsekretion durch den aroP-Oberexprimierer (C. giutamicum ATCC
13032 pJCaroP) und die aroP-Defektmutante (C. giutamicum 13032 aroP
::pEMaroPint) wahrend einer 4-stOndigen Kultivierung auf CgXIIN-­
Medium mit 1 mM TyrPhe-Dipeptid

3.6.6 ldentlfizierunq eines Tryptophan-Abbauproduktes

Bei der Kultivierung des aroP-Oberexprimierers auf Medium mit D,L-Tryptophan

zeigte sich wiederholt eine braungelbe Verfarbunq der Ubernacht-Kultur. Da bei

ParaHelkultivlerungen mit der aroP-Defektmutante dieses Phanornen nicht auftrat,

lag es auf der Hand, die Verfarbunq als Indiz fur Tryptophanabbau in C.

gfutamicum zu werten. Bedingt durch die verstarkte Aufnahme des Tryptophans

durch C. giutamicum13032 pJCaroP wird offenbar vermehrt ein Stoffwechsel­

produkt gebildet, das ins Medium ausgeschieden wird. Da in Mikroorganismen der

Tryptophanabbau vor allem uber zwei Wege beschritten -wird, die entweder
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Kynurein oder Indol als Zwischenprodukt bilden (Kieslich, 1976), wurde ein Indol­

Test durchgefUhrt. 1m Gegensatz zu E. coli, zeigte weder der C. glutamicum­

Wildtyp noch C. glutamicum 13032 pJCaroP eine positive Reaktion auf Kovac's­

Reagenz (Cappuccino & Sherman, 1987). Damit ist gezeigt, dal3 bei einem

Tryptophanabbau in C. glutamicum kein freies Indol entsteh!.

ZUi genauen Untersuchung der Produktbildung bei VVachstum auf Tryptophan

wurden die Kulturuberstande des aroP-Oberexprimierers und der aroP-Defekt­

mutante jeweils durch reversed phase HPLC getrennt und millels UV-Detektion

ein Absorptionsspektrum aufgenommen. Durch die Differenz der beiden Ab­

sorptionsspektren konnten die Fraktionen ermittelt werden, in denen ein fur den

aroP-Oberexprimierer spezifisches Produkt absorbisrt (s. Abb. 33). Die Fraktion,

die den dominanten Peak (Retentionszeit 8,1 Minuten) mit einer Konzentration

von 0,27 mM zeigte, wurde isoliert, Iyophilisiert und fur die Vermessung mittels

1H-NMR-Spektroskopie in D20 (pH 3) gel6s!.

Mit Hilfe der Kernspinresonanz-Spektroskopie lassen sich die verschiedenen Pro­

tonen eines MolekOls aufgrund der unterschiedlichen sie umgebenden Elektro­

nendichten durch ihre charakteristischen Absorptionssignale bei verschiedenen

Frequenzen identifizieren. Das isolierte Tryptophan-Abbauprodukt wurde mit 1H­

NMR-Spektroskopie (9,4 tesla, 400MHz, AMX-400WB NMR-Gerat; Bruker,

Karlruhe) vermessen, und durch das erhaltene Protonenresonanzspektrum

konnte die Substanz Oberraschenderweise als substituiertes Indol klassifiziert

werden. Da im Vergleich zum Tryptophan ein charakteristischer Protonenshift zu

hohen Frsquenzen nachweisbar war, kam eine Aldehydgruppe als potentieller

Substituent in Betrach!. Tatsachlich zeigte die Referenzsubstanz indol-3-aldehyd

den gleichen charakteristischen Protonenshift. Offensichtlich akkurnuliert C.

glutamicum 13032, wenn das Aufnahmesystem fur aromatische Arnmosauren,

Aro>, verstarkt synthetisiert wird, bei VVachsfum mit D,L-Tryptophan in gro!1en

Mengen Indol-3-aldehyd, obwohl freieslndol unter den glei9hen Bedingungen

nicht nachweisbar ist.
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Abb. 33 UV-Differenzchromatogramm von Kulturuberstanden des aroP-Ober­
exprirnierers (G. qluiemicum 13032 pJCaroP) und der aroP-Defekt­
mutante (G. giutamicum 13032 aroP::pEMaroPint) nach Trennung uber
reversed phase HPLG. Das Spektrum zeigt die Substanzen, die im
Kulturuberstand von C, glutamicum i 3032 pJCaroP vermehrt auftraten,
Die Kulturen wurden parallel auf CgXilN mit 1 mM D,L-Tryptophan ange­
zoqen. Das Insert zeigt einen Ausschnitt des Protonenresonanz­
spsktrurns des als D,L-Tryptophan-Abbauprodukt isolierten Indol-3­
aldehydes, Das fUr die Aldehydgruppe charakteristische Signal ist bei
9,79 ppm zu erkennen.
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4. DISKUSSION

4.1 Isolierunq des Dlamlnoplrnelat-Benclusters

Das in dieser Arbeit isolierte Gencluster warf uberraschenderweise Probleme bei

der intakten Klonierung auf. Um den Grund fur die wiederholt beobachteten DNA-

Umlaqerunqen in dern chrornosornalen dapD una dapE tragenden Bereich

herauszufinden, waren auch molekulargenetische Untersuchungen solcher

"artifiziellen", d.h. strukturell nicht der genomischen Organisation des Wildtyps

entsprechenden Klone notwendig. Letztlich zeigte es sich, daB aile Probleme ihre

Ursache in zwei voneinander unabhangigen rekornbinanten Ereignissen hatten,

narnlich der Rekonstitution des ddh-Gens und der Deletion von aroP sowie

angrenzender Sequenzbereiche.

Komplementation von DAP-auxotrophen E. coii-Mutanten fUhrte zu einem Stamm

mit hoher Dehydrogenase-Aktivitat. Dabei war nicht so sehr die Tatsache uber­

raschend, daB Oberhaupt eine in der Succinylase (dapD) defekte E. coli-Mutante

durch ein Gen eines in diesem Organismus nicht existierenden Enzyms (ddh)

komplementiert werden konnte, sondsrn vielmehr, dar.. diese Komplementation

mit DNA des Dehydrogenase-negativen Ausqanqsstammes C. glutamicum AS70

(Schrumpf et et., 1991), moqllch war. Hochstwahrscheinlich ist homologe Rekom­

bination im E. coli Wirt fOr die Deletion des Integrationsvektors pEMI aus dem

ddh-Gen und eine darnit einhergehende Restaurien.mg der Dehydrogenase­

Aktivitat verantwortlich. Dies deutet auf einen starken Seiektionsdruck durch die

DAP-auxolrophen Mulanten hin (Wehrmann et et., 1994) und erklart, warurn Yeh

at al. (1988) und Ishino at al. (1988) nicht in derLage waren, die Gene des

Succinyldiaminopim€)latwegeszu klonieren,

pimelatdesuccinylase,dapE, auf einem slrukturell und funktionell intakten BamHi­

Fragment aus C. glutamicum ATCC13032 isoliert werden. Die abgeleilele Amino­

sauresequenz zeigte 23% identische Arninosauren mit dem einzigenanderen

bekannlen DapE-Polypeptid, der Desuccinylase aus E. coli (Bouvier et al., 1992).

Ein ahnlich niedriger Anteil identischer Aminosauren wurde auch fOr andere Poly­

peptide der Arnmosaurebiosyntheseenzyme vonG. glutamicum berichtet, wie

LysC (Kalinowski et al., 1990), !IvA (Mackel at et., 1992) und LeuA (Patek et al.,

1994), wahr€)nd beim Vergleich yon Polypeptiden, von Enzymen des Zentralstoff-
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wechsels beider Organismen in der Regel ein h6herer Grad an ldentltat be­

obachtet wurde (Eikrnanns, 1992). Dies zeigt, dar.. trotz des nur in Gram-positiven

Bakterien vorhandenen Dehydrogenaseweges, eine ahnliche strukturell diver­

gente Entwicklung von DapE aus C. glutamicum und E. coli, wie sie auch bei

anderen Aminosaurebiosyntheseenzyrnen anzutreffen ist, stattqefunden hat.

lntersssanterweise wird eine evolutionare Verwendtschatt der Dssuccinylase aus

E. coli mit der Acetylornithin Deacetylase aus E. coli (Boyen et al., 1992), der

Carboxypeptidase G2 aus Pseudomonas sp. (Minton et et., 1984), der Amino­

acylase I aus Mensch und Sehwein (Mitta et 131., 1992) und der Aminoacylase aus

Bacillus stearothermophilus diskutiert (Sakanyan et 131., 1993). Obwohl aile Poly­

peptide der Mitglieder dieser Gruppe untereinander nur etwa 20% identische

Aminosauren aufweisen, zeigen sie doeh konservierte Bereiehe, wie zwei

aufeinanderfolgende Glutamatreste und ein hochkonserviertes GXXXH-Motiv

(Sakanyan et 131., 1993). Diese Motive sind, wie Abbildung 34 zeigl, auch in der N­

Suecinyldiaminopimelal Desuecinylase aus C. glutamicum konserviert (EE,

Position 137/138 ; GVRAH, Position 188-192) und weisen DapE als neues Mil­

glied dieser Gruppe von Aminoaeylasen aus. Die belden Glutamalreste konnten

CgDapE
EcDapE
EcArgE
BstAma
PspCpG2
PigACY1

CgDapE
EcDapE
EcArgE
BstAma
PspCpG2
PigACY1

125 KHDLTLIAYECEEVADHLNGLGHIRDEHPEWLAADLALLGEPT-----GG
123 -GRLAFLITSDEEASAHNGTU~~ERLDYCLVGEPSSIEVVGD

134 -KPLYlLATADEETSMAGARYFAETTAL----RPDCAIIGEPTSLQPV-­
127 RGEIRFLFQHAEELFPGGAEEMVQAGVMDGVDVVIGTHLWSPLERGKIGI
163 yGTITVLFNTDEEKGSFGSADLIQEEAK----LADYVLSFEPTSAGDE-­
134 PRTIHMTFVPDEEVGGHQGMELFVKRPEFQALRAGFALDEGLASPTDA--

**

WIEP~GCQGNLRIK----VT~~GVF~~-SFRSWLGDRA~lliKLSPIISKVF_~ 215
VVfu~GRRGSLTCN----LTIHGVQGB-VAYPH~~NPVHRAP.PFLNELVA 217
---RAHKGHISNA----IRIQGQSGe-SSDPARGVNAIEu~DAIGHILQ 220
VYGPMMAAPDRFF----IRIIGKGGR-GAMPHQTIDAIAIGAQVVTNLQH 222
---KLSLGTSGIA-YVQVNITGKASRAGAAPELGVNALVEASDLVLRTMN 253
---FTVFYSERSPWVILRVTSTGKPGRGSRFIEDTAAEKLHKVINSlLAFR 229

* *

Abb. 34 Vergleich von Aminoacylase Polypeptidteilsequenzen. CgDapE =C.
glutamicum N-Succinyldiaminopimelatdesuccinylase; EcDapE =E. coli
N-Suecinyldiaminopimelaldesuccinylase; BslAma =B. sieerotbermo­
phi/us Aminoaeylase; PspCpG2 = Pseudomonas sp. Carboxypeptidase
82; PigAci = Aminoacylase i vorn Schwein. Sterne zeigen identische.As
an. Saquenzbereiche mit starkerAhnlichkeit sind hervorgehoben
dargesleili.
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an der Bindung von C02+ beteiligt sein, da DapE aus E. coli als cobaltabMngig

beschrieben wird (Lin et a/., 1988), und fur die Carboxypeptidase A die Beteili­

gung von zwei aufeinanderfolqenden Glutamatresten an der Bindung von

Metallionen nachgewiesen wurde (Lipscomb, 1973).

Die Klonierung von dapD war nur unter Vermeidung einer starken Oberexpression

des funktione!!en Nachbargens, aroP ("'on'S), moglieh. Saleh ein Problem kann

entweder dureh den Einsatz von low-copy Vektoren gel6st werden (Reinscheid et
al., 1994a; Kronemeyer et et., 1995) oder aber, wie hier erstmalig fur C.

glutamicum beschrieben, durch chromosomale Inaktivierung des toxischen Gens

und anschliefsender Isolierung der benachbarten Sequenzen mittels plasmid

rescue. Die Lokalisation der beiden Gene dapD und dapE auf einem Cluster auf

dem Chromosom von C. glutamicum ATCC13032 (s. Abb. 35) ist uberraschend,

da fOr E. coli eine vsrstreute Anordnung der Gene des Suecinyldiaminopimelat­

weges im Genom berichtet wird (Patte, 1983), Zwar ist auch fur andere Gene

konsekutiver Enzyme der Arninosaurebiosynthese in C. glutamicum eine

Clusterung bekannt (/ysC-asd, Kalinowski et al., 1990; dapA-dapB, Cremer ei el.,

1990), doch werden dapD und dapE in unterschiedliche Richtungen transkribiert.

1m Unterschied zum aceA-aceB-Locus, der sich auch durch eine divergente

Transkription der geclusterten Gene auszeichnet (Reinscheid et al., 1994c), sind

dapD und dapE durch aroP und orf3 getrennt, so da!1 eine koordinierte Expres­

sion sehr unwahrscheinlich ist. Das Genprodukt DapD weist erstaunlicherweise

nur eine geringe Ahnlichkeit mit anderen bekannten DapD-Polypeptiden aut, doch

konnte durch Ermittlung der spezifischen Enzyrnaktivitat eindeutig dessen Funk­

tion als Tetrahydrodipicolinat Succinylase belegt werden.

EcoRI,6450
BamHl
Iii

I

Scal,3340
BamHI,3860
, Scal,3940
, ,EcoRI,3950

HindIII.4440
BglII.5460
I i
i I

Sacl,1740
BamBI,200a
I
i

HindIII

I-~,....-.,-l-+--..,---,--e...,.-.u,--'-r----r--""""""""-'--'T-.............-'

dapD aroP orf3 dapE orf2n

Abb. 35 Anordnung der Gene dapD, dapE und amP sowie der offenen
Leseraster orf3 und orf2n imGenom von C.glutamicum ATCC13032



D/SKUSS/ON ------------------------- 95

Das artifizielle "dapD", des als 2,85kb BamHI-Fragment isoliert wurde (Wehrmann

et al., 1994), ist durch eine Fusion der authentischen Gene dapD und orf3 ent­

standen. Ermoqlicht wurde dies durch die starke Ahnlichkeit der Nukleotid­

sequenzen, die uber einen grar..en Bereich identisch sind. Eine gezielte Suche

nach der DNA-Region mit der starksten Ahnlichkeit zwischen orf3 und dapD

(Pragramm BESTF!T, Husar 3.0) ergab einen homologen Bereich, der kurz 'lor

dem Translationsstart von dapD beginnt. Abbi!dung 36 veranschaulicht, daf1 der

Einzelstrangbruch, der fOr die Rekombination, die zu dem artifiziellen "dapD" ge­

fuhrt hat, verantwortlich ist, sehr qenau lokalisiert werden konnte. Obwohl die

Rekombination im dapD-Strukturgen stallgefunden hat, fuhrte der Austausch der

Nukleotidsequenzen von orf3 und dapD nur zu konssrvativen Basenaustauschan.

Lediglich im Bereich von Codon 11 und 12 dar DapD-Sequenz fand ein Amino­

saureaustausch stall (ViR, F12V), so dar.., von dieser Ausnahrns abgesehen,

der carboxyterminale Bereich des artifiziellen "dapD" (ab AS 96 von "orfdapD" in

Abb. 5) mit dem authentischen dapD identisch ist.

TCGTGTGGACC~_~CTTCGGACCGT

v v W T N F G P

GACACCTACGATGCAT-GCTGCGCCTTCACCTCCTCTCCCACCGCGTTTT
M L R L H L L S H R V F

CCGCCCTCACACCATCAACCTAGACGGCATTTTCGGCCTCCTCAACAATG
R P H TIN L D G I F G L L N N

, , ,, , ,r r r I I II! I
11 I I I 11 r I

I 11 I r I I I 11 I 1 I 11 11 I I I I I I I 1
I I I I I 11 r I I I I I I I III I I I I I 1 I

I I 11 I
I I I I 1

I I r I I
I I I I I

t I Itt I I I I
1 I I I J I 1 I I

I I I I 1 I I I I
I I I 1 I I I r I

I I I I I 1 1 1 I I I I
I I I I I I 1 I I 11 I

D A H D V Y L R L H L L S H R L V
GACGCGCACGATGTTTACCTGCGCCTCCACCTGCTTTCCCACCGCCTGGT

R P HEM H M Q N T L ELL S D
CCGCCCCCACGAAATGCACATGCAAAACACCTTGGAGCTGCTGTCCGACG

v v W T N K G P
TGGTGTGGACAAACAAGGGCCCTT

90

orf3

dapD

108
orf3

dapD
13

124
orf3

rl:mn........,...-
29

Abb. 36 Vergleich der Nukleotidsequenzen von dapD und orf3 einschliefslich
der ersten ca. 100 Basen 'lor dern Translationsstart durch das
Programm BESTFIT (Husar 3.0). Sequenzhomologie trill erst kurz vor
dem ATG-Startcodon (unterstrichen) der dapD-Sequenz auf. Die
abgeleitete Aminosauresequenz von dapD und orf3 ist zusatzlich
angegeben. Die durch homoioge Rekornbination entstandene artifizielle
"orfdapD"cSequenz ist hervorgehobendargestellt.
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Der hohe Grad an ldentitat (43%) der abgeleiteten AS-Sequenzen von orf3 und

dapD k6nnte auf eine ahnliche Funktion der Genprodukte von orf3 und dapD hin­

weisen. Gezielte Untersuchungen zu orf3 zeigten jedoch weder eine Oberexpres­

sion der Tetrahydrodipicolinat Succinylase in rekombinanten C. glutamicum­

Stammen mit plasmidcodiertem orf3, noch konnten physlolcpische Auswirkungen

durch eine orf3-Deletion, C. glutamicum W3-36, festgestellt werden. Aus diesern

Grund kann eine Funktion eines potentiellen orfs-Genproduktes als DapD-lso­

enzym ausqeschlossen werden. Durch Experiments zur Bestimmung des Trans­

kriptlonsstartes ist bekannt, da~ ein orf3-Transkript gebildet wird (M. Patek,

personl, Mitteilung). Db aber tatsachlich auch ein orf3-Protein gebildet werden

kann und, wenn ja, welche Funktion es besitzt, rnussen zukQnftige Studien

zeigen. lnteressanterwelse wurde erst kurzlich im menschlichen Genom das

Pseudogen einer anderen Succinyltransferase entdeckt, das zwar prozessiert,

aber aufgrund von Mutationen nicht in ein funktionelles Protein translatiert wird

(Dihydroliponamid Succinyltransferase des 2-0xoglutarat Dehydrogenase

Komplexes; Nakano et al., 1994). Allerdings deutet die Tatsache, da~ das

artifizielle "dapD"-Fragment ein funktlonelles Protein bilden kann (Wehrmann et
aI., 1994), eindeutig auf eine Translation des orf3-Transkriptes in vivo hin. Da die

Rekombination, die zur orf3-dapD-Fusion fUMe, am Codon 15 fOr DapD

stattgefunden haben mu~ (5. Abb. 36), steht das artifizielle "Dapf)" unter der

Kontrolle der Transkrtptions- und Translationssiqnale von on'3. Wenn von orf3

also tatsachtich ein Genprodukt gebildet wird, so erscheint es au~erst unwahr­

scheinlich, da~ C. g/utamicum sich die Synthese eines funktionslosen Proteines

"leistet". Eine Anhaufung von Mutationen, die zu einem Abbruch einer solchen

energieaufwendigen Synthese in einern fruhen Stadium fuhrt, ware zu erwarten

(Hall et aI., 1984), und ein Verlust dieser genetischen Information ware die

logische Konsequsnz (Stoutharner & Kooijman, 1993). Auf oer anderen Seite gibt

es jedoeh auch Beispiele fOr den Erhalt von nicht exprimierten kryptischsn Genen,

wie arglVi (Riley & Glansdorf, 1984) oder des ce/-Operon (Parker &. Hall) 1990) .

Solche stummen Gene, deren Mutationen unter Selektionsdruck revertieren bzw.

durch Zweitmutationen suprimiert werden konnen, stellen unter Urnstanden einen

Oberlebensvorteil fur.eine Baktenenpopulation dar (Li,1984).

In C. glutamicum ist bislang keine Regulationder Diaminopimeletsynthese curch

DAP bekannt (Cremer et et., 1988; Schrumpf eta/., 1991).8emerkenswerterweise

wurde bei der OberprQfungderspezifischen Enzyrnektivitatenun der DapE­

Defektmutante wiederholt eine leicht srhohte Dehydroqenaseaktivitat festgestellt.
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Eventuell reflektiert diese Beobachtung einen geringeren freien D,L-DAP-Pool in

der DapE-Mutante, der zu einer Derepression des ddh-Gens und darnit zu einer

erhohten Synthese des Enzyrns fuhrt, Entsprechende Untersuchungen zur DAP­

Regulation auf Transkriptionsebene konnsn nicht direkt ourchqefuhrt werden, da

externes DAP von den Zellen nicht aufgenommen werden kann (Yeh et et., 1988).

Sowohl in B. subtilis (Hemmung der Apartatkinase I; Zhang & Paulus, 1990) sis

aueh aus E. coli (lnduktion von fysA; Boy et st., 1979; Patte, 1983) stellt D,L-DAP

einen Effektor fur die Regulation dar. Eine entspreehende Rolle des essentiellen

Intermediats D,L-DAP ware aueh fur C. glutamicum nicht uberraschend, Eine

m6giiche ReguiationssteUe ist dabei der Verzvlsigungspunkt am Tetrahydro-

dipicolinat, so da~ die erhohte Dehydroqenaseaktivitat in C. glutamicum dapE

erstmals einen Anhaltspunkt fur eine rnogliche Regulation des verzweigten

Syntheseweges zurn D,L-DAP bietet. Ob es slch hierbei tatsachtich urn den

Effektor D,L-DAP handelt, lie~e sich eventuell durch Einsatz von DAP-haltigen Di­

oder Tripeptiden verifizieren.

4.2 Fl.lilktion des verzwelqten Syntheseweges zum D,l-Diaminopimeiat

Die Untersuchungen zur Funktion des verzweigten Syntheseweges zurn D,L-DAP

zeigten eindeutig die physiologische Relevanz beider Aste. Obwohl das Aus­

schalten des Succinylase- (diese Arbeit) oder des Dehydrogenaseweges

(Schrumpf et al., 1991) jeweils einen prototrophen Phanotyp erqab, zeigten

detalliertere Wachstumsstudien eine deutlich medienabhanqlqe Praterenz fur die

Nutzung des einen oder anderen Weges. Durch frOhere Untersuchungen war

bereits bekannt, dar., im Wildtyp die Nutzungder belden Wege zurn D,L-DAP

arnmoniurnabhangiq ist (Sonntag ei al., 1993). In der vorliegenden Arbeit konnte

durch die gezielte Inaktivierung von dapD und dapE nun auch der genetische

Nachweis dafur erbracht .werden, dar., der Dehydrogenaseweg nur bei guter

Ammoniumverfuqbarkeit ausreicht, urn Wachstum von C. glutamicum zu

gewahrleisten. In Komplexmedium mithohem Kohlenstoffangebot stellen

Mutanten mit Block im Succinyldiaminopimelatweg in dem Moment das Wachstum

ein, in dem die Arnmonlumkonzentration unter-einen kritischen Wert von 0,5 mM

absinkt (B. Philipp, person], Mit!eilung).Wahrendder Wildtyp flexibelaufdiese

Limitation durch Nutzungorganischer Stickstoff(N)-Quelien reagieren kann,

reichtder alleinige Besitz der Dehydrogenase fur weiteres Wacilstum nicht aus,
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da freies Ammonium als CoSubstrat benotiqt wird. Wahrscheinlich ist ein rein

kinetischer Effekt, aufgrund der geringen Affinitat (Km = 36 mM) der Dehydro­

genase fOr Ammonium (Misono et et., 1986), fur die starke Ammoniumabhanqiq-

kelt verantwortllch, Experiments auf ~\f1inera!sa!zmedium mit orqanischer N-Que!!e

verdeutlichten diesen Effekl. Hier zeigten die Mutanten ohne Succinyldiamino­

pimelatweg zunachst kein Wachstum. Auch fur Bacillus spneeticus, der nur den

Dehydrogenaseweg fur die DAP-Synthese besitzt, wird Wachstum auf Glutamin,

nicht aber auf Glutamat als einziger N-Quelle berichtet (White, 1983). Nach

zweitagiger latenzphase konnten jedoch auch die C. glutamicum-Mutanten

wachsen. Dieses Phanornen des \1'Jachstums von ~..~utantenl die nur die

amrnoniumabhanqiqe Dehydrogenase fur die Bildung der essentiellen Metabolite

D,l-DAP und L-lysin besitzen, in einem ammoniumfreien Medium, kann unter­

schiedliche Erklarunqen haben. Zum Einen k6nnte das hoch affine Ammonium­

aufnahmesystem in C. glutamicum (Siewe, 1995) bereits geringe Ammonium­

konzentrationen, die durch Bakterienlyse freiwerden, nutzen und intern

akkumulieren. Damit Obereinstimmend konnte vor dem Wachstumsbeginn nach

zwei Tagen regelmal:lig eine sinkende 00 bsobachtet werden, wahrend die

vorherige Zugabe von nur 1mM (NH4)2S04 sofort zu einer Wachstums­

restauration fOhrt (vgl. Abb.f S). Denkbar ist jedoch auch eine langsame Erhohung

der internen Ammoniumkonzentration durch Desaminierung des Glutamals durch

die Glutamaldehydrogenase (GDH). Interessanlerweise wird die GDH in C.

glutamicum im Gegensatz zu E. coli (Varricchio, 1969) nicht durch Glutamai

reprirniert (Bormann et a/., 1992) und kann bei hohen Glutamatkonzentrationen in

vitro auch die Bildung von 2-0xogiutarat katalysieren (E. Bormann-El-Kholy,

person]. Mitteilung). Das Phanomen einer extrern langen Latenzphase ist auch fur

das Wachstum von gltB-Mulanten (GOGAT-) von E. coli auf Sarin beschrteben,

Auch hier wird katabol gebildetes Ammonium als CoSubstrat, in diesem Fall fur

die anabole Glulamatdehydrogenasereaktion, diskutiert (Pahel at al., 1978).

Daf:!, auch der alleinige Besitz des kornpletten Succiny!diaminopimelalweges unter

Urnstanden nicht ausreicht, um ein optimales Wachslum zu garanlieren, zeigl das

schlechle Wachstum der C. glutamicum DAP-Dehydrogenase-Mutante auf Acetal.

Da die Nutzung dieserKohlenstoff-Quelle zu einem Kohienstoffflul:l uber die

anaplerotischen Enzyme des Glyoxylatweges, die einer slrengen r€lgulatorisch€ln

Kontrolle unteriiegen (Reinscheid et al.,1994 b/c), Whrt,scheint diesauch J.l.US­

wirkungen auf die Nutzung der Aste des verzweigten. Sloffwechselweges zum

D,L-DAP bzw. l-Lysin zu haben, Es lieglnahe, eine rnangelhane CoSubstrat-
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Versorgung zu vermuten, da aus der Umlenkung des Kohienstoffflusses im

Zentralstoffwechsel ein stark verringerter SuccinylCoA-Pool resultieren mume,

der nur auf Kosten von ATP-Hydrolyse aus Succinat aufgefQllt werden kann. Eine

weitere iViogiichkeit der Beeinflussunq des Succinyldiarninopimelatweges bei

Wachstum auf Acetat konnte aber auch durch einen erhohten Succinat-Pool

gegeben sein, so da~ eine Produkthemmung der N-Succinyldiaminopimelat­

desuccinylase (DapE) durch Succinat in Betracht kommt. Dies wurde eine weitere

Deacylierung von N-Succinyldiaminopimelat, das in C. glutamicum Dehydro­

genase-Mutanten cytosolisch akkurnuliert (Schrumpf at et., i 991), zusatzlich

behindern und so zu einem wachsturnstlrnitierenden Koh!enstoffflu3 fOhren.

Abbildung 37 zeigt schernatisch den verzweigten Diaminopimelatweg. Wahrend

die optimale Nutzung des Succinyiaseweges rnittelbar vom Kohlenstoffangebot

abhanqt, ist der Dehydrogenaseweg sehr stark auf die freie AmmoniumverfQgbar­

keit angewiesen, d.h. die Funktion des Succinylaseweges karm nur dann voll­

standiq ubernomrnen warden, wenn viel Ammonium verfugbar ist, da die Affinitat

dieses Enzyrns zu NH4+ recht gering ist (Km= 36 mM; Misono at al., 1986). Nur

bei einem hohen Angebot an freiem Ammonium ist C. glutamicum nicht mehr auf

den energieaufwendigeren Succinyiaseweg angewiesen, sondem kann D,L-DAP

mit Hilfe der Dehydrogenase bilden. Das gieichzeitige Beschreiten beider Wege

in vivo (Sonntag ei a/., 1993) errnoqllcht, flexibel auf eine pl6tzliche Ammonium­

limitierung zu reagieren, wie sie z.B. durch eine schnelle Auswaschung bei

Raqenfallen fur das unbewegliche Bodenbakteriumgegeben sein konnte. Von

groP..er Bedeutung scheint fur a!le Bakterien, die D,L-DAP als Peptidoglycan­

baustein nutzen, ein geringer, aber konstanter Pool von D,L-DAP zu sein. in E.

coli ist auch unter verschiedenen Wachstumsbedingungen diecytosolische D,L­

DAP-Konzentration hoch genug, um eine ausreichende Substrat-Verfuqbarkeit fur

die UDP-N-acetylmuramyl-L-Ala-,y-D-Glu-D,L-DAP-Synthase (murE), das in E. coli

eine weitaus h6here Affinitat zurn D,L-DAP eufweist (Km =0,036 mM; Michaud at

a/., 1990) als das Konkurrenzenzym, die Diaminopimelatdecarboxylase, LysA (Km
= 1,7 mM; White & KeIIY,1965), zu gewahrleisten (Mengin-Lecreulx at 8/., 1982).

Wahrend aus klnetischen Grunden der Kohlenstoffflufs vorzugsweise in Richtung

der Zellwandsynthese ablauft, wird durch Regulation von lysA auf Expressions­

ebene die Lysinversorgung sichergestellt (Stragier at al.,1983). Beide Enzyme,

die UDP-N-acetylmuramylcL-Ala-,y-D-Glu-D,L-DAP-Synthase und • die Diamino­

pirnelatdecarboxylase, konnten auch in C.glutamicum nachgewiesen werden

(Marceleta/., 1990), . dochstehen, im Gegensatz zu detailierten molekuiar-
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Tetrahydrodiplcolinat

NADPH

~e"g"inf:~D
SuccinylCoA II dapC

dapE

Glutamat dapF

meso-Diaminopirnelat

Zeilwand l-lysin

Abb. 37 Schema zum Kohienstoffflur.. durch den verzweigten D,L-DAP-Weg in
C. glutamicum. Nur bei hoher AmmoniumverfOgbarkeit kann der
Dehydrogenaseweg den Succinylaseweg, derfUr einen konstanten
meso-Diaminopimeiat-Pool verantwortlich [st, voll ersetzen,

biologischen Expressionstudien (Oguiza at et., 1993), keine kinetische

Messungen, die Ruckschlusse uber die relative Affinitat derEnzyrne zu D,L-DAP

zulassen, zur VerfOgung. Eineahnlich geringe Affinitat der Decarboxlase .zu D,L­

DAP wie bei E. coii, wurde jedoch auch fur andere Gram-positive Bakterien, die

D,L-DAP als Zellwandbaustein nutzen, beschrieben (Rosner, 1975). Dafs in C.

glutamicum ahnliche Verhaltnisse vorliegen, zeigt die Tatsache, dar.. es nur unter

Lysinproduktionsbedingungen ·zu einem verstarkten Flur..Ober.beide. Wegezum

L-Lysin kommen kann (vgI.Abb. 21).

Nachdem die wichtige Rolle beider Aste des verzweigten Wegesbei derAnpas­

sung an unterschiedliche Wachstumsbedingungen fur C. glutamicum nachge­

wiesen werden konnte,stelltesich die ~rage, welches derbeiden-essentiellen
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Produkte dieser Biosynthese, D,L-DAP oder L-Lysin, bei suboptimalen Wachs­

tumsbedingungen limitierend ist. Die Tatsache, dar.. L-Lysin nicht zur Wachstums­

restauration von C. glutamicum Succinyiase-Mutante auf ammoniumfreien

Medium fuhrt, kann als indirekter Hinweis auf einen Mangel an dern essentieilen

Zellbaustein D,L-DAP angesehen werden. Der direkte Nachweis, Wachstums­

restauration durch D,L-DAP, konnte nur mit Hilfe von DAP-haltigen Peptiden

gefOhli werden. Diese rnussen, irn Gegensatz zur freien Arninoseure, aufqe-

nommen werden, da das recycling von Peptidoglycanbausteinen eine wesentliche

Rolle beim turnover der Zellwand spielt (Goodell, 1985). Experimente, die einen

erleichterten Zellaufschluls bei Mutanten mit Defekt im Succinyldiaminopimelat­

weg zeigten, unterstutzen die Hypothese, dar.. fehlendes D,L-DAP und nicht L­

Lysinmangel zum Wachstumsstopp fuhren. Eine D,L-DAP-Verarmung, die

hochstwahrscheinlich bel Wachstum von C. glutamicum-Zellen, die nur den

Dehydrogenaseweg besitzen, auf Medium ohne ausreichende Ammoniumver­

sorgung auftritt, beeinflulst also offensichtiich die Zellwandsynthese. Weil D,L­

DAP, aufgrund der s-Aminogruppe, essentiell fUr die Quervernetzung der Peptide­

glycanstrange ist, hat dessen Mangel Auswirkung auf die Stabilitat der Zetlwand,

so dar.. starke physikalische Belastunqen, wie bei einer Ultraschallbehandlung, zu

einem erleichterten Aufbrechen der Zellen fOhren. Bezeichnenderweise ist aus E.

coli bekannt, dar.. bei langsamem Wachstum sowohl in der stationaren Phase als

auch unter osmotisch bedingtem StreP.. vermehrt DAP-DAP-Bracken ausgebildet

werden, die dem Mureinsacculus eine zusatzliche Stabilitat verleihen (Driehuis &

Wouters, 1987; Pisabarro et et., 1985;Glauner at et., 1988). FOr die den Coryne­

bakterien nah verwandten Mycobakterien ist sogar ein ungew6hnlich hoher Antell

dieser DAP-DAP-BrQcken beschneben (Wielzerbin et et., 1974). Dieser Sicher­

heitsmechanismus schutzt die Zelle vor Deformation durch den immensen Turgor,

der in Gram-positiven Bakterien uber 20 bar betragen kann (Mendelson &

Thwailes, 1989). lnteressanterweise bildel die Succinylase-Mutante (dapD) auf

osmotisch etabllisiertem Festrnediurn unqewohnlich Iangs Zelltormen, dla tell-

weise an den Enden keulig aufgeschwollen sind. Dies deutel auf eine starke

Beeinflufsunq .der Regulation von Zellelongation und Zellteilung hin. Einen

ahnlichen Phanotyp findet man auch bei Einsatz von niedrigen Konzenlrationen

von Penicillin (Schwarz & Asmus, 1969), Kultivierung mit DAP-Analoga

(Chaloupka et al., 1974) oder durch Uberexpression von murF, dem Gen fur das

"D-Ala-D-Ala-adding enzyme" (Mengin-Lecreuixet ei., 1989), in E.cofi. -lnallen

Fallen.ikomrnt es. zur Sl6rung des Verhaltnisses von UDP-N-Acetylmuramin­

Pentapeptid zuUDP-N-Acelylmuramin-Tripeptidin der Zelle, was bel der
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Umstellung von Langenwachstum zur Zellteilung von entscheidender Bedeutung

ist (Botta & Park, 1981; Begg et al., 1990). 1m Gegensatz zur C. glutamicum

Succinylase-Mutante weist die Desuccinylase-Mutante (dapE) unter den gleichen

Bedingungen kleinere, abgerundete Zellformen auf. Es ist denkbar, da~ aufgrund

des starken cytosolischen Succinyl-Diaminopimelatanstaus von Ober 150 mM (8.

Philipp, pers. Mitteilung) hier SuccDAP anstelle von D,L-DAP in die Zellwand ein­

gebaut wird. Da die Succinylgruppe die s-Aminogruppe des Diaminopirnelat

blockiert, kann es nicht zur Quervernetzung de, einzelnen Peptidoglycanstrange

kommen und die Zelle verliert ihre typische Zellform. Auch bei B. subtilis Spharo­

blasten konnte ein Defekt in einem Diaminopimelatsynthesegen (asd) als Grund

fur die mangelnde Peptidoglycansynthese belegt werden. Hier wurde der Anstau

des UDP-Dipeptids nachgewiesen (Ward, 1975). Demnach reprasentiersn die

spharoblastenahnlichen dapE-Mutanten eine Extremform des Zeilwanddefektes

der Succinylase-Mutante (dapD). Unterstutzt wird diese Hypothese durch die

Tatsache, da~ bei Wachstum de, Desuccinylase-Mutante auf Komplexmedium mit

hohem Kohlenstoffangebot wiederholt eine im Vergleich mit de, Succinylase­

Mutante geringere End-DO gemessen wurde. Gleichzeitig konnte bel weiterer

Inkubation eine verstarkte Zeillyse festgestellt werden, was ein deutliches An­

zeichen fur ein mangelndes Adaptationsverrnoqen de, Zellwand an die station are

Phase ist (Glauner at el., 1988), und sowohl auf eine mangelnde Quervernetzung

durch die zu geringe VerfOgbarkeit von Peptidoglycan-Donorstrangen (Holtjs,

1993) als auch auf eine Entkopplung von Peptidoglycan-Neusynthese und dem

autolytischen System (Tomasz et el., 1970) zuruckzutuhren ist.

4.3 .Charaiderisierung des AUfnahmesystems filraromatische Amiilosauren,

Aw!"

lrn Verlauf de, Klonierung von dapE und dapD kam es wiederholl zu DNA~Um­

lagerungen, die letztlich auf die Nachbarschaft zu amP, dern Gen fur einen

Carrierarornatischer Arninosauren, zurOckgefQhrt werden konnten (vgl. Abb. 35).

AroP stellt aufgrund seiner starken Hydrophobizitat, zumindesl bei einer ver­

starkten Synthese in E. coli, einepotentiell toxische Komponente dar. Dies

konnte, bei unkontrolliertem Einbau des Proteins indieJv1embran,dasfv1enlbran­

potential beeinflussen und. damit .zu einer allgemeinen Storung essentieller

Transportprozesse fuhren (Eckert & Beck, 1989). Dieser letale Defekt tritt nicht
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nur bei Oberexpression des kompletten Gens, sondern auch bei plasmidcodierten

gro~en aroP-Fragmenten auf. Untersuchungen mit gentechnisch veranderten

facY-Alielen in E. cofi zeigten, dafs auch die Deletion mehrerer transrnernbran­

helikaler Bereiche die insertion des Proteins in die Membran nicht beeintrachtiqt

(Stochaj et al., 1988), was durch eine Spontaninsertion von Membranproteinen

srklarbar ist ("helical hairpin hypothesis", Engelmann & Steitz, 1981). Durch

Einsatz des E. coli I C. glutamicum - Pendelvektors pJC1, der in E. coli nur mit

moderater Kopienzahl repliziert, konnte diese klonierungsbedingte Obersynthese

von AroP umgangen werden. Abbildung 38 zeigt ein schematisches Modell der

Sekundarstruktur von AroP unter BerQcksichtigung der nach Eisenberg et al.

(1984) identifizierten potentiell rnernbranuberspannenden 12 helika!en Bereiche.

Deutlich ist eine Verteilung der geladenen AS-Reste beiderseits der Membran zu

erkennen, wobei gemar.. der "positive-inside rule" (von Heijne, 1992) die positiv

geladenen Reste bevorzugt auf der cytosolischen Seite des Transmembran­

proteins lokalisiert sind. Nur insgesamt 5 geladene AS-Reste befinden sich in den

~0

innen <¥~ r ~ , ~'j<$) \,) j,'. lc-"
/ (a) '-0"-("/~, + ~_', I

Cf + ,_liB ~ r/ ~0 /0
~ ''--{j)-'-'" GOOH

" NH2

Abb. 38 Schema eines Topologiemodells fur die Membraninsertion von AroP
auf Basis der Lokalisation rnoqlicher membranOberspannender Helices
nach Eisenberg et ai. (1984). Die Lage der positiv und negativ
geladenenAS-Reste lst anqeqebenZahlsn identifizieren die je'vveiis
ersle und letzte AS cerPnrnarsfruktur, die den einzelnen potentiellen
Transmembranhelices zugeordnet werden.
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transmembranhelicalen Bereichen, wobei sich die geladenen AS-Reste in Helix 6

und 7 moglicherweise neutralisieren (Traxler et aI., 1993) und damit eine

funktionelle Kanalgeometrie garantieren konnten (Nelson & Douglas, 1993). Ein

Vergleich von AroP mit den durch Datenbankrecherche ermittelten homologen

Proteinen ergab (BtesfP, C!ustaIV; Husar 3.0), daf5 der Antell der geladenen AS

bei den hochkonservierten Bereichen besonders hoch ist. Obwohl nur 9,5% aller

AS-Reste in dem hydrophoben AroP-Polypeptid geladen sind, betraqt deren

Anteil an den konservierten Arninosauren 39%. Dies unterstreicht die wichtige

Rolle der Ladungsverteilung in integralen Membranproteinen.

Uberraschenderweise erwies sich weder dar funktionells Aspekt, d.h. Beteilipunq

am Lysintransport aufgrund der Lokalisation von aroP in einem Cluster mit Lysin­

synthesegenen, noch der strukturelle Aspekt, d.h. grof.le ldentitat der Primar­

strukluren von C. glutamicum AroP und der GABA-Permease aus E. coli (40,5%

idenlische AS), hilfreich fOr den Nachweis der Funktion von AroP. Nur durch

einen systemalischen Vergleich des Aufnahmeverhaltens verschiedener Amino­

sauren durch Wildlyp, Defeklmulanle und Stamm mit plasmidcodiertem Gen

konnte der offene Leserahmen 5 (orf5) als aroP-Gen identifiziert werden. Diese

Vorgehensweise, d.h. experimentelle Ermitllung der Funktion eines Gens, das fOr

ein polenlielles Membranprotein codiert, ohne Einsalz von zur Komplemenlalion

geeigneter Mutanten, ist meines Wissens nach bisher beispiellos. Die Talsache,

daf.l die Membraninsertion von Transportproleinen struklurelle Erfordernisse ver­

langl, beinhaltet zwar die relaliv sichere Idenlifizierung enlsprechender codieren­

der Regionen (Engelmann et aI., 1986) und die Zuordnung zu Proleinfamilien

(Saier, 1994), laf.lt aber keine Aussage Ciber die spezifische Funklion zu. Diese

Problematik ist umso bedeutender halt man sich vor Augen, dafs etwa 13% aller

E. coli Gene an Transportprozessen beteiligt sind (Riley, 1993). Daher ubsrrascht

es nicht, daf.l auch fur viele zu AroP aus C. glutamicum homologe Genprodukte

bisher keine Funktion nachgewiesen werden konnte (u.a.YtfD aus E. coli mit

57,8% ahnlichen AS; Yifk aus E. coli mit 57,2% Ahnlichkeit, Daniels et a/., 1992;

YifK aus Salmonella typhimurium mit 57,7% Ahnlichkeit, pironly:S27728; RocE

aus B. subtilis mit 55,9% Ahnlichkeil; YCC5 aus Saccharomyces cerevisiae mit

53,6% Ahnlichkeit, embl:X59720),obwohl die Zuqehoriqkeit zum Cluster I der

APC-Familie ({jminosaure-Polyamin-Cholin-Transporter) aufgrund der strukturel­

len Daten unzweifelhaft ist (Reizer et aI., 1993). Damit stellt AroP das erste Gram­

positive Mitglied definierter Funktion dieserTransportfamilie dar.
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Erste Hinweise auf eine Beteiligung des Genproduktes von orf5, AroP, am

Transport von aromatischen Aminosauren ergaben sich aus de, Beobachtung,

dafs mit Tryptophan supplementierte Ubernacht-Kulturen des aroP-Ober­

exprimierers C. qlutemicum 13032 pJCaroP eine starke Braunfarbung aufwiessn,

die bei de, aroP-Defektmutante C. glutamicum 13032 aroP ::pEMaroPint nieht zu

erkennen war. Durch den Nachweis von Indol-3-aldehyd im Kulturuberstand war

auch die funktionelle Korrelation von verrnehrter Tryptophanaufnahrns durch

aroP-Oberexpression und verstarkter Brauntarbunq durch Akkumulation eines

Tryptophan-Abbauproduktes, Indol-3-aldehyd, gegeben. Uberraschenderweise ist

C. glutamicum im Gegensatz zu E coli (Tatum & Bonner, 1944; Deeley &

Yanofsky, 1981) jedoeh kein Indolblldner, so dar.. indol-3-aldehyd offenbar nicht

weiter oxidiert wird, Die Bi!dung von Indol-3-aldehyd ist bislang nur in de, Hefe

sowie in hoheren Organismen naehgewiesen worden und gilt als Abbauprodukt

von lndolessigsaure. Da die Indol-3-aldehyd Bildung aueh als enantiorner­

spezifiseher Abbau von D-Tryptophan beschrieben wurde (Chen et al., 1974 und

Referenzen darin), ist es nieht ausgesehlossen, dar.. der Einsatz des D-,L­

Tryptophan-Gemisehes zu de, beobaehteten Indol-3-aldehyd Akkumulation im

Kultur-uberstand von C. glutamicum 13032 pJCaroPfQhrte.

Bei dem Funxtionalitatsnachweis von aroP konnte neben den aromatischen

Arninosauren aueh Histidin als mogliches Substrat identifiziert warden. Dies

scheint jedoeh eher die geringe Spezititat von AroP widerzuspiegeln und kann als

Nebenaktivitat bei hohen Substratkonzentrationen angesehen werden. Auch in E
coli und S. typhimurium wurde eine entsprechende Aktivitat nachgewiesen, wobei

die Affinitat dieser AroP-Carrier zu Histidm 500-fach geringer ist als zu den drei

arornatischen Arninosauren (Brown, 1970; Ames & Roth, 1968). Aueh wenn das

plasmideodierle aroP nicht fur aile 3 Substrate die gleiche relative Steigerung de,

Transportrate bewirkte, so konnte durch Kompetitionsexperimente zweifelsfrei

gezeigt werden, daf?, eine hohe AffinitEit von AroPzu allen aromatischen Amino-

sauren besteht. Exemplarisch wurde de, Km fOr L-Tyrosin bestimmt. Mit 3,0 IJ.M

liegt er etwas hoherals der entspreehende Wert inE coli (0,5 IJ.M; Brown, 1970).

Die Frage,ob in C. glutamicum, wie in Ecoli, weitere ALrfnahmesysteme fur

aromatische Arninosauren exlstieren, kann nieht endgOltig beantwortet werden.

Diese zusatzlichen Aufnahmesysteme fur arornatische Aminosauren in Ecoli sind

spezifiseh fur Tyrosin, TyrP(Km '" 2,2 1J.tv'l1, Phsnylalantn, PheP (Km '" 2,0 jlM)

und Tryptophan, Mtr (Km "'3,0 IJ.M) (Brown, 1970).· Daruberhinaus erfolgtder

Tryptophantransport auch uber cas niedrig affine System TnaB(Km '" 70 J.lM),
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das zusammen mit der Tryptophanase, TnaA, als Operon codiert vorliegt und fOr

das Wachstum von E. coli auf Tryptophan als einziger G-Quelle essentiell lst

(Edwards & Yudkin, 1982; Yanofsky et et., 1991). Die Tatsache, da~ die Identifi­

kation der Funktion des C. glutamicum AroP auf einem Medium mit Casarnino

acids gelang (GgXIIN), deutet jedoch darauf hin, da~ zumindest die Regulation

der Aufnahme aromatischer Arninosauren in beiden Organismen vollig ver­

schieden ist, da In E. coli unter diesen Bedingungen amP durch TyrR reprimiert

wird (Whipp & Pittard, 1977; Ghye & Pittard, 1987). Auf der anderen Seite kann

auch eine rnoqliche Negativregulation von spezifischen Aufnahmesystemen fur

aromatische Arninosauren in C. glutamicum nicht ausgeschlossen werden, da in

E. coli sowohl die tyroslnspezifische Permease TyrP als auch die tryptophan­

spezifischen Permeasen Mtr und TnaB komplex requliert werden. Wahrend tyrP

TyrR-vermittelt durch Tyrosin reprimiert und durch Phenylalanin induziert wird,

erfolgt zusatzlich eine Expressionsstimmulation ohne TyrR-Beteiligung durch

Casamino acids (Kasian at el., 1984 I 1986). Das Gen fUr die hochaffine

Tryptophan-Permease, mtr, wird in Anwesenheit von Tryptophan durch den

Tryptophanrepressor reprirniert und durch die aromatischen Arninosauren uber

TyrR induziert (Heatwole & Somerville, 1991; Sarssro at a/., 1991). Des Gen fOr

das niederaffine Tryptophanaufnahmesystem, tnaB, dagegen ist Gegenstend der

Katabolitrepression und wird durch Tryptophan induziert (Burrous & DeMoss,

1963). Einziger Hinweis auf ein eventuell weiteres, L-Tyrosin spezifisches,

Transportsystsrn in C. glutamicum ist die Basisaktivitat der L-Tyrosinaufnahme in

der aroP-Defektmutante (vgl. Abb. 30). Ein entsprechendes Aufnahmesystern

mCi~te bei sehr niedrigen Konzentrationen (0,5 j.lM) bereits seine rnaxirnale

Transportgeschwindigkeit von 0,4 nmo! mg TG-1 min-1 erreicht haben, was auf

ein bindeproteinabhangiges Transportsystern hindeutet (Ames & Joshi, 1990).

Bislang sind fur arornatische Arninosauren jsdoch nur sekundar energetisierte

Transporter beschrieben (Kramer,1994b). Auch AraP aus C. glutamicum wird

elektrochemlsch, wahrscheinlich durch den Natriumionengradienten, energe­

tisiert. Der Ausfall des Membranpotentials fUhrt folgerichtig zu einem sofortigen

Tyrosinaufnahmestopp. Dieser Befund widerspricht wiederum einern moglichen

zweiten, prirnar aktiven Aufnahmesyslem fur L-Tyrosin in C. glutamicum. Die

Moglichkeit, da~ in C. glutamicum, neben AroP, keine spezifischen Permeasen an

der Aufnahme arornatischer Arninosauren beleiligt sain konnten, ware jsdoch

nicht .• autserqewohnlich, .... da .~uch fur dieverz\'v~jgtkettigenA.rninosauren .ln C.

giutamicum ,imGegensatz zu E. coli (Landick at el., 1984), nurein Transport­

system wahrscheinlichist (Ebbighausen et et., 1989).
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Interessanterweise ist AroP nicht nur fur die Aufnahme von aromatischen Amino­

sauren veranlworllich, sondern ist auch an der Sekretion des selben Substrates

beteiligt. Damit konnte erstmalig experimentell gezeigt worden, dal1 neben

Diffusion und spezifischen Sekretionscarriern auch die spezifischen Aufnahme­

systems an der Sekretion der korrespondierenden Arninosaure beteiligt sein

konnen. Die Verifizierung dieser "inversion hypothesis" (Kramer, 1994a), die

ursprunqlich fur die Glutamatsekretion in C. glutamicum vorgeschlagen wurde

(Clement et et., 1984), anschlielsend aber funktionell und genetisch widerlegt

werden konnte (Gutmann et et., 1992; Kronemeyer et al., 1995), ist nicht nur von

mschanistlscher Bedeutung, sondern konnte auch bei der mikrobiellen Produklion

von I-Arninosauren im industriellen Mal1stab eine grol1e Rolle spielen. Ikeda &.

Katsurnata (1994) berichten ebenfalls von einem generellen Aufnahrnesystern fur

arornatische Aminosauren, das in C' glutamicum ATCC13032 die Hauptrolle bei

der Aufnahme dieser Arninosauren spielt, Dabei scheint es sich tatsachlich urn

AroP zu handeln, doch gelang es Ihnen nur, ein entsprechendes DNA-Fragment

aus einem verwandten Stamm, C. glutamicum ATCC31833, zu klonieren. Die

Autoren berichten uber Tryptophanproduktion in einem Stamm mit dstektern

Aufnahmesystem und ziehen daraus den Schluls, dal1 die Aufnahme aromatischer

Arninosauren unabhangiq von der Sekrelion ist, Die vorliegenden Untersuch­

ungen konnten jsdoch, umgekehrl, klar die Beteiligung des Aufnahmesystems an

der Sekretion aromatischer Aminosauren in C. glutamicum zeigen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Wie in den letzten Jahren gezeigt werden konnte, wird in Corynebacterium

glutamicum die Arninosaure L-Lysin uber einen verzweigten Syntheseweg

gebildet. Das Zwischenprodukt meso-Diaminopimelat wird dabei entweder uber

die vier enzymatischen Schritte des Succinylaseweges oder uber den Dehydro­

genaseweg, der allein durch das Enzym Diaminopimelatdehydrogenase

reprasentiert wird, synthetisiert. Ziel dieser Arbeit war zunachst die Klonierung

von Genen, die fur Enzyme des Succinylaseweges codieren, um dann, mit Hilfe

von definierten Mutanten mit Defekt im Succinylaseweg, die Funktion des

verzweigten Syntheseweges analysieren zu konnen.

1. Das Gen dapD, das fur das Enzym am Verzweigungspunkt der Diamino­

pimelatsynthese, die Tetrahydrodipicolinatsuccinylase codiert, und das Gen

dapE fur die N-Suceinyldiaminopimelatdesuccinylase, die den dritten Sehritt im

Sueeinylaseweg katalysiert, wurden kioniert und sequenziert. Beide Gene sind

zusammen mit arf3, einem offenen Leseraster unbekannter Funktion, das eine

starke Ahnliehkeit zu dapD aufweist, chromosomal in einem 5512 bp Cluster

organisiert. Ein weiteres Gen dieses Clusters eodiert fur ein Membranprotein.

2. Die Defektmutanten C. glutamicum dapD und C. glutamicum dapE zeigten ein

limitiertes Waehstum und eine veranderte Zellmorphologie. Beide Effekte

traten nur bei einem hohem Kohlenstoff-Ammonium-Verhaltnis im Medium auf,

uno gleichzeitig zeigten diese Mutanten eine geringere Zetlwandstabilltat. Dies

zeigt, dar.. der Sueeinylaseweg bei Ammoniumkonzentrationen < 0,5 mM be­

notigt wird, urn genOgend meso-Diaminopimelat fUr die Zellwandsynthese zu

bilden, wogegen bei einer hohen AmmoniumverfOgbarkeit der Dehydro­

genaseweg dafUr ausreicht,

3. Das fur ein Membranprotein eodierende Gen wurde kloniert und sequenziert.

Durch funktlonelle Charakterisierunq des Genproduktes konnte das Gen aroP
identifiziert werden, das fur ein hoehaffines Transportprotein (Km fur L-Tyrosin
= 3,0 11M) zur Aufnahme der arornatischen Arninosauren Tyrosin, Phenyialanin

und Tryptophan codiert. Daruberhinaus konnte aueh die dureh dieses

sekundare Transportsystern verrnittelte Sekretion von Tylosin ins Medium

gezeigt werden. Damit ist erstmaHg in vivo die Beteiiigung eines Aminosaure­

Aufnahmesystemes am Export des spezifisehen Substratesbelegt.
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7. AN HANG

Nachfolgend sind die Restriktionskarten von ausqewahlten, in dieser Arbeit

konstruierten Plasmiden aufgefQhrt.

BamHI
AvaI~Xhall
KpnI]EcoRI,l
SacI~ScaI,10

EcoRI~] ,BamHI,95
""" , Pet:1,224

Seal

lac

pUC19orf5c1.4

4051 bps

ori Ec

NsiI,1179

~~~SalI!
,,rXbaIJ.1365
,; Sail
rPst!
HinaHI

Abb. 39 Plasmid pUC19orf5c1,4 (1365 bp Sall-EcoRI-Fragment im Vektor
pUC19). Dargestellt ist die Orientierung B. Die Insertion lieg! in dieser
Orientierung auch im Vektor pUC18 sowie im Pendelvektor pJC1 vor.

IBamHU
EcoH!],l

_ IBamHI/
~ iBg lI I),90

HindIII v :""':::::::==:r .-'V

I

dapD' I I
t{'!i. 1-Xba 1,2701

'~:rSa II
~\BamHI],2968
I,XhaI
l5a11
Pst!

_Sea 1,2046

.EcoRI,l612
:.:Sea I,1617
-. Bam HI,1699

orES / eroP

ori Ec

pJCaroP

9100 bps
( pJCorf3/5 )

kan

ori Cg

EcoR! ..

HindI!!
HindE!

Abb.40 Plasmid pJCarop (2968 bp Insertion mit fusioniertem oriS im Vektor
pJC1)
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Aval 13 HIl
KpIII~ am ,
Sad ~ i Sea 1,86

E RI~ [EcoRI,91
co 5 -i ,Est XI,276

lacZ
orfSn

pUC19

dapE BarnHI3,4

6254 bps

ori Ec

HindIIIj
SphI~

PstI~

SaJI~

XbaI[
3386,BamHI

..HilldIII,579

PstI,i346
li ....KpnI,14S0
mrBs< XI,ISOO

~.
t A va I ' 1788

o '.. Xho 1,1788
"'- Cia 1,1814
SEJI,1941

-EcoRI,2570

Abb.41 Plasmid pUC19 dapE BamH13.4 (3386 bp BamHI-Fragment im Vektor
pUC19). Dargestellt ist die Orientierung A. Die Insertion liegt sowohl in
diesem Vektor als auch im Pendelvektor pJC1 in beiden Orientierungen
vor.

BamHl.
AVIlI)X1Ml!

A.Pfl I US;l cl ],l
S<lcli PstlllO

EcoRli . '.BamHI,287
f. Bam Hl,30B

lucZ

pUC19dapD1.55

4280 bps

PstI,498
/ ~_NarI,562

.Nsil,745
f .AvaI,811
, /. SaII,828

Ir:::.~·"J- Xbal,1119

Plac
? or
V"\IU'[ScaI]/

\~\ Xba 1,1594­
SaJI

, Pst!
HindIII

or/ Ec

Seal

Abb. 40 Plasmid pUC19dapD1 ,55 (1594 bp Saci-Scal-Fragment im Vektor
pUC19).Dargesteiit ist die Orientierung A. Die Insertion lieqt sowohl in
diesem Vektorals auchim Pendelvektor pJC1 in beiden Orientierungen
vor.
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