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EINLEITUNG 1

1. "EINLEITUNG

NMieso-Diaminopimelat ist eine fur Prokaryoten und hohere Pflanzen spezifische
Substanz. Es bildet ein obligates Intermediat bei der L-Lysinsynthese (Patle,
1883) und ist dartiberhinaus fur viele Gram-positive und Gram-negative Bakterien
ein essentieller Zellwandbaustein (Schieifer & Kandler, 1972). Diese bedeutende
Rolie als Vorstufe duaier Funkiion machte meso-Diaminopimelat {B,L-DAP) seit
seiner Entdeckung (Work, 1949) zu einem Objekt intensiver Forschung, sowohl
grundiegender als auch anwendungsbezogener Art. Mach der Aufklérung des
Biosyntheseweges in Escherichia coli (Gilvarg, 1958) und spéter in Bacilus
species (Sundharadas & Gilvarg, 1967, Misono ef al., 1976) gibt es zur Zeit eine
Reihe von Versuchen, durch spezifische Inhibitoren die D,L-DAP-Synthese zu
hemmen (Higgins ef al, 1989; Williams & Yuan, 1982), cder durch Struktur-
analoga den Einbau in die Zeliwand, bzw. die Decarboxylierung zum L-Lysin zu
verhindern (van Asche ef &/, 1891; Le Roux ef al., 1982). Da Saduger weder D,L-
DAP noch L-Lysin synthetisieren kénnen, wilrden sich entsprechende anti-
mikrobielle und herbizide Agentien durch eine héchstwahrscheinlich geringe
Toxizitét fir den Menschen auszeichnen. Bislang konnten jedoch nur wenige
wirkungsvolle Inhibitoren synthetisiert werden, was aller Wahrscheinlichkeit nach
in der hohen Spezifitdt aller an der D,L-DAP- und |-Lysinsynthese beteiligten
Enzyme begrindet liegt (Kelland ef a/., 1986; Lin ef al., 1988; Abbott ef af., 1284),
Dennoch bieibt zu testen, ob D,L-DAP-Analocga tatséchlich keine toxischen
cffekte fur den Menschen haben. Beispielsweise konnie aus dem Cytotoxin von
Bordetella perfussis, einem Muramyipeptid, v-D-Giutamat-D,L-DAP ails kieinste
ioxische Kompoenente isoliert werden, und dberraschenderweise wurden sogar im
. mensc;hiichen Gehzm Rezeptoren |den‘tiﬂz:ert die D,L- DAP erkennen (Luker ef al.,

1993) _ SRR e e

Die Synthese von D,L-DAP geht von

-und Aspartatsemnialdehyadehydrogenase zu L—Aspartatsemxaidehyd umgewandelt
wird. Um dieses Substrat konkurrieren die Homoserindeydrogenase, die die Vor-
-faufer fur die Bildung von L-Threonin, L-isoleucin und L-Methionin zur Verfligung
-stellt, sowie die Dinydrodipicolinatsynthase, die den Kohlenstofffiu in Richtung
-D,L-DAP und L-Lysin -'erméglicht Durch die nachfolgende Redukiasereakiion
B ;entsteht L-Piperidin-Z,6-dicarboxylat .(Tetranydrodipicolinat), - desaen Katalyse zu
_:-:D L -DAP. prmz;plell tber drei verschiedene Varianten erfolgen kann. Bei dem am
“Besten .u_niersuc;hten.Syniheseweg, in E. coli, erfolgt zunachst eine Succinylierung -

-Aspartat aus, das durch Aspaﬁatkmase

r
{
!




2 EINLEITUNG

durch die Tetrahydrodipicolinatsuccinylase. Nach Transaminierung der Kete-
gruppe durch die N-Succinylaminoketopimelatiransaminase wird die Succinyl-
gruppe wieder abgespalten (N-Succinyldiaminopimelatdesuccinylase) und es
erfolgt eine Epimerisierung (Diaminopimelatepimerase) aes L,L-DAP zu D,L-DAP
(Gilvarg, 1958). Die Acetylasevariante, bei der die Acylierung durch einen
Acetylrest erfolgt, ist in Bacifflus subtilis und B. megaterium verwirklicht
(Weinberger & Gilvarg, 1870). In B. sphaericus wurde die dritte Mdglichkeit zur
D, L-DAP-Synthese nachgewiesen (Misone et al, 1878; White, 1883), die aus-
schiie¥lich bei einigen Prokarvoten vorkommt (Chaterjee et al., 1994); bei dieser
Dehydrogenasevariante erfolgt eine direkte reduktive Aminierung des Tetra-
hydrodipicolinats zu D,L-DAP. Fur alle diese Bakterien konnie gezeigt werden,
dall ieweils nur eine der drei méglichen Varianten etabliert ist In
Corynebacterium glutamicum konnte jedoch sowohl der Succinylase- ais auch der
Dehydrogenaseweg nachgewiesen werden (Schrumpf ef al, 1991), d.h. der
Diaminopimelatweg ist in zwei Aste gespalten (s. Abb.1). Dieser verzweigte Weg
wurde bereits frither durch Ishino ef al. (1984) aufgrund von 13C-NMR-Studien
vorgeschlagen, doch liefen alle Versuche, einen genetischen Beweis fUr die
Existenz beider Varianten in C. glutamicum zu finden, bislang fehl (Yeh ef al,
1988; ishino ef al., 1988).

Corynebacterium glutarnicumn, ein Gram-positives, nicht sporulierendes Boden-
bakterium, wurde von Kinoshita ef al. (1957) als Micrococcus glutamicus iscliert.
Morphologische Merkmale sind die Unbeweglichkeit der stadbchen- bis keulen-
formigen Zellen sowie ein als "snapping" bezeichneter Zeliteilungsmodus
(Kamag&ia ef af., 1968). Taxonomisch relevante Charakteristika sind D,L-DAP als
essenticlier Peplidoglykanbaustein (Yamada & Komagata, 1870) und als weitere
Zellwandbestandieile die Zucker Galakiose und Arabinose sowie freie kurzkettige

Mycoiséuren (Keddie & Cure, 1977). Der GC-Gehalt des Genoms von C.
“glutamicum ATCC13032 betrégt 56 8% (Abe ef &/, 1967) und die Gesamigenom-

L T

lange ist mit 2987 kb zwar deutlich kleiner als dse von E. col;, aber ‘dhniich oder
“sogar groter als die anderer Gram-positiver Bakterien (Correia ef al,, 1984). Ein
~:wichtiges, namengebendes Kriterium von Corynebacterium glutamicum ist die
._-_Féhigkeit, Glutamat ‘in groBen Mengen ins Medium zu sekretieren. Auch die
'physioiogisch und biochemisch kaum von C. giufamicum zu unterscheidence

_ Gattung Breviba fe”'mu,' wurde - Corynebacterium--glutamicum -als * Subspezies -~
S zugeordnet (uebi ei‘ a/ 1 991) "‘\ieben L uEuramai werden: auch andere ‘Amino-
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wird, ist die Aspariatkinase, die einer konzertierten Endprodukthemmung durch
Lysin und Threonin unterliegt (Shiio & Miyajima, 1968). Alle anderen Enzyme des
verzweigten L-Lysinsyntheseweges werden nicht reguliert (Cremer ef af, 1988;
Schrumpf et af, 1981). Im Gegensaiz zu £ coli und B. subtiis werden in C.
glutamicum keine Iscenzyme der Aspartatkinase (AK) gebildet. Wahrend in £. coli
die Aspariatkinase | durch Threonin und die Aspariatkinase Il durch Lysin
gehemmt wird (Cohen & Saint-Girons, 1887), werden die Isoenzyme von B.
subtilis durch D,L-DAP (AK 1}, Lysin (AK I} und Lysin plus Threonin (AK [i)
gehemmt {Graves & Switzer, 1990; Zhang et &/, 1990). Dar(berhinaus wird in £
coli die Dihydrodipicolinatsynthase am Verzweigungspunkt zur Threonin-,
isoleucin- und Methioninsynthese (Richaud ef af, 1986), und in B. subtifis die
Diaminopimelatdecarboxyiase am Verzweigungspunkt zur Zeilwandsynthese
(Grandgenett & Stahly, 1971; Rosner, 1975) jeweils durch das Endproduki, Lysin,
gehemmt.

Die Regulation der Enzyimsynthese auf Transkriptionsebene spieif, auch wenn
bislang keine detailierten molekulargenetischen Studien durchgefGhrt wurden,
offenbar nur eine geringe Rolle bei der Biosynthese von D,L-DAP und L-Lysin in
C. giutamicum (Cremer ef al,, 1991, Schrumpf ef al., 1891). Wurde die Gen-
repression von lysC, asd, dapB, dapD und lysA in E. cofi (Richaud ef al., 1980;
Haziza ef af, 1982; Bouvier ef al., 1984; Richaud ef al., 1984; Boy ef al., 1979)
und von /lysC (AK i) und lysA in B. subtilis (Grandgenstt & Stahly, 1871) durch
Lysin gezeigt, so ist eine enisprechende genetische Konirolie von Enzymen des
Diaminopimelai- bzw. Lysinsyntheseweges von C. glutamicum bistang unbekannt,
Dies gilt auch fir die Induktion von Lysinsynthesegenen, wie bei B. subliis (AK lll-
Gens; Graves & Switzer, 1880) und £. coff (fysA durch D,L-DAP; Stragier ef al,,
1283). In keinem Fall sind, wie bei E. cof, starke Variationen der Enzymaktivitaten
bei Kultivierung auf unterschiedlichen Medien becbachtet worden. Uberraschend
ist besonders die anscheinend fehlende Reguia‘tion von Enzymen der Lysin-
synthese an den drei Stoffwechselverzweigungspunkien, erstens, zur Threonin-,
Iscleucin- und Methioninsynthese, zweitens, zwischen Succinylase- und
Dehydrogenaseweg und -drittens, zwischen Zeliwand- und- Lysinsynthese.
'Untersuchungen zur Dihydrodipicolinatsynthase zeigten jedech, dal bereits eine
moderate dapA-Uberexpression den C. glutamicum Wildlyp zu einem
Lysinausscheider machi (Cremer ef &/, 1891), so dall dieses Enzym offensichtlich
an der Flukkontrolle beteiligt ist (Eggeling, 1994), Fur die iinterne Verzweigung
des Diaminopimelatweges -konnten Sonntag et al. (1983) eine Abhangigkeit von
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freiem Ammonium fir die Nutzung beider Aste in vivo zeigen, so dafR aufgrund der
biocchemischen Daten eine kinetische Kontrolle der FluRverteilung vorgeschiagen
wurde. Das Gen fur die am dritten Verzweigungspunkt aktive Diamincpimelat-
decarboxyiase , lysA, ist erstaunlicherweise mit argS, einem Gen fir eine Arginyl-
t-RNA Synthetase, in einem Operon organisiert (Marcel ef al, 1990; Sharp &
Mitchell, 1993). Obwohl die biologische Relevanz nicht kiar ist, ist ein
reguiatorischer Einflul? auf einer anderen Ebene, etwa der stringenten Kontrolle
{Cashel & Rudd, 1987), durchaus denkbar.

L-Lysin, das Decarboxylierungsprodukt von D,L-DAP, stellt eine fur Vertebraten
essentielle Aminosaure dar und liegt, wie L-Threonin und L-Tryptophan, auch in
vielen Kulturpflanzen in wachstumslimitierenden Konzentrationen vor. Neben
Besfrebungen in jungerer Zeit, durch transgene Pflanzen (Shaui & Galili, 1982,
1993) oder durch Expression bakterieller Lysinsynthesegene in tierischen
Zellinien (Saaib ef al., 1894) direkt eine hdhere L-Lysinverflgbarkeit zu erreichen,
wird bereits seit mehreren Jahrzehnten L-Lysin mikrobiell produziert, um als
Futtermiitelzusatz Verwendung zu finden (Yoshinaga & Nakamori, 1983). Hier
nutzt man die beschriebene geringere individuelie Regulation der an der D,L-
DAP-Synthese beteiligten Enzyme in C. glufamicumn. Gegenwértig werden pro
Jahr 180000 t L-Lysin mikrobiell synthetisiert, fast ausschliellich mit C.
giutarnicun oder dessen Unterarten flavum und Jactofermentum (Sahm et af,
1885). Allen Lysinproduzenten gemeinsam ist eine feedback-resistente Aspariat-
kinase. Solche deregulierien Mutanten kénnen durch ein screening auf Resistenz
gegen S-{2-Aminoethyl)-L-Cystein, einem Lysinanaiogon, isoliert werden
(Thierbach ef a/,1920). Diese Ausschaltung der Endprodukthemmung fihrt zu
'feiﬂem_verstérkien Fiulk zum Lysin, da das Gen fUr die Homoserindehydrogenase,
' -hom, durch die verstérkie Methioninsynthese reprimiert (Miyajima & Shiio, 1871)
und das Enzym durch isoleucin und Threonin -ngehemmt wird (Miyajima ef al,
+4988). Ba C. g!utamicum nicht in der Lage ist Lysin abzubauen {Nakayama,
1985), kommt es zu einem Anstau dieser Aminosaure im Cytoplasma und letztlich
zur Sekretion ins Medium. Interessanterweise besitzt C. glutamicum  einen
“spezifischen Sekretionscarrier far L-Lysin, der sich kinetisch einaeutig vom L-
- Lysinaufnahmesystem unterscheidet (Bréer & Kramer, 1880; ‘Broer & Krémer,
'“19913).: Bei der Lysinsekretion wird L-Lysin im Symport mit zwei Hydroxylicnen
--sezerniert (Bréer-& Krémer, 1891Db), und es gibi Hinweise darauf, dafl neben der

deregulierten Aspartatkinase auch ein modifizierter Sekretionscarrier die Produk- - R

g tivitét von Lysinproduktionsstédmmen ents_cheide_nd beeinflultt (Bréer et al., 1993)._
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Die zweite wichtige Funktion von D L-DAP ist die Beteiligung am Zellwandauibau,
die bereits 1856 von L. E. Rhuland erkannt wurde. C. glutamicum besitzt wie E.
coli, Bacillus subilis und B. megaterium eine Zeilwand, die sich durch eine direkte
Quervernetzung von Peptidoglykanstrangen tGber D,L-DAP auszeichnet (Schieifer
& Kandler, 1972). Die Synthese des Peptidoglycans erfolgt Gber eine Polymerisie-
rung von Disaccharid-Pentapeptid-Untereinheiten, die Uber ein Undecaprenyl-
phosphatlipid in der Membran verankert sind. Dieses Disaccharid besteht aus N-
Acetylglucosamin, das Uber eine B-1,4 glykosidische Bindung mit N-Acetyl-
muraminsdure verknipft ist. Das Pentapeptid wird aus altemnierenden L- und D-
Aminoséuren, hier L-Alanin, D-Glutamat, D,L-DAP und D-Alanin-Dipeptid,
aufgebaut und ist Gber eine Amidbindung mit dem Muramyl-Rest verbunden.
Wéahrend die Aminosauren L-Alanin, D-Glutamat und D,L-DAP sukzessive unter
ATP-Hydrolyse durch spezifische "adding enzymes" mit der akfivierten N-Acetyl-
muraminséure verknUpft werden, werden beide D-Alaninreste zuné&chst durch
eine Ligase untereinander verbunden, bevor die Amidbindung mit der o-
Carboxylgruppe des D,L-DAP eingegangen wird. Ist die Synthese des Peptido-
glycans bei Gram-positiven und Gram-negativen gleich, so ist die resultierende
Zellwandstruktur letztlich véllig verschieden. Wéhrend erst klrzlich Labischinski
et al. (1991) eindeutig den Aufbau der Gram-negativen Zellwand als prinzipiell
einlagig und nur partieil dreilagig bestimmen konnte, ist fir Gram-positive bereits
langer bekannt, daR der Peptidoglycanlayer mehrschichtig und bis zu 10mal
dicker ist als in Gram-negativen Bakterien. Dieser Unterschied wird sowoh! durch
die Notwendigkeit eines starkeren Wanddruckes, der dem hohen Turgor von 24
atin (Mendelson & Thwaites, 1989) entgegenwirkl, als auch durch die Schaffung
eines extrazelluldren Kompartimentes, das funktionell dem Periplasma Gram-
negativer Baklerien entspricht, erklart (Archibald ef &/, 1993). Wahrend Wachs-
tumsmodelle fur die Zellwdnde von Kokken oder stabchenférmigen Gram-
positiven wie Gram-negativen Bakierien bestehen (Koch et al., 1981; Labischinski
et al., 1993: Héltje, 1993), gibt es bislang keine zufriedensteliende Antwort auf die
Frage, wie die typische coryneiorme Gestait beim Zeilwachstum aufrechterhaiten
wird (Koch, 1988). Eine Schllisselrolie nimmt in jedem Fali die e-Aminogruope des
. "D,L_-DAP- in der Zellwand ein. Sie fungiert als Donor fir die Quervernetzung mit
einem anderen Peptidoglycansirang, meist als DAP-Ala-Peptidbricke, z.T. auch
“als DAP-DAP-Peptidbricke. Diese Quervernetzung verieint den helikal um die
Bakterienl&ngsachse . gewundenen - Peptidoglycanstréngen - die - Mdglichkelt,
“einerseits for die -notwendige -Stabilitat zu sorgen, 'andererseits-'eine--grfjfst—
'---_mc_'jgliche Elastizitat wahrend des Zeliwachstums zu gewahrieisten (Archibald et
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al.,1893; Koch & Woeste, 1992). Aus diesern Grund ist die ausreichende Verflg-
barkeit von D,L-DAP von groRer Bedeutung fur die Aufrechierhaltung von Zellform
und Zellwachstum. Nur in wenigen Féllen konnte bislang eine Substituierung des
essentiellen D,L-DAP durch ahnliche Metabolite wie L,L-DAP, Cystathion oder

Lanthionin nachgewiesen werden (Mengin-Lecreulx &t al., 1988; Mengin-Lecreaulx
ef al., 1994).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, Hinweise auf die Bedeutung des verzweigten
Diaminopimelatweges fur C. glutamicum zu erlangen. Die Tatsache, dalk C.
glutamicum sich diesen luxuriésen anabolen Stoffwechselweg "leistet”, deutet auf
eine mogliche wichtige Funkiion des Succinylaseweges hin, zumal er energieauf-
wendiger als die Konkurrenzreaktion, der Dehydrogenaseweg, ist. Offensichilich
sind jedoch aus evolutionérer Sicht beide Wege nicht redundant. Mdglicherweise
ist der verzweigte Diaminopimelatweg entweder fUr eine ausreichende Lysinbii-
dung far die Proteinbiosynthese und oder fir die optimale Verftgbarkeit des
essentiellen Zellwandbausteins D L-DAP notwendig. Bislang konnten alle Gene,
die fUr die sechs Enzyme der Lysinsynthese ausgehend vom Aspartat Uber den
Dehydrogenaseweg codieren, aus C. glutamicum isoliert werden (Kalinowski ef
al., 1991, Cremer ef al., 1990; Ishino ef al., 1988; Yeh ef a/., 1288b). Allerdings
fuhrten alle Ansatze, mit denen auch Gene flr Enzyme des Succinylaseweges
hétten isoliert werden konnen, nicht zum Erfolg (Ishinc ef al, 1988; Yeh ef al,
1988a). Zu Beginn dieser Arbeit lagen nur aus E. coli drei der vier Gene, die fur
die Enzyme des Succinylaseweges codieren, dapD, dapE und dapfF kioniert vor
(Richaud ef af., 1984; C. Richaud, pers. Mitteliung 1989, Mengin-Lecreulx ef af,,
1988). Bis heute ist es nicht gelungen auch dapC, das Gen f{ir die N-
Succinylaminoketopimelat Transaminase, zu isclieren (C. Richaud, pers.
~Mitteliung 19985). In ersten Versuchen konnte gezeigt werden, dalb auch aus C.
'glufamic_um die Gene dapD und dapE, die fir die Enzyme des ersten und dritten
~ Schrittes des 'S;uccinylaseweges codieren, zwar funktionell, aber nicht strukturell
intakt kioniert werden konnten (Wehrmann, 1991). Mit Hilfe neuer Strategien
~sollten diese Gene zunachst strukturell intakt isoliert werden, um dann durch
- gezielte Mutagenese Stdmme mit Defekt im Succinylaseweg zu erzeugen. Die
~ “anschlieBende physio!ogische Charakterisierung sollte Aufschiul Gber die
Funktion des bisiang nur fGr C. -glutamicum nachgewiesenen verzweigten
~Diaminopimeiatweges geben.
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2. MATERIAL UND METHODEN
2.1 Bakterienstdmme und Plasmide
Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme der Gattungen Escherichia coli

und Corynebacterium glutamicum sind in Tabelle 1, die verwendeten Plasmide in
Tabelle 2 aufgefiihr,

Tabelle 1: Bakterienstamme und ihre Eigenschaften
Stamm Genotyp, Phanotyp Referenz
E. cofi
DH5 thi-1, endAR1, gyrA96, F~, relAd, Hanzhan. 1985
supE44, recA1, hsdR17 (rm™) ’
(r'm™) ’
NM522 Supk, thi, A{lac-proAB), Gough & Murray,
Ahsd5 (rm), {F ,proAB,lac/AZAM15} 1983
RDD32 araD139, thi, A(lac)lU168, sir4, Richaud et af., 1981
dapD::MuCts '
RDE51 arall139, thi, A(facjU188, sirA, Richaud et af., 1981

C. giutamicum

dapk.:MuCls

 Abe et al., 1967

CATCC 13032 Wildiyp, NX' Ny
- MH20-228B . lysCFBR jeuCD, Lysinproduzent _-Schrumpf et af., 1992
ASTO ATCC13032 ddh:pEMddhint ~ Schrumpf ef af, 1891
AST3 | MH20-22B doh:pEMddhiy . Schrumpfet al, 1991
49-3 lysA | . Vrljic et al., 1995
NA8 Defekt in der Lysinsekretion Virljic ef al., 1995
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Tabelie 2: Verwendete Plasmide mit ihren Eigenschaften und Markern

Plasmid

Marker / Eigenschaft

" Referenz

pUC18/pUC1S

pEM1
pK18mobsacB

pJC1

PAW111
PAW113
pAW141

pE14

Ap', oriVe .,2,7kb

. " . N .
integrationsvector, Km',oriVg ¢, oniT,

3,3kb

Integrationsvector, Km',01Vg ¢, 01T,

sacB, 5,7kb

Pendelvector, Km" OnVE ¢, oriVp g,
6,0kb

andel und Expressionsvekior,
Km' OrVE ¢, oriVe g 6 1kb

pUC18 mit 1,5kb Sau3A-Fragment,
ddh*

pUC18 mit 1,6kb Pvuil-Xhoi-
Fragment, ddh™

pUC18 mit 2,85kb BamHI-Fragment,
dapD*, dapEt

pUC18 mit 1,Skb Sau3A-Fragment,
dapE™

Yanisch-Perron ef al,
1985

Schrumpt ef al., 1991

Schafer ef af, 1994

Cremer ef a/., 1890

Eikmanns ef af, 1921

Wehrmann, 1991

Wehrmann, 1921

Wehrmann, 1221

Wehrmann, 1991

2.2 Nahrmedien und Kulturbedingungen

. E
] u aa:u eGIen Tk

“E. cofi-Stdmme wurden zur Stammhaliung auf LB-Medium (Sambrook ef af., 1989}
= mit 16 g/t Bacto-Agar kultiviert. Das gleiche Medium wurde zur Anzucht von Zellen
'_fur die Elekiroporation genutzt. Zur DNA-Isolierung und Hersteilung - komoetemer
Zellen wurde 2xTY-Medium verveendet (Sambrook ef af., 1888).

- -Nahrmedien fir C.glutamicum: : _
- C. glutamicum-St&mme wurden zur DNA-anEiemng in dem r\orrpie,\"nedlum 2ATV' '_

- angezogen. Die Anzucht fir die in die Elektroporation eingesetzten Zellen erfoigte
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in LB-Medium, das zuséatzlich noch Isonikotins&urehydrazid {4,0 g/}, 2,5% Glycin
(volivel) und 0,1% Tween 80 (volivol) zur Zeliwandmodifikation (Haynes & Britz,
1989) enthielt. Zur Regeneration der Zellen nach der Elektroporation wurde
L BHIS-Medium verwendet (Liebl ef &/, 1989), bei dessen Herstellung Sorbit und
LBHI in jeweils dem halben Volumen agua dest. getrennt autoklaviert wurden.
Wachstumsexperimente wurden mit Cglil- (Eggeling ef af, 1987), bzw. BHI-
Komplexmedium (Difco Laboratories, Detroit) oder in CgXii-Medium (Keithauer ef
al., 1993) mit BHI-Vorkultur durchgeftihrt. Tabelle 3 zeigt die Zusammensetzung
von CgXll, des modifizierten Mediums CgXIlIN sowie des Lysinproduktions-
mediums 228.

Tabelle 3:  Verwendete Minimalmedien far C. glutamicum

Substanz CGXH CGXIN 22B-
Spezialmedium

(NH4)9804 20 g/ - 40 gl
Harnstoff 5 g - -
Casamin-Hydrolysat - 5 gl -
KHoPO4 i of 1 gfl 0,5 gfl
KoHPO4 1 o 1 g 05 gl
MgS04 x 7H0 0,25 gl 0,25 g/l 0,25 gfl
MOPS 42  ofl 42  gfi -
I-Leucin - - 0,3 g
FeS04 x7H»0 10 mgll 10 mg/l 10  mg/l
MnSO4 x HoO 10 mgfl 10 mgll 10 mg/!
ZnS0Ogx 7H20 1 mgll i mg/l 1 mgi
CuSOy 0,2 mgl 0,2 mgl 0,2 mgi
NiClox 6HO 0,02 mgll 0,02 mg/l 0,02 mgfl
“Biotin 02 mgh . 02.meft o 0,2 mg/
" Protokatechuséure * 30 mg/h- 30 mg/l e
CaCO3™ - - 20 ght
Glukose = 4 % 4% 10 %
o = sterilfiltriert

= gefrennt autoklaviert
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Seiskilonsmarker:

Es wurden die Antibiotika Ampicillin [40 mg/l] und Kanamycin {50 mg/l} fOr die
Selektion rekombinanter £. coli-St&mme eingesetzt. Selekiion von C. glufamicum
erfolgte auf Kanamycin [50 mg/l, bzw. 25 mg/l auf Regenerationsmedien nach
Elektroporation und 10 mg/l nach Konjugation] sowie auf 10% Saccharose bei der
Isolierung von Deletionsmutanten mittels pK18mobsacB.

Kultivierung der Bakterien:

Fur Wachstumsexperimente mit C. glutammicum-Stammen wurden 50 ml BHI-
Medium in 500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen von einer
stammplatte angeimpft und Uber Nacht bei 30 °C und 140 Upm inkubiert. Diese
Vorkultur wurde in der Minifuge RF (Heraeus Christ GmbH, Osterode) geerntet,
einmal mit 0,9 % NaCl gewaschen und damit 60 mi Minimaimedium pro 500 mi
Erlenmeyerkolben mit Schikanen so beimpfi, dald, wenn nichi anders angegeben,
eine optische Dichte von 0,5 erreicht wurde (A = 600 nm, Zeiss Photometer PMG,
Oberkochen). Die Kulturen wurden wie die Vorkulturen inkubiert und zu ge-
eigneten Zeilpunkten Proben entnommen. 228-Spezialmedium wurde mit einer
Anfangs-ODgnp von 2,3 beimpft.

Zur Bestimmung der spezifischen Aufnahmerate fUr aromatische Aminosduren
und den Untersuchungen zur Tyrosinsekretion nach Dipeptidfitterung wurden die
Zellen nach Morakkabati (1994) nach dem Emten der Vorkultur auf 20 mi CgXIiN
Uberimpft, for 3 Stunden bei 30 °C inkubiert, einmal mit CGXil-Puffer (CGXI-
Medium ohne Kohien- und Stickstoffguelle) gewaschen und 2 Stunden auf N-
Hungermedium CGXIN- (CGXH ohne Stickstoffquelle) inkubiert. Anschlielend
erfoigte nach Waschen mit 0,8 % NaCi und CGXii-Puffer die radicchemische
“Aufnahmemessung oder die erneute Uberimpfung auf CGXIiN- mit 1 mi Dipeptid,

100 mi CGill-NMedium in 500 ml erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen
wurde fur die Kultivierung von C. glufamicum-Stadmmen zur Bestimmung der
- spezifischen Enzymakiivitéten eingesetzt. Fir Plasmidisolierungen aus £. coli und
-C. glutamicum wurden 5 mi 2xTY-Medium im Reagenzglas bei 200 Upm oder 70
mi 2xTY-Medium im 500 mi Erlenmeverkolben mit Schikanen bei 140 Upm Uber
Nacht inkubiert. Die Inkubationstemperatur betrug bei C. glufamicum und .£. coli’
- RDD32 und RDEB1.30 °C, bei anderen £, cofi-Stémmen 37°C.
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Zur Stammhaltung wurden Dauerkulturen aus 70% (vol/vol) einer Ubernachtkultur
und 30% (voll/vol) sterilem Glycerin angelegt, die bei -20 °C aufbewahrt wurden.
Sie dienten zum Animpfen der Stammhaltungsplatien, die bei +4 °C gelagert und
monatlich erneuert wurden.

Platientest zur Lysinausscheidung:

Die Lysinausscheidung von C. glufamicum-Stammen wurde durch Kreuzfitterung
durchgefthrt. Dazu wurden nach Vrljic ef a/. (1895) Indikatorplatten hergestellt,
die CgXll-Medium mit der lysinauxotrophen Mutante C. glufamicum 49/3 ent-
hielten. Der Grad der Lysinsekretion konnte durch die Groée der Wachstumshofe
um die getesteten Klone nach zweitagiger Inkubation bei 30 °C bestimmt werden.

2.3 Analyse und Rekombination von DNA
2.3.1 Pridparation von DNA

Fir die schnelle Plasmidisolierung aus 1,5 mi Ubernachtkuitur von E. coli wurde
eine nach Birmboim & Doly (1979) modifizierte Methode der alkalischen Lyse
eingesetzt. Zur Préparation gréerer Mengen Plasmid-DNA mit einem hdheren
Reinheitsgrad wurde eine alkalische Lyse in Anlehnung an die bei Sambrook et
al. (1989) beschriebene Methode durchgefinhrt. Dabei erfolgt, im Gegensaiz zur
schnellen Plasmidisoiierung, veor der Plasmid-DNA-Aufreinigung eine zusétziicne
Nukleinsdure-F&llung mit lsopropano! sowie ein RNA-Abbau.

Plasmidpréparationen aus C. gfufamicum wurden analog durchgeinri. Die Lyse
der Zellen wurde durch eine zweistindige Lysozym-Behandiung [20 mg/ml} be!

37 °C unter regeiméafRigem, vorsichtigen Durchmischen ermdglicht.

Die isolierung chromosomaler DNA aus C. glutamicum und E. cofi erfolgte durch
“eine nach Aitenbuchner & Cuillum (1984) modifizierte Methode, wobei die
‘Gesami-DNA aus jeweils 3 ml einer 2xTY-Ubernachtkultur nach Lysozym- und
“8DS-Behandlung (10 min, 65 °C) prapariert und aufgereinigt wurde. - '
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2.3.2 Rastrikkdion und Modifikation

Techniken zur DNA-Rekombination:

DNA-Techniken wie Resiriktionen, DNA-Féllungen, Phenol-Exirakiionen,
Ligationen, Klenow-Reaktionen und Behandlungen mit alkalischer Phosphatase
wurden nach Sambrock ef al. (1989) durchgefihrt. Die notwendigen Enzyme
wurden von Boehringer, Mannheim oder Fermentas MBI, St Leon Rot (T4-DNA-

Ligase) geliefert.

Aufirennung und Isoilierung von DNA-Fragmenten:
Zum Nachweis der préparierien DNA erfolgte die elektrophoretische Aufirennung
von durch Restriktionsenzymen generierten Fragmenten in TAE-Agarosegelen

(0,8 %). Die Praparation von DNA-Fragmenten wurde mit Hiife des QIAEX-Kits
(Diagen, Hilden) durchgefihrt.

Hersteliung von Deletionskionen mit Exonuklease il

Mit Hilfe des Enzyms Exonukiease il konnten DNA-Fragmente sukzessive ver-
kleinert werden {Henikoff, 1284; Hoheisel, 1893). Dazu wurde das "Erase-a-base”
System (Promega, Madison USA) nach dem Protokoll des Herstellers verwendet.
Die so entstandenen Uberlappenden Deletionsklone konnten direkt in die
Sequenzierung singesetzt werden (Hoheisel & Pohl, 19886).

Ersteliung von Genbénken
Zur isolierung von dapE wurde eine partieile Genbank in pUC1iS erstellt, aie
BamHi-DNA-Fragmente des Genoms von C. glutamicum ATCC 13032 mit einer
~Grolke von 2,5 - 4,3 kb aufweist (Wehrmann ef al, 1994} Dazu wurde
_ _chromosomale. DNA mit BamH! verdaut und in die singuigre Bamii-Schnittstelle
des - Vekiors pUC19 ligiert. E. -coli NM522 wurde mit . diesem Ligationsansatz
“transformiert und auf LB-Agar mit Ampicillin {40mg/l), X-Gal (40mg/t) und IPTG
(0,2 mM) ausplattiert. Nach Inkubation bei 37-°C uber Nacht wurden 740 weilde,

-d.h. inserttragende Koionien gepickt, die dieGenba_nk_rep sentierien und flr die

- Koleniehybridisierung eingesetzt wurden.. A |

“Bei den Versuchen zur Klonierung von dapD wurde analog eine partielle Hindiil-

- Genbank errichtet, die Fragmenie einer Grofe von 4,3 bis 5,7 kb enthielt. 960

*inseritragende -Klone ivurde_n_ mittels - Koleniehybridisierung - _un_d_. _D_ot_ -;b_io_i._
Tgescreent”. o E R T
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2.3.3 Synthess von Qligonukieotiden

Synthese:
Synthetische Cligonuklectide wurden als Primer fGr die DNA-Sequenzierung

verwendet. Die automatische Synthese erfolgte mit dem Gene Assembler Plus
(Pharmacia/LKB, Freiburg). Bei diesem Verfahren, in dem Phosphoamidiie

verwendst werden, ist das 3'-Ende der Nukieoticdkette an einer Fesiphase
verankert. Die Synthese erfolgt durch Nukieotidkopplung unter wasserfreien
Bedingungen im organischen Solvens Acetonitril. Die reaktiven Gruppen der
Nukleotide sind wahrend der Synthese durch Schutzgruppen maskiert, die im
Anschiull an die Synthese entfernt werden mussen (Caruthers, 1885). Die
synthetisierten Oligonukleotide wurden als Primer beji der nichi-radioaktiven
Sequenzierung eingesetzt. Dabei wird die Detektion der Produkte der
Sequenzierungsreaktion entweder durch Einsatz von Fluorescein-15-dATP (F-
dATP) oder durch Fluoreszenz-markierte Primer ermdglicht. im zweiten Fall
wurde das 5°-Ende des Oligonukiectides zusaizlich mit Fluoresceinisothiocyanat

(FITC) gekoppelt.

Reinigung:

Zur Lésung der Oligonukieotide vom Saulenmaterial und der Abspaltung der
Schutzgruppen wurde die Sdule mit 1 ml 30%-iger Ammoniak-Ldsung (-20 °C) in
einem Eppendorf-Reaktionsgefal mit Schraubdeckel 16 h bei 50 °C inkubiert und
das Eluat nach AbkUhlung auf 4°C gesammelt {2 min, 2000 Upm). Diese Oligo-
nukleotid-Lésung wurde auf eine mit HoC equitibrierte NAPTM.10-Saule
{Sephadex G-25) aufgetragen und mit 1,5 ml HoO eluiert. Fluoreszenz-markierte
Oligonukieotide wurden direkt im Anschiud zur Entfernung FIiTC-spezifischer
Verunreinigungen zusatzlich Gber HPLC gereinigt (Saule: Pharmacia SuperPacR
Pep-8, & uM, 250 x 4 mm, Injektionsvolumen: 200 ui, Laufmittel A: 5% Acetonitril
in 100mM Triethylaminacetat pH 7,0, Laufmittel B: ‘30% Acetonitril in 100mM
'Trie’ihylaminacetat pH 7,0). Die Detektion der Fluoreszenz-markierten  Oligo-
‘nukieotide erfoigte miiteis Fiuoreszenzdetektor- (260 nm / 451 nm), die ent-
sprechenden Frakiionen (Retentionszeiten 15 und 17 min) wurden gesammel,
vereinigt, Uber Nacht in der Vakuum-Zentrifuge getrocknet und in 0,5 mi HoG
resuspendiert. Die Konzentrationsbestimmung aller gereinigten Primer erfoigte

~ photometrisch bei 260 nm, 'so daR die fur die Sequenzierung geeigneten Ver- ... _

_dunnungen erstellt werden konnten. -~
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Primer zur Sequenzierung der ORF5-Fusionsstelle (vgl. Abb. 24):
. &5«(FITC)-GCCACCGCGAGCAAACCAGC-37
5(FITC)-GGTCGCGGTGATCATCGC-3”

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

15 5'—(F§TC )-CCGGCACCAATTGCGGAGCCG-3”
CGACTCCATCCAAGGCCY”

v \[ ) wiAEA

Primer zur Seauenzierung einer GC-reichen Region in dapD (vgl. Abb. ‘M)
V. 5-CGCGGTCGGCGTCACCG-3

Vi: 5-GCCTCCTCAACAATGTCGT-37

2.3.4 DNA-Ssgusnzierung

Zur Sedquenzierung wurde die Dideoxynukleotid-Terminationsmethode nach
Sanger ef al. (1977) eingesetzt. Die Detektion der Sequenzierungsprodukie
erfolgie dabei entweder durch Autoradiographie nach Einsatz von radioaktiv
markierien Nukieotiden oder automatisch mit dem A.L.F.-Sequencer (Automated
Laser Fluorescence, Pharmacia, Freiburg) unter Verwendung von Fluoreszenz-
markierten Primern bzw. Fluorescein-15-dATP (F-dATP). Die Protokolie fir die
Sequenzierungsreaktionen mit dem Sequenase-Kit Version 2.0 (USB, Cleveland
OH, USA), radiosktiv, oder dem AutoRead TM Seauencing Kit {Pharmacia,
Freiburg), nicht-radioakliv, sind in Tabelle 4 schematisch dargestelit.

| ‘Die Seaquenzierungsprodukie -wurden -gelelekirophoretisch aufgetrennt. Dazu
cwurden fir die A.LF.-Sequenzierung - folgende ' Losungen bendtigt. (alle
Chemikalien von Pharmacia, Freiburg): o S D -

10xTBE: 121,14 g Tris-Base
51,32 g Borsaure
3,72 g Na-EDTA

PAA(20%) 100 g Aciylamid |
R : 526 g Bis-Acrylamid ..
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APS: 50 mg Ammoniumpersulifat
490 ul  agusa dest.

Die Gelkasseite wurde staubfrei gesaubert (10% SDS; Ethanol) und der obere
Bereich der Glasplatten mit 0,5 ml Bind-Silan-Ldsung behandelt (0.4 ml Bind-
Silan (0,035% in Ethanol)+ 0,1 mi 10%-ige Essigséure). Das 6%-ige Polyacryl-
amidgel (24 mt 20% PAA; 4,8 ml 10 x TBE; 33,6 g Harnstoff; 0,5 g Serdolith; ad
80 ml agua dest.) wurde filiriert, 15 Minuten entlifiet und anschliellend wurde
durch Zugabe von 280 ul APS und 70 ul TEMED die Polymerisation gestartet.
Diese PAA-Ldésung wurde vorsichtig in die zusammengesetzie Gelkassette
gespritzt und der Kamm eingesetzt. Nach 2 Stunden war das Gel volistandig
polymerisiert und konnte fUr die Elekirophorese eingesetzt werden.

Als Laufpuffer wurde 0,6 x TBE eingesetzt, das Gel unter Lauibedingungen 45
Minuten vorgewarmt, und die Proben wurden unmittelbar vor dem Elekirophorese-
start fir 10 Minuten bei 80 °C denaturiert. Die elekirophoretischen Laufbedingun-

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

Stromstarke 28 mA

Spannung 1.5 kV

Leistung 34 W

Temperatur 50 °C

Laser-Leistung 3 mw

Laufzeit 380 min  Die Signaldetektion erfoigte alle 2 Sekunden.

Zur geleiekirophoretischen Aufirennung der zuvor denaturierten (4 min, 85 °C)
-radioakiiven Sequenzreakiionen wurde ein Polyacrylamidgei nach Sambrook ef
al. (1989) hergestellt. Nach der Elektrophorese erfolgte die Signaldetektion durch
1- bis 3-tagige Exposition eines Roéntgenfiims (Kodak X-OMAT). - S
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Tabelle 4:

vadioaktiv
a-[398]-dATP

Schematisches Protokoll der eingesetzten Sequenzreakiionen

nichi-radioaktiv

Fluoreszenzorimer

Fluorescein-dATP

Denaturierung.

2 ug DNA

+ 40 pul Denaturierungs-
puifer (0,2 M NaOH;
0,2 miMi EDTA)

—5min RT

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

+ 100 ul Ethanol (20 °C)

—-» 10 min -70°C

— 10 min 13000 Upm 4 °C

Pellet + 1 mi 70% Ethanol

{-20 °C)
—s 5 min 13000 Upm 4 °C
— Pellet trocknen (3 min)

Annealing:

+ 1 wi Primer

+ 2 ul Annealing-Puffer
+ 7 ul agua dest.

—25 min 37 °C

“SE@@%E’%Z@“&&KHUF‘
-+ Tl 01 MBTT,
+ 2 pl Markierungs-iix (je
7,5 uM dCTP, dGTP,
dTTP),
+0,5 pl [398]-dATP (5uCi)
+ 2 ul Sequenase (3U)
> 45minRT
CSaufEis

o .—>je35ulzu .
2,5 ul ddNTP-Mixen, in
- EppendorfgefaR bei

+37°C 3 min vormkubleﬁ
-~ =»5.min 37.°C
+ 4 il Stop-:_osun_g

6 ug DNA
+ 2 pl Primer (5 pmol)

+ 1 ul 1 N NaOH

— 10 min 80 °C

+ 1 ul 1 N RCI

+ 2 ul Annealing-Puffer
+ 3 ul DMSO '
—-15 min 37 °C

+ 1l Extension-Puifer

|+ 2ul T7-Polymerase _(_SU)

—>je 4,5 ul zu

2,5 pl ddNTP-Mixen, in
Mikrotiterpiatte bei
37°C 3 mm vormkubler’t

-5 min 37 ° S
1+ 5 ul Stop- Losmg

— auf Els

6 ug DNA
+ 2 ul Primer (5 pmol)

+1 pl 1 N NaOH

— 10 min 80 °C

+ 9 il 1 NHCI
+ 2 ul Annealing-Puffer

— 10 min 37 °C.

+ 1 ul Nukieotidmix (je 1
uM dCTP, dGTP, dTTP,
10 ub F-dATP)

+2uT7- Polymerase (3U)

e fad

— 10 min 37 °C

4+ 1 ul Extension Buf‘er

+3 ul DMSO
—jeddulzu
2,5 pl ddNTP-Mixen, in
“Mikrotiterplatte bei
© 37°C 3 min vonnkubiert '
-> 5:min 37.°C -

4 ul Stoo-i.osung
|~ auf Eis- :
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Sequenzanalyse

Die Auswertung der Daten aus der DNA-Sequenzierung wurde mit dem Programm
PCGENE (IntelliGenetics) vorgenommen. Zur Datenbankrecherche, Sekundér-
strukturanalyse und fir Homologievergleiche wurden die Programme aus dem
HUSAR-Paket 2.1 bzw. 3.0 (DKFZ, Heidelberg) eingesetzt. Dabei fanden die
Programme FASTA, BLASTX und BLASTP (Datenbanksuche mit dem Algorith-
mus nach Lipman & Pearson, 1985), PEPTIDESTRUCTURE, PEPPLOT (Hydro-
phobizitdisplot nach Kyte & Doolittle, 1982) und BESTFIT (lokale Homologien
nach Smith & Waterman, 1981), GAP (volistandiger Vergleich zweier Sequenzen
nach Needleman & Wunsch, 1970), MULTALIGN (seguentieller Vergleich
mehrerer Seguenzen nach Krueger & Osterburg, 1983) und CLUSTAL
(paarweiser Vergieich zwischen verschiedenen Sequenzen nach Higgins &
Sharp, 1988) Anwendung. Zur Voraussage von membranhelicalen Bereichen
wurden auch die PCGENE-Programme RAOARGOS (Rao & Argos, 1986) und
HELIXMEM (Eisenberg ef &/, 1984) genutzt.

2.3.5 Hybridisisrungen

Zum Nachweis von DNA-DNA-Hybridisierungen wurden linearisierte, denaturierte
DNA-Fragmente mit Digoxigenin-11-dUTP ("DNA labeling and deiection”- Kit,
Boehringer, Mannheim) nach einer modifizierten Methode nach Feinberg &
Vogelstein (1283) markiert (20 h, 37 °C) und als Sonde eingasetzt. Dabei wurden
entweder ganze Zellen auf einer Trédgermembran aufgeschlossen und die aus-
tretende DNA fixiert (Koloniehybridisierung), Plasmidpréparaticnen direkt (Dot
‘blot) oder DNA erst nach gelelekirophoretischer Aufirennung. der Resirikiions-
fragmente (Southern blot) eingesetzt. ' a

‘Koloniehybridisierung (Grunstein & Hogness, 1975)

Je 50 inserttragende £. colf NM522 Klione der partiellen BamHi-Genbank bzw. der
_ Hindiii-Genbank in pUC19 wurden auf LB-Agar gepicki und nach 6- bis 8-

- stindiger Inkubation (37 °C) auf eine Nylonmembran (Biodyne A, Pall} trans-
"fe:‘riert. Zur Zelliyse wurde die Membran fur 15 Minuten mit der Ruckseite auf 0,5
ml 0,5 N NaOH /1,5 N HCI gelegt, kurz getrocknet und in der gleichen Weise mit
0,5ml 1 M Tris /1,5 M NaCi behandelt, Die DNA-Fixierung erfoigie unter UV-Lichi
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Dot biot

Je ein Plasmidpool der partiellen Hindlli-Genbank wurde in drei verschiedenen
Verdinnungen auf eine Nylonmembran (Nytran N, Schieicher & Schull, Dassel)
aufgetropft und die DNA UV-fixiert.

Southern biot (Southern, 1975)

Mit Restriktionsenzymen gespaltene genomische oder plasmidale DNA wurde im
Agarosegel Uber Nacht aufgetrennt und durch Vakuum-blotling (LKB 2018
VacuGene; Pharmacia, Freiburg) auf eine Nylonmembran (MNyiran N, Schieicher &
Schill, Dassel) Ubertragen. Dazu wurde das Agarosegel in der Blotkammer
jeweils 20 Minuten mit Depurinierungsiésung (0,3 M HC!), Denaturierungslésung
(0,5 M NaGH / 1,5 M NaCl) und Neutralisierungspuffer (1 M Tris / 1,5 M NaCl pi
7,5) Uberschichiet. Der volisténdige DNA-Transfer erfolgte fur 60 Minuten mit 20 x
S8C-Losung (3 M NaCl / 0,3 M Na-Citrat, pH 7,0), und die DNA wurde an-
schlieflend UVY-fixiert,

Hybridisierung

Nach Absattigung von unspezifischen Bindungsstellen auf den Membranen durch
Prahybridisierung (5 x SSC, 1% Blocking Reagenz, 0,1% Lauroylsarcosin, 0,02%
SDS; 4 h, 68 °C), erfolgte die Hybridisierung in der gleichen Lésung mit hitze-
denaturierter, Digoxigenin-markierter Sonde fur 16 Stunden bei 68 °C unter
leichtem Schitteln. Anschlieflend wurde der Filter je zweimal unter Schwenken
mit 2 x SSC /7 0,1% SDS fur 5 Minuten bei RT und mit.0,1 x SSC / 0,1% SDS fur

15 Minuten bei 68 °C gewaschen.

Datekiion

~Zum Nachweis der DNA-DNA-Hybride wurde der Filter zun&chst zur Absétligung
unspezifischer Bindungsstellen mit 1% Blocking Reagenz in 0,1 M Tris / 0,15 M
NaCl (pH 7.5) gebadet und anschlielend mit einer -spezifischen Antikérper-
'konjuga‘bwsung (Anti-Digoxigenin  /  Alkalische Phosphatase; Boehringer
- Mannheim) behandelt. Uieser spezifische Komplex wurde entweder durch eine
nachfolgende enzymkatalysierie Farbreakiion mit den Substraten 5-Bromo-4-
chlor-2-indoyiphosphat (X-Phosphat) und Nitroblau-Tetrazoliumsalz (NBT) oder,
far eine héhere 'Sensitivitéi,.'durch eine  Chemilumineszenzreaktion mit ‘dem

£é4 -~

- - Substrat . 4-Methoxy-4-(3-phosphaiphenyljspiro{1,2-dioxetan-3,2 -adamantan) .
. {Lumigen PPD)in 0,1 M Tris /0,1 M NaCl/.0,05 M MgCi2 (pH ©,5) hachgewiesen.

~Bei der Farbreaktion  mit. X-Phoshat / NBT wird das Hybrid als blaubrauner -
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Komplex sichtbar, bei der Lumigen-PDD-Methode erfolgt die Detektion Uber
Lichtemission, die durch Rontgenfilme (Kodak X-OMAT) lokalisiert wurde.

Scllie der selbe Filter in eine weitere Hybridisierung eingesetzt werden, so wurde
er zur Entfernung der zuvor benutzten Sonde zunéachst far 30 Minuten mit 0,2 N
NaGH / 0,1% SDS bei 50 °C gewaschen und anschlieBend einer dreimaligen
Waschprozedur mit 2 x SSC (15 min, RT) unterzogen.

¥ i FARR L WL

2.4 Transformationstechniken
2.4.9 Transformation von £, coff

Die E. coli Stdmme DHS und NM522 wurden mit der CaCly-Methode nach Cohen
ef al. (1972) transformiert. Eine £ coli-Kultur in 50 mi 2xTY-Medium wurde bei
einer ODgpg von 0,5 geerntet, das Pellet in 15 ml 70 mM CaCls / 20 mM MgSCy
resuspendiert und 30 Minuien auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation (15 min, 4000
Upm, 4 °C) wurde das Pellet in 3,5 ml des gieichen Puffers aufgenommen, und
Aliquots wurden in 20% Glycerin bei -70 °C gelagert. Zur Transformation wurden
1CC ul kompetente £. cofi Zellen mit der DNA gemischt und fir 30 Minuten bei
0 °C inkubiert. Nach Hitzeschock (45 s, 42 °C) erfolgte die Zugabe von 500 ul
2xTY-Medium und 45-minCtige Inkubation auf dem Rotationsschittier (100 Upm,
37 °C), bevor die Zellen auf LB-Agar mit Antibiotikum zur Selektion ausplattiert
unc Uber Nacht inkubiert wurden.

-;_'Die Transformation der E. cofi Stamme RDD32 und RDES1 erfolgte auigrund der
‘hdheren Effizienz durch Elekiroporation. Die Zei!vcrbereltung und Elektmpc ation
wurde wie beschneben durchc;efuhrt (Wehrmann etal, 1994) e

~2.4.2 - Transformation von C. glutamicum

Auch die Transformation von C. glutamicum erfolgte durch Elektroporation. Zur
__ Vorbereitung der Zeilen. nach einer vereinfachten - Methode nach Liebl ef a.

(1988) wurden die Zellen mit den Wachstumsinhibitoren Isonicotinséurehydrazid,
"'G_Ey_cin und Tween 80 Gber Nacht in LB-Medium angezogen und bei einer ODgpg
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von 0,5 zunachst auf Eis gekdhit (10 min) und in der Zentrifuge JE21 M/E, Roter
JA10 (Beckman Instruments GmbH, Manchen) geerntet (10 min, 6000 Upm, 4 °C).
Danach wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem,10%-igen Glycerin gewaschen,
in 1 mi des Puffers aufgenommen und in Aliquots zu 100 ul in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei -70 °C gelagert. Zur Elekiroporation wurden die Zellen auf Eis
aufgetaut, mit der DNA in sterilen, eiskalten Kuvetien (Typo 16 S 2086, Bioradg,
Milinchen) gemischt und im "Biorad Gene Pulser" unter den Standardbedingungen
(2,5 kY, 25 pF und 200 O Parallelwiderstand am "Pulse Controler™) der Elekiro-
poration unterzogen. Nach Beendigung des Pulses wurde sofort 1 mi vorge-
warmtes BHIS-Medium zu den Zellen gegeben und die Regeneration erfolgte auf
dem Rotationsschuttler (100 Upm) fir 80 Minuten bei 30 °C. AnschlieRend
wurden die Zellen auf LBHIS-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum
ausplattiert und fir zwei Tage bei 30 °C inkubiert.

2.4.3 HKonjugation

Die Methode der Transkonjugation wurde fur den Transfer von Integrations-
plasmiden nach C. glufarnicum eingesetzt (Schéafer ef a/, 1990). Dazu wurden
400 ul einer LB-Vorkultur des Donorstammes £. coli $17-1 (Simon ef al., 1983) in
20 ml LB plus 2% Giukose und Kanamycin (50 mg/l} Uberfihit, bis zu einer
ODgngp von 1 bel 37 °C inkubiert (140 Upm) und dann auf Eis gelagert. Der
Rezipient wurde in 100 mi LB-Medium plus 2% Giukose (ber Nacht angezogen
und ein 10 mi Aliguct dieser Kultur wurde in einem Reagenzglas einem Hitze-
schock (9@ min, 48,5 °C) unterzogen. 1 ml Denorzellen wurden mit Rezipienten-
.zeilen (8 mi beil ODgpp= ©) in einem Reagenzgias mit Schraubdeckel gemiscit,
30 Sekunden bei 5000 Uom abzentrifugiert, der Uberstand entfernt und das
~ Zellpellet in 100 pl L.B-Medium resuspendiert. Sterile Zelluiosenitratfiiter wurden
‘auf L B-Platten gelegt und das Zellgemisch vorsichtig auf den Filter getropft. Nach
-dem Auftrocknen der Zelien wurden die Platten 20 Stunden bei 30 °C. inkubiert,
_:anschiieﬁend der Filter abgenommen und in einem Eppendeorfgefal mit 0,6 mi
- LB-Medium gemischt. Die so resuspendierten Zellen wurden auf LB-Agar mit

Kanamycin (25 mg/l} und Nalidixins&ure (50 mg/l), zur Hemmung des Wachstums
“yon E. coli $17-1, ausplattiert und zwei Tage bei 30 °C inkubiert.
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2.5 N_acﬁweis von Enzymen und Polypepiiden

2.8.1 Herstellung von Rohextrakien und Proteinbestimmung

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

tumsphase angezogen und geerntet (5000 Upm, 10 min, 4 °C; Minifuge RF,
Heraeus Christ GmbH, Osterode). AnschlieRend wurden sie zweimal in 0,9 %-iger

NaCl-Ldsung gewaschen und bis zum Zellaufschiul® bei -20 °C gelagert. Zum
Aufschiull wurden die Zellen in soviel Aufschiulpuffer (0,1 M Kaliumphosphat-
pufier pH 7,0 oder 20 mivt Tris/HCI pH 8,0) aufgenommen, dal die Zellsuspension
eine optische Dichte von etwa 200 aufwies. Mit Hilfe des Ultraschall-Desintegra-
tors Branson Sonifier W-250 wurden die Zellen mit einer Pulsfreguenz von 20%
und einem Leistungs-"output" von 2,5 beschallt. Wenn nicht anders angegeben,
betrug die AufschlulRdauer bei C. glutamicum - Zellen 10 Minuten. Als Aufschiuf3-
geféaite dienten 2,2 mi Eppendorireaktionsgeféfie, die wahrend des Aufschiulles
sténdig mit Eiswasser gekdhit wurden. Zur Entfernung der ZellirGmmer erfoigie
eine 30-minttige Zentrifugation (Kahizentrifuge 202 MK, Sigma GmbH, Osterode;
13000 Upm, 4 °C). Der Uberstand wurde als "Rohexirakt” in die Proteinbastim-
mung und Enzymtests eingesetzt.

Entsalzung

Um niedermolekulare Substanzen aus diesem Exirakt zu entfernen, wurden Gel-
filtrationen mittels Sephadex G-25M durchgefihrt. Dazu wurden aquilibrierte PD-
10 Feriigsédulen (Pharmacia, Freiburg) benutzt. Die Elution erfolgte mit 0,75 und
3,5 ml 20 mM TrisfHCI pH 8,0, und die zweite Frakiicn des Eluats wurde als
"entsalzier Rohe,\trakt in die Enzymtes’ts emgesetzt o '

?mieinhestémmtm@ :
Die Proteinkonzentration aller Rohextrakte wurde “nach - der Bture‘t-Meahode

(bornau et al., 1949) bestimmt.
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2.5.2 Nachweis spezifischer Enzymaktivitéten

Alje photometrischen Messungen wurden bei 30 °C mit dem Spekiralphotometer
P 6 (Zeiss, Oberkochen) durchgefthri. Die spezifischen Aktivitdten der Enzyme
sind in Ufmg Protein angegeben. Eine Enzymeinheit entspricht 1 pmol gebildetes
Produkt pro Minute. '

2.58.2.1 Bestimmung der Succinylase-Aktivitét (DapD)

Die Acyl-CoA Tetrahydrodipicolinat-N-Acyliransferase katalysiert den Transfer der

cylgruppe von Succinvl-CoA auf Tetrahydrodipicolinat (THDPA). Dabei ist
unklar, ob THDPA (Simms ef al., 1984; Berges ef af., 1586) oder dessen hydrierie
alivhatische Form, L-2-Amino-6-ketopimelat (Soda, perséni. Mitteilung 1989),
Subsirat dieser Reaktion ist. in jedemn Fall ist N-Succinyl-2-amino-6-ketopimelat
das Produkt. Die bei dieser Reaktion freiwerdende SH-Gruppe des CoA kann mit
Hilfe des Ellmans Reagenz, 5,5-Dithiobis(2-nitrobenzoat) (DTNB), quantifiziert
werden. Dabei reagiert die Thiol-Gruppe mit DTNE, was neben Disulfidgen zur
Bildung von 2-Nitro-5-thiobenzoat fithrt, dessen Dianion (TNBZ') bei 412 nm
absorbiert (Riddles ef al, 1979). Weil auch die meso-Diaminopimelat-
dehydrogenase THDPA bzw. Aminoketopimelat als Substrat verwendet, wurde
der Ronexirakt vor Einsatz in den Enzymiest gelfiltriert, um Ammonium, das als
CoSubstrat fur die direkte reduktive Aminierung erforderlich ist, aus dem Roh-
exirakt zu entfernen. Da die Succinyiase relativ instabil ist, wurde die Gelfiltration
bei 4 °C ausgeflnrt und der enisalzte Rohexirakt direkt in den Enzymtest nach
Schrumpf ef al. (1991) eingesetzi. Zur Bestimmung der Konzentrationen wurde
ein Extinktionskoeffizient & von 14,15 cm2pmoi~1 fur TNBZ™(Riddles et af,, 1979)

~zugrunde gelegt.

" Reaktionsansaiz: 100 yl 1 M TrisfHCI pi 8,0

' 100 yi 5 mM DTNB in 20 mM Tris/HCi pH 8,0
100 @i 2 mM Succinyl-CoA
485 pl agua dest. ©
10C ul enisalzier Rohexirakt

S L 26 mM THDPA .o
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Teirahydrodipicolinat-Synthese

Um den Enzymtest durchfUhren zu kdnnen, mufite zundchst das Substrat der
Reaktion, Tetrahydrodipicolinat (THDPA), hergestellt werden. THDPA wurde
mitiels  angereicherter meso-Diaminopimelatdehydrogenase aus  meso-
Diaminopimelat synthetisiert (Schrumpf, 1991), Gber PD-10-Sé&ulen entsalzt und
umgepuffert. 1 ml des Préparates wurde auf eine aquilibrierie Saule gegeben unad
mit 5 ml 250 mM GlycinfKCIKOH-Puffer pH 10,5 eluiert. Die ersten 2,5 mi wurden
venworfen, die folgenden 3,5 ml Eluat wurden mit Puffer auf 5 ml aufgefilit und,
auf zwei aquilibrierte PD-10-Saulen verteilt, erneut gelfiltriert. Die erhaltenen 7 mi
Eluat wurden auf Centricon-10 Mikrokonzentratoren (Amicon GmbH, Witten)
verteilt und in der Heraeus-Minifuge eingeengt (5500 Upm, 1 h, 4 °C). Das
Retentat wurde auf 1,25 mi aufgeflllt und sofort zur Synthese des THDPA nach

Simms ef al. (1984) eingesetzt. Der Syniheseansatz enthielt:

312 pl 1 M Glyein/iKCI/KOH pH 10,5
500 ul 50 mii D,L-DAP
188 ul agua dest.

1250 yl DAP-Dehydrogenase pH 10,5
250 pl 100 miM NapCO03/250 mM NADP

Die Synthese wurde, nach 10-mindGtiger Vorinkubation des Ansafzes bei 30 °C,
durch Zugabe von NADP gestartet. Nach S5-mindtiger inkubation wurde das
Enzym mit Hilfe von Centricon-10 Mikrokonzentratoren (5500 Upm, 45 min, 4 °C)
abgetrennt. Das THDPA enthaltende Fiitrat wurde mit konzentrisrter HCI auf pH 4
eingestelli und bei 4 °C aubewahrt, |

Die Quantifizierung des THDPA erfolgte in einem nach Misono ef al. (1986) ver-
&nderten Reaklionsansalz, der der physiologischen Reakiionsrichtung der DAP-

enase entspricht.

Reaktionsansatzz 200 ul 1,5M TrisiHCipH 7.5
' 200yl 0,5 M (NH4)2804.
100 ul 0,002 M NADPH. -
470 ul Agua dest.
20 yl BAP-Dehydrogenase (50 U/mi)
40 THDPA .
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bie 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 &guimolar ist.

2.5.2.2 Bestimmung der Desuccinyiase-Aktivitat {(DapkE)

Die N-Acyl-Diaminopimelat-Deacylase (EC 3.5.1.18) katalysiert die Abspaltung
des Acylrestes von N-Succinyl-Diaminopimelat, so dall Succinat und LL-2,6-
Diaminopimelat als Reaklionsprodukte freigesetz{ werden. Bei demn durch-
gefihrien Enzymiest wurde als MelRgroBe das entstehende Diaminopimelat
verwendet, das mittels HPLC-Analyse quantifiziert wurde.

Damit aas entstehende Diaminopimelat nicht zu Lysin decarboxyliert wird, enthielt
der Enzymtest zur Hemmung der pyridoxalphosphatabhéngigen meso-Diamino-
pimelatdecarboxylase Hydroxylammoniumehlorid (Kindler & Gilvarg, 1860). Ein
weiterer Bestandteil war CoClp, da die Desuccinylase als ein 002+—abhéﬂgiges
Enzym beschrieben wurde (Cohen & Saint-Girons, 1987), sowie Ornithin als
internen Standard fur die HPLC-Analyse. Das Subsirat, N-Succinyi-Diamino-
pimelat (SuccDAP), wurde von B. Schrumpf zur Verfigung gestellt; der Enzymtest
wurde nach Schrumpf ef al. (1891) mit entsaiztem Rohextraki durchgeflhri.

Reakiionsansatz: 50 ul - 1 M Tris/HCI pH 8,0
114l 0,37 M Hydroxylammoniumchlorid /
0,185 M SuccDAP
5ul 0,005 M CoClp x 6Ho0
50 i 0,001 M Crnithin: .~ - '
84 ul - agua dest. -
50 ut  entsalzter Rohetraki o

Nach S-minitiger Vorinkubation des Reaktionsansatzes bei 30 °C erfoigte der
. Start durch Zugabe des Rohextrakies. -Um -eine -zeitabhangige.  Reaktion
“beocbachien zu kénnen, wurden dem Reaktionsansatz 30 pl-Aliquots nach 0, 10,
20 und 30 Minuten entnommen und die Reaktion sofort mit 30 i Stoppreagenz
(8,7:ml 70 %-ige Perchiorsaure; 40 ml 85 %-iger Ethanol; ad 100 mi aqua dest.)
" beendet. Die Proben wurden mit 20 -p‘i-Neutra;isiemngspuﬁer.(31,'8 g KoCO3zad

100 ml.20 mM Tris/HC! pH 8,0) versehen und abzentrifugiert (13000 Upm, 10 min, -
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4 °C). Der Uberstand wurde direki in die HPLC-Analyse eingesetzt oder bei
20 °C gelagert. Zur Quantifizierung von Diaminopimelat wurde eine Vorséulen-
derivatisierung mit o-Phthaldialdehyd und anschliefender "reversed phase" HPLC
(Lindroth & Mopper, 1979) durchgefihrt. Da bei dieser Auftrennung auch die
Enantiomere des Diaminopimelates als getrennte Peaks auftraten, mufiten die
gakfléchen der beiden Sterecisomere LL-2,8-DAP und D,L-DAP, das durch

I oem b amrn e v o o rsibrad fem T3 L ] - = ot ot Ly PET e g
Epimerase-Aktivitat im Reaktionsansatz entsteht, addiert werden.

5

2.5.2.3 Bestimmung der Dehydrogenase-Aktivitdt (Bdh)

Die meso-Diamincopimelatdehydregenase (EC 1.4.1.16) katalysiert die NADPH-
abhangige reduktive Aminierung von L-2-Amino-6-ketopimelat. Wéahrend diese
Reaktion physiologisch bei pH 7,5 ablauft, macht man sich fUr die Quantifizierung
der Enzymakiivitat die Riickreaktion, die bei piH 10,5 beglnstigt ist (Misono ef al.,
1879), zunuize.

Die Quantifizierung der meso-Diaminopimelatdehydrogenase wurde nach Treptow
(1988) durchgefuhrt.

Reaktionsansatz: 500yl 400mivt Glycin/NaGH pH 10,5
330yl agqua dest.
100w 20 mM NADP-Nas
20 ui  Rohexirakt '
50 ul 80 miM DAP

Durch Zugabe des Substrates, DAP, wurde die Reaklion gestartet und die
~ Extinktions&nderung bei 340 nm gemessen. Es wurde ein Extinklionskoeifizient €

v R 2 ﬁmz 3 lmﬁl"i LT
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. .'2.5._3.' SES}-Pe%yacwEEmié-Geleﬁekimph&mse o

Zur "'analytischen Auftrennung - von Proieinen nach MolekUigroRe wurde die
. -Polyacrylamid-Gelelekirophorese (PAGE) nach Laemmii (1S70) unter denaturier-
- enden Bedingungen verwendet. Die Hersiellung des Gels und die Vorbereitung

der Proben. erfolgte nach Sambrook et al. (1989). Es wurde ein vertikales
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Gelsystem (Dual Vertical Slab Modei 220, Biorad, USA) mit 10%-igem Trennge!
{8,4 mi 30%-iges Acrylamid / Bisacrylamid; 6,3 ml 1,5 M Tris / 0,4% SDS, pH 8,8;
10,1 ml agua dest.; 25 pl TEMED und 250 ul 10% Ammoniumpersuifat) ein-
gesetzt. Das Konzentrationsgel enthielt 3,2 ml 30%-ige Acrylamid/Bisacrylamid-
Losung, 6,2 mi 0,5 M Tris / 0,4% SDS pH 6,8, 15,2 ml agua dest., 25 yl TEMED
und 250 pl 10% Ammeoniumpersulfat. Die Elektrophorese erfoigte bei konstanter

Stromsigrke von 30 mAa

2.6 Bestimmung zeilinterner und -extermner Aminoséuren

Die Quantifizierung von Aminoséuren erfolgte mittels Derivatisierung mit o-FPhthal-
dialdehyd und Aufirennung Uber reversed phase HPLC (Lindroth & WMopper,
1979). Zur Bestimmung der externen Konzentrationen wurden die Zellen kurz
abzentrifugiert (5 min, 13000 Upm) und der Kulturdberstand in die Analyse
eingesetzt. Wurden sowohl interne als auch externe Konzentrationen bestimmt,
erfolgte die Trennung der beiden Kompariimente Uber Silikondizentrifugation.

2.8.1 Silikonsdlzentrifugation

Durch die Silikonélzentrifugation wird eine schnelle Trennung der Zellen von dem
.umgebenden Medium und eine sofortige Inaktivierung des Stoffwechsels, um den
Abbau bzw. die Synthese von Zelimetaboliten zu unterbinden, erreicht (Klingen-
. berg & Pfaff, 1867). Dazu wurden vor jeder Probenentnahme 30 pl 20 %-ige
- Perchiorsdure in funf 400 ul-Mikrozentrifugenréhrehen {Beckman Instruments
~GmbH, Manchen) gegeben und mit je 65 pl Silikondl der Dichte 1,04 glcm3 uber-
- schichtet. Jewsils 200 ul Probe wurde auf die Silikondlschicht gegeben und sofort
60 Sekunden hochtourig abzentrifugiert (Mikrofuge E, Beckman Instruments
-GmbH, Minchen). Dabei wurden die Zellen durch das Silikondé! in die Perchlor-
_"séure zentrifugiert, wodurch die Zellen inaktiviert wurden. Das Kuiturmedium blieb
aufgrund der geringeren Dichte Uber der Silikondiphase, konnte abpipettiert
werden und entweder direkt in die HPLC-Analyse eingesetzt oder bei -20 °C

. aufbewanri werden..
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Zur Bestimmung der zellinternen Aminosdurekonzenirationen muldte das Zell-
pellet in der Perchlorsdurephase aufgearbeitet werden. Die Rdéhrchen wurden in
der Silikondiphase durchtrennt, die Zellen in der Perchlorsaurephase in ein 0,75
ml Reaktionsgefal zentrifugiert (Biofuge 13, Heraeus Christ GmbH, Osterode),
resuspendiert und nach Zugabe von 45 ul aqua dest. und 10 pi Silikondl der
Dichte 1,07 g!cm3 far 10 Minuten im Ultraschallbad vollstandig aufgeschlossen.
Zugabe von 25 yl einer 5 M KOH, 1 M Triethanolamin-Losung fihrte zur Neutra-
lisation des Homogenates. Ausgefallenes KCIOy4, ZelitrGmmer und Silikond!
wurden nach 30-minGtiger Inkubation auf Eis abgetrennt (10 min, 13000 Upm,
4 °C) und die wassrige Lésung mit den I8slichen Zellmetaboliten konnte in die

Analyse eingesetzt werden.

2.6.2 Reversed phase HPLC

Zur Bestimmung der Aminoséurekonzentrationen wurde eine Vorsaulenderivati-
sierung mit o-Phthaldialdehyd mit anschlieRender reversed phase HPLC (Lindroth
& Mopper, 1879) durchgefuhrt. Dazu wurde das HPLC-Gerat Typ HP 1020 M
(Hewlett Packard, Waldbronn) mit einem Fluoreszenzdetektor HP 1046 A
eingesetzt. Die Steuerung und Auswertung erfolgte Uber die "HP-Chem-Station".

2,5 ul Probe wurde unmittetbar vor jeder Analyse auiomatisch mit 17,5 ul o-
Phthaldiaidehyd / 2-Mercaptoethanol-Fertigreagenz gemischt. Die dabei ent-
stehenden fluoreszierenden, thiosubstituierten Isoindole (Jones & Gilligan, 1983)
wurden auf einer reversed phase Saule (Hypersil ODS 5u) Gber ein Gradienten-
programm mit zunehmend unpolarer Phase (Methanol) aufgetrennt. Das polare
~Eluenz war 0,1 M Nairiumacetat pH 7,2 und die Fiulrate betrug 0,5 mi/fmin. Die
“Detektion erfolgte bei einer Anregungswellenldnge von 230 nm - und einer
‘Emissionswellenlénge von 450 nm bei geeigneter Verstarkung. - e
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2.7 Radiochemische Transporistudien
2.7.1 Aufnahme aromatischer Aminosduren

Zur Bestimmung der Aufnahmeraten aromatischer Aminoséuren bei C.
glutamicum wurden 14C-markierte Substrate eingesetzt. Fur die Messungen
wurden die Bakierien wie unter 2.2 beschriepen angezogen, auf eine Zelldichte
von etwa ODgpg = 6 (entspricht 1,8 mg Trockengewicht / mi) eingestellt und auf
Eis gelagert. Jeweils 2 mi 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 gder Messung erfolgte durch Zugabe von L-Fhenylalanin-,
L-Tryptophan oder L-Tyrosin-Lésungen, so dal Endkonzentrationen zwischen 0,5
und 200 uM erreicht wurden. Jeder dieser Substretidsungen wurde das ent-
sprechende 14C—Isotop (Amersham Buchler, Braunschweig) zugesetzi, so dafd
eine maximale radioaklive Konzentration von 18,5 KBa/ml im Testansatz
vorhanden war. Jedem Testansatz wurde zu 6 Zeitpunkien (15-200 Sekunden)
jewsils 200 ul entnommen und Gber eine Mehrfachfilteranlage (VF1, Amicon)
abfiltriert. Die Zellen wurden dabei durch Glasfaserfilter (Milipore) zuriickgehalten
und sofort zweimal mit je 2 mi 0,1 M LiCl gewaschen. Nach Trocknen der Filter
wurde die inkorporierte Aktivitat mittels Fllssigkeitsscintillationsz&hler bestimmt. -

2.7.2 - Bestimmung des Membranpotentials

~Zur Bestimmung des Membranpotentials wurde das radioaktiv markierte Kation
-Teira-[’iéC]—phenyEphosphonium%}romid (TPPTY) eingesetzt, das- aufgrund seiner
_"'iipophilen Struktur die Cyloplasmamembran durchdringen kann und:durch die

. positive - Ladung, bei intaktem elektrischen Potential, im-Ihneren der -Zellen
- akkumutiert wird (Rottenberg, 1679). 500 ul Zelisuspension (ODgpg = 1,7) wurden
~mit 4 pl TPPT (entspricht 5,5 KBa/ml im Ansatz) 60 Sekunden unter Rthren bei
.30 °C inkubiert. AnschiieRend wurden 3 x 100 pl einer Silikondizentrifugation
- unterzogen und je 50 ul des Uberstandes (externe Aktivitat) sowie 3 x 50 ul der
Zelisuspension (Gesamtakiivitat) wurden in die FiUssigkeitsscintillationszahiung
—eingesetzt. Mit Hilfe des intrazeliuléren Volumens (1,2 ul f mg TG) kann so die

.. intrazellulére Volumenakltivital cer Sonde und daraus, da das chemische Potential .
- der Sonde im Gleichgewicht dem elekirischen Potential Uber der Membran -

entspricht, das Membranpotential AW in mV errechnet werden. -
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3. ERGEBNISSE

3.1 isolierung des Gens filr die N-Succinvi-Diaminopimelat-
desuccinylase (dapE}

Iin der Diplomarbeit (Wehrmann, 1991) kennte mitiels heterologer Komplemen-
tation ein DNA-Fragment isoliert werden, das in C. glufamicurmn zu einer erhdnien
Desuccinviaseaktivitdt fuhrte. Molekulargenetische Untersuchungen zeigten
jedoch, dafd zumindest der Bereich vor dem dapE-Strukiurgen strukiurell nicht
intakt vorlag. Dies sowie die Tatsache, daf’ in der gleichen Arbeit auch ein DNA-
Fragment isoliert wurde, das sowoh! zu einer erhdhten Succinylase- als auch
Desuccinylaseaktivitat fihrte (pAW141), war der Grund fUr einen erneuten Ansaiz
zur Kionierung eines intakien dapE-Fragmentes. Dabei wurde die Koloniehybridi-
siefung eingesetzt, um eventuelle negative Auswirkungen eines funklionellen
Selektionsdruckes, wie er bei der heterologen Komplementation besteht, aus-
zuschlieflen.

311 Klionlerung mitiels Koloniehybridisierung

Zur Erstellung einer partiellen Genbank wurde chromosomale DNA des Wiidtyps
C. glutamicum ATCC13032 isoliert, mit BamH! gespaiten 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-/ IPTG-
haltigen Platten 740 inserttragende Klone vereinzelt und fir die Koloniehybridi-
sierung eingesetzi. Als Sonde wurde ein 0,8kb Xhoi-EcoRi internes dapk-
~Fragment aus pE14 (Wehrmann, 1881) gewénil, das sirukiurell intaki voriag. Wit
“der Digoxigenin-markierten Sonde konnten 3 Klone, die Hybridisierungssignale
~aufwiesen, identifiziert werden. Restriktionsanalysen der isoiierten Plasmide
- zeigten, daf zwar immer mehrere BamHl-Fragmente im Vektor inseriert vorlagen,
jedoch in jedem Fall ein 2,4 kb groles Fragment veorhanden war. Nach Isclierung
- und Kionierung dieses Fragmentes konnte durch Southern biot bestatigt werden
© (s. Abb.2), daR es sich hierbei um ein originares C. -glutamicum BamHI-Fragment
“handeite. - i L L I T L
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1,9 =

Abb. 2 Nachweis der Integritat 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.glutamicum ATCC13032, Spur 2 Plasmid-DNA von pUC19BamHi3, 4,
ebenfalis mit Bambll gespalten.

Durch Komplementation der beiden DAP-auxotrophen E. coff Mutanten RDD32
dapl und RDES1 dapE sollte Uberprift werden, ob ein funktionelles dapE auf
dem isolierten Fragment iokalisiert ist und ob dieses Fragment auch zur dapD-
Komplementation fuhrt. Dabei zeigte sich, daR das 3,4 kb Bamiii-Fragment dapE,
jedoch nicht dapD komplementiert. Zur genauen Lokalisation des dapE-Genes
wurden auch Exonuklease [l - Deletionskione in die Komplementationsexperi-
mente einbezogen. hier fihrie das Deletionsfragment 81 zur Komplementation
von dapk, die weilere Deletion von 205 bp {Deletionsklon 92) ergab jedoch keine
Komplementation. Abbildung 3 zeigt die Ausaehnung der wichtigsten Deletions-
fragmente und deren Komplementationsvermagen von E. cofi RDES1 dapE. |




32 ERGEBMSSE

3.1.2 Seqguenzanaiyse

Zur Sequenzierung des 3,4 kb grofien BamHi-Fragmentes wurden Subklone
miitels Exonukiease Nl ersielll. Dabel wurde das Ausgangsplasmid
pUC18Bamiii3.4 zunachst mit Sphl und Xbal gespatien und einer Exonukleass il
- Behandlung unterzogen, religiert, und £ cofi DH5 wurde mit diesem Ansatz
transformiert. Mit Hilfe von Plasmidpraparationen konnten unterschiedlich grofte
insertdeletionen identifiziert werden, von denen 16 Deletionskione fUr die
Seguenzierung eingesetzt wurden. Zur Sequenzierung des Gegenstranges wurde

das Ausgangsplasmid mit Sacl und Sma!l gespalten und analog verfahren, so dald

letztiich 14 Deletionsklone fir die Seguenzierung ausgewahlt werden konnien
(Sequenzstrategie s. Abb. 3). Die Sequenzierung erfolgte mit der Dideoxy-
Methode nach Sanger ef al. (1977), der DNA-Nachweis Uber Autcoradicgraphie
von eingebautem 358-dATP. Die komplsette Nukleotidsequenz ist in Abbildung 4
wiedergegeben.

Wachstum ohne
B DAP

e MR

orf5n orf3 dapE  orfln

15 *
81 +
92 -

’ ot g e T ——e g e el v

o o e e

B e 1 ‘ y — -

L 1000 3000 b

T
2000 .

Abb. 3 ~Restriktionskarte des dapE-tragenden 3,4 kb C. glutamicum Bamti-
Fragmentes, Ausdehnung der fUr die dapE-Lokalisation relevanten
‘Deletionskione 75, 81 und 92 sowie Sequenzisrungssirategie. Die

- plasmidvermitielte Komplementation von £. cof RDES1 ist rechts
dargesteiit. (B=BamHl, - E=EcoRI, H=Hindill, P=Psfl, S=Sall, X=Xhol)
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3 . . . ; . . . 75
BamHI
CCTAGGCCCTTCGGTAGGCTTTTAT TCTCGTTATGGT TAC TACTCCTTTCGUTACTAGTGGCGCTGGAAT TACTT
$ 6 P LY Ge¢ F I L a I I I L FAI I VvV AV EKTITE
- ECoRI - 150
ACGCTTEETCATGAGETTARGTGGCTTTGECGCTTGECGCTGCTCCARGTGETGTCECTTCTTCTGETGCGTCTG
A F W Y EF E G F 6 RV AV LNV VATFTFEFUVV C V
. . . . . . . 225
TTCGCTTCCTTAGGTGCCARGC TECGECTTGETACGTGEGTACTACCGTCGTCGCECTCAGTARAGCCGCGGGTA
L $ P I WPEVGT FWATZSGMTIA AR A ATGTHMTERBATG X
300

GTGGTATTAGTCGTACTTGGTCATGTTGGTTGGCTCCCTCTT TGGTCGEGTCACCGECTTTCGTAGGAGCGGCAT
v M I L M F W Y L W 6 L S ¥ G A W H GG F A D E G Y
. . . . . . . 375
TGCACTTTTGCTAGGCCTCCGCCCTGCCCETCGTCGETACAGCGGLCTCGTAARCCTATTGTTCGTGTTGCTACCE
R 35 F 38 6 S A P R A A A MUEGIL MMV L V V I A

. . . . . . - . 450
AGGCCGLTACTACATGCGGTCCTCGTGACGCCCCGGLCGACGCGC CTATGETTGCGGCCACGGCTCCTTGTICAGG
¢ A I I Y A L L Vv A P GG B A R I G V G 7 G L F L G
. . . . . . . 525
CCETGGTTARCGCCTCGGUTCAGGGTAGTAACACTCCACCGCCCAGGCTTCAGGCCARGGGTCGGGAAGTAATCT
A &¢& I A 5 6 L & MM T L HERUTURUL G T & L GG E N 8
<—orifb5ny . HindIIT . 500
AAATCGGTRCATAGTTGGCATTTGGGLGTACCGTGACCAATACTTTTACCCAGTTCGAAACTCCGCCCGTTGACC
K A M - A K L R A V P
675

GAGTACCTTCGGCCTAAGTGCGARCTAACTGGT TAANCGAACCEGAAGUTACCTCAGCTATCACGCATTGAGGAG
E H F & 5§ ER KI 5 WN&WOQGE I 5 D I T R L E E

TAGCCGACGCTTGGTTTACCCCCATAGAGGTAGGTTCTGTTACAATAAAGGCTACAGCGTTAACAGAGGGTCTGA
D A A F W I » T b G D L V I N NG I D CUHNUD G L s
- . . . . . . 825
CTGAGGCTACTAAGGCCTCGACTGTGETTTCARCGTCAARRCCGECTACGAGTTGCCETTTGCCGCCGCGACARG
v ¢& I I 6 5 858 vV ¢& F N ¢ N g & I 858 L P L R R R Q E
. . . . - . . . 800
TAGAGAGCCCCTGACTTATCATCTTCTGT CAGGTTAGAGCCTTGGAAGTGGCTACTGGTGTGGCCTTGAGTCCGC
b R P 5 ¢ I T 8 5 L 66 I E s 6 B 6 I V V ¢& s 5 L R
875

CGGAAGETGEARACGCCGTGGETTCCACGGCCTICAACTITCYGCTGCTTITGGAAGTGCGTCGTGTCTCCATGEGLC
G 8V KA A L T G S N F S V F G ER L V 38 T G P
L1050
TCGTTCCALACGTGGATCCGCGTGCGCAAuACGAAGCCTCTACGCCTGAGCTCCCCCTTGGTGTATCAGCTGGTA
A L Y A G L R VR EBEAUE S35 I RV GG P P VV Y D V M
. . . . . . - 1125
CGCCCCTTCTGCCAGGTGTGTCATCTGCACCTACTCAGGCGCCCTGECGTCTCGTGETELETGGETGAGTTTICAA
R P L R DV ¢ Y V I L 6G6R S5 RLAGU RV WEF N
L1200
AAGTCCTTCCGTTCCCGGGAACAAACAGGTGTGGTGCAGCC;GTCGTCGAGGTTCCACAAAACGLACAﬁuTﬂARp
E-?P L C P G K N T WV VvV D 5 L L E L T N @ M H M E
! . . . . . . . 1275
CACCCCCELCTGEETCCGLCACCCTTTCGTCCACCTCLGLGTCCATTTGTAGCACGLGCAGATGACCTCCAACTCT

H P R VYV L RH.353 L L H T R L Y VvV D H A D V P P Q S

B . . -1350
"TC”AGCCCCTATTGCCACGCCTGAQGATGGASUAGCTGCTCCC AACCAGGTCAAAATGGTTGACGTCGTA
L D P I VvV T R V A V @ E V L R D 9 DL XKV L @ L M

. 1425

GGCACC CCACTCRAGCAAACCAGGCTCCGCACACCACGGGTGAAGGTTACCCALCGCAAGTCGGGTGACTAuGCC

R:P T L EEN A G L R T T G V E-L P Y R E A W Q' D P
. -1500

':_CAACTTTTAAACCCCAAGACCCATGGTGCACAGGTCCiACCAGGGCAGGTACCGCTATAAACGCTAAGGTTGAﬂG

N cF I ¢ P E P Y ¥ T DL I T G D M A I N A I G V A
<--—orf3 . RES 1575
57 ———CTCCGCGAATGTTTTCACTCAiTTTTTAATCGACCGCTTCCATCATGTTTTAACTAAGGTTTGTAGGCTT
AACCCGAGGCGCTTACAAAAuTGAGTRAAAAATTAGCTGGCGAAGGTAGTAﬁAAAATTGATTCCAAACA—»——5'
QA6 R I N.E.5 - - -

"AAACCTGTGAACTCTGAACTCAAACCAGGAITAGATCTCCTCGCCGACCCAATTGTCCTTACTCAACGTTTGGTA

V. N5 E L X 'P 6L "L L6 D-P I V L T -¢g-R L V
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- 1725

GATATACCGAGTCCGTCGGGETCAGGARANAGCACGATTGCTGATGAAATTGAAGATGCCCTTCGGARCCTTAATCTA
D I P 5 P 838 G Q E K @ I A D E I E D AUL RN L N L
- . . . . . . L1800
CCTGETGTAGAGGTCTICCGCTTCAACAACAACGTTCTTGCTCGUACGAACAGGGGATTGGLCTCGAGGGTCATG
P 6 VvV E Vv F R F NN NV L A R TDNIRGU L A S R V M
. R . . - . . 1875
CTTGCTGGTCATATCGATACAGTGCCGATCGCGGACRATCTGCCAAGCCETGTGGRAAGACGECATCATGTATGGL
L A GG H I p TV P I A DN L P 5 R V E D G I M Y G

L1950

TETGGECACCETCGATATGARATCTGEGTTGGCGETGTATTTGCATACTTITTIGCCACCTTGGCCACGTCGACTGAG
c ¢ T v b ¥ ¥ 8 &L A V Y L H T F A T L A T 85 T E
. 2025

CTTAAACATGATCTGACGCTGATTGCCTATGAGTGCGAGGAAGT TGCTCGATCACCTCAATGGTTTGGGCCACATT

L X H » L T L I A Y E CCEE V A D HULUN G L G H I
L2100

CGCGATGAGCATCCGGAGTGET TGECEGGCTGATTTGCCGTTGT TGEETGAGUCTACTGGCGELCTGGATTGAGECE

R D EH P E WIL A A DL AL L G ¥ P T G G W I E A
. . . . . - 2175
GGCTGCCAGGGCAATCTGCGCATCARGGTGACGELGLATGETGTGUGTGCCCATTCGGCGAGAAGUTGGTTGGET
G C 9 ¢ N L R I X V T A H GV R A H 5 A R 5 W L G
. . . - - . . 2250
GATAATGCGATGCATAAGTTGTCGCCGATCATTTCGRAGGTTGCTGCGTATAAGGCCGCAGAAGTCAACATTGAT
D N a M H K L 5 p I I 58 KV A A Y KA A UE VYV N I D
- . - . - 2325
GGCTTGACCTACCGTGAAGGCCTCAACATCETTTTCTGCGAATCGEGCETGGCAARACAACGTCATTCCAGALCTC
¢ L ¥ ¥ R E &L § I Vv ¥ C E 5 66 V A NNV I P D L
. . . . . . . L2400
GCGETGGATGAACCTCAACTTCCGTTTCGLGCCGAATCGCGATCTCAACGAGGCGATCGAGCATGTCGTCGARAACT
A WM N IL N F R F A P N R D LN E A I E HV V BT
. - . . . . - 2475
CTTGAGCTTGACGGTCAAGACGGCATCGAATGGGCCGTAGAAGACGGGECAGGLGGTGCCCTTCCAGGCTTGGEG
L E L b & g D G I B WAV E D G A G GGA L P G L G
.2550

CAGCAGGTGACAAGCGGGCTTATCGACGLCGTCGECCGCGAARMAATCCGCGCAARATTCGGCTGGACCGATGTIC
Q o v T 8§ ¢ L I p AV GREE K I RA X VF G W T DV

- EcoRIT - - - -
TCACGTTTTTCAGCCATGGGAATTCCAGLCCTAAACTTTGGCGCTGGTGATCCAAGTTTCGCGCATARAACGCGAC

s R F 5 A M G 1 » A L N F G A G D P S5 F A H K R D
.2700

GAGCAGTGCCCAGTGGAGCARATCACGGATGTGGCAGCAATTTTGAAGCAGTACCTGAGCGAGTAACCGCATTCG

E ¢ ¢ PV E ¢ I T DV A A I L K g Y L 5 E =~
rexfZn—o> . L2775

2625

. . ) _— .

GGGTTATCGTGEEACT TCCGAAATGTAAL TAGAGACTAGAGGAGGARACACGATEGGCTCCTARACARACTCCCAG
M A P K Q T P 5

. . . ; . . ] L2850

CCCAGAGAAGARTCGARACCTGEIGGEACCAGTTCTCCARCGTCGGCAGACAGAGGGTACTTTTGATCARCGCTT

P E ¥ N RN L V G P v L §Q R R ¢ T E & T F D ¢ R L

' . . . . . . 2625
GCTAGARATGCGCECTGATCACAATTGEARGCACGLCEATCCATGECGTGTACTGCGTATTCAGTCTGAGTTTGT
L E ¥M R A D H N W K X A D P WR UV L R I Q S E F V

' . . . ] . . . L3000

GGCGGGTTTTGATGCCC TCCACGAGATGCCARAGGCCGTARCCETCTTTGETTCCGCACGCATTARAGAGGATCA

‘A 6 F D A L E E M P X A V T V F G S A R I K E D H

. . N . . . 3075
CCCGTACTACAACGCGGGTGTAGARC TTGETGAAARGC TCGT FGCAGCGGAC TACGCAGTTGTCACCGETGEUGE
P Y ¥ K A 6 V §E L 6 E KL V A A D Y AV V T G G G

) A . ; . . . L3150
STCCAGGTCTGATGEARGCCUCCAATAAGGGGGCARGCGAGCCCAATGETTTATCAGTTGGTCTGGGCATTGAGTT
“P 6 L M & A P N K G A S E A N G L &8 V & L G I E L

' . . . ; . . . 3225
GCCACATGAACAGCATCTGARCCCT TATGTGGATI TGEETCTGAACTTCCGGTACTTCT TCGCACGCARGACCAT
P E.¢ H L N-P-Y.V.D.L G L N--F:.R: Y  F F-—A R-K._.T M
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. - . - - - - L3300
GTTCCTGAAATACTCCCAGGCT I TTCTGTGTCTGCCTGGTGGTTTCGGCACGC TCGATGAGCTTTTCGAGGTCCT

F L ¥ Y s g A F V CcCL P &G G F T L D E L F E V L
3375

CTGCATGETACARACCGECAAGETARCCARCTTTCCCATCGTGLTGATCGGCACTGAGTTCTGGGCAGETTITGET
cC MV ¢ T ¢ K VT NUF¥ P I VL I & T E F WA G L V-

Bamil
GGATTGGATCC—--37 3386
D w I

Abb. 4 Nukleotidseguenz des dapk BamB! 3,4 kb-Fragmentes aus C.
glutamicum ATCC13032. Fur orf3 und orfSn ist der zu dapE und orfSn
antiparallele Strang gezeigt. Die Transkriptionsrichtung von dapE sowie
der offenen Leseraster, orf2n, orf3 und orfsn, ist durch Pfeile gekenn-
zeichnet.-Ribosomenbindungsstellen (RBS) sind unterstrichen.

Durch die Sequenzanalyse Koninten vier "offene Leseraster” {orf) ermittelt werden,
von denen zwei, orf2n und orfdn, jeweils an den 3'-Enden des DNA-Doppel-
stranges liegen, unvolisténdig sind und nur fUr den amincterminalen Bereich
gines potentiellen Polypeptides codieren. Die beiden vollsténdigen offenen
Leseraster sind nicht auf dem gleichen Strang lokalisiert. Da durch Komplemen-
tationsexperimente das funktionelle dapE in dem Bereich des groflen voll-
sténdigen Leserasters eingegrenzt werden konnte (s. Abb.3), muf es sich hierbei
um das offene Leseraster flr dapE handeln. Aufgrund dieser Ergebnisse ist der
wahrscheinliche Translationsstart das GTG1983 dem im Abstand von 8 bp eine
mdgliche Ribosomenbindungsstelie, 5-GTAGG-3" (Moran ef al., 1982), vorangeht
(s. Abb.4). Darliberhinaus zeigten Datenbankanalysen (Programm FASTA des
Husar-Pakets 2.1) eine geringe, aber signifikante Ahnlichkeit (23,2% identische
Aminosauren) der abgeleiteten Primarstrukiur mit Dapk aus £. cofi (Bouvier ef &/,
1882), wenn dieses Staricodon als Beginn des dapE-Strukturgenes angenommen
wird. ‘Das C. giutamicum dapk Genprodukt weist 368 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
" fur moderat exprimierte Gene von C. glutamicum erstelit wurde (Eikmanns, 1892),
.und einer  perfekten Ribosomenbindungsstelle, 5-AGGAGG-3° (Kalinowski,
‘unverdffentlicht) , stelit orf2 aller Wahrscheinlichkeit nach eine codierende Region
dar. Eine entsprechende Datenbankanalyse .mit bekannten Proteinen.  verlief

jedoch negativ. .
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Direkt benachbart zu dapE liegt orf3, ist jedoch auf dem anderen Sirang
iokalisiert. Da am Beginn des offenen Leserasters keine typische Shine-Dalgarno-
Seguenz erkannt werden konnte, ist es moaglich, dal der Translationsstart weiter
stromabwérts erfoigt. Auch hier erbrachten Datenbankanalysen (Programme
FASTA und BLASTP des Husar-Pakets 3.0 beim DKFZ, Heidelberg) keine
signifikante Ahnlichkeit auf Aminoséaureebene. Uberaschenderweise zeigte eine
Datenbankanalyse mit der Nukieinsduresequenz von orf3 jedoch eine geringe
Ahnlichkeit mit einem Sequenzabschnitt von dapD aus Actinobacillus
pneumoniae. Eine detailierte Untersuchung der orf3-Primérstrukiur zeigte
dartberhinaus ein 1GXX O -Hexapeptid Wiederholungsmotiv, das in ver-
schiedenen Acyltransferasen, u.a. auch der Succinyliransferase aus E. cof,
DapD, gefunden wird (Vaara, 1992). Daher handelt es sich bei orf3 maoglicher-
weise um ein Gen flr eine Acyliransferase, einer Enzymgruppe, die im
Metabolismus an vielen unterschiedlichen Reaktionen beteiligt ist (Abiko, 1975).

Das potentielle Genprodukt von orfdn zeigt im Gegensatz zu dem von orf3 sogar
eine sehr starke Ahnlichkeit zu einer ganzen Proteinfamilie, deren Mitglieder
wahrscheinlich alle am Transport von Aminoséuren beteiligt sind (BLASTP; Husar
2.1). Obwohi auch hier kein eindeutiges Translationsstarisignal auf Nukieotid-
seguenzebene zu erkennen ist, kann man aufgrund der starken Homologie der
Priméarstruktur der AS-Transporiproteine davon ausgehen, dal} das Startcodon
tatséchlich das ATGS34 ist, Die volisténdige Sequenzanalyse ist unter 3.6.2
dargestellt. R o :

3.2 isofierung des Gens fiir die Teirahydrodipicolinatsuccinyiase {Gapii
g : ¥ He ¥ o

Neben dem intakten und sequenzierten 3,4 kb BamHi-Fragment, auf dem orf3
benachbart zu dapkE lokalisiert ist, war auch ein 2,85 kb BamHI-Fragment isoliert
worden (pAW141). Beide DNA-Fragmente sind Uber groRe Bereiche identisch (s.
- Abb. 8). Das kleinere Fragment besiizt jedoch zusatzlich zum dap&-Gen auch
“sinen DNA-Bereich, der zur Komplementation von dapD fuhrt und in C.
glutamicum eine erhdhie Succinylaseaktivitdt vermittelt. Dieser Bereich wird
nachfolgena als ariifizielles "dapD" bezeichnet, ga strukiurelle Untersuchungen
"__'__érgeben hatten, daf dieser Bereich nicht intakt kioniert vorliegt, - Aufgrund der
'-Anordn_ung der Gene auf diesen beiden Kionen, Eag _'és nahe, das dem.dapkE
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benacnhparie intakte orf3 einer néheren Untersuchung zu unterziehen, zumal eine
partielle Ahnlichkeit zu dapD aus Actinobacillus pleuropneumoniae nachgewiesen
werden konnte und damit die Moglichkeit bestand, dall orf3 nur durch fehlende
Expression keine Succinylaseaktivitat zeigte.

Fa
chungen 2 orf3

& Efend
3 WIS LGN

3.2.
Um auszuschiieRBen, dafi benachbarte Sequenzbereiche eine mdgliche dapD-
Expression verhindern, wurde orf3 subkloniert und, um einer mangeinden
Promotorerkennung im heterologen System vorzubeugen, i induzierbare
Vekioren kloniert. Als Vektor wurde neben pUC19 (Vieira & Messing, 1982) auch
der induzierbare E. cofi-C. glufamicum Pendelvekior pEKEXZ (Eikmanns ef al,
1891) verwendet. Es wurden zwei orf3-tragende Fragmente, 1,45 kb EcoRI/Mcri
und 1,6 kb BamHi/Bglii, in jeweils beiden Orientierungen in die Vektoren inseriert.
Mit keinem dieser Konsirukte konnte unter induzierenden Bedingungen (+ IPTG)
Komplementation der dapD-Mutante erreicht werden. Wurde jedoch ein 1,1 kb
BamHi-Bgill, "dapD"-tragender Bereich aus dem dapE und dapD komplemen-
tierenden, strukiturell nicht intakten Plasmid pAW141 subkloniert, so erfolgte
Komplementation von £. cofif RDD32 dapD.

Diese Experimente zeigen eindeutig, dall das potentielle orf3-Genprodukt keine
dapD-komplementierende Funktion besitzt.

3.2.2. Untersuchungen zum artifiziellen "dapl”
a nur das strukturell verénderte DNA-Fragment aus pAW141 dapD-Komplemen-
tation zeigte, wurde das 1,1 kb groRe Bamhi-Bgiil artifizieile "dapD'-Fragment
‘sequenziert, um Nukleotidsequenzinformationen fUr einen erneuten Ansatz zur
“+Klonierung des strukturell und funktioneii intakten dapD zu bekommen.

o/

P

Fur die Sequenzierung wurden Deletionsklone eingesetzt, aie wie unter 3.1.2
‘beschrieben hergestellt wurden. In der ermittelien Sequenz konnte ein offenss
- Leseraster von 972 bp (orfdapl) identifiziert werden. Homologievergleiche der
_ "'abgeieiteie_n Aminos&uresequenz mit Proteindatenbanken (BLASTP;‘-Husar 2.1)
. ergaben jedoch keine signifikante 'Ahniichkei_t ‘zu bekannten Proteinen. Ein
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gezieiter Vergleich mit DapD aus E cofi fuhrie zu maximal 22% identischen
Aminosauren (CLUSTAL; Husar 2.1). Interessanterweise besiizt jedoch die
Sequenz, die zur Komplementation von dapD fuhrt (der artifizielle "dapD"-Klon),
eine sehr starke Ahnlichkeit zur abgeleiteten Aminoséuresequenz von orf3.

Besonders auffallig ist, dafd die ersten 108 AS beiger Sequenzen identisch sind
(s. Abb. 5).

10 20 30 40 50 60
crfdapD MSENIRGAQAVGIANIAMDGTILDTWYPEPQIFNPDQWAERYPLEVGTTRLGANELTPRﬁ
cgorf3 MSENIRGAQAVGIANIAMDGTILDTWYPEPQI FNPDQWAERYPLEVGTTRLGANELTPRM

LR R R R AR A R e R R R i 2 I I T R R I
orfdapD LOLVKLDODRLVEQVAVRTVIPDLSQPPVDAHDVYLRLELLSHRLVRPHTINLDGIFGLL
cgorf3 LQLVKLDQDRLV;QVAVR”VIDDLSQPPVDAHDVYLRLHLLSHRLVRPHEMHMQNTLELL

AR R AR AT T LA AR A A AL A F LTRSS AT bbb v rd b h oo x . . . . &%
orfdapD NNVVWTNFGPCAVDGFALTRARLSRRGOVTVYSVDKFPRMVDYVVPSGVRIGDADRVRLG
cgorfl SDVVWTNKGPCLPENFEWVRGALRSRGLIHVYCVDRLPRMVDYVVPPGVRISEAERVRLG

-::-;\.--k*i( *xE . k®,OE Tk, *k Wk ****‘k*rx* URR R E i—_w-kwxw
orfdapD AYLADGTTVMHEGEFVNFNAGTLGASMVEGRISAGVIVDDGTDVGGGASIMGTLSGGGQHV
cgorf3 AYLAPGTSVLREGFVSFNSGTLGAAKVEGRLSSGVVIGEGSBIGLSSTIQSPRDEQRRRL

Fhkk kE k| drdkdkdk Wk Fwoh ek | kdkokd % Rk P S R
orfdaph -ISLGKRCLLGANSGC~-GIPLGDDCIIEAGLYITAGTRKVLF —-DGSLHKASTLAGSNGLI
cgorfl PLSIGQNCNFGVSSGIIGVSLGDNCDIGNNIVLDGDTPIWFAADEELRTIDSIEGQANWS

* * * _* _ww 1&. :‘:** L 4 . . _.* . * * *
orfdapD FRRDSVSGQVVAVPNTEVVELNTALHSHN
cgorfld IKRESGF-—--—-——- HEPVARLKA e ——

*  x R * *

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

AS; . = ahnliche AS)

'_Offensichtiich besitzen orf3 und dapD eine grofe strukturelle Ahnlichkeit. Da das
potentielle Genprodukt von orf3 jedoch nicht die Funktion von DapD Ubernehmen
kann, handelf es sich entweder um ein Genpredukt mit analoger Funktion, aber
anderer Substratspezifitéi, oder es wird kein funktionelles Protein gebildet, d.h.
"._'brfS hat seine Genfunktion verloren.: Die Tatsache, daR "dapD" -und orf3 im 5™-
Bereich eine identische Sequenz aufweisen, deutet auf ein Rekombinations-
-ereignis wahrend der Errichtung der Genbank cder bei der Selektion auf. DAP-
'-__*Prototrop_hie hin, : o o e
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Um eine intragenomische DNA-Umiagerung, die zur Entstehung des "dapD"
flihrte, nachzuweisen, wurden Southern blot - Hybridisierungen durchgefihri, die
eine Aussage Uber die tatséchliche Lokaiisation des intakten dapD im Genom von
Corvnebacterium glutamicum liefern soliten. Dazu wurden drei verschiedens
Sonden eingesetzt, die jeweils mit EcoRl-gespaitener chromosomaler DNA sowie
Herkunfisplasmid hybridisiert wurden. Abbildung 6 zeigt ein Schema zur Herkunft
dieser Sonden. Sonde 1 (S1; Pstl-8stX! 154 bp) und Sonde 3 (83; Psfi-Safl 330
bp) stammen aus dem dapD- und dapt-komplementierenden Plasmid pAW141,
wobei 81 aus dem strukturell intakten, S3 jedoch aus dem strukturell veranderten
Bereich dieses Plasmides stammt. Als Kontrolle wurde Sonde 2 (S2; Aval-Apal
313 bp) aus dem intakien orf3 des 3,4 kb BamHi-Fragmenies eingesetzt. Wie
erwartet, fUhrt der Southern blot mit S2 zu Hybridisierungssignalen gleicher
Grofte im Vergleich von Gesamt- und Plasmid-DNA (s. Abb. 7). Auch 31 zeigt das
Hybridisierungssignal, das einem chromosomalen Fragment von 2,5 kb entspricht,
wahrend bei der Hybridisierung mit Plasmid-DNA, entsprechend der verringerten
Plasmidgrofie, ein 2,0 kb-Signal detektiert wurde. §3, die Sonde aus dem von
DNA-Umlagerungen betroffenen Bereich, zeigt zwar das gleiche Hybridisierungs-
signal gegeniber Plasmid-DNA, nicht aber gegenlber chromosomaler DNA. Hier
erfolgt die Hybridisierung mit einem sehr viel groferen, etwa 7.4 kb EcoRI-

Fragment.

Damit konnie gezeigt werden, dal dapD auf einem 7,4 kb EcoRI-Fragment im
Genom ven C. glufamicum lokalisiert ist. Offenbar ist es bei dem artifiziellen
"dapD'-Fragment aus pAW141, das zur Kemplemention {lhrie, zu einer Fusion
des authentischen dapl (auf 7,4 kb EcoRi-Fragment) mit orf3 (auf 2,5 kb EcoRI-
Fragment) gekommen. Ob die gefundenen chromosomaien Umlagerungen bereits
~ bei Errichtung der Genbank oder erst bei der Selektion auf DAP-Prototrophie auf-

.getreten sind, 1aRt sich durch diese Experimente nicht énische_iden. ‘Mit Hilfe der
" 3 bestand nun die Voraussetzung far die Isolierung des intakien dapD.
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BamHi Bamil
EcoRl Aval Apai Bgilt EcoR|
i : 1 v 34 Kb Bamii
dapk
=L ori 3 ]
g2
BamHl Bolil BamHil

2,85Kb BamiH]
dapBE

i

Pstl  Sall Psil BstXi EcoRl

L oritdapD” ]

etg TS e

S 3 §1

Abb 6 Schema des dapkE komplementierenden, intakten 3,4 kb Bamil-

‘Fragmentes und des dapD und dapE komplementierenden, artifiziellen

- 2,85 kb Bamii-Fragmentes. Die Schraffierung gibt den Bereich der
identischen Nukleotidsequenz beider DNA-Fragmente an. Zur ldentifi-
zierung des chromosomalen Genories von dapD wurde die Sonde 53

~ eingesetzt, die aus dem fur die dapD-Komplementation verantwortlichen

~orf'dapD" stammt. Als Kontrolien dienten die Sonden S1(ebenialis aus
orf'dapD”, aber aus dem mit dem intakten Fragment identischen Berelch)
-und 53 (aus dem strukiurell intakten orf3).: :
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S S2 S3

1 2 3 4 5 &

<= 7.4 kb

Abb. 7 Southern blot - Analyse zum Nachweis der Genorte von dapD und orf3.
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In den Spuren 1, 3 und 5 ist jeweils chromosomale DNA des Wildtyps C.

glutamicum ATCC 13032 aufgeiragen, die Spuren 2 und 6 enthalten
Plasmid-DNA (pAW141), die das artifizielle "dapD" auf dem 2,85 kb
BamHl-Fragment tragt und Spur 4 enthélt das Kontroliplasmid mit dem
intakten 3,4 kb BamHi-Fragment. Alle 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 fr

- 81 und S3 auf dem artifizielien "dapD'-Klon benachbart vorliegen,

GroRe.

“hybridisieren sie mit genomischen EcoRi-Fragmenten unterschiedliche

by
11T
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3.2.3 Versuche zur Klonierung des intakten dapD

Weitere Southermn blot - Analysen der genomischen DNA von C. glufamicum
ergaben, dal dapD auf einem ca. 4,6 kb groBen Hindili-Fragment lokalisiert ist.
Zur Isolierung dieses Fragmentes wurde eine partielle Hindlll-Genbank von C.
glutamicum ATCC13032 angelegt. Chromosomale DNA wurde mit Hindlll
vollstdndig gespalten, Fragmenie einer Grole von 4,3 - 5,7 kb isoliert und mit
pUC19 ligiert. Nach Transformation von E. coff NM522 mit diesem Ligationsansatz
wurden 400 inserttragende Klone vereinzelt und fir die Koloniehybridisierung ein-
gesetzt. In einem Parallelansatz wurden 600 inserttragende Klone der gleichen
partiellen Genbank zu Gruppen von je 50 vereinigt, einer Plasmidpréparation
unierzogen und fir eine dot blot-Hybridisierung verwendet. In keinem dieser
Ansaize konnte mit der Digoxigenin-markierten 330 bp dapD-Sonde ein positives
Hybridisierungssignal erhalten werden. Dieses Ergebnis zeigt, dall dapD nicht als
4,6 kb Hinalll-Fragment im Vektor pUC19 Klonisrbar ist. Als méglicher Grund muf}
ein toxischer Effekt eines corynebakieriellen Gens, von dapD oder benachbarier
Gene, bei Uberexpression in £ cofi in Betracht gezogen werden. In diesem
Zusammenhang ist die orf3-dapD Genfusion bemerkenswert. Eine mogliche
Erkiarung konnte darin liegen, dall zusammen mit der Seiektion auf DAP-Proto-
trophie auch auf Deletion eines bei Uberexpression fir £. coli toxischen Gens
selekticniert wurde. Dies wirde bedeuten, dall dapD zwar nicht direkl neben,
aber doch in der Nachbarschaft von dapF lokalisiert ist. Tatsachlich konnte 1047
bp vor dem dapE-Strukturgen, der Start von orfb identifiziert werden, dessen
potentielles Genprodukt fUr ein Membranprotein codiert (s. 3.2.2) und aamit
mdaglicherweise fir toxische Lffekie verantwortlich sein kdnnte, wie bereits flr
andere Transporiproteine nach Uberexpressicn berichtet (Kalman ef al,, 1991).

Zur Klarung der Frage, ob dgpD stromabwéaris von orf5 lokalisiert ist, wurde
ermeut eine Southern blot - Hybridisierung mit chromosomaler DNA durchgefihri.
Als Sonde wurde wieder das Digoxigenin-markierte 330 bp dapD-Fragment
verwendet. Der Hybridisierungs-Nachweis erfoigie nier mittels Chemielumines-
zenz-Reakiion und wurde durch Roéntgenfilmschwérzung dokumentiert. Um den
selben Filter mit einer zweiten Sonde hybridisieren zu kénnen, wurde der Filter
zur Entfernung der dapD-Sonde mit 0,2 N NaQOH / 0,1% SDS gewaschen. Fir die
zweite Hybridisierung wurde als orf5-Sonde ein 276 bp BamHi-BsiXi-Fragment
aus dem agpE Bamil 3,4 kKb - Fragment eingesetzt. Auch hier ."en‘oigte der
Nachweis miitels Chemielumineszenz. Bei der Verwendung d_er Restriktions-
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endonukleasen Banll, BamHl, Psti und EcoRl ergaben sich eindeutig unter-
schiedliche Hybridisierungssignale, je nach Sondeneinsatz. Im Fall von Hindlii-
und Clal-gespaltener chromosomaler DNA jedoch, ergab der Einsaiz der orf5-
Sonde ein  deckungsgleiches Hybridisierungssignal mit dem der dapD-
Hybridisierung bei 4,6 kb bzw. 9,4 kb (Daten nicht dargestellt).

Dieses Ergebnis zeigl, dalk dapD und orfS in der Tat wahrscheinlich benachbart
lokalisiert sind. Da das 4,6 kb Hindlll-Fragment bereits erfolglos zu klonieren ver-
sucht wurde (s.0.), bestatigte sich die Vermutung, daf® Uberprodukiion eines
potentiellen orf5-Genproduktes fir die "Unklonierbarkeit” des intakien dapD ver-
antwortlich ist. Aus diesem Grund kann eine dapD-Kionierung offenbar nur unter
Vermeidung der Uberproduktion sines intakten orf5-Genproduktes erfolgen, so
dal eine orf5-Integrationsmutiante konstruiert wurde, die erstens kein aktives orfb-
Polypeptid bilden kann und zweitens fir die sichere Klonierung des stromabwarts
von orf5 gelegenen DNA-Bereiches genutzt werden kann.

Zu diesem Zweck wurde das Integrationsplasmid pEM1 linearisiert und mit dem
gleichen internen orf5-Fragment, das auch fir die Southern blot - Analyse einge-
setzi wurde, blunt end ligiert. Nach Transformation von £. cof S17-1 mit diesem
rekombinanien Plasmid pEMoriSiniq, erfolgte die Konjugation zwischen diesem £.
coli-Stammm und C. glutamicum ATCC13032. Kanamycinresistente Transkonju-
ganten wurden nach Isolierung der chromosomalen DNA auf korrekte Integration
des Plasmids pEM1 in orf5 mittels Southemn blot Uberprift (vgl. Abb. 8). Abbildung
8 zeigt eine Skizze zur Konstruktion von C. glufamicum ATCC13032 orfs:
pEMOrSjntq durch homologe Komplemeniation. Die gezielte Konstruktion des
Plasmids pEMorfSj4 erlaubte es, dall nach erfolgreicher Integration in das
Genom distal ein Hindli-Schnitt aus dem Integrationsplasmid zur Verfagung

stand, der fUr die Rekicnierung des pEM1i-Vekiors mit dem angrenzenden

Cchromosaomalen DNP\‘!‘?’QH ient genut izt wurde. D!aqmidnrénarationer\ bestétiqten

- die Erwartung daflt pEM1 ein etwa 4,1 kb grofles Insert tragt (pEMori5c4,1). Die

_En’tegnt&t der chromosomalen Insertion wurde durch Soa_thern ‘blot bestatigt (s.
Abb. 9). -

Aus dem durch plasmid rescue klonierten rekombinanten Plasmid auf Basis des

" pEM1-Vekiors, wurde mit EcoRi und Hindill-gin definiertes. Fragment des inseris
hergestellt, isoliert und in jeweiis beic:en Orientlerungen in die Vektoren pUC18 .

| _ :und pJC1 inseriert. Tatsachlich flhrte, wie aufgrund der Ergebnisse der chromo-
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BamH | Berxi Setxi BamH |
(T ; | dapkE
BamHl 3,4
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or?‘s\n orfld dapkE ori2mn
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Abb. 8 Schema zur Konstruktion von C. glutamicum ATCC13032
orfs::pEMort5int4. Oben ist die chromosomale Organisation sowie die
-Lage ces internen Bamii-BstXl -Fragmentes aus orf5 dargestellt. im
unteren Kasten ist die Integration des Plasmids pEMorf5ini4 durch-
. ... homologe Rekombination aufgefthrt. Die fur die Kion:erung w:chtzgen
o -'_Hmdiil Schn:ttstelien s:nd elngezelchnet ' _ _
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scmalen Kartierung erwartet, das in pUC19 inserierte 3,85 kb groRe
Hinglil/EcoRI-Fragment zur Komplementation von E. coff RDD32 dapD. Nach
Erstellung einer Restriktionskarte mit Hilfe der Plasmide pUC19 dapD Hindill/
EcoR! 3,85 und pJC dapD HindiifEcoRl 3,85 wurde der Bereich, der dapD-
Komplementation vermittelt, weiter subklcniert. Auch ein 1,55 kb Sacl/Scal-
Fragment kann dapD komplementieren (Abb. 10). Die Tatsache, dal? mit dem
3,95 kb grolen Hindlli-EcoRi-Fragment in pJC1 keine Komplementation erreicht
wurde, legt den Schiufy nahe, dall der coryneeigene Promotor nicht oder nur
schlecht von der RNA-Polymerase in £. cofi erkannt wurde, so daf} Expression
nur mit Hilfe eines externen Promotors erfolgen kann.

Py
(%

(AL %&91
LS I R R B 4]

2.3 e

Abb. ¢ Southern blot zum Nachweis der Integritdt des isolierten Hindlii-
Fragmentes aus C. glutamicum. Als Sonde diente ein Digoxigenin»
markieries internes 0,75 kb Scal-Safi-Fragment. Spuren 1 und 2

“enthalten Hindill und EcoRi geschnitiene DINA des durch plasmid rescue
isolierten pEMoriSc4,1 (1) bzw. chiomosomale Wildtyp-DNA von C.

. glutamicum ATCC13032 (2). Spur 3 enthélt ebenfalls Wildtyp-DNA, die

- wie die chromosomale DNA der Integrationsmutante C. gluiamicum

13032 orth::pEMorfojn; (Spur 4), aus der pEMorfdoc4, 1 isoliert wurde, mit
Hindlll gespalten wurde. Deutlich ist die gleiche GréRe der DNA-

~.Fragmente mit spezifischen Hybridisierungssignalen in Spur 1 und 2 zu

. ‘erkennen sowie das um 3,55 kb grélere Fragment. (!ntegrattonsvek‘ior
pEMorf5int1) bei Spur 4 im Vergleich-mit. Spur 3.
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3.2.4 Sequenzanalyse

Zunachst sollten auch ausschlieBlich Deletionskionen fur die Sequenzierung von
dapD eingesetzt werden. ks zeigte sich jedoch, dall von dem 1,55 kb grofien
dapD-kompiementierenden Saci-Scai Fragment keine Deletionen statistischer
GréRenverteilung mittels Exconuklease Il erhalten werden konnten. Aus diesem
Grund wurden auch Subkione mit Hilfe von bekannten Restriktionsschnittstellen
erstellf und fir die Sequenzierung nach Sanger ef af. (1977) eingesetzt. Die
Seguenz wurde mittels Fluoreszenz-markierter Primer und automatischer Laser-
fluoreszenzdetektion (A.L.F.) ermittelt. Dennoch gelang es nicht, eine itickenlose
Sequenz zu ersteilen. Erst durch den Einsatz von Oligonukieotiden, die als
interne Primer verwendet wurden, konnte die Sequenz mit Hilfe von Fluoreszin-
markiertem dATP komplettiert werden. Abbildung 10 zeigt die Sequenzierungs-
straiegie. Die Nuklectidsequenz eines 1164 bp grollen DNA-Fragmentes, das die
vollstandige information zur Bildung von DapD tragt, ist in Abbildung 11 darge-
stellt.

500 1000 1500

Abb. 10 Restriktionskarte der chromosomalen Organisation von dapD auf dem
" Chromosom von C. glutamicum sowie dapD-Sequenzierungsstrategie.
Einfache Pfeile stellen Fragmente aus Exonukiease {il - Verdau dar,
definierte Fragmente sind durch einen Querstrich am Beginn des Pfeiles
gekennzeichnet. Die mit rémischen Ziffern gekennzeichneten Pfeile
entsprechen der Lage der eingesetzien Primer. Die schmale Box zeigt

... gden Bereich an, dessen Nuklectidsequenz durch Se\.,ue'izie;mg VO
© o pUC1QorfSet 4 bekannt, fst (s Abb 24) B BamHl N= Ns:! P Pstl,

S=8al, X=Xbal
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75

. - - Xbal - - -
AGARATCGGGTCCACCGACCAGTCCGCGCTCACACCTCTAGAAGGCGTCGATGAAGATC GARACGTCACCCGCAR
rdapD—> . .150

AAICGTuACGAQAACTATCGACACCGACGCAGCCCCCACCGACACCTACGATGC&TGCTGCGCCLTCACCTCCTC
M L R L H L 1L
- . - . . - . 225
TCCCACCGCGTTTTCCGCCCTCACACCATCARCCTAGACGGCATTTTCGGCCTCCTCARCAATETCGTGTGGARLCC
S H R vV F R P HT I NL D G I F G L L N NV V WT

300

AACTTCGGACCGTGCGCAGTTGACGGTTTCGCACTCACCCGCGCGCGCCTGTCAEGCCGAGGCCAAGTTACGGTT
N F ¢ P C AV D GGF A L T RUAIRTUL S RUR G g V TV
375

Sall N Sall - : - -
TATAGCGTCGACAAGTTCCCACGCATGGTCGACTATGTGGT TCCCTCGGGCETGCGCATCGGTGACGCCGALCEC
Yy § v D K F P R M VvV D ¥ V V P 5 G V R I G D A D R
. 450

GTCCGACTTGGCGCGTACCTGGCAGATGGCACCACCGTGATGCATGAGGECTTCGTGAACTTCAACGCTGGCACG

vV R L &6 A Y L A D GG T TV M HE G F V N F N A G T
525

CTCGGCGCTTCCATGGTTGAGGGCLGCAT "TCCGCTGGCETCACCGTTGATGACCECACCCGATGTCEETGELGEC

L G A § MV E &G R I &§ A GV TV b D GG T DV G G G
600

GCAECTATMAEGGGCACCCTGTCCGGCGGCGGCCAGCACGTCATCTCGCTGGGCAAGCGCTGCCTGCTCGGCGCC

A § I ¥ 6 T L 5 ¢ & ¢ ¢ H Vv I 5 L 6 K R C L L G A
675

AATTCCGGCTGLGECATCCCGLTGGECGACGACTGCATCATCGAGGCCGEGCCTCTACATCACTGCAGGCACCAAR

N s ¢ € ¢ I P L &b D C I I EA G L Y I T A G T K
750

GTGCTTTTYCGACGGCTCCCTCCACARAGCCTCCACCCTCGCGGGCTCARACGGCCTCATTTTTAGGCGTGACTCC

v L F D ¢ 5 L H KA S T UL A G S NG L I F R R D S8
825

GTCAGCGGACRAGTIGTCGLAGTGCCCAATACCARAGTTGTCGAACTCAACACAGCTTTGCACTCCAACTAGTCT
v 85 ¢ ¢ VvV v AV P N T X VvV ¥V E L N T A L H 5 N -
900

- - BamHI - BamHI N : -
TCTTTETTGAGGGCGCGGACGLGGATCCGCTCARACCTAGCCTGGATCCGATCCCTCAACACCTGACCCCAAATC
975

CCCCGLGGCATCGCTTTCACCAACGGACCCGTCGGCCTGGTCACCGCCGGCACATCCATCGGCCCAATCCATCTA
.1050

ATCTCCGCCAAICCATTAGCAECAGCAGTAAAGCGACCATCGGTTTTCATATTGTGATGCCGCTGGCRCAACAAC
1125

TGCAGGTTCCACGCCGCTGTCGGGCCGCCCTCCGCCCACGGGATAALGTGATCGACCTGGCATTTACTCGCCGGG
2cz] 1164
ACGCAACACCCTGGGAACCGGCAATGCCCAJCCC AGCT

Abb. 11 Nukiectidsequenz des in Abb. 10 dargesteliten dapD-tragenden

' Bereiches des 1,55 kb grof3en Saci-Scal Fragmentes aus C. glutamicum
ATCC 13032. Die Transkriptionsrichtung von dapD ict dt.rch emew Pfeil
gekennzexchnet -

-Bemerkenswert ist der ungewshnlich hohe GC-Anteil der Nukleotidsequenz. Mit
. -__6‘1% liegt er deutlich hoher als der Durchschnitt. Dies gilt sowoh! beim Vergleich
| mit benachbarten DNA-Bereichen (54% beim dapE 3, 4 kb BamHI-Fragment) als
auch beim Verglelch mit dem Gesamt-GC-Gehalt von C. glul‘amfcum (57%;
artin, 1989) .Der hohe GC—GehaIt lst wahrscheinlich auch der Grund fur die
Probleme bei der Generierung der Deletionskione sowie fir die Sequenznerung,
_._'da beKannt ;st daf& GC—reiche Reg:onen bevorzugt Sekundarstrukturen aus*_ -
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bilden, die zu einem verénderten elekirophoretischen Laufverhalten flthren (Tabor
& Richardson, 1985).

Durch die Sequenzanalyse konnie ein 682 bp grofles lLeseraster identifiziert
werden, das fUr die Komplementation dapD-Mutante verantwortlich ist. Erstaun-
licherweise verlief der Vergleich der abgeleiteten AS-Sequenz mit bekannien
Proteinen (BLASTP, Husar 2.1) negativ. Auch der direkie Vergleich mit DapD aus
E. coli (Programm GAP) ergab nur 21% lIdentitdt auf Amincsaureebene. Die
Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitat (s. 3.4.2) zeigie jedoch, dal} das
kionierte C. glutamicum-Fragment tats&chlich fUr die Tetrahydrodipicolinat-
synthase (DapD) codiert. Das potentielie Genproduki ist allerdings mit 230 AS um
45 AS kirzer als die beiden anderen bekannten DapD-Polypebptide aus £. coli
(Richaud ef al.,, 1984) und Actinobacillus pleuropneumoniae (embl, X63201). Im
Gegensatz zu der sehr geringen Ahnlichkeit von DapD aus C. glufamicum zu
DapD anderer Organismen, ergab der Vergleich zwischen den abgeieiteten
Aminosaureseguenzen des authentischen dapD und orf3 einen hohen Grad an
Ubereinstimmung (ClustAlv; Husar 3.0). DapD ist der carboxyterminalen Sequenz
eines moglichen orf3-Polypeptids sehr &hnlich (43% identische AS; s. Abb. 34).
Dartberhinaus ist die DapD-Sequenz vollig identisch mit dem Carboxyterminus
des unter 3.3.2 beschriebenen artifiziellen "DapD"-Polypeptides (vgl. Abb. 5), so
dall wahrscheinlich homologe Rekombination zwischen orf3 und dapD zu dem
artifiziellen "dapD" und gleichzeitig zur Deletion von orf5 fihrte.

3.3 Konstruktion von Mutanien mit Defekt im Succinyl-
diaminopimelatweg

Um Untersuchungen zur Funktion des Succinvidiaminobimelatweges (SuccDAP-
Weg) in C. glutamicum aurcnitnren zu kdénnen, soliten mit Hiife der isolierten
Gene dapD und dapE Muianien konstruiert werden, die einen spezifischen Block
. ;'zu-Beginn (dapD) oder gegen Ende (dapE) des SuccDAP-Weges aufweisen. Zur
gezieiten Inaktivierung von Genen im Chromgsom von C. glutamicum besteht die
'.Még!ichkeit integrationsvekioren zu nutzen, die mit Hilfe eines ZUVOr inserierten
~internen Genfragmentes durch homologe Rekombination zu "gene disruption’ und
- gamit inakiivierung des Ge_ns flhren (Schwarzer & Pahier, 1991). D_iese-feta:biier‘te

Methode ‘hat bereits bei.'unters_chiedlichen Fragestellungen zum Erfolg ;gefuhrt
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(Schrumpf ef al.,, 1991; Bérmann-El Kholy ef af, 1993; Peters-Wendisch et al,
1993), hat aber den Nachteil, daR} sie fur eine gezielte Konstruktion von
spezifischen Mehrfachmutanten weniger gesignet ist, da gleichzaitig auf unter-
schiedliche Marker selekiioniert werden muilte. Alternativ zu diesen Integrations-
vektoren steht mit pKi18mobsacB neuerdings ein Vekior zur Verfligung, der die
Einfihrung spezifischer Deletionen in die Zielgene ermdglicht, ohne dai Vekior-

sequenzen zurlckbleiben {Schéfer ef al., 1994).

3.3.1 Konstrukiion der orf3-Deletionsmutante

Die Moglichkeit der Erzeugung einer spezifischen Doppelmutante war spezigll im
Fall von dapD und orf3 von grolem interesse, da deren Genprodukie einen auf-
fallend hohen Antell identischer Aminosauren aufweisen. Um auszuschiiessen,
gaid orf3, trotz fehlendem dapD-Komplementationsvermdgen, nicht doch fr eine
Succinylase codiert, wenn dapD kein intakies Genprodukt liefert, sollte eine dapD
oder orf3-Deletionsmutante konstruiert werden. Dieser Stamm kénnte an-
schlielBend die Basis fur eine gezielte Plasmidintegration in das entsprechend
andere Gen darstellen, um so zu einer dapD-orf3-Doppelmutanie weiterentwickelt

zu werden.

Auf der Basis von pK18mobsacB wurden zwel Integrationsplasmide konstruiert,
die Deletionen in dapD und orf3 aufweisen. Abbildung 12 zeigt beispielhaft die
Vorgehensweise fir die Konstruktion von pK18mobsacB Aorf3. Dabel wurde ein
DNA-Fragment in pK18mobsacB inseriert, dessen interne Gendeletion (479 bp
Kpnl-Fragment) von zwei annahernd gleich groften DNA-Bereichen flankiert wird.
Entsprechend wurde auch pK1i8mobsacB AdapD konstruiert, das ein 1,05 kb
~Fragment mit einer internen dapD-Deietion von 457 bp (Eco47Nsil-Fragment)
fréagt. Beide Plasmide wurden konjugativ in den C. Qlufamicum-Wiidtyp trans-
- ferriert, pK18mobsacB AdapD darlberhinaus auch in den Lysinproduzenten C.

: glutamicum MH20-22B. Abbildung 13 skizziert die Konstruktion der Deletions-
. _'_mutante-. C. giufamfcum13032 Aorf3 basierend auf einer doppelten Rekombina-

:: tion. Das erste Rekombinationsereignis erfolgt nach Transfer des Integrations-
~plasmides und flhrt zur Insertion in einen der beiden die ‘Deletion umgebenden

- homologen DNA-Bereiche. Kultivierung dieser kanamycinresistenten Integrations-
- " mutante auf '.Vc_allmed_ium ohne ‘Antibiotikum fiihrt zum Verlust des Integrations-
' _\,ge_ktqnjs._durc;h-eine_zwe_ite Rekombination, die, wenn dieses. Ereignis auf dem |




50 - ERGEBNISSE

BamH!
EcoRl Kprl Kpnl EcoRl
i1 L 1 i

» . pucC19
oricn  orf3 dapkE

% Kpnl
Religation
BamHI
, Ecofl Kpinl _EcoRi
pUC1s
3 s T
orisn Aorf3  dapE
i x EcoRl
¢ Ligation mit pKi8mobsacB
EcoRF ag0 Kpni 1120 EcoRI

-E§—-——--- - ..__..____._,__,,,__,,_:.“,
orisSn Aor?3 ciapE

"Egg.ﬁ'l

/ orsV pK1i8
mobsacB }

5660 bp

Abb. 12 Konstruktion des Plasmids pK18mobsacB Aorf3 fur die chromosomale
Deletion von orf3. Ein internes 479 bp Kpnl-Fragment wurde aus orf3
-entfernt, und ein 2,0 kb grofles EcoRi-Fragment, das sowohi dieses die
Deletion tragen de orf3 (ExuﬁS) als auch die intakien benac :uaﬁ::l; .
~ Bereiche von orfb und dapt beznhai et wurde mit dem Vektor o
' -pK‘iSmobsacB hgzert -

jenseits der Deletion liegenden homologen DNA-Bereich erfolgt, zur Etablierung
| _der zuvor plasmidcodierten Deletion im Chromosom fih. "Das-'Po_sitiv—Screening
“auf dieses 2. Rekombinationsereignis wird durch "cien sacB-Marker ermdglicht.
sacB codiert fir das Enzym Levansucrase und fihrt zur Synthese von Levan aus

- Saccharose. Da Levan einen toxischen Effekt hat, fahrt dies dazu, dal® nur die C. _
-'.:giuz‘amicum-Zellen die.den Integrationsvektor und damri das sacB-Gen verloren -

| “haben, auf _S_ac;haros_e—__iv_lje_di_e_n.no_rm__al_es Wachstum zeigen (Jager ef al., 1992).
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~ Abb. 13 Skizze zur Konstruktion der Deletionsmutante C. glutamicum 13032 A
.orf3. Dargestellt ist die integration des Plasmides pK18mobsacBAorf3 in
das Genom von C. glutamicum ATCC 13032 durch homologe Rekom-
bination. Durch ein zweites Rekombinationsereignis kommt es zum
Verlust des Integrationsplasmides, wobei es entweder zur Rekonstitution
“des Wildtyps (1.) oder zum Genaustausch mit dem deletierten orf3-

Fragment kommt (2.)
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In allen Failen konnte bei den kanamycinresistenten Transkonjuganten die
Integration der Plasmide in das bakterielle Genom nachgewiesen werden. Die
anschilieRende Selektion auf das zweite Rekombinationsereignis erbrachite auch
jeweils den erwarteten Sucl KmS - Phanotyp, aber Southern blot Analysen
zeigten, dall nur im Stamm C. glutamicum 13032:.pK18mobsacBAori3 ein Gen-
austausch stattgefunden hatte, d.h. 3 von 9 getesteten Klonen enthielten ein um
479 bp verkinztes orf3, darunter C. glutamicum W3-36 (Klon 36 in Abb. 14). in
allen anderen Féllen kam es zur Rekonstitution des Genotyps von ATCC 13032.

wi 1 21 36 66 84 85 90 84 98

3
A
o,
(fJ

outhern blot - Analyse der Nsil-geschnittenen genomischen DNA von C.
glutamicum ATCC 13032 (wt) sowie von 9 Sucl, KmS Klonen, die aus
dem Stamm C. glutamicum13032::pK18mobsacBAorf3 hervorgegangen
sind (1-88). Als Sonde diente ein 809 bp Scal-Fragment aus orf5. Die mit
-31, 36 und 85 bezeichneten Spuren zeigen ein kielneres der orf3-

- Deletion eniSprechendes F ragment :
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Die Tatsache, daR in allen 14 getesteten Sucl, Km® Klonen kein Genaustausch
von daplD nach AdapD nachgewiesen werden konnte (Southern blot nicht dar-
gestellt), deutet daraufhin, dal es einen Selekiionsdruck auf Erhalt des dapD-
Gens gibl, so dal die zweite Rekombination jewells zur Rekonstitution des
Wildtyp-dapD flhrie. Damit besteht erstmalig ein Hinweis darauf, dal dem in-
takten Succinyldiaminopimelatweg neben dem Dehydrogenaseweg eine wichtige,
wenn auch bislang unbekannte, Funktion zukommi. Da eine entsprechende
Deletion von orf3 jedoch erfoligreich war, mull man den indirekten Schiufy ziehen,
dald ein potentielies orf3-Genprodukt, im Gegensatz zu DapD, wahrscheinlich
keinen entscheidenden Einflul auf den Kohlenstoffflul zum DAP hat.

3.3.2 Konstruidion von dapl- und dapE-integrationsmutanten

Zur einfachen Geninaktivierung von dapD, dapE und orf3 wurde der Vekior pEM1
(Schrumpf et al, 1891) eingesetzt. Dieser Vekior zeichnet sich, wie auch
pK18mobsacB, durch ein Kanamycin-Resistenzgen, einen Replikationsursprung
fur E. cofi und eine mob-site aus und ist damit fr den konjugativen Transfer von
E. coli nach C. glutamicum geeignet.

Zur Konstruktion des dapD-integrationsplasmides wurde ein 330 bp Psii/Sall
internes dapD-Fragment in den Vektor pEM1 ligiert und £. coff 817-1 mit diesem
Ansatz transformiert. Nach Konjugation zwischen E. coli $17-1 pEMdapDin; und
C. glutamicum 13032 kennte ein kanamycinresistenter C. giutamicum-Klon, C.
glutamicum 13032 dapD:pEMdapDint, isoliert werden. Zur Kenstrukiion der

Mutante C. glutamicum 13032 dapE::pEMdapEin; wurde analog das interne dapt-

Fragment 298 bp Hindll eingesetzi Aulerdem wurde der dapD-integrationsvekior
auch fur die Konstruktion einer entsprechenden dapD-integrationsmutante des
‘Lysinproduktionsstammes MH20-22B und der orf3-Deletionsmutante W3-36

eingesetzt: C.glutamicum MH20-22B dapD::pEMdapDint und C.glutamicum W3-

_'_étien Féllen nach Isolierung der chromosomalen DNA durch Scuthern blot
nachgewiesen.

. Die erfolgreiche integration in das dapD-Cen, Stamm C. glutamicum 13032
- dapD:pEMdapDiny, war insofern Gberraschend, weil der Versuch der Deletion von
. dapD im Genom nicht erfolgreich 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 physiclogischen Aus-
wirkungen fuhr, ist eine Rickrekombination zum Ausgangsgenotyp stark be-
vorzugt. Auf der anderen Seite gab die parallele Durchfihrung von Deletions- und
Integrationsexperimenten im Fall von dapD einen wertvollen Hinweis auf die Rolle
dieses Gens fir C. glutarnicum. Offenbar ist dapD zwar nicht essentiell, aber for
ein optimales Wachstum der Zellen von Bedeutung. Voraussetzung flir diesen
Ruckschluf} ist jedoch der Nachweis, dalk die Stadmme mit dapD-integration keine
Succinylase-Aktivitat mehr besitzen.

3.4 Bestimmung der Enzymaktivititen

Die Bestimmung der spezifischen Enzymakiivitdten diente sowch! dem funktionel-
len Nachweis der klonierten Gene als auch der Uberpriifung der Geninaktivierung
der durch Integration und Deletion konstruierten Stémme. Die isolierten Gene
wurden zundchst in den £ colf - C. glutarnicum Pendelvektor pJC1 umkioniert una
anschlieltend mittels Elekiroporation in die C. glufamicum-Stédmme iransferiert.

Bestimmung der N-Suceinvidiaminopimelatdesuccinylase-Aktivitdt
{DapE]}

3.4.4

Tabeile 5 zeigt die 10-fache Uberexpression von dapf in den rekombinanten
Stémmen C. glutamicum 13032 pJC dapE Baml 3,4 A und B (A bzw. B gibt die
unterschiedliche Insertorientierung an) im Vergleich zum Wildtyp mit Vekior ochne
rekombinanten DNA-Anteil. Damit war der funkiionelle - Nachweis fur die
K]onierung von dapkE erbracht. In der Integrationsmutante C. glutamicum 13032
dapE:pEMdapEijyt ist keine Desuccinylase-Aktivitdt nachweisbar, so dafll in
“diesem Stamm der KohlenstoffluR durch die Succinylase-Variante des
".verzj\fveigten Diaminopimelatweges auf der Stufe des N-Succinyl-DAP blockiert ist.
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Tabelle 5:  N-Succinyldiaminopimelatdesuccinylase-Akiivitét in verschiedenen
rekombinanten Stémmen von C. glutamicum ATCC 13032 . Die
Anzucht erfolgie Gber Nacht in Cgill Medium. Die spezifische
Aktivitat ist in umol min™' (mg Protein)™' angegeben.

Stamm Desuccinylase (DapE)

C. glutamicum 13032

pJC1 0,021
pJC dapE BamHI 3.4A 0,221
pJC dapE BamHl 3.4B 0,223
dapE::pEMdapEin: < 0,001

3.4.2 Bestimmung der Tetrahydrodipicolinatsuccinyiase-Aktivitdt {DapD)
und strukturelie Analyse sines ddi-Genproduktes mit Hyperaktivitat

For die Bestimmung der spezifischen Succinylase-Aktivitdten mull das Substrat
der Reaktion, Tetrahydrodipicolinat (THDPA), zun&chst synthetisiert werden. Im
Unterschied zu der chemisch recht aufwendigen Synthese (Couper ef al., 1992),
143t sich THDPA enzymatisch mit Hilfe der Diaminopimelatdehydrogenase in vifro
entgegen der physiologischen Reaktionsrichtung aus Diaminopimelat (DAP) her-
stellen. Dazu mul jedoch die DAP-Dehydrogenase zunéchst angereichert
werden, da die spezifische Aktivitat des Enzyms in C. glutamicum nicht sehr hoch
.Ss;"i {Schrumpf et al., 1992). Durch heterologe Komplementation konnte aber ein

dapD-komplementierendes Fragment iscliert werden (Wehrmann, 1891), das zu
--'Bégénn der Arbeiten sehr intensiv untersucht wurde, sich dann aber als rekon-
stituierte DAP-Dehydrogenase mit exirem hoher spezifischer Aktivitat (500-fach)
: '.herausstellte. Daher war dieses Gen zwar nicht das urspringlich gewlnschte, flr
.- die Succinylase codierende Gen, konnte aber als wichtiges Hilfsmittel fiir 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 Hyperakiivitéit vermitteinden ddh-
Fragmentes

Zur Uberprifung des klonierten, Dehvdrogenase-Hyperaktivitét vermitteinden 1,5
kb grof’en Fragmentes wurden beide DNA-Strdnge ansequenziert (Detektion mit
AL.F -Sequenzer). Es zeigte sich, dal} jeweils alle 350 bestimmten Nukleotide mit
cger verdffentlichen Seguenz des dah-Gens (Ishino et &/, 1987) Ubereinstimmien
(nicht dargestellt), d.h. keine erkennbare DNA-Umorganisation aufgetreten ist.
Interessanterweise konnte allerdings eine in frame - Fusion des vekioreigenen
lacZ-Gens mit dem ddh-Gen festgestellt werden. Die Bildung eines entsprech-
enden amincterminal verlangerien akiiven Genprodukies, dessen Synthese der
Kontrolle des vektoreigenen facZ-Promotors unterliegf, kénnte also die gemes-
sene 500-fache Uberexpression des ddh-Gens erkldren (Wehrmann, 1991).

Da die auf DNA-Ebene beobachiete Fusion 155 bp vor dem Stari des ddh-
Strukiurgens aufiritt, sollte sich ein entprechendes LacZ-Ddh Polypeptid durch ein
deutlich vergréRertes Molekulargewicht auszeichnen. Aus diesem Grund wurden
die in E. cofi gebildeten Proteine mittels SDS-Page untersuchi, Abbildung 15
zeigt, dall in dem Stamm mit plasmidcodiertem Fusionsprotein, £ coff RBD32
pAW111, ein Polypeptid synthetisiert wird, dessen GréRe mit der aus der
Sequenzanalyse vorhergesagten molekularen Masse von 42410 Da Gber-
einstimmt, d.h. 35099 Da Ddh (Ishino ef al., 1988) zuzlglich LacZ-Anteil und
translatierter upstream Region.

Diese Untersuchungen zeigten, dafl die hohe Dehydrogenaseaktivitét durch die

Uberprodukiion eines Ddh-Polypeptides mit verlangertem Aminoterminus ver-
ursacht wurde und nicht auf einem verénderten dah-Gtrukturgen beruht. Die
Expression des ddh-Gens allein, durch die eigenen Transkriptions- und Trans-
lationssignale auf dem Kontrollplasmid pAW113, fuhrte hingegen nicht zu einer

-aufdem Proteingel erkennbar verstérkten Synthese des Ddh-Polypepiids..
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Abb. 15 Uberproduktion eines funktionell aktiven LacZ-Ddh Fusionsproteins in E.
coli. Coomassie-Blau gefarbtes SDS-Page Gel mit Proteinexirakien von
E. coli RDD32 mit pUC18, pAW113 - Kontroliplasmid mit ddh und 71Sbp
upstream-Bereich, pAW111 - dah mit 155bp upstream-Bereich

o
;!I::m
D
a3

S = R T . alrfiysisn
Bestimmung der 3@@@55‘?}?%53%@%&5‘55%3? {BapD}

Tabelle 6 zeigt, dal das Plasmid pJCdapD 1,55A bzw. 1,558 zu einer 7- bis 11-
fachen Uberexpression von dapD in C. glutamicum 13032 bzw. MH20-22B fuhrt.
Dagegen vermitteit das 3,4k BamHl-Fragment, das neben dapE auch orf3 tragt,
keine erhohte Succinylase-Akiivitdt. Auch die orf3-Deietionsmutante, C.
glutamicumn W3-36, besitzt im Vergleich mit dem Wildtyp keine geringere DapD-
Aktivitat, wahrend sowohl in der 'Doppelmutan‘te C. glufamicum W3-36 dapD
:pEMdapDint als auch in der Einfachmutante C. glutamicum dapD in Wildtyp und
_ Lysinproduzent keine Succinylase-Aktivitat gemessen werden konnte.
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Tabelle 6: Tetrahydrodipicolinat Succinylaseaktivitat von verschiedenen
rekombinanten C. glutamicum Stdmmen. Die Anzucht erfolgte in
Cglli-Medium. Die spezifische Aktivitat ist in pmol min~
(mg Protein)-1 angegeben.

Stamm Succinylase (DapD)

C. giutfamicum 13832

pJC1 0.008
pJC dapD 1.55A 0.093
pJC dapbD 1.55B 0.080
pJC orf3/dapk BamHl 3.4A 0.009
pJC orf3/dapE BamHl 3.4B 0.007
dapD::pEMdapDint < 0.001
C. gilutamicum W3-36 (Aorf3) 0.012
dapD::pEMdapDint < 0.001

C.glutamicum MH20-228

pJC1 0.007
pJC dapD 1.558 0.043
dapD..pENdaplint < 0.001

Damit ist funktionell nachgewiesen, daR orf3, trotz der starken strukturellen Ahn-
Jichkeit des potentieilen. Genprodukies zu DapD, auch im homologen System nicht
:f.Ur die Bildung einer Tetrahydrodipicolinatsuccinylase verantwortlich ist. Durch In-
"a;ktiviert.mg von dapD verliert C. 'giuz‘am[cum die Moglichkeit, den Succinyldiamino-
 pimelatweg zu nutzen und ist auf die alleinige Aktivitat der DAP-Dehydrogenase
~angewiesen, um D,L-DAP und somit auch L-Lysin zu synthetisieren. .
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3.4.3 Bestimmung der Diaminopimelat-Dehvdrogenaseaktivitdt (Ddh)

Tabelle 7:  Bestimmung der Diaminopimelatdehydrogenase-Aktivitdt in
rekombinanten Stammen von C. glufamicum bei Wachsium auf
verschiedenen Medien. Die spezifische Akfivitat ist in pmol min-1(mg

Protein)-1 angegeben.

Stamm Medium DAP-Dehydrogenase
(Ddh)
C. giutamicum 13032 BHI + 4% Glucose
pJC1 0.165
pdCdapD 0.160
dapD::pEMdapling 0.189
dapE..pEMdapEin: 0.279
ddh.:pEMddhin1(AS70) < 0.001
C. glutamicum 13032 CgXli
pJC1 ‘ 0.163
pdCdapD ' - 0479
dapD-pEMdapDing o186

C. glutamicum MH20-228  Cgll

pdct oo
pJCdapD S 0211
~ pdCadh 0.951
_'Q’apD::pEﬁédapot e . . .. 0230

ddh:: pEMddhin(AST3) < 0.001
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Die Tatsache, dalR der alleinige Besitz der Dehydrogenése ausreichen kann, um
einen ausreichenden Stoffflu zum m-DAP zu gewéahrieisten, wirft die Frage auf,
ob Uberexpression oder Inaktivierung von Genen des Succinyldiaminopimelat-
weges Auswirkungen auf die Aklivitét der Dehydrogenase hat. Deswegen wurden
verschiedene rekombinante C. glutamicum-Stédmme bezlglich ihrer Dehydro-
genase-Aktivitat getestet. Tabelle 7 zeigt, daR weder die Uberexpression noch die
Inaktivierung von dapl) einen Einflul auf die Dehydrogenase-Aklivitét hat. Dies
gilt sowohl auf Komplex- (BHI + 4% Glukose) als auch auf Minimalmedium
(CgXil}. Das gleiche Bild ergibt sich auch flr die rekombinanten Stamme des
Lysinproduzenten MH20-228. Uberaschenderweise flhrt jedoch die Inaktivierung
von dapE zu einer leichten, aber mehrfach Uberpriften Erhdhung der Dehydro-
genase-Aktivitat (1,7 -fach). Dieses Ergebnis kénnte ein erster Hinweis auf eine
mogiiche genetische Regulation im verzweigien Lysinsyntheseweg von C.
glutamicum sein.

3.5 Physiclogische Untersuchungen zur Funktion des
vccinyidiaminopimelatweges

i

In friheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dall C. glutamicum auch
ohne den Dehydrogenaseweg normales Wachstum zeigt (Schrumpf ef al., 1991).
Ein wichtiges Ergebnis der vorliegenaen Arbeit ist, dafl - auch umgekehrt - gie
Ausschaitung des Succinyidiaminopimeiaiweges fur die Zelle nicht letal ist. Aller-
dings zeigte es sich bei dem Versuch der Konstruktion einer Mutante mit Deletion
in dapD, daid es offensichilich einen Seiektionsdruck auf Erhait dieses Gens und
damit eines funktionsiien Succinyidiaminopimeiatweges gibt {s. 3.3.1). Daher
wurden Experimente durchgefihrt, die die Bedeutung der beiden Aste des ver-
zweigten Weges unter beslimmten Wachstumsbedingungen untersuchen sollien.

3.5.1 Untersuchungen zum Wachstum

- Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Medien auf das Wachstums-
~verhalten der spezifischen Mutanten, wurden die Stémme C. glutamicum 13032

- dapD:pEMdapDipt und C. glutamicum 13032 dapk::pEMdapEin; , die D,L-DAP

: “und L-Lysin nur Gber den Dehydrogenaseweg synthetisieren kénnen, mit C.
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glutamicum 13032 ddh::pEMddhin; (= AS70; Schrumpf et al, 1891) und dem
Wildtyp C. glufamicum ATCCA13032 verglichen. Zur besseren Vergleichbarkeit
wurde der Wildtyp mit dem nichtrekombinanten Vektor pJC1 transformiert, so dai
alle Kulturen auf Grund threr Kanamycinresistenz mit diesem Antibiotikum ge-
zuchtet wurden.

Uberaschenderweise zeigten alle Stdmme sowoni auf Komplexmedium (BHI) als
auch auf Mineralsalzmedium (CgXll) gleiches Wachstum (nicht dargesteilt), s
dafl weder der alleinige Besitz des Succinylase- noch des Dehydrogenaseweges
sich nachteilig auf das Wachstum der Zellen auszuwirken scheint. Dieses Bild
adnderte sich jedoch drastisch, sobald das Komplexmedium durch Glukose-
Zugabe ein vermehries Kohienstoffangebot enthielt. Abbildung 16 veranschau-
lichi, dal die beiden Mutanten mit Defekt im Succinylaseweg (dapD und dapk)
bei ODgog~12-17 das Wachstum einstellen, wahrend sowohl der Wildtyp (wt) als
auch die ddh-Defekimutante {ddh) weitaus héhere Zelldichten erreichen.

50 s W

40

30

ODBOO

20

Zeit [hl

Abb 16 Wachstum des Wildtyps von C. glufam:cum (wt), der DAP-Dehydro-
" genase-Mutante {ddh), der Succinylase-Mutante (dapD) und der
- Desuccinylase-Mutante (dapE) auf BHI +4% Glukose. wt = C.
- “glutamicum ATCC 13032 pJC1, ddh =C. glutamicum ATCC 13032

“ddh::pEMddhint, dapD = C. glutamicum ATCC 13032 dapl:pEMdapDint, i

da.DE C gfutam;cum ATCC 13032 dapE PEMdapE,nt EER



62 ERGEBNISSE

Die Tatsache, dafR der intakte Dehydrogenase-Weg allein offenbar nicht aus-
reicht, um auf Komplexmedium mit hohem Kohlenstofiangebot ein optimales
Wachstum zu gewahrieisten, zeigt erstmals eine physiclogische Relevanz des
verzweigten DAP- und Lysinsyntheseweges in C. glutamicum aui.

Untersuchungen zur Nutzung der beiden Aste des verzweigten Lysinsynthese-
weges in vivo hatten ergeben, dall der Anteil beider Wege von der Verfugbarkeit
freien Ammoniums abhangig ist (Sonntag ef al,, 1993). Dieser Befund deuiete bei
dem in Abbildung 16 dargestellten Experiment auf eine eventuelle Unterver-
sorgung mit Ammonium, dem Cosubstrat der Diaminopimelatdehydrogenase, im
Komplexmedium hin. Tatsdchlich fuhrie, wie Abbildung 17 zeigf, Ammonium-
supplementation zu stark verbessertem Wachstum.

50 - wi
40 - +
dapD +NH4
& — .
g 30 dapE +NH,"
& .
O
20 -
7 4 dapD
O
£ s dapk
Q -~ 1
24

Abb. 17 Wachstum der C. glutamicum Succinylase- (dapD) und Desuccinylase-
Mutante (dapE) auf BHI + 4% Glukose + 50miM (NH4)9S04.Mit unter-
brochenen Linien sind Wildityp (wt} und beide Mutanten ohne (NH4)2S04

- Supplementation dargestelilt. wt = C. glufamicum ATCC. 13032 pdC1,
. dapD = C. glutamicum ATCC 13032 dapD. pEi'\.fidapot, dapf-’ C-
"gfufam!cum ATCC 13032 o’apE pEI’v’idapEmt : e
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Offenbar kenn der Dehydrogenaseweg das Fehlen des Succinylaseweges nur
dann kompensieren, wenn ausreichend freies Ammonium zur Verfgung steht.
Das bedeutet, daB fur die Nutzung des schiechter verfugbaren organischen Stick-
stoffes der Succinylaseweg erforderlich ist und erkian, warum ein Selektionsdruck
auf Erhalt der Gene des Succinyldiaminopimelatweges besteht, wenn auf Medien
mit niedrigen Ammoniumkonzenirationen und hohem Kohienstoifangebot kultiviert

wird.

Wachstum auf Mineraisalzmedium siellie fir die Mutanten, die nur den Dehydrc-
genaseweg zur Verfigung haben, kein Problem dar, da das Medium CgXil 150
roM Ammoniumsulfat enthalt, so dai keine Ammoniumlimitation auftritt. Es stelite
sich jedoch die Frage, ob Wachstum fir Mutanten mit defekiem Succinylaseweg
auf Medien mit rein organischer Stickstoff-Quelle Gberhaupt mdglich ist. Folglich
wurden Experimente auf CgXiiN- (CgXii-Medium ohne Ammoniumsuifat und
Harnstoff) mit Glutamat ais einziger Stickstoffi-Quelle durchgefinrt. Tats&chlich
zeigten alle Mutanten mit Defeki im Succinylaseweg auf diesem modifizierten
Medium zunéchst kein Wachstum. Erst nach 2 Tagen war Wachstum erkennbar
und nach weiteren 2-3 Tagen erreichten auch diese Kuituren vergleichbare
Zelldichten wie der Wildlyp. Abbildung 18 zeigt das Wachstum von dret ver-
schiedenen Mutanten mit defektem Succinylaseweg (W3-36 dapD, 13032 dapD
und 13032 dapkE) und der Mutante ohne Dehydrogenase (13032 ddh) im Ver-
gleich mit der orf3- Delei;onsmutanie WS-SES die snch wie .der Wliciyp verhait

(nicht dargestellt).

Um auszuschliessen, daR es sich bei dem Wachsium nach zweildgiger Latene-
- phase um Reverianien handeii, wurden die Evger;mes e wiederholt. Erneut zeigte
sich das gleiche Wachsiumsverhalten. Die Kultur C. glufamicum 13032 dapD
pEMdapDiy; wurde nach 60 Stunden geerntet und auf vier neue Medien
{CgXitN- +150 mi Kaliumgiutamat) aufgeteilt. Drei dieser identischen Kuituren
wurden mit je 1 mM (NH4)2504. L-Lysin oder DAP supplementiert. Erstaunlicher-

weise reichte 1 mM (NH4)2S04 aus, um ein sofortiges Wachstum zu bewirken (s. -

Abb.19). Im Gegensatz dazu wirkte sich weder L-Lysin noch DAP-Zusatz positiv
auf das Wachstum der dapD—Mutante aus: wnederum setzie Wachstum erst nach -

ianaer Latenz e{n
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Abb.18 Wachstum der C. glufamicurn orf3-Deletionsmutante (W3-38), der beiden
Succinylase-iMiutanten (W3-36 dapD und 13032 gapD}, der
Desuccinylase-Mutante (13032 dapE) und der DAP-Dehydrogenase-
Mutante (13032 ddh) auf CgXliiN- + 150 mM K-Glutamat. W3-36 = C.
glutamicum ATCC 13032 Aori3, W3-36 dap = C. glutamicum ATC

13032 Aorf3 dapD::pEMdapDing, 13032 dapD = C. glutamicum ATCC
13032 dapl:pEMdapDin;, 13032 dapk = C. glutamicum ATCC 13032

- dapipEMdapEint, 13032 ddh = C. glutamicum ATCC 13032 -
ddhpEMAd i, - T SRR SN

Diese Experimente zeigen, dai der Succinyldiaminopimelatweg bel Wachstum
-auf Medien mit rein organischer N-Quelle ér_forder!ich ist. Dennoch kénnen auch
- Mutanten, die nur-den Ddh-Weg besitzen, auf diesem Medium wachsen, wenn
auch erst nach extrem fanger Latenzphase. Offenbar ist zunéchst eine physiolo-
‘gische "Anpassung" erforderiich, bevor Wachstum erfolgt. Die Wachstumsver-
-.'zéger‘ung konnte nicht auf-einen Mangel an L-Lysin zuriickgefithrt Werden, da
| “eine. ."entspr_e_c_hende _'--Supp_le_mg_ntation _kein verbessertes . w_a_chst_um “bewirkt
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Abb. 19 Wachstum der C. glufamicurn Succinylase-Mutante (ATCC 13032
dapD::pEMdapDint) aulf CgXIIN- +150 mM Kaliumglutamat. Der Pfeil gibt
den Zeitpunkt der Teijung der Kultur und Uberimpfung auf die Foige-
medien an. Supplementation wie angegeben.

(s.Abb.18). Auch DAP-Zusaiz zeigte keinen Effekt, was jedoch darauf zuriickzu-
fahren ist, daft C. glutamicum, im Gegensatz zu E cofl (Leive & Davis, 1965;
| Berger & Heppel, 1972), diese Aminosaure wanrscheinlich nicht aus dem Medium
aufnehmen kann (Yen ef a/., 1988). Da kein weiteres essentielles Produkt aus der

fehlend mni _.F\AP die

Y -
Y =
o] il iuco U/, L=/

" Lysinbiosynthese bekannt ist, lag es nahe, dap tatséchiich

Wachstumslimitation darstellte. Auch in diesen Experimenten unterschied sich die

- ‘orf3-Deletionsmutante nicht ‘'vom Wachstumsverhalten des Wildtyps, so daR

. wahrscheinlich orf3 weder flr dapD noch fur ein anderes Gen des Succinyl-
 diaminopimelatweges (d.h. dapC oder dapF) codiert. - |

Nachdem klar war, 'daB-di__e_f’B_edeutung_zdes___'_S__g;_cc__inylasewege_s_ vor-allem in der

“essentiellen m-DAP-Synthese bei geringer Verfigbarkeit von freiem Ammonium
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liegt, stelite sich die Frage, warum C. glufamicum darGberhinaus noch den
Dehydrogenaseweg besitzt, hatie sich doch in fast alien bisherigen Experimenten
gezeigt, dall der Succinylaseweg allein ausreicht, ein optimales Wachstum zu
gewahrieisten. in einer neuen Versuchsreihe wurde das Wachstumn der ddh-
Wutante bei Kultivierung auf anderen C-Quelien untersucht. Abbildung 20 zeigt
das Wachstum von C. glutamicum ddfi:pEMddhint (ddh) im Vergleich mit dem
Wildtyp. In Parallelmessungen wurden beide St&mme auf Glukose gezogen.
Wahrend die Glukose-gezogenen Kuliuren ein nahezu identisches Wachstums-
verhalten zeigten, wuchs die ddh-Mutante auf Acetat langsamer und erreichte
eine geringere maximale Zelldichte als der Wildtyp.

40
wi
B e =
gl —TEES = aan
/]
30 - 7!
!
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"Abb. 20 Wachstum des Wildtyps von C. glufarmicum (wt) und der DAP-Dehydro-

genase-Mutante (dch) auf CgXll imit 2% Acetat {geschiossens Symbole) |

-.oder 2% .Giukose (offene Symbole) als einziger C-Quelle. wt=C. -
g!fffam:cum ATCC 13032 pJC? ddh C g’.zfammum ATCC 13032
“dah: pENddhmﬁ (ddh) o
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Dieser Unterschied deuiet darauf hin, da 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 beeinflufit.
Moglicherweise ist auch hier, dhnlich wie bei der Funktion des Ddh-Weges, die
Bereitstellung des CoSubstrates, in diesem Fall Succinyl-CoA, limitierend fur den
Kohlenstofffiuld zum D, L-DAF.

3.5.2 Lysinprodukiion

Zur Uberprifung der Auswirkung der Inaktivierung des SuccDAP-Weges auf die
Lysinproduktion wurden verschiedene AbkOommlinge des Produktionsstammes
MH20-228 untersucht. Es wurde die Lysinprodukiion der dapD- und ddh-Defeki-
mutanien sowie der rekombinanten St&mme mit plasmidcodieriem dapD- bzw.
ddh-Gen auf Produktionsmedium untersucht und die exiernen Lysinkonzentra-
tionen wahrend der Fermentation mittels HPLC bestimmt. Die Lysinbestimmungen
wurden jeweils bis zum volisténdigen Verbrauch der Glukose im Medium durch-
gefihrt. Beide St&mme mit verstérkier Succinylase- bzw. Dehydrogenase-
Aktivitat, C. glutamicum WMH20-22B pJCdapD und C. glutamicum MH20-22B8
pJCddh, verhielten sich hinsichtlich Wachstum und Lysinproduktion wie der
Ausgangsstamm C. glutamicum MH20-22B pJC1 (nicht dargestelit). Die beiden
Stamme mit Defekt im Succinylase- oder Dehydrogenase-Weg (C. glufamicum
MH20-22B dapD:pEMdapDint bzw. C. glutamicum MH20-22B ddh::pEMddhjnt
=AS73) fuhrien jedoch zu einer stark verringerten Lysinproduktion. Abbildung 21
zeigt, dal einhergehend mit einer reduzierten Wachstumsgeschwindigkeit auch
die Lysinproduktion verringert ist. Wahrend der Wildlyp nach 3 Tagen 192 mM
Lysin ins Medium sezernieri, reicht der alleinige Besitz des Dehydrogenaseweges
" ‘nach 4-tagiger Kultivierung nur fir 110 mM Lysin. Unter Bedingungen, wo nur der
Succinyldiaminopimelatweg zur Verflgung stent, konnten nach 5 Tagen nur 8,4
mii Lysin im Medium nachgewiesen werden. Gieichzeztig erreichte diese Kultur

-exin em hune Zel.u.chteﬁ {OD@OO > 60)
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Abb. 21 Lysinbildung (geschlossene Symbole) des Lysinproduzenten C.
- glutamicum NiH20-22B (Kreise) und der davon abgeleiteten Succinylase-
- (Dreiecke) und DAP-Dehydrogenase-Mutante (Sterne) auf Spezial-
©omedium 228. Die gepunktieten Linien (offene Symboie} geben den
entsprechenden Wachstumsverlauf wieder. - o

Dieses Experiment belegt, dail sowohl ger Dehydrogenaseweg als auch der
Succinylaseweg flr eine maximale L-Lysin-Produktion in dem deregulierten
Stamm C. glutamicurm MH20-22B zur Verflgung stehen missen. Offenbar kommt
és bei Ausfall eines der beiden Aste des verzweigten Weges zu einem verringer-
ten Flul zum L-Lysin, so dafl mehr D,L-DAP zur Zellwandsynihese zur Verfligung
‘steht. Interessanterweise scheint besonders ein intakter Dehydrogenaseweg
unabdingbare Voraussetzung fir die Uberproduktion von L-Lysin zu sein. Dies
stimmt auch mit dem erndhien Ammoniumanteil des Spezialmediums Oberein, das

| bei der L-Lysinproduktion Verwendung findet (Schrumpf ef al.,, 1992) und offenbar

eine optlma!e Ausnutzung des Dehydrogenaseweges wahrend. der Fermentation

o garant;ert
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3.6.3 Meorphelogie

Sowoh! die fehlende Supplementationsméglichkeit der Wachstumsverzdgerung
von Mutanten mit Defekt im Succinyigiaminopimelatweg durch L-Lysin {8.3.5.1)
als auch der verénderte Stoffiluld am Verzweigungspunkt zwischen L-Lysinbildung
und Zeliwandsynthese beim Produktionsstamm MH20-22B (s.3.5.2), deutete auf
eine miglicherweise zentrale Rolle des Diaminopimelatpools in der Zelle hin.
Falis eine cytosolische Diaminopimelat-Verarmung bei Wachstum der dapD- und
dapE-Mutanten auf Medium mit Ammoniumiimitation fir den Wachstumsstopp
verantwortlich war (vgl. Abb.16), so miRte dies Auswirkungen auf die Zellwand-
synthese und letztlich auch auf den Zellhabitus haben.

3.5.3.1 diikroskopische Untersuchungen

Die Kulturen der Stamme, die sich durch abweichendes Wachstumsverhaiten
auszeichneten, wurden hinsichtlich mikroskopisch erkennbarer Veranderungen
untersucht. Es zeigte sich aber, dall die Zellmorphologie aller Mutanten aus
Flassigkultur sich nicht von der des Wildtyps unterschieden. Bei Kultivierung auf
LB-Festmedium, dem zur osmotischen Stabilisierung 10% Saccharose zugeflgt
wurde, zeigten die Mutanten mit Defekt im Succinyldiaminopimelatweg jedoch
eine schieimige Kolonieform. Mikroskopisch betrachtet wies, im Vergleich mit dem
Wilatyp, die dapD-Muiante langgestreckie Zeliformen auf, die teilweise an den
Enden keulig aufgeschwollen waren und so ein spindelférmiges Erscheinungsbild
hatten. Auch die dapE-Mutante zeigte einen vom Wildtyp abweichenden Phéno-
typ: die Zelien waren kleiner und abgekugelt (s. Abb. 22). Da die Zellwand als
morphogenetische Ursache fir die Zeliform angesehen wird {Schwarz & Leutgeb,
1871), kann eine Beeiniluung des Zellwandauibaus durchaus die beschriebenen
Phénotypen erklaren. Parallele Kulturen auf LB-Medium chne Saccharose zeigten
jedoch keine derart auffalligen Verénderungen. Alle Mutanten entsprachen in
etwa dem typischen corynebakteriellen Habitus des Wildtyps. interessanterweise
zeigte die ddh-Mutante medi_enunabhéng_ig_:%r_n_me;r-den gleichen visuellen Phéno-
typ wie der Wildtyp. R | o |
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Abb. 22 Rasterelekironenmikroskopische Aufnahme des C. glutamicum Wildtyps
(C. giutamicum ATCC 13032 pJC1; oben), der Succinylase-viutante (C.
glutamicum ATCC 13032 dapD::pEMdapling; Mitte) und der De-
succinylase-Mutante (C. glutamicum 13032 dapE::pEMdapEint; unten).
Alle Stamme wurden auf LB-Festmedium + 10% Saccharose gezogen.
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3.5.3.2 Untersuchungen zur Zellwandstabilitit

Um den Zusammenhang der veranderten Zellmorphologie mit dem Aufbau der
Zellwand aufzuzeigen, wurden AufschlulRexperimente durchgefthit Da die
Zellwand einem fortwahrenden physikalischen Druck durch den Turgor aus-
gesetzt ist, besitzt ein intakies Peptidoglykangerist eine herausragende Rolle fur
die Stabilitat der Bakierien (Koch, 1988). Ist der Zellwandaufbau, wie bei den
Mutanten mit Defekt im SuccDAP-Weg vermutet, gestort, so soilte sich dies durch
eine erhéhte Labilitét der Zellen gegentliber physikalischen Kraften auflern.

Verschiedene C. glufarmicum-Stédmme wurden in BHI + 4% Glukose angezogen,
nach 13 Stunden geerntet, mit 0,1M KPP pH7 gewaschen und in dem gleichen
Puffer resuspendiert, so daf} eine ODgpp~200 erreicht wurde. Nach Bestimmung
dger genauen Zelldichte wurden die Zellen jeweils O, 1, 2 und 5 Minuten einer
iUltraschallbehandlung unterzogen. Die Proteinkonzentration im Uberstand wurde
anschiielend mit Biuret-Reagenz (Gornall, 1949) quantifiziert. Abbildung 23 zeigt
die ermittelte Proteinkonzentration bezogen auf mg Trockengewicht als Funktion
der Beschalidauer. Deutlich kann man erkennen, dall zalle C. glutamicum-
Stamme, die keinen funktionsfahigen Succinyldiaminopimelatweg besitzen,
wesentlich mehr Protein im Rohextrakt aufweisen (5- bis 6-fache Menge nach
einer Minute Beschalldauer). Bemerkenswert ist, daR die Mutante mit inaktiver
Dehydrogenase diesen Effekt nicht zeigt, sondern sich wie der Wildiyp verhait.

Dieses Ergebnis untersiiitzt die mikroskopischen Beobachtungen. Offenbar flihri
der Verlust des intakien Succinyldiaminopimelatweges zu einem Defekt im Zell-
‘wandaufbau, der sich in einer ailgemein geringeren Stabiiitét &ulert. Auf osmo-
'_i‘isch étabiiisiertem Medium flhrt dies zu verénderten Zeliformen, da der Wand-

“druck dem Turgor mit. hohem bsmoti_schem__Potential nur-bedin_gt _standhalten

Kkann. .
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Abb. 23 Proteinmenge im Rohexirakt verschiedener C. glutamicum-Stamme nach
- zeitabhangigem Ultraschallaufschiuly

3.8 identifizierung von arof

Bei der Sequenzanalyse des-orf3 und dapE tragenden 3,4 kb BamHl-Fragmentes
_wurde der. Beginn eines dﬁenen Leserasiers, Orf5n, entdecki, dessen potentielles
Genprodukt eine grofte Ahnlichkeit zum aminoterminalen Bereich der Primér-
strukiur von Aminoséuretransporniproteinen aufweist (s. 3.1.2). Der stromabwaérts
gelegene Bereich dieses offenen Leserasters, orfSc, konnte auf einem 3,85 kb
-Hindlli-EcoRI-Fragment isoliert werden (s. 3.2.3), das auch flr die Succinylase
-codiert. Damit liegt orf5 in einem Gencluster, das auch dapD und dapE, zwei
Gene zur Lysinsynthese, enthélt. Diese Lage 18Rt eine mégliche Beteiligung von
orf5 am Transport von Lysin vermuten. Auch in anderen Fallen ist eine Ciusterung
-~ von Aminosauretransportgenen mit Genen fur Enzyme des Aminoséuremetabolis-
" mus beschrieben (cadBA, Watson ef al., 1992, Meng & Bennett, 1992; arcDABC,
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Lithi et af., 1990, Verhoogt ef af., 1992; gabDTP, Metzer & Halpern, 1990, Niege-
mann ef al., 1893, tnaAB, Edwards & Yudkin, 1282), doch sind dies ausschliefilich
Gene fUr Aufnahmesysteme und katabole Enzyme fUr die entsprechenden Amino-
sduren. Da es sich im vorliegenden Fall jedech um Gene fir Enzyme anaboler
Funkiion handeit, wlrde eine damit gekoppelie Expression eines Gens fur das
entsprechende Aufnahmesystem fur die Zelle nicht von Vorteil sein. Interessanter-
weise kann C. glufamicum, im Gegensaiz zu anderen Bakterien, Lysin nicht
Katabol verwerten. Bei LysinUberschufd tritt deshalb ein Lysintransportsystem in
Kraft, das zum Export dieser Aminoséure ins Medium fihrt (Erdmann ef al., 1983).
Dieser spezifiscne Lysinexporter ist biochemisch vom Lysinimport klar zu unter-
scheiden {Broer ef al,, 1891a,b), das enisprechende Gen konnte aber bislang
noch nicht kioniert werden (Kronemeyer, 1994). Aufgrund dieser Uberlegungen
solite orf5 naher analysiert werden, um eine moégliche Beteiligung am Lysinexport

zu untersuchen.

3.6.1 Subkionierung

Das 3.95 kb dapD Hindlii-EcoRI-Fragment wurde mit Safl und EcoR!l geschnitten
und ein resultierendes 1,4 kb groRes Fragment wurde in die Vekioren pUC18,
pUC19 und pdC1 ligiert. in beiden high-copy-number Vekioren pUC18 und pUC19
wurde jeweils nur eine Orientierung des Inserts beobachtet, wahrend in dem mit
moderater Kopienzahl replizierenden Vektor pJC1 beide Insertorientierungen
nachgewiesen werden konnten. Restriktionsanalysen ergaben Uberlappungen
sowoh! mit dem 3,4 kb dapk BamHi-Fragment als auch mit dem 1,55 kb dapD-
Fragment. Die in pUC18/19 erhaltenen Insertorientierungen entsprachen dabei
jeweils “einer Transkriptionsrichtung von orfSc, die enigegengesetzt zu dem
“:vektoreigenen Transkript des /acZ-Promotors verlduit. Damit zeigte sich, daly
“selbst die Subkionierung von orf5-Genfragmenten auf high-copy-number Vektoren
“in £ coli toxisch ist und unierstreicht die Hypothese, daR dapD aufgrund der
_"-enger‘ 'Nachbarschaft zu 'u..5 veder durch hetercloge Komplementation
“(Wehrmann et al., 1994) noch-durch Hybndns:erungsexperlmente mlt h;gh—copy-
'.number Genbanken (s 32 3) lntak’z isoliert werden kann ' R




74 ERGEBNISSE

3.6.2 Seqguenzanalyse

Zur Sequenzierung von orfdSc wurden die beiden Plasmide pUC18orfoct,4 und
pUC190rf5ct, 4 eingesetzt. Die Sequenzierung der orfSc-Insertion wurde mit der
Dideoxy-Methode nach Sanger ef al. (1977) durchgefuhrt. Dabei wurden Ober-
lappende Deletionsklone, die durch Exonuclease Il - Verdau erhalten wurden,
verwendet. Es wurde die DNA-Sequenz beider Sirénge mitiels Fluoreszenz-
markierter Primern und automatischer Laserfluoreszenzdetektion (A.L.F.)

ermittelt.

Die Auswertung der Sequenzinformation ergab ein groRes unvolistandiges Lese-
raster, orfo¢, sowie den Beginn von dapD (s. Abb. 24). Nach Verschmelzung der
Seguenzen von orf5n und orf5¢ konnte ein offenes Leseraster ermiitelt werden,
das fur ein Polypeptid von 463 Aminosauren codieren kann. Homologievergleiche
der abgeleiteten Aminoséuresequenz mit Proteindatenbanken (BLASTP; Husar
3.0) ergaben eine sehr starke Ahnlichkeit zu einer Familie von Aminosgure-
Permeasen von verschiedenen Organismen (s. Abb. 25). Ein besonders hoher
Anteil von identischen Aminosauren (40,5%) ist beim Vergieich mit der y-Amino-
buttersdure (CABA)-Permease aus E£. cofi (Niegemann ef al, 1993) zu ver-
zeichnen, aber auch LysP, das Lysinaufnahmesystem von £ coli (Steffes ef al,,
1992), zeigt Homologie zu dem Genprodukt von orfS. In dem potentiellen orf-
Protein konnten 12 transmembrane Bereiche identifiziert werden (HELDXMEM:;
PCGene), so daR es sich wahrscheinlich um ein integrales Membranprotein
handelt. Abbildung 26 zeigt den entsprechenden. Hydrophobizitdisolot nach Kyte
& Doolitile (1982). ' :

Aufgrund der ausgepréagten Ahnlichkeit des potentiellen orf5-Genproduktes zu
- verschiedenen Aminosgure-Permeasen, die sich Uber die gesamte Lange des
Polypeptids erstreckt, ist eine Beteiligung eines funktionellen Proteins am Amino-
3:'$éuretranspart wahrscheiniich. Ob es sich hierbei um einen Aufnahmeprozel}
. oder um Sekretion handelt, und welche Substrate transportiert werden, &Rt sich
Jedoch an Hand der Sequenzdaten nicht ermitieln. Die Funktion des Transportes
niedermolekularer Substanzen, wie Aminosauren, durch den Lipidbilayer, erfor-
dert eine ahnliche raumliche Strukiur dieser Membranproteine, die unabhangig

von dem spezifisch transportierten Substrat ist (Nikaido & Saier, 1892).




ERGEBNISSE 75

75

E Y W F A F I X V A VvV I I A F L I I 6 I A L I

EceRI . . - N : . .
GAATTCGACTACTGGTTCGCATTCATTRAAGGTCGCGETGATCATCEGCTTTCCTCATCATTGGTATTGCTCTTATT
E F

150

- " BamHI . . . - . .
TTCGEATGGCTTCCCEGATCCACCTTTGTTGGAACCTCARACTTCATCGGTIGATCACGGATTCATGCCCARTGGET
F ¢ w L p G 8§ T F v ¢ T s N F I 6 D HEH G F M P N G

225

ATTTCTGGTGTTGCTGCTGETTTGCTCGCGETGEC T T TTGCCTTTGGTGGCAT TGAAATTGTCACCATTGCAGCT
I $s GV A A G L L AV AP A F G ¢ I BE I Vv 7T I A A

. . - . - . . . 300
GCAGAGTCCGATARGCCACGTGAAGC TATTTCCCTGGCGETECETGLCGTGATTTGEGCGTATTTCAGTCTTTTAC
A E $ D XK P R E A I 5 L A V R A V I WER I 5 V F Y

TTGGGCTCTGTTTITGGTICATCACTITCCTICATGCCTTATGAGTCCGATCARTGETGCCGACACCGCTECGERATCC
L 6 s v L VvV 1 T F L M P Y E S5 I N GG A P T A A E 5

CCCTTCACCCAARTCCTGGCGATGGCAARCATCCCTGGCACGGTTGGTITCATGGAAGCGATCATCGTTCTAGCA
P F T ¢ I LA MAWNTI P GT V 6 F M B A I I V L A

CTGCTTTCCGCTTTCAACGCCCAAATCTATGCCALTTCTCETTTGGTATTTTCCATGGCGAATCGACAAGACGLT
L L s A F N A I ¥ B T $ R L V F 5 M A N R Q D A
. . - . . . . . 600
CCGCGAGTTTTCAGTAAGCTCAGCACCAGCCACGTCCCCACCAATGUGETGCTGTTIGTCCATGTTICTTCGCCTTC
P RV F §$s KL 8 T™ s HV ? TN AV L L 55 M F F A F
. - - - - . . 675
GTTTCAGTTGGTTTCGCAGTACTGGAATCCAGCCGETCTGCTTGATTTCCTCCTCARCGCTGTTGGCGGTTGTTTG
vV §$ VvV ¢ L ¢ Y WN P A G L L D F L L N AV G G C L
. - - . . - . . 750
ATTGTGGTGIGECCAATGATCACTTTGTCACAGTTGAAACTCCGCAMAGAACT GCAAGCAARCGATGARATCTIC
I vv waMI T L S g L KL R K UFE L Q ANDE I S
. . . . . . . 825
ACGGTTCGCATGTGGGCGCACCCATGGTTAGGCATCCTCACCTITGETTTTGTTGGCAGGACTCGTTGCTCTCATG
T V R M W A H P W L 6 I L T L V L. L A G L V A L M
. . . . . - . . 200
CTCGGCGACGLCAGCCTCCCGCAGLCAGGT Y TACTCAGTGGLAATTGTGTACGCATTCTIGETTCTTTTIGICCTTC
L ¢ D A A 5 R S$ Q VY s WV A I VY 6 F L V L L 8§ F
. - . - . . . 975
GTCACAGTTARCAGCCCATTGCGCGGAGGTCGCACCCCTTCCGACTTGARCTGATAGGCCGATAGARATTATTCT

v T v N 38 P L R G 6 R T P 8 D L N -
.105¢

GGACGTCATGACTACTGCTTCCGCAACCEGAATTGCAACACTGACCTCCACCGGCGACGTCCTGGACGTGTGETA
. ' . baT . . . 1125
TCCAGAAATCGGGT CCACCGACCAGTCCGCECTCACACCTCTAGAAGGCGTCGATGAAGATCGANACGTCACCTG

. rdapD—> ) 1200

CAAAATCGTGACGACAACTATCGAEACCGACGCAGCCCCCACCGACACCTACGA4GCAEuCTGCGC TTCACCTC

M L R L H L

1275

CTCTCCCACCGEGTTTTCCGCCCTCACACCATCARCCTAGACGGCATTTTCGGCCICCTCAACAATGTCGTGTGE
L 8 H R v ¥ R P H T I N &~ D G I.F .G L L N N V V W

. 1356

ACCAACTTCGGACCGTGCGCAGT TGACGGTTTCGCACTCACCCGCGCGCGCCTGTCACCCCGAGGCCAAGTTACG
T N F &P C AV DGFAZLTRARL"S'R R G Q VT

GITTATAGCGICGAC 1365
V. ¥ 8 V D ...

Abb 24 Nukieotldsequenz des orf5c tragenden 1 4kb groﬁen Salii- ECORI-
' Fragmentes aus C. glutamicum. Der codlerende Bereich von orf5 und
_ -? “dapD ist angegeben. Die unterstrichenen Sequenzabschnitte zelgen die
. Uberlappenden Berexph\, mt d:;n E\‘u !eotadsequenzcn dte in. A’ob 4 und

: 1‘i angeczeben smd
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ig 20 30 40 50 50
CgOrfs Mmoo AKSNEG——LGTGLRTRHLTﬂFGLGSAIGAGLFLGTGVGIRAAGP AVLLA
EcGabP M GNSSOPHELGGGLESRHVTMLS IAGVIGASLEFVGSSVATAEAGP-AVLLA
EcLysP Moo VEETKTTEAPGLRRELKARHLTMIAIGGS IGTGLEVASGATISQAGPGGALLS
ECYLED MV DOVKVVADDOAPAEGSLRRNLTRRHIQLY AIGGAIGTCLEHGSCRTISLAGP =S IIFV
BsRocE Mo NTNQDNGNQLORTHKSRHLFM IS LGGVIGTGFFLGTGFTINQAGPLGAVLS
EcArcP HME-——— = GQQHGEQ—LKRGLKRRHIQLIALGGSIGTGLFLGSASVIQSRGE-GIILG
b - . + avasmoama **,..*..., ® sk - -
CgOrfs Y IIAGAIVVLVHOHLGEMAAARPASGSFSRYGEDAFGHWAGF SLOWLYWFMLIMVHGAEHN
EcGabP YLFAGLLVVMIMRMLAEHAVATPDTIGSFSTYADRAIGRRAGY TIGWLYWWFWVLVIPLEA
EcLysP YMLIGLMVYFLMTSLGELAR YMPVSGSFATYGONYVEEGFGFALGHNYWYNWAVTIAVDL
ECYtEiD YHIIGFMLFFVHRANMGELLLSNLEYKSFSDFASDLLGPHAGY FTGHTYWFCHVVTGHALY
BsRocE YLVGGF IMFLTHLCLGELAVAFPVSGSFOTYATKF ISPAFGFAFGWLYWLGWAVTCATEFR
EcAroP YAIAGFIAFLIMROLGEMVVEEPVAGSFSHFAYKYRGSFAGFASGWNYWVLYVLVAMAEL
* * - 3 1) * =% &F . .
{£gOrfs TGAMAIMGAWF -GVEPWIPSLVCVVEFFAVVNLVAVRGIGEFEYHFAF IKVAVIIAFLIIG
EcGabP NIAAMILHSWVPGIPIWLFSLVITLAYTGSHLLSVKNYGEFEFWLALCKVIAILAFIFLG
ECLys? VAAQLVMSWHF PDIPGRINSALFLGVIFLLNY ISVRGFGEAEYWISLIKVTIVIVFIIVG
EcYtfD VAITAYAQFWFPDLSDWVASLAVIVLLL I LNLATVEHFGEMEFWFAMIRIVAIVSLIVVG
BsRocE LSAGQOLMORWFPHIDVRIWCLVFAALMFILRATITTKAFAESEFWFSGIRILIILLFIILG
EcAroP TAVGKYIQFWYPEIPTHVSAAVFFVVINAINLTNVRVFGEMEPW?AIIKVIAVVAxIIFG
L x -
Cqurfs IALIFGWL--PGSTEVGTSNF IGDHGFMPNGISGVARGLLAVATAFGGIEIVTIAARESD
EcGabp AVAISGFY--PYAEVSGISRLWDSGGFMPNGFGAVLSAMLITHFSFHGAEIVTIAAAESD
EcLysP VLMIIGI--FKGAQPAGWRSNWT IGEAPFAGGFAAMIGVAMIVGFSFQGTELIGIAAGESE
EcYtfD TVHVAHHFOS PTG VERS FAHLWNDGGREPRGLSGFFAGT QI AVFATVGI ELVGTTAAETR
BsRocE GAAMFGLIDLXGGEQAP FLTHP Y EDG LY PNG I KAMLI THI TYNFAFOGTEL IGVARGESE
EcAroP GWLL———FSGNGGPQATVSNLHDQGGFLPHAFTGLVHMHAIIHFS?GGLELVGITAAEAD
&= o & &
CgOrfs KPREAISLAVRAVINRISVFYLGSVLVITFLMPYESI -~~~ ~NGADTARESPFTQITAMAN
EcGabP TPEXHIVRATHSVIWRISIFYLCSIFVVVALIPWRM -~~~ - --PGLKAVGSYRSVLELLY
EcLysp DPAKNIPRAVRQVEWRILLFYVFATLIISLIIPYTDPSLLRNDVKDISVSPETLVFQHAG
EcYLED DPEKSLPRAINSIPIRIIMFYVFALIVIHSVTPHSSVVPEK -~ ~————— SPEVELFVLVG
BskocE DPEXTIPRSIKQTVWRTLVEFVLS I IVIAGH I PHEQAGVVE-—— --SPFVAVFEQIG
EcAroP hPEQSIPKATNQVIYRILIFYIGSLAVLLSLMPWTRVTADT -------- SPEVLIFHELG
- * * “«
CgOr£s IPGTVGFMEATIIVLALLSAFNAQI YATSRLVFSHANRQDAPRVFSKLSTSHVPTNAVLLS
EcGabP IPHAKLIMOCVILLSYVTSCLHSALYTASRMLYSLSRRGDAPAVHGK INRSKTPYVAVLLS
EcLysP LLSAAAVMNAVILTAVLSAGNSGMYASTRMLY TLACDGKAPR I FAXLSRGGVPRKARVCT
EcYtfD LPAAASVINFVVLTSAASSANSGVFSTSRMLFGLAQEGVAPKAFAKLSKRAVPAKGLTFS
BsRocE IPYAADIMNFVILIALLSVANSGLYASTRILYAMANEGOAFKATGRTHORGVPNYSLIVT
ECAToP DTFVANALNIVVLTAALSVYNSCVYCNSRMLEGLAQQGHAPKALASVDRKRGVPVRTILVS
L1 - - -
CgOrfs MFFAFVSVGLQYWNPAGLLDF--LLNAVGGCLIVVWAMITLSQLXLRK--ELQAND-EIS
EcGabp TGAAFLTVVVNYYAPAKVFKF ~~LIDSSGALIALLVYLVIAVSQLRMRK-- ILRAEG-SEL
EcLysP TVIAGLCFLTSMFGNQTV -~ YLWLLNTSGMTGF IAWLGIAISHYRFRRGYVLOGHDINDL
ECYLED CICLLGGVVMLYVNPSVIGAFTMITTVSAILFMFVWTIILCSYLVYRKQ---RPHLHEKS
BsRotE MAVACLSLLTKFAQAETV--YMVLLSLAGMSAQVGWITISLSOIMFRRKYIREGGKIEDL
Echro? ALVTALCVLINYLAPE--SAFGLLMALVVSALVINWAMISLAHMKFRRA~ - -KQEQGVVT
& -
‘CgOCEs TVRMWAHPWLG I LTLVLLAGLVALMLGDAASRSQVYSVAIV-YGFLVLLSEVTV——NSPL
EcGabPp RLEMWLYPWLTWLVIGFITFVLVVHLFRPAQQOLEVISTGLLAIGTICTVE I MARWKKLVL
EcLysP PYRSGFFPLGPIFAFILCLIITLGONYEAFLXDTI-DRGGVAATYIGIPLFLIIWFGYKL
EcYtfD IYEM- - —PLGKL—— — =MCWVCHMAFFVE-VVVLLTL-EDDTROALLV T PLWF TALGLGHLE
BsRocE KERTPLYPVLPLIGLTLNTVVLISLAFDPEQRIAL ————————— YCGVPFHIICYIIYHV
EChroP RELL-LYPLGN-———=—u WICLLFMAA-VLVIMLM-TRGMGIWVYLIPVWLIVLGIGYLF
.CGorEs RGGR-————————- TPSDLN
EclGabp WOKT - ——mmm o m PVHNTR
. ECLYSP : IKGTEFVRYSEMKELPQNDKE
EcYLED IGKKRAAELR-————-——- K
BSRocE VIKKRQQANRQLEL-

ECAroP KEKTAKAVERA === = — ==

Abb.25 Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenz von orfd mit der GABA-
‘Permease (EcGabP; Niegemann ef &/, 1993) und der Lysin-Permease
-aus E. coli (EcLysP; Steffes ef a/., 1992), zwei Transportproteinen
unbestimmier Funktion aus £ CO/I (EcYtfd) und B. subtilis (BsRocE; Embl:
'X81802) sowie der Permease fir aromatische Aminosauren aus E. cofi '
(EcAroP; Honore & Cole, 1990) mit dem Programm. BLASTP \Huaq. 3.0).
Qf‘omﬂ gnben ;der\tzsche Punkte ahnllche AS an.
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Abb. 26 Hydrophobizitétskurve des potentiellen orf5-Polypeptids nach Kyte &
Doolittle (1982) mit einem Fenster von 9 AS (PEPPLOT,; Husar 3.0).
Transmembrane Segmente sind durch rémische Ziffern gekennzeichnet
(HELIXMEM; PcGene).

3.8.3 Fusion von orf5n und orfsc

Um die Funktion des potentiellen Aminosauretransporters, der durch orf5 codiert
wird, naher zu untersuchen, solite versucht werden, eine erhdhte Aktivitat des
plasmidcodierten potentieilen orf5-Genproduktes nachzuweisen. Voraussetzung
hierfr war die korrekte Fusion der beiden "Genfragmente" oribn und orfS¢c. Um
die starke Toxizitat des Genprodukies fUr £. coli zu minimieren, wurde die Klonie-
rung in pJC1, dessen Repilikon fur eine moderate Kopienzahl in £. cofi sorgt (22
Kopien / Genom; Chang & Conen, 1978}, vorgenommen. Da unmittelbar vor orf5.
das Leseraster-orf3-lokalisiert ist, das aufgrund seiner engen Nachbarschaft (40

bp) mit orf5 eventuell ein -Operon hildet, wurde auch orf3 in die Klonierung ein-

pezogen.

~ Das.1,4kb orf5c Safl-EcoRI- Fragment wurde durch eine biunt end - Ligation in die

einzige BamHl-Schnittstelle des Vektors pJC1 eingefahrt, wodurch _diese Restrik- -

- ticnserkennungsstelle zerstért wuide. ‘Das rekombinante Plasmid pJC orf5¢ be-
- sitzt jedoch in der Insertion.eine weitere Bamkii-Schnitisielie, die fir die Ligation
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HindlI1 Bglil
Ei ‘ Sall i Sall  FcoRl  BamHI
i ! il {

orfSn * orf3 N dapE [orfﬁn '

Hindll Seal { Xbal Seal | EcoRI
i

BamHI Bglll
1669 bps |

e I ———]
orf5n orf3

rJC orSlc

7465 bps

o3

.BarzHI

pIC orf3/5
9074 bps

Abb. 27 Skizze zur Konstrukiion des Plasmids pJC orf3/orf5. Das offene Lese-
raster orf5 wurde durch Ligation des 1,4 kb groflen orisc tragenden
‘Fragmentes mit dem 1,6 kb groRen orfon tragenden Fragment im Vektor
nJC1 fusioniert. '

mit demn zweiten Fragment, - das '1,6 kb grofle BamHl-Bgill orfonforf3, genutzt
wurde, Nach -E'Jberprufuﬂg der korrekten Qrientierung der Insertion des 2. Frag—
.. mentes stand das rekombinante Plasmid pJC orfS!orfS 9 1 kb mlt fusmmertem
- Leseraster orf5 zur Verfugung (5. Abb. 27). .
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Um eine korrekte "in-frame'-Fusion der beiden DNA-Fragmente sicherzustellen,
wurden Fluoreszenz-markierte Primer hergestellt und mittels préparativer HPLC
aufgereingt. Die enisprechenden Oligonukleotide wurden mit Hilfe der ermitielten
Sequenzdaten so synthetisieri, dafl die Primerbindungsstelien die beidsirangige
Sequenzierung sowoh! der BamHi-Fusionsstelle als auch des Beginns des orf5-
Strukturgens erlaubten. In keinem Fall traten Abweichungen von der zuvor ermit-
telten orf5-Secuenz auf. Damit konnte gezeigt werden, daR orfs intakt auf pJC
orf5/orf3 vorliegt und von E. coli DH5 toleriert wird.

3.8.4 Funktionaliidisnachweis von offf als Gen fir den Transport
aromatischer Aminosauren, arof

Mit dem Plasmid pJCori3/orf5 bestand nun, nach Transformation von C.

giutamicum, die Mdglichkeit, das orf5-Genprodukt auch im homologen System

verstarkt zu synthetisieren. Zusammen mit einer orfS-Integrationsmutante, C

glutamicum 13032 orf5::pEMorfSinty (Morakkabati, 1894), standen nun drei ver-

schiedene C. glufamicum-Stdmme zur Verflgung, die sich nur in der Synthese

des orf5-Genproduktes unterschieden:

1. Der Wildtyp C. glutamicum ATCC13032 pJC1, mit der naturlichen Menge des
orf5-Genproduktes,

2. die Defektmutante, C. glutamicum 13032 orf5::pEMorfinp, die kein intaktes
orf5-Genprodukt bilden kann und

3. der "Uberexprimierer" C. glutamicum 13032 pJCorf3/orfs, der, aufgrund der

plasmidcodierten orf5-Kopien, das Genprodukt verstarkt synthetisieren sollte.

Da incdirekte Hinweise auf eine mdégliche orfd-Funktion als Gen flr ein Lysin-
sekretionsprotein vorlagen, wurde die lysinsekretionsdefekie Mutante NAS mit
-pdCorf3jorf5s transformiert und ebenso wie die orf5-Defekimutante auf Lysin-
indikaterpiatten hinsichtlich eines veranderten Ausscheidungsverhaliens unter-
'sucht. Es konnte aber auch unter Nutzung des. Methionineffektes, der zu einem
verstérkten C-Flufl zum Lysin und damit zur Lysinsekretion fuhrt (Vrijic ef al,
.:1985), kein ‘verandertes Lysinsekretionsverhaiten--'.gegsnuber'den Ausgangs-
__stédmmen beobachtet werden, d.h. der Defekt in orfd fihrte nicht zum Verlust der

Lysinsekretion und das intakte orf5 ist nicht in der Lage, die iysinsekretions» )
. defekte Mutante zu ‘komplementieren. Dieses. Efgebms ze:gt daﬂ. oriS nicht .an
: -:-:der Sekre‘tion von L-Lysin beteiligt ist. Lo
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3.6.4.1 Phvsiclogischer Nachweis zur orfS-vermittelien
AminosBureatinahme

Ziel dieser Experimente war es, durch einen direkten Stammvergleich von orfs-
Defektmutante, Wildtyp und "Uberexprimierer”, bestimmte Aminoséuren (AS) als
mogliche Substrate fir den orfd-Transporter zu identifizieren. Orientierende
Experimente ergaben, dal nicht alle der 18 untersuchten AS von C. glutamicum
13032 aufgenommen wurden. Um regulatorische Effekie durch die Medien-

Limmmd miode sdome Aoniraosy s s

abselie 8 Vergieich der Aminosaure-Aufnahme vo
verschiedenen Nahrmedien Uber Nacht.
CgXIIN + 1 mM AS.

O
s
=

nC.
CgXll + 5 mM AS und

AS Caxii CagiliN
v-Aminobutyrat et nicht getestet
Aspartat +4brt nicht getestet
Glutamat +bt nicht getestet
Asparagin ++b++ nicht getestet
Glutamin bt nicht getestet
Serin e+ nichi getestet
Valin 4t A+
Alanin R F++
Threonin T+t T
Glvcin +++ St
Isoleucin e +++ et
Lysin +F S T
Arginin ++ +
viethionin +t ++
. -Histidin e e 4 S e
Phenylalanin . ++ .y - o
~Leucin . _ ot - v
2 “Tryptophan ' - ' R
. Tyrosin - ot

+4++++ vollsténdige Aufrahme in der exponentiellen Wachstumsphase
++++  volisténdige Aufnahme in.der. statlonqren Wachstumsphase
A++- - Aufnahme >30% ' :
C++ 0 Aufnahme <30%
e 7 T geringe Aufnahme (210%) in der exponen’ﬂef[en F’hase
-7 keine Aufnahme -
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zusammensetzung ausschlielfen zu kénnen, wurde eine iiedienoptimierung hin-
sichtlich verstérkter AS-Aufnahme durchgefihrt. Tabelle 8 zeigt eine Ubersicht
zur Aufnahme der AS durch den Wildlyp im Vergleich der Medien CgXil und
CgXHiN (= CgX!ll mit 5 g/l Casamin-Hydrolysat als sinzige N-Quelle).

Zur vergleichenden Stammanalyse wurde das jeweilig optimale Medium, CgXii-
oder CgXiiN, herangezogen. Durch Einsatz von CgXiiN, einer Animpf-ODgpg = 2
und AS-Zugabe von je 1 mM konnte bei Supplementation mit Tvrosin, Tryptophan,
Phenylalanin oder Histidin eine verstérkie Aufnahme durch den orfs-Uber-
exprimierer und gleichzeitig, zumindest bei Tyrosin und Tryptophan, eine ver-
minderte Aufnahme durch die orfs-Integrationsmutante im Vergleich zum Wildtyp
beobachtet werden (s. Abb. 28). Bezlglich aller anderen AS verhielten sich die
drei Stamme indifferent.

Nach Optimierung der Kultivierungsbedingungen (Kulturvelumen 20 mi, Animpf-
CDgpo = 10, AS-Konzeniration 0,1 mi) konnten Tyr, Tro und Phe als Subsirate
fur den orfS-vermilielten Aminosauretransport identifiziert werden. Offenbar
handelt es sich bei orf5 um das Gen fir ein allgemeines Aufnahmesystem far
aromatische Aminosauren in C. glufamicurn. In Analogie zu dem entsprechenden
System in E. cofi (Honoré & Cole, 1980), das 33% identische AS aufweist (GAP,
Husar 3.1), wurde orf5 arof genannt.

3.8.4.2 Untersuchungen zur Spezifitéit des Aufnahmesvystems filr
aromatische Aminosiuren

-Um die Auinahmeraten exakier gquantifizieren zu kénnen, wurden Kurzzeit-
kinetiken durchgefthrt. Mit Hilfe von 14C-markier{eﬂ aromatischen Substraten
wurde die Aminosdure-Aufnahme (AS-Aufnahme) der Zellen innerhalb von 2
“Minuten verfolgt. Dazu wurden die drei Stamme C. glutamicum ATCC 13032 pdC1
 {(Wildtyp), C. giutarnicurmn ATCC13032 pJCaroP (=pdCorf3iorts; "Uberexprimierar")
und C. glutamicum ATCC13032 arcP::pEMaroPinip (= orf5-Defekimutante) wie
" “beschrieben angezogen und auf CoXIIN- Uberimpft (OD~10). Nach 2,5 h (30 °C)
wurden die Kulturen nach einmaligem Waschen (CgXiiN-C) in CgXlIN-C-+10 miM
NaCl resuspendiert und auf Eis gelagert. Paraileie Experimente, bei denen der for
- den chemischen Nachweis mittels HPLC ho%weridége N-Hungersciritt (2,5 h auf
: - CgXIIN-) wegdfiel, zeigten, dal alle ermitteiten Aszufnahmeraten im Bereich der
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Standardabweichung lagen. Ein regulatorischer Einfiull des Komplexmediums auf
die Aufnahme aromatischer AS konnte daher hier nicht erkannt werden.

1.0 1.0
= ort5 E
;E_. .8 - 0.8 .y orfs
: B
= . w1 et S wt
) . = e
t ~ & \\
_— ~ ™~
D ~ = \\\
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Abb 28 Aufnahme der aromatischen Aminosauren durch den C. giutamicum
- Wildtyp (wi), die orf5-Defektmutante (orfS) und den orf5-"Uberex-

primierer {(pdCorfd). Dargestelit ist die Abnahme der Aminosdurekon- . . i e

- ..zentration im Medium von Tyrosin (oben links), Phenylalanin (oben -
"--rechts) und Tryptophan (unten) ' TR e e R
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Tabelle 9 zeigt, dall das plasmidcodierte aroP zur verstarkien Aufnahme der
aromatischen AS fuhrt. Am deutlichsten ist dieser Effekt bei der Tyrosin-Auf-
nahme zu erkennen: Hier wird die Aufnahme um den Fakior 4-5 erhoht. In allen
Fallen bewirkt die Inaktivierung von aroP eine Reduzierung der AS-Aufnahme-
rate. Dennoch fihrt die inakiivierung von aroP nicht zum voliigen Veriust der
Aufnzhme arcomatischer AS. Nur die Tryptophanaufnahme konnte ohne intaktes
aroP nicht nachgewiesen werden.

Tabelle ©:  Messung der Aufnahme 14¢C-markierter aromatischer Amincsauren
durch den C. glutamicum Wildtyp (wt), die orf5-Defektmutante (arof)
und den aroP-"Uberexprimierer" (pJCaroP) mittels Kurzeitkinetiken.
Die Raten sowie die entsprechenden Standardabweichungen sind in
nmol (mg TG)~! min-1 und die Anzahl der voneinander unabhangi-
gen Kultivierungen, die fur die Messungen eingesetzt wurden, ist in
Klammern angegeben.

Stamm L-Tyr L-Phe L-Tro

C.glutamicum 13032

pJCaroP 2.88 +0.14 (6) 0.74 £0.13 (3) 0.66 £0.19 (3)
wt 0.64 (1) 0.40 20.01 (2) 0.21 20.12 (2)
aroP 0.30 20.07 (2) 0.24 £0.03 (3) <0.1(2)

Um zu zeigen, dall AroP tatsdchlich Speazifitdt fur alie aromatischen AS besitzt,
wurden Kompetitionsexperimente durchgeftirt. Untersucht wurde die Tyrosin-
Aufnahme. in C. glufamicum ATCC 13032. pJCaroP mit und ohne 10-fachen

".!!bersch IR der anderen -aromatischer AS, Phenylalanin und ~ Tryptophan.

Abbildung 29 zeigl, dal’- sowohl Phenylalanin als auch Tryptophan zu einer
~drastischen Hem-mung (85 bzw.. 87%) der Tyrosin-Aufnahme flhrten. Dies
* bedeutet, daR ‘das klonierte aroP, obwohl  die * Telative --";$pezifische
“Transportgeschwindigkeit fir Phe und Tyr bei aroP-Uberexpression geringer ist

{s.Tab.9), nicht nur-spezifisch L-Tyrosin transportiert, sondern auch -eine hohe
- Spezifitét . fur. die.. bc.den anueren.arun*ansur‘eﬂ S,_;L Phenylalanin -und L-

: Tryptop“ian au‘welsL
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Abb. 29 Aufnahme von 0.02 miM L-Tyrosin durch C. glufamicum ATCC 13032
pJCaroP mit und ohne Zusatz von 0.2 mivi L-Phenylalanin oder 0.2 mM L-

Tryptophan.

3 8. éé- 3 dni@mucmmgen zur .&ﬁami‘at ges ﬁuanaﬁﬁesyséems fur aromatische

ﬂﬁ?a Svsauﬁ’eﬁ

Da die aroP-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-
“systeme zu bekommen. Am Beispiel der Tyrosin-Aufnahme wurden die konzen-
ira;tionsabhéngigen Aufnahmeraten von "Uberexprimierer” (pJCaroP)_ und Defeki-
_ mutante (aroP) verglichen (s. Abb. 30). Wahrend die Tyrosin-Aufnahme des aroP-
"‘Uberexprimierers -eine typische konzentratzonsabhang;ge Satt{gungskurve {(Vmax
~='2.93 nmoi-(mg TG) T-min"1; Ky, = 8.0 £0.35 pM) aufweist, scheint ‘die ‘Auf-

. nahmege_s_chwm_dlgkext_ d_e_s_ Tyrosins in - der Defektmutante konzentr__atfo_ns-
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unabhéngig zu sein. Dies zeigt eindeutig, dal die konzentrationsabhéngige
Diffusion keine Roile bei der Tyrosin-Aufnahme spielen kann. Auch eine
unspezifische Bindung des L-Tyrosins an die Zelloberflache scheint unwahr-
scheinlich, da es sich zweifelsfrei um einen zeitabhangigen Prozefl handelt, was
bei einer unspezifischen Absattigung nicht zu erwarten ware.

T
5] pJCaroP
= - k=
=
E
T
£
=
© ' =
£ ] e
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0 - . : .
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< ] v/is]
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}_.
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Abb.30 - Konzentrationsabhangige L-Tyrosin-Aufnahme durch C; giutamicum
-+ aroP-"Uberexprimierer” (pJCaroF) und die aroP-Defekimutante (aro”).
Das Insert zeigt die L-Tyrosinaufnahme des aroP-"Uberexprimierers" als

‘Eadie-Hofstee-Auftragung, Aufnahmegeschwindigkeit v
[nmol-(mg TG)!-min~1] als Funklion ven v/ interne Tyrosinkonzentration

[nmol-{mg TG) T min~TuM-T1.

Um auszuschliessen, dall es sich bei der Grundaktivitdt um ein unspezifisches
~ Bindungsph&nomen handelt, wuraen "Uberexprimierer” und Defekimutante vor
* der Transportmessung parallel hi_’gzeinak_tiviert (Zellpellet 8 min bei 55 °C). Tabelle
| 10 zeigt, daf in beiden Fallen keine vollsténdige 'Enaktivierung erreicht wurde,
'dc_)c_h deutet die gleiche prozentuale Abnahme der Transportrate darauf hin, dai
es sich bei der Basisakiivitét in der Defekimutante ebenfalls um eine protein-
' 'r_'vermitteite__A_ufna_h_me von L-Tyrosin handelt. = Sl e
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Tabelle 10: L-Tyrosin-Aufnainme bei zwei uriterschiediichen Tyrosin-Konzen-
trationen durch den C. glutamicum aroP-"Uberexprimierer” (pJCaroP)
und die aroP-Defektmutante (arof) mit und ohne Hitzeinaktivierung
{8 min, 55°C). Die Aufnahmeraten sind in nmol-(mg TG)1-min-1
angegeben. Die relativen Aktivitaten, bezogen auf die Messungen

ochne Hitzeinaktivierung, sind in Klammern angegeben.

Stamm L-Tyr [uM] {-Tyr-Aufnahme
Hitzebehandiung
onne mit
C. glutamicum
pJCaroF 10 2.27 {(100%) 1.21 (53%)
100 2.84 (100%) 1.16 (40%)
aroP 10 0.37 (100%) 0.22 (60%)
100 0.39 (100%) 0.20 (51%)

Diese Ergebnisse lassen den SchluB zu, dal® C. glutamicum ein weiteres extrem
affines Aufnahmesystem fur L-Tyrosin besitzt. Die Grundakiivitdt in der aroP-
Defektmutante kann durch dieses mogliche zweite Aufnahmesystem fir L-Tyrosin,
das bereits bei einer Konzentration von 0.5 pM seine maximale Geschwindigkeit
erreicht, erkiart werden. Auch in E. coli ist neben einem allgemeinen Aufnahme-
system (Chye ef al, 1888) ein spezifisches Aufnahmesysteme fur L-Tyrosin
bekannt (Wookey ef a/., 1984) , jedoch weist hier das allgemeine Aufnamesystem
&h

eine hdhere Affinitat zu den aromatischen AS auf (Brown, 1970).

et ud

3.8.4.4 Untersuchungen zum Mechanismus des Aufnahmesystems fir

. aromatische Aminoséuren

-Die abgeleitete Aminoséuresequenz des Gens flr AroP zeigt (s. Abb. 25), daR
" dieses Protein zu einer Familie von Aminosauretransportern gehort, die sich
-durch einen sekundéren Transporimechanismus auszeichnen (Saier, 1994). Da in
diesem Fall der elekirochemische Gradient Gber der Membran als treibende Kraft
- essentiell ist, ist ein intaktes Membranpotential Voraussetzung “fir einen
funktionellen Transport (Krémer, 1994). Durch Einsatz des Eni‘koppiers CCCP,
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der zu einem sofortigen Zusammenbruch des Membranpotentials fihrt, sollte am
Beispiel Tyrosin gezeigt werden, dal} der Transport mittels AroP auf ein intaktes
Miembranpotential angewiesen ist,

in C. glutamicum pJCaroPf erioigte bei Einsaiz von 25 uM CCCP eine drastische
Reduktion des Membranpotentials von -144 mV auf -81 mV. Dies zeigt zum einen,
dait die verstarkie Synthese des Membranproteins AroP nicht zu einem - im Ver-
gleich mit dem Wildtyp (Broer & Krémer, 1991b; Bayan ef a/., 1993} - verénderten
Membranpotential fahrt, was bei einem verstérkten Polypeptideinbau in die
Membran nicht Uberrascht hatte (Eckert & Beck, 1889). Zum anderen illustriert

AlbaInileds 1mems 24 Am rn-vimi
Advpuuyg o, Uais Wlnn

Uberexprimierer gestoppt wird. Damit ist belegt, daR die Aufnahme aromatischer
Aminosauren tatsachliich einem sekundéren Transportmechanismus gehorcht.

..... Aufnahme .
ibar nach CCCP-Gabe die |yi'0::u|-ﬁu1 iahme im arof-

6_.
=
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s
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o
=
£ *7
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'-_3Abb._'31 L-Tyrosin-Aufnahme durch den aroP-"Uberexprimierer” (C. giutamicum -
k ATCC pJCaroP) vor und nach Zugabe von 25 uivi CCCP. ‘Die Kontrolle "
oﬁre F"ukopptes 1st "ui uwtel b:’OC"iEﬁEI Lume dasgestei[t
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Transport von wichtigen Substraten, wie Aminoséduren, kann auch entgegen die
entsprechenden Konzentrationsgradienten erfolgen. Fur 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 durch C. giutamicumn
pJCarcP zeigte sich in Gegenwart von 2uM des Nat-Komplexierers Monensin
stark beeinflullt und sank um etwa 50% (nicht dargestellt). Dies deutet darauf hin,

dall AroP aromatische AS im Symport mit Natriumionen in die Zelle fransportiert.

3.6.5 Untersuchungen zur AroP-verriticiten Sekr
Aminosduren

Da Membrantransporiproteine prinzipiell auch als enzymatische Systeme ange-
sehen werden kdnnen, die die Umsetzung des Substrates von einem in ein
anderes Kompartiment erméglichen (Krdmer, 1994a), mufl die katalysierte
Reaktion reversibel sein, dh. ein Einkomponenten-Aufnahmesystem mufl
theoretisch auch zur Sekretion des spezifischen Substrates beféhigt sein. Um zu
untersuchen, ob das Aufnahmesystem AroP auch am Export von aromatischen
Aminosduren beteiligt sein kann, wurde 1 mM des Dipeptids TyrPhe dem Medium
zugegeben und zu verschiedenen Zeitpunkien die cyiosolische und exierne
Aminosdurekonzentration beim aroP-Uberexprimierer (pJCaroP) und der aroP-
Defekimutante (aroP) bestimmt. TyrPhe-Gabe fUhrte zu einer starken Akkumuia-
tion der korrgspondierenden Aminosauren im Cytosol. Interessanierweise war im
Fall von Tyrosin die cytosolische Akkumulation im aroP-Uberexprimierer nicht so
hoch wie bel der aroP-Defekimutante, wahrend extern eine enisprechend héhere
Tyrosin-Konzentration nachgewiesen werden konnte. Abbildung 32 zeigt, dald
umgekehit, die aroP-Defekimutante doppeit so viel Tyrosin intern akkumuliert
(140 mM) und nur langsam ins Medium sekretiert.' Dies ist ein ein deutlicher
Hinweis auf eine Beteiligung von AroP am Expoit von Tyrosin. Ein vergleichbares
Bild ergab sich jedoch nicht hinsichilich der Verteilung der Phenylalanin-Konzen-
trationen. Wahrscheinlich ist die Phenylalanin-Sekretion, ob durch Diffusion oder
Transporisysteme vermittelt, so schnell, daf} die Aufnahme und Hydrolyse des
Dipeptids geschwindigkeiislimitierend ist, so daR sich dieser experimentelle
Ansatz zum Nachweis der AroP-yermiﬁeiten Phenylalaninsekretion nicht eignet.
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Abb. 32 Tyrosinsekretion durch den aroP-Uberexprimierer (C. glutamicum ATCC
© 713032 pdCarof) und die aroP-Defektmutante (C. glutamicum 13032 arof
::pEMaroPin:) wéhrend einer 4- stundlgen Ku!twlerung auf CgXIIN“
F\fedium mit 1.miv Terhe Dipeptid - :

3.6.5 _§§eﬁiiﬁz§emﬁ_g_$§nes-Tryp}iggﬁbgnﬁbbazﬁp;@ﬁukies .

--Bel der Kultivierung des aroP-Uberexprimierers auf Medium mit D,L-Tryptophan
" zeigte sich wiederhoit eine braungelbe Verfarbung der Ubernacht-Kultur. Da bei
- Parallelkuitivierungen mit der aroP-Defekimutante dieses Phanomen nicht auftrat,
lag es auf der Hand, die Verfarbung als Indiz fir Tryptophanabbau in C.
'--glufamicum zu werten. Bedingt durch die verstérkie Aufnahme des Tryptophans
~-durch C.. glutamicum 13032 pdCaroFP wird offenbar vermehrt ein Stoffwechsel-
produkt gebildet, das ins Medium ausgeschieden wird. Da in Mikroorganismen der
Tryptophanabbau vor allem Uber zwei Wege beschritien wird, die -entweder
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Kynurein oder Indol als Zwischenprodukt bilden (Kieslich, 1976), wurde ein Indol-
Test durchgefUhrt. Im Gegensatz zu £. coli, zeigte weder der C. glutamicum-
Wildtyp noch C. glutarnicum 13032 pJCaroP eine positive Reaktion auf Kovac’s-
Reagenz {Cappuccino & Sherman, 1987). Damit ist gezeigt, dall bei einem

Tryptophanabbau in C. glutamicum kein freies indol entsteht.

Zur genauen Uniersuchung der Produkibildung bei Wachstum auf Tryptophan
wurden die Kulturibersiénde des aroP-Uberexprimierers und der aroP-Defekt-
mutante jeweils durch reversed phase HPLC getrennt und mittels UV-Detektion
ein Absorptionsspekirum aufgenommen. Durch die Differenz der beiden Ab-
sorptionsspekiren konnten die Fraktionen ermittelt werden, in denen ein fur den
aroP-Uberexprimierer spezifisches Produkt absorbiert (s. Abb. 33). Die Fraktion,
die den dominanten Peak (Retentionszeit 8,1 Minuten) mit einer Konzentration
von 0,27 mM zeigte, wurde iscliert, lyophilisiert und fir die Vermessung mittels
1H-NMR-Spektroskopie in DoO (pH 3) gelost.

jviit Hilfe der Kernspinresonanz-Spekiroskopie lassen sich die verschiedenen Pro-
tonen eines Moleklls aufgrund der unterschiedlichen sie umgebenden Elektro-
nendichten durch ihre charakieristischen Absorptionssignale bei verschiedenen
Freauenzen identifizieren, Das isclierte Tryptophan-Abbauprodukt wurde mit 1H-
NMR-Spekiroskopie (9,4 tesla, 400MHz, AMX-400WB NMR-Gerat, Bruker,
Karlruhe) vermessen, und durch das erhaltene Protonenresonanzspekirum
konnte die Substanz Uberraschenderweise als substituviertes Indol klassifiziert
werden. Da im Vergleich zum Tryptophan ein charakteristischer Protonenshift zu
hohen Freguenzen nachweisbar war, kam eine Aldehydgruppe als potentieller
Substituent in Betracht. Tats&chlich zeigte die Referenzsubstanz indol-3-aldehyd
den gleichen charakieristischen Protonenshift. Offensichilich akkumuliert C.
giutamicum 13032, wenn das Aufnahmesystem far aromatische Aminoséuren,

ArnD vargtarkt eyn%ha{';e!ar\i unw’{ hei Wachstum mit n P _Tr\rnfnnhnn in gro[&ep

Mengen Indol- 3~a!dehyd ‘obwohi- freles indol unier den gie;chen Bedmgungen
_mcht nachweisbar ls‘t R R g L
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be 33 UV-Differenzchromatogramm von Kulturibersténden cées aroP-Uber-
exprimierers (C. glufamicum 13032 pJCaroP) und der aroP-Defekt-
mutante (C. glutamicum 13032 aroF::pEMaroFjny) nach Trennung Uber
- reversed phase HPLC. Das Spekirum zeigt die Substanzen, die im
- . Kulturiberstand von C. giutamicum 13032 pJCaroP vermehrt auftraten. -
_ Die Kulturen wurden paraliel auf-CgXiiN mit 1 mi D,L-Tryptophan ange-
- zogen. Das Insert zeigt einen Ausschnitt des Protonenresonanz-
- spektrums des als D,L-Tryptophan-Abbauprodukt isolierten indoi- 3- g
- _aldehydes. Das flr die Aldehydgruope charaktensi;sche S|gnai IS‘E bez .
'979ppmzuerkennen _
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4. DISKUSSION
4.1 lsollerung des Diaminopimelat-Genclusters

Das in dieser Arbeit isolierte Gencluster warf Gberraschenderweise Probleme bei
der intakien Klonierung auf. Um den Grund fUr die wiederholt beobachteten DNA-
Umlagerungen in dem chromosomalen dapD und dapE tragenden Bersich
herauszufinden, waren auch molekulargenetische Untersuchungen solcher
"artifiziellen”, d.h. strukturell nicht der genomischen Organisation des Wildlyps
entsprechenden Klone notwendig. Letztlich zeigte es sich, dal alie Probleme ihre
Ursache in zwei voneinander unabhangigen rekombinanten Ereignissen hatten,
naémlich der Rekonstitution des ddh-Gens und der Delstion von arof sowie
angrenzender Sequenzbereiche.

Komplementation von DAP-auxotrophen £. cofi-Mutanten fGhrie zu einem Stamm
mit hoher Dehydrogenase-Akiivitét. Dabei war nicht so sehr die Taisache Uber-
raschend, daB Uberhaupt eine in der Succinylase (dapD) defekie £. cofi-Mutante
durch ein Gen eines in diesem Organismus nicht existierenden Enzyms (ddh)
komplementiert werden konnte, sondern vielmehr, dall diese Kompiementation
mit DNA des Dehydrogenase-negativen Ausgangsstammes C. glufamicum AS70
(Schrumpf ef al., 1981), maglich war. Hochstwahrscheiniich ist homologe Rekom-
bination im £ cofi Wirt fGr die Deletion des Integrationsvekiors pEM1 aus dem
ddh-Gen und eine damit einhergehende Resteurierung der Dehydrogenase-
Aktivitat verantwortlich. Dies deutet auf einen starken Selekiionsdruck durch die
DAP-auxotrophen Mutanten hin (Wehrmann ef &/, 1884) und erkiart, warum Yeh
ef al. (1988) und ishino ef al (1988). nichi in. der Lage waren, die Gene des
‘Suc:r:inyidiaminopimeia‘tweges zu kicmeren ' S :
Mit Hilfe von Kolonighybridisierungen konnte das Gen fir di
pimelatdesuccinylase, dapk, auf einem strukiurell und ﬁ.,nki:or‘zeii sntakt@n Bam%% I-
-Fragment aus C. glufamicum ATCC13032 isoliert werden. Die abgeleitete Amino-
- sauresequenz zeigte '23% identische Aminosauren. mlt dem emzsgen anderen
bekannten DapE- Po[ypephd der Desuccinylase aus E. coli (Bouvier ef al., 1982).

- Ein &hnlich n:ecr:ger Antell identischer Amrnosauren wurde auch flr andere Poly-

- peptide-der ;—\minosaureb;osyntnesaeﬂzyme von - C. glutarmicum - benuntet wie
- '-'I_ysC (Kalinowski ef al., 1990}, ilvA (Méckel ef al., 1992) und LeuA (Patek ef af.,
1994), wahrend beim Vergleich von Polypeptiden von Enzymen des Zeniralsioff-
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wechsels beider Organismen in der Regel ein héherer Grad an identitat be-
obachtet wurde (Eikmanns, 1992). Dies zeigt, dald trotz des nur in Gram-positiven
Bakterien vorhandenen Dehydrogenaseweges, eine ahniliche strukiurell diver-
gente Entwickiung von DapkE aus C. glufamicum und E. cofi, wie sie auch bei
anderen Aminosdurebiosynthessenzymen anzutreffen ist, staligefunden hat
interessanterweise wird sine evolutiondre Verwandtschaft der Desuccinylase aus
E. coii mit der Acetylornithin Deacelylase aus £, coff (Boyen ef af, 1882), der
Carboxypeptidase G2 aus Pseudomonas sp. (Minton ef al., 1984), der Aminc-
acylase | aus Mensch und Schwein (Mitta ef al,, 1992) und der Amincacylase aus
Bacillus stearothermophilus diskutiert (Sakanvan ef af., 1893). Obwohl alle Poly-
peptide der Mitglieder dieser Gruppe untereinander nur etwa 20% identische
Aminoséuren aufweisen, zeigen sie doch konservierie Bereiche, wie 2wel
aufeinanderfolgende Glutamatreste und ein hochkonserviertes GXOU(H-Motiv
(Sakanyan et al,, 1993). Diese Motive sind, wie Abbildung 34 zeigt, auch in der N-
Succinyldiaminopimelat Desuccinylase aus C. giufamicum konserviert (EE,
Position 137/138 ; GVRAH, Position 188-192) und weisen DapE als neues Mit-
glied dieser Gruppe von Aminoacylasen aus. Die beiden Glutamaireste kdnnten

CgbapE 125 KHDLTLIAYECEEVADHLNGLGHIRDEEPEWLAADLALLEEFT-~ - GG

EcDapE 123 -GRLAFLITSDEEASAHNGTUKVVEALMARNERLDYCLVGERPSSIEVVGD
EcArgE 134 ~KPLYILATADEETSMAGARYFAETTAL—~--RPDCAIIGEPTSLOPV——
BstAma 127 RGEIRFLFQHAEELFPGGAEEMVQAGVMDGVDVVIGTHLWS PLERGKIGI
PspCpG2 163 YCTITVLFNTDEEKGSFGSADLIQERAK—~--LADYVLSFEPTSAGDE--
PigACY1 134 PRTIHMTFVPDEEVGGHQGMELFVKRPEFQALRAGFALDEGLASPTDA-~
o

CgDapk WIEAGCQGNLRIK---~VPAHGVRAN-SARSWLEDMAMHKLSPIISKVAA 215
EcDapE VVKNGRRGSLTCN-—~-LTIHGVQGE-VAYPHLADNPVHRAAPFLNELVA 217
E¢ArgE ———RAHKCHISNA----IRIQGQSGE-SSDPARGVNAIELMHDAIGHILY 220
BstAma VYGPMMAAPDRFF—---IRI IGKGGE-GAMPEQTIDATAIGAQVVINLOH 222
PspCpG2 ———KLSLGTSGIA~YVQVNITGKASEAGAAPELGVNALVEASDLVLRTMN 253
PigACYl -——FTVFYSERSPWWLRVTSTGKPGEGSRFIEDTAAEKLHKVINSILAFR 229

£ e

_Abb 34 Vergleich von Aminoacylase Polypeptiateiisequenzen. CglapE = C.

- glutamicum N-Succinyldiaminopimelatdesuccinylase; EcDapE = E. coff
N-Succinyldiaminopimelatdesuccinylase; BstAma = B. stearothermo-
phi!us Amfnoacyiase; PspCpG2 = Pseudomonas sp. Carboxypeptidase

- 32; PigAcl = Aminoacyiase | vern Schwein. Steme zeigen identische AS..
- an. Sequ iembereiche m!t sﬁarker Ahn[;chkeet s:nd. héwcrgehcben A
: -.dargesie”i - N . o iy .
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an der Bindung von Co2* beteiligt sein, da DapE aus E. cofi als cobaltabhangig
beschrieben wird (Lin ef &/, 1988), und fir die Carboxypeptidase A die Beteili-
gung von zwei aufeinanderfolgenden Glutamatresten an der Bindung von
Metallionen nachgewiesen wurde {Lipscomb, 1873).

Die Kionierung von dapD war nur unter Vermeidung einer starken Uberexpression
des funktionellen Nachbargens, arof (=orf5), mdglich. Solch ein Problem kann
entweder durch den Einsatz von low-copy Vekioren geldst werden (Reinscheid ef
al, 19%4a; Kronemeyer el al, 1995) cder aber, wie hier erstmalig fur C.
glutamicum beschrieben, durch chromosomaie Inaktivierung des toxischen Gens
und anschliefender isolierung der benachbarten Seguenzen mittels plasmid
rescue. Die Lokalisation der beiden Gene dapD und dapE auf einem Cluster auf
dem Chromosom von C. glutamicum ATCC13032 (5. Abb. 35) ist Uberraschend,
da fUr £. coli eine verstreute Anordnung der Gene des Succinyidiaminopimelat-
weges im Genom berichiet wird (Patte, 1983). Zwar ist auch fir andere Gene
konsekutiver Enzyme der Aminosdurebiosynthese in C. glufamicum eine
Ciusterung bekannt (/lysC-asd, Kalinowski ef al., 1990; dapA-dapB, Cremer et al.,
1980), doch werden dapD und dapE in unterschiedliche Richiungen transkribiert.
Im Unterschied zum aceA-aceB-locus, der sich auch durch eine divergente
Transkription der geclusterten Gene auszeichnet (Reinscheid ef al., 1994c¢), sind
dapD und dapkE durch aroP und orf3 getrennt, so dall eine koordinierte Expres-
sion sehr unwahrscheinlich ist. Das Genproduki DapD weist erstaunlicherweise
nur eine geringe Ahnlichkeit mit anderen bekannten DapD-Polypeptiden auf, doch
konnte durch Ermittlung der spezifischen Enzymaklivitdt eindeutig dessen Funk-
tion als Tetrahydrodipicolinat Succinylase belegt werden.

ScaI 3340

" BamHI, 3860 :
i Scal, 3946
: | EcoR1 3950
Sacl, 1740 HindIIl, 4440 EcoRI, 6450
- HindIII i BamHi, 2000 Bglii 5460 BamHI

1 | | L] | L

B T S L B LIS S S A

T 3 ":::f;:-..;.(::v-:j S 3__.\ RN -
dapD = . aroP 01‘f3 dapE o_rf2n .

Abb 35 Anordnung der Gene dapD dapE und aroP sowie der oﬁepen
" Leseraster orf3 und orf2n im. Genom von C. glufam:cum ATCC13032
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Das artifizielle "dapD", das als 2,85kb BamHi-Fragment isoliert wurde (Wehrmann
ef al., 1994), ist durch eine Fusion der authentischen Gene dapD und orf3 ent-
standen. Ermdglicht wurde dies durch die starke Ahnlichkeit der Nukleotid-
sequenzen, die Gber einen grofien Bereich identisch sina. Eine gezielte Suche
nach der DNA-Region mit der starksten Ahnlichkeit zwischen orf3 und dapD
(Programm BESTFIT, Husar 3.0) ergab einen homologen Bereich, der kurz vor
dem Transiationsstart von dapD beginnt. Abbildung 36 veranschaulicht, dall der
Einzelstrangbruch, der fir die Rekombination, die zu dem arlifiziellen "dapD" ge-
fuhrt hat, verantwortlich ist, sehr genau lokalisient werden konnte. Obwohl die
Rekombination im dapD-Strukturgen statigefunden hat, fGhrie der Austausch der
Nukleotidsequenzen von orf3 und dapl nur zu konservativen Basenaustauschen.
Lediglich im Bereich von Codon 11 und 12 der DapD-Sequenz fand ein Amino-
sdureaustausch statt (V11L, F12V), so dal, von dieser Ausnahme abgesehen,
der carboxyterminale Bereich des artifizielien "dapD"” (ab AS 86 von "orfdapD" in
Abb. 5) mit dem authentischen dapD identisch ist.

50 D A ¥ p VvV ¥ L R L B L L 8 H R L V
ori3 SACCCGCACCATE T TACCTCCECC TCCACCTECTTTCCCACCOCOTEET
[ ] i | S T O R 1 FET L EL 135111 11 [ 2 I A I A I N ] H
. 11 i | I I I I I | H [ I S S O N N 3 L2 I I I 3 11 (20 T T S S I R I | 1 3
dapD GACACCTACGATGCAT-GCTGCGCCTTCACCTCCTCTCCCACCGCGTTTT
M L R I H L-L §S H R V F
108 R P H EM H M Q N T L E L L S D
orf3 o CCGCCCOCACGARARTGCACATGCARARCACCTTGGAGCTGCTGTCCGACS
: Lhdadt 1t R I S A P
‘dapld . CCGCCCTCACACCATCAACCTAGACGGCATTTTCGECCTCCTCAACAATE

13 R P H T I N L B G I FF € L L H W

L1244 V-V W T N K G P

“‘orf3 ' TGGTGTGGACAARACAAGGGCCCTT
Goorar it R
-1 | T O - N T 3 [ | [ ] 11 1

dapD. . PCGTETEEACCAACTTCGGACCET
. 29 .V VW T N F G P

._Abb 36 Vergleich der Nukleotidsequenzen von dapD und ori3 einschiiefdiich
‘der ersten ca. 100 Basen vor dem Transiationsstart durch das
-Programm BESTFIT (Husar 3.0). Sequenzhomoiogie tritt erst kurz vor
" demn ATG-Startcodon (unterstrichen) der dapD-Sequenz auf. Die .
“abgeleitete Aminosduresequenz von dapD und orf3 ist zusétzlich
o angegeben. Die durch homoioge Rekombination entsiandeﬂe arirﬂzzeiie '
R ..“orfdapD" Sequenz ist heworgehcben daf’gestellt :
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Der hohe Grad an ldentitat (43%) der abgeleiteten AS-Sequenzen von orf3 und
dapD kénnte auf eine ahnliche Funktion der Genprodukie von orf3 und dapD hin-
weisen. Gezielie Untersuchungen zu orf3 zeigten jedoch weder eine Uberexpres-
sion der Tetrahydrodipicolinat Succinvlase in rekombinanten C. glutamicum-
Stammen mit plasmidcodiertern orf3, noch konnten physiclogische Auswirkungen
durch eine orf3-Deletion, C. glufamicum W3-36, festgestellt werden. Aus diesem
Grund kann eine Funkiion eines potentiellen ori3-Genproduktes als Dap-iso-
enzym ausgeschiossen werden. Durch Experimente zur Bestimmung des Trans-
kriptionsstartes ist bekannt, dal ein orf3-Transkript gebildet wird (M. Patek,
persdnl. Mifteilung). Ob aber tatsachlich auch ein orf3-Protein gebildet werden
kann und, wenn ja, welche Funkiion es besitzt, mlssen zukinftige Siudien
zeigen. lnteressanterweise wurde erst kirziich im menschlichen Genom das
Pseudogen einer anderen Succinvliransferase entdeckt, das zwar prozessiert,
aber aufgrund von Mutationen nicht in ein funktionelles Protein iranslatiert wird
(Dihydroliponamid  Succinyltransferase des 2-Oxoglutarai  Dehydrogenass
Kompiexes, Nakano et al., 1924). Allerdings deutet die Tatsache, dafl das
artifizielle "dapD"-Fragment ein funktionelles Protein bilden kann (Wehrmann ef
al., 1884), eindeutig auf eine Translation des orfi3-Transkriptes in vive nin. Da die
Rekombination, die zur orf3-dapD-Fusion fihrte, am Codon 15 fir DapD
statigefunden haben mul (s. Abb. 36), stehi das arlifizielie "Daph)” unter der
Kontrolle der Transkriptions- und Transiationssignale von orf3. Wenn von orf3
also tatsdchlich ein Genproduki gebildet wird, so erscheint es &uflerst unwahr-
scheinlich, dall C. glutamicum sich die Synthese eines funkticnslosen Proteines
"feistet”". Eine Anhéufung von Mutationen, die zu einem Abbruch einer soichen
energieaufwendigen Synthese in einem frihen Stadium fihrt, wére zu erwarien
(Hall ef al, 1284), und ein Verlust dieser genetischen information wére die
logische Konsequenz (Stouthamer & Kooijman, 1883}, Auf der anderen Seite gibt
es jedoch auch Beispiele fir den Erhalt von nicht exprimierten kryptischen Genen,
wie argh (Riley & Glansdori, 1984) oder das ce/-Operon {Parker & Hall, 1880} .
Solche stummen Gene, deren Mutationen unter Selekiionsdruck revertieren bzw.,
~durch Zweitmutationen suprimiert werden kénnen, stellen unter Umsténden einen
Uberiebensvorteil fur eine Bakterienpopulation dar (Li, 1984)... . S

in C. glutamicum ist bislang keine Regulation der Diaminopimelatsynthese durch
" "DAP bekannt (Cremer et al,, '1988; Schrumpf ef al., 1991). Bemerkenswerterweise
" wurde bei der Uberpriffung - der spezifischen ‘Enzymaktivitaten in der DapE-

. Defekimutante wiederhoit eine leicht erhdnte Dehydrogenaseaklivitét fesigestellt.
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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 damit zu einer
eridhten Synthese des Enzyms fihrt. Entsprechende Untersuchungen zur DAP-
Reguiation auf Transkriptionsebene kénnen nichi direkt durchgefihrl werden, da
externes DAP von den Zellen nicht aufgenommen werden kann (Yeh ef al., 1988).
Sowech! in B. subtilis (Hemmung der Apariatkinase |, Zhang & Paulus, 1980} als
auch aus E. coli (induktion von fysA, Boy ef al., 1879, Patlle, 1983} stelit 0, L-DAP
einen Effekior fur die Regulation dar. Eine entsprechende Rolie des essentiellen
intermediats D,L-DAP wére auch fur C. giutamicum nicht Oberraschend. Eine
mdgiiche Reguiationssielle ist dabel der Verzweigungspunkt am Tetrahydro-
dipicolinat, so dal die erndhte Dehydrogenaseaktivitét in C. glutamicumn dapkE
erstmals einen Anhalispunkt fir eine mdgliche Regulation des verzweigten
Syntheseweges zum D,L-DAP bietel. Ob es sich hierbel fatséchlich um den
Effekior D,L-DAP handelt, liefde sich eventuell durch Einsatz von DAP-haltigen Di-

oder Tripeptiden verifizieren.

4.2 Funktion des verzweigten Syntheseweges zum D, L-Diamincpimeiat

Die Untersuchungen zur Funktion des verzweigten Syntheseweges zum D,L-DAP
zeigten eindeutig die physiologische Relevanz beider Aste. Obwohi das Aus-
schalten des Succinylase- (diese Arbeit) oder des Dehydrogenaseweges
(Schrumpf et al, 1991) jeweils einen prototropnen Phanoclyp ergaeb, zeigien
detailiertere Wachstumsstudien eine deutlich medienabhéngige Préferenz {Ur die
Nuizung des einen oder anderen Weges. Durch frdhere Untersuchungen war
“bereits bekannt, dai "im_ Wildtyp die Nutzung der beiden Wege zum D, L-DAP
ammoniumabhéngig ist (Sonntag ef af,, 1893)..In der vorliegenden Arpeit konnte
durch die gezielte Inaktivierung von dapD und depf nun auch der genetische
 Nachweis daflr erbracht werden, dall der Dehydrogenaseweg nur bei guter
"-'-Ammoniumverfugbarkeit “ausreicht, -um  Wachstum “von C. glutamicum - zu
" gewahrleisten.  In - Komplexmedium mit “hohem ‘Kohlenstoffangebot  stelien
_-_'“Mutanten mit Block im Succinyldiaminopimelatweg in dem Moment das Wachstum

ein, in dem die Ammoniumkonzentratioh unter-einen kritischen Wert von 0,5 mi

- absinkt (B Philipp, persénl. Mitteilung). Wahrend der Wildtyp. flexipel ‘auf diese

. ’Limitation ‘durch Nutzung organischer Stickstoff *(N)-Quellen reagieren kann,
: -'g'eic,h_t der alleinige Besitz der Dehydrogenase.fur-weiteres Wachstum nicht aus,
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da freies Ammonium als CoSubstrat bendtigt wird. Wahrscheinlich ist ein rein
kinetischer Effeki, aufgrund der geringen Affinitél (K = 368 mii) der Dehydro-
genase fur Ammonium (Misono ef al., 1986}, fir die starke Ammoniumabhangig-
keit verantwortlich. Experimente auf Mineralsalzmedium mit organischer N-Quelle
verdeutlichten diesen Effekt. Hier zeigten die Mutanten ohne Succinyldiamino-
pimelatweg zunachst kein VWachstum. Auch fur Baciffus sphaenicus, der nur den
Dehydrogenaseweg fur die DAP-Synthese besitzt, wird Wachstum auf Glutamin,
nicht aber auf Glutamat als einziger N-Quelle berichtet (VWhite, 1883). Mach

zweitdgiger Latenzphase konnien jedoch auch die C. glufamicurn-Mutanien

..... Bov oy a5y MNisesac Phﬁnr\mn A

wachsan. Dieses dnomen des Wachstums von Mutenten, die nur die

ammoniumabhangige Dehydrogenase flr die Bildung der essentiellen Metabolite
D,L-DAP und L-Lysin besitzen, in einem ammoniumireien Medium, kann unter-
schiedliche Erkigrungen haben. Zuim Einen kdnnte das hoch affine Ammoenium-
aufnahmesystem in C. glufamicum (Siewe, 1995) bereits geringe Ammonium-
konzentrationen, die durch Bakierienlyse fireiwerden, nutzen und intern
akkumulieren. Damit Ubereinstimmend konnte vor aem Wachsiumsbeginn nach
zwel Tagen regelmaiig eine sinkende 0D beobachtet werden, wéhrend die
vorherige Zugabe von nur TmM (NH4)2804 sofort zu einer Wachstums-
restauration fahrt (vgl. Abb.19). Denkbar ist jecoch auch eine langsame Erhdhung
der internen Ammoniumkonzentration durch Desaminierung des Glutamats durch
die Glutamatdehydrogenase (GDH). Interessanterweise wird die GDH in C.
glutamicum im Gegensatz zu E. coli (Varricchio, 1969) nicht durch Glutamat
reprimiert (Bérmann ef &/, 1892) und kann bei hohen Glutamatkonzenirationen in
vitro auch die Bildung von 2-Oxoglutarat katalysieren (E. Bormann-El-Kholy,
personl. Mittellung). Das Phénomen einer exirem iangen Latenzphase ist auch fr
das Wachsium von giiB-Mutanten (GOGAT"} von E. cofi auf Serin beschrieben.
Auch hier wird katabol gebildetes Ammonium als CoSubstrat, in diesem Fall for
die anabole Glutamatdehydrogenasereaktion, diskutiert (Pahel ef af.; 1978).

Dald auch der alieinige Besitz des kompletien Succinyldiaminopimelatweges unier
Umsténden nicht ausreicht, um ein optimales Wachstum zu garantieren, zeigt das
“schlechte Wachstum der C. glutamicum DAP-Dehydrogenase-Mutante auf Acetat.
“ Da die Nuizung dieser Kohlenstoff-Quelle zu einem Kohlenstoffilull -Uber die
""-’anapierotischen Enzyme des Giyexyiaiweges, die einer sfrengen regulatorischen

..';'__f;.'Kontrolie unterliegen (Reinscheid ef al,, 1894 bfc), fihri, scheint dies auch Aus-
i wirkungen auf die ‘Nutzung der Aste des verzweigten Stoffwechselweges zum

- D,L-DAP bzw. L-Lysin zu haben. Es liegt nahe, eine mangelhafie CoSubstrat-
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Versorgung zu vermuten, da aus der Umienkung des Kohlenstofiflusses im
Zentralstoffwechsel ein stark verringerter SuccinylCoA-Pool resultieren miifite,
der nur auf Kosten von ATP-Hydrolyse aus Succinat aufgeiliit werden kann. Eine
weitere Mdgiichkeit der :Beeinfiussung des Succinyldiaminopimelatweges bei
Wachstum auf Acetat kénnte aber auch durch einen erhbhten Succinat-Pool
gegeben sein, sc dal eine Produkthemmung der N-Succinyldiaminopimelat-
desuccinylase (DapE) durch Succinat in Betracht kommt. Dies wirde eine weilere
Deacylierung von N-Succinvidiaminopimelat, das 'in C. glufamicum Denydro-
genase-Mutanten cytosolisch akkumuliert (Schrumpf ef al, 1881), zuséizlich

pehindern und 50 zu einem wachstumsiimitierenden Kehlenstoffflul} fihren.

Abbildung 37 zeigt schematisch den verzweigien Diaminopimelaiweg. Wahrend
die optimale Nutzung des Succinylaseweges mitielbar vom Kohienstoffangebot
abhéangt, ist der Dehydrogenaseweg sehr stark auf die freie Ammoniumveritigbar-
keit angewiesen, d.h. die Funktion des Succinylaseweges kann nur dann voil-
standig Ubernommen werden, wenn viel Ammonium \}erﬁ.‘sgbar ist, da die Affinitat
dieses Enzyms zu NH4™ recht gering ist (Kym= 36 mM; Misono ef af., 1986). Nur
bei einem hohen Angebot an freiem Ammonium ist C. glutamicum nicht mehr auf
den energieaufwendigeren Succinylaseweg angewiesen, sonderm kann B,L-DAP
mit Hilfe der Dehydrogenase bilden. Das gleichzeitige Beschreiten beider Wege
in vivo (Sonntag et al., 1993) ermdgiicht, flexibel auf eine pidtzliche Ammonium-
limitierung zu reagieren, wie sie z.B. durch eine schneiie Auswaschung bei
Regenféllen fir das unbewegliche Bodenbakierium gegeben sein kdnnte. Von
grofRer Bedeutung scheint fur alle Bakierien, die D L-DAP als Peptidoglycan-
baustein nutzen, ein geringer, apber konstanter Pool von D,L-DAP zu sein. In £
coff ist auch unter verschiedenen Wachstumsbedingungen die cytosclische D,L-
‘DAP-Konzentration hoch genug, um eine ausreichende Substrat-Verfigbarkeit fUr
die UDP~N—aceiy}muramyl-bAiaey-}D-Giu-D,L—Dﬁ\P—Symhase (murk), das in £. coff
eine weitaus hﬁhere Affinitat zum D,L-DAP aufweist (K, = 0,036 mM; Michaud et
- éi.,_ 1990) als das Konkurrenzenzym, die Diaminopimelatdecarboxylase, LysA (Km
=1 7 mivi; White & Kelly, E'1'965), zu gewahrleisten (Mengin-Lecreulx ef &/, '1982).
Wahrend aus kinetischen Griinden der Kohlenstofffluf vorzugsweise.in Richtung
'_-der Zellwandsynthese ablauft, wird durch Reguiaﬁon von fysA auf Expressions-
ebene die Lysinversorgung sichergestelit (Stragier et a/,,1983). Beide Enzyme,

- die "UDP-N- -acetylimuramyl- L-Ala—'y-D -Glu-D,L-DAP-Synthase - und. ‘die. Diamino-

'-.prmelatdecarbo,\ylase, konnten auch 'in C.- glutarnicum nachgewiesen werden _
- (Marcel et al., 1990), doch stehen, im Cegensatz zu detailierten molekuiar- .
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‘Tetrahydrodipicolinat

Succin
weg

SuccinylCoA

Glutamat

Zellwand iiygéﬁ

Abb. 37 Schema zum Kohlenstofffiul} durch den verzweigten D,L-DAP-Weg in
C. glutamicum. Nur bei hoher Ammoniumveritgbarkeit kann der
Dehydrogenaseweg den Succinylaseweg, der fir sinen konstanten

- meso-Diaminopimelat-Pool verantwortiich ist, voll ersetzen. .

biclogischen . Expressionstudien (Oguiza et al, 1983), keine . kinetische
Messungen, die Riickschi(isse (ber die relative Affinitat der Enzyme zu D,L-DAP
f_zu!ass_en, zur Verfigung. Eine &hnlich geringe Affinitat der Decarboxiase zu D,L-
DAP wie bei £. Coii,'wurde jedoch auch fur andere Gram-positive Bakierien, die
D,L-DAP als Zellwandbaustein nutzen, beschrieben (Rosner, 1875). DaR in C.
giutarnicum &hnliche Verhélinisse vorliegen, zeigt die Tatsache, dall es nur unter
Lysinproduktionsbedingungen zu einem verstarkten Flug tber beide Wege zum
L-Lysin kommen kann (vgl. Abb. 21). -~ . S
- Nachdem die wichtige -Rolle beider Aste des verzweigten Weges bei der Anpas-
'_-_sung an ‘unterschiedliche -Wachstumsbedingungen fr --C."'giufamicgm "nachge-
| "WEe_ser_] -werden- konnie,stelltesich die Frage, welches der beiden essentieilen
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Produkie dieser Biosynthese, D,L-DAP oder L-Lysin, bei suboptimalen Wachs-
tumsbedingungen limitierend ist. Die Tatsache, dal L-Lysin nicht zur Wachstums-
restauration von C. glufamicum Succinyiase-Mutanie auf ammoniumireien
Mediurmn fihrt, kann als indirekter Hinweis auf einen Mangel an dem essentisllen
Zelibaustein D,L-DAP angesehen werden. Der direkte Nachweis, Wachstums-
restauration durch D,L-DAP, kénnte nur mit Hilfe von DAP-haltigen Peptiden
gefGhrt werden. Disse missen, im Gegensalz zur freien Aminosdure, aufgs-
nommen werden, da das recycling von Peptidoglycanbausteinen eine wesentliche
Rolle beim turnover der Zellwand spielt (Goodell, 1985). Experimente, die einen
erleichterten Zellaufschiufl bei Mutanten mit Defekt im Succinyldiaminopimelat-
weg zeigten, unterstitzen die Hypothese, dald fehlendes D, L-DAP und nicht L-
Lysinmangel zum Wachstumsstopp fihren. Eine D L-DAP-Verarmung, die
héchstwahrscheinilich bel Wachstum ven C. glufamicum-Zelien, die nur den
Dehydrogenaseweg besitzen, auf Medium ohne ausreichende Ammoniumver-
sorgung aufiritt, beeinflullt alsc offensichtlich die Zellwandsynthese. Weil D,L-
DAP, aufgrund der e-Aminogruppe, essentiell fir die Quervernetzung der Peptido-
glycanstrange ist, hat dessen Mangel Auswirkung auf die Stabilitédt der Zeliwand,
so daft starke physikalische Belastungen, wie bei einer Ultraschallbehandlung, zu
einem erleichterten Aufbrechen der Zellen fihren. Bezeichnenderweise ist aus E.
cofi bekannt, dall bei langsamem Wachstum sowohi in der stationdren Phase als
auch unter osmotisch bedingtem Strel vermehrt DAP-DAP-Bricken ausgebildet
werden, die dem Mureinsaccuius eine zusatzliche Stabilitat verieihen (Briehuis &
Wouters, 1987, Pisabarro ef al,, 1985;Glauner ef &/, 1988). Fir die den Coryne-
bakterien nah verwandien Mycobaktierien ist sogar ein ungewdhnlich hoher Antei
dieser DAP-DAP-Briicken beschrieben (Wieizerbin ef al, 1874). Dieser Sicher-
heltsmechanusmus schutzt die Zelle vor Deformation durch den immensen Turgor,
der in Gram-positiven Bakterien tber 20 bar betragen kann {Mendelson &
Thwaites, 1989). Interessanterweise bildet die Succinylase-iviutante (dapD) auf

osmovscn blduulaiel tem Festmedium ungewéhn ich lange Zelliformen, die teil-

weise an den Enden keulig aufgeschwollen sind. Dies deutet auf eine starke
'Beemﬂuﬁung der Regulation von - Zellelongation und Zellteilung hin. "Einen
_ahniichen Phanotyp findet man auch bei Einsatz von niedrigen Kenzentrationen
~von.-Penicillin '(S:c:hwarz & “Asmus, 1969), 5I%(uiti_vierung mit = DAP-Analoga
(Chaloupka ef. al., 1974) oder durch Uberexpression von murF, dem Gen fur das

_ "D-Ala- D—Ala—addmg enzyme" (Mengm-g. creulx ‘ef- d! 1888}, in- z:: cofi. i allen- .
~Fallen. kommt es. zur Stérung des Ves’haiimsses von UB? N-ﬁce‘iyimuramm-

B :_ Pen‘tapep’ttd Zu b"‘P E\%—Acety!murarn n—Trapeptld in der Zelle was - bet der .




102 DISKUSSION

Umstellung von Langenwachstum zur Zelltellung von entscheidender Bedeutung
ist {Boita & Park, 1981; Begg ef al, 1960). im Gegensatz zur C. glutamicum
Succinylase-Mutante weist die Desuccinylase-Mutante (¢apE) unter den gleichen
Bedingungen kieinere, abgerundete Zeliformen auf. Es ist denkbar, dal aufgrund
des starken cytosolischen Succinyl-Diaminopimelatanstaus von Gber 150 mM (B.
Philipp, pers. Mitteilung) hier SuccDAP anstelie von D,L-DAP in die Zeliwand ein-
gebaut wird. Da die Succinylgruppe die s-Aminogruppe des Diaminopimelat
biockiert, kann es nicht zur Quervernetzung der einzelnen Peplidoglycansirange
kommen und die Zelle verliert ihre typische Zellform. Auch bei B. subfifis Sphéro-
blasten konnte ein Defekt in einem Biaminopimelatsynthesegen (asd) als Grund
fir die mangelnde Peplidoglycansynthese belegt werden. Hier wurde der Anstau
des UDP-Dipeptids nachgewiesen (Ward, 1975). Demnach reprasentieren die
sphéroblastenghnlichen dapE-Mutanten eine Extremform des Zellwanddefekies
der Succinylase-Mutante (dapD). Untersthizt wird diese Hypothese durch die
Tatsache, daft bei Wachstum der Desuccinylase-Mutante auf Kemplexmedium mit
hohem Kohienstoffangebot wiederholt eine im Vergieich mit der Succinylase-
Mutante geringere End-OD gemessen wurde. Gleichzeitig konnte bei weiterer
Inkubation eine verstarkte Zelllyse festgestellt werden, was ein deutliches An-
zeichen fir ein mangelndes Adaptationsvermdgen der Zeliwand an die stationére
Phase ist (Glauner ef al., 1988), und sowohi auf eine mangeinde Quervernetzung
durch die zu geringe Verfligbarkeit von Peptidoglycan-Donorstrangen (Hoélte,
1993) als auch auf eine Enikopplung von Peptidoglycan-Neusynthese und dem
autolytischen System (Tomasz ef af., 1970) zurickzuflhren ist.

4,3 Charakterisierung des Auinahmesysiems fiir aromatische Aminosduren,
. AroP . o

im Verlauf der Klonierung von dap& und dapD kam es wiederhoit zu DNA-Um-
lagerungen, die letzilich auf die Nachbarschafl zu aroP, dem Gen flr einen
~Carrier aromatischer Aminoséuren, zurlickgefuhrt werden konnten (vgl. Abb. 35).
AroP stellt aufgrund seiner starken Hydrophobizitat, zumindest bei einer ver-
starkien Synthese in E. col, eine potentiell toxische Komponente dar. Dies
_.kénnte, bei unkontroliiertem Einbau des Proteins. in die Membran, das Membran-
Ipotenﬁai -beeinflussen und' damit zu “einer- aligemeinen. Stérung essentieller
Transporiprozesse. flhren (Eckert & Beck, 1988). Dieser ie_tale{}efaekt tritt -.nicht
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nur bei Uberexpression des kompletten Gens, sondern auch bei plasmidcodierten
groRen aroP-Fragmenten auf. Unitersuchungen mit gentechnisch veranderten
facY-Allelen in £ cofi zeigten, dalR auch die Deletion mehrerer transmembran-
helikaler Bereiche die insertion des Proteins in die Membran nicht beeintrachtigt
(Stochaj ef al., 1988), was durch eine Spontaninsertion von Membranproteinen
erkigrbar ist ("helical hairpin hypothesis”, Engelmann & Stsitz, 1861). Durch
Einsatr des E. coli / C. glutamicum - Pendelvekiors pdC1, der in E. cofl nur mit
moderater Kopienzahl repliziert, konnte diese kionierungsbedingte Ubersynthese
ven AroP umgangen werden. Abbildung 38 zeigt ein schematisches Modell der
Sekundarstruktur von AroP unier Berlcksichtigung der nach Eisenberg ef &l
(1984) identifizierten potentiell membrantberspannendean 12 helikalen Bereiche,
Deuitlich ist eine Verteilung der geladenen AS-Reste beiderseits der Membran zu
erkennen, wobel gemafl der "positive-inside rule” (von Heljne, 1982) die positiv
geladenen Reste bevorzugt auf der cytosolischen Seite des Transmembran-
proteins lokalisiert sind. Nur insgesamt 5 geladene AS-Reste befinden sich in den

*Abb. 38 Schema eines Topologiemodells fir die Membraninsertion von AroP
- auf Basis der Lokalisation méglicher membranitberspannender Helices
. nach Eisenberg ef al. (1984). Die Lage der positiv und negativ
-geladenen AS-Reste ist angegeben. Zahien identifizieren die jeweils .
“erste und letzte AS der Primérsirukiur, die den einzelnen potentiellen
Transmembranhelices zugeordnet werden.
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und 7 moglicherweise neutralisieren (Traxler ef a/, 1993) und damit eine
funkiionelle Kanalgeometrie garantieren kénnten (Nelson & Douglas, 1993). Ein
Vergleich von AroP mit den durch Datenbankrecherche ermitieiten homologen
Proteinen ergab (BlastP, ClustalV; Husar 3.0}, daRl der Antell der geladenen AS
bei den hochkonservierien Bereichen besonders hoch ist. Obwoh! nur 8,5% aller
AS-Reste in dem hydrophoben AroP-Polypepiid geladen sind, betrégt deren
Anteil an den konservierten Aminosauren 39%. Dies unterstreicht die wichtige

Rolle der Ladungsverteilung in integralen Membranproteinen.

Uberraschenderweise enwies sich weder der funktionelle Aspekt, d.h.
am Lysintransport aufgrund der Lokalisation von arof in einem Cluster mit Lysin-
synthesegenen, noch der strukturelle Aspekt, d.h. groRe Identitét der Primar-
strukturen von C. glufamicum AroP und der GABA-Permease aus E. coff (40,5%
identische AS), hilfreich fUr den Nachweis der Funktion von AroP. Nur durch
einan systematischen Vergleich des Aufnahmeverhaliens verschiedener Amino-
sduren durch Wildiyp, Defektmutante und Stamm mit plasmidcodiertern Gen
konnte der offene Leserahmen 5 (off5) als aroP-Gen identifiziert werden. Diese
Vorgehensweise, d.h. experimentelle Ermittlung der Funktion eines Gens, das fur
ein potentielies Membranproiein codiert, ohne Einsatz von zur Komplementation
geeigneter Mutanten, ist meines Wissens nach bisher beispieilos. Die Tatsache,
dal} die Membraninsertion von Transporiproieinen strukiurelle Erfordernisse ver-
langt, beinhaltet zwar die relativ sichere Identifizierung entsprechender codieren-
der Regionen (Engelmann ef af, 1986) und die Zuordnung zu Proteinfamilien
(Saier, 1984), lalkt aber keine Aussage Ober die spezifische Funktion zu. Diese
Problematik ist umso bedeutender halt man sich vor Augen, dafl etwa 13% aller
E. coli Gene an Transporiprozessen beieiligt sind (Riley, 1893). Daher Uberraschi
es nicht, daf} auch fir viele zu AroP aus C. glutamicum homologe Genprodukie
bisher keine Funktion nachgewiesen werden konnte (u.a.YtD aus E. cofi mit
57,8% ahnlichen AS; Yifk aus £. cofi mit 57,2% Ahnlichkeit, Daniels ef al., 1992;
YitK aus Salmonella typhimurium mit 57 7% Ahnlichkeit, pironly:327728; Rock
aus B. subtilis mit 55,9% Ahnlichkeit; YCC5 aus Saccharomyces cerevisfae mit
' 53,6% Ahnlichkeit, embi:X59720), obwoh! die Zugehérigkeit zum Cluster | der
APC-Familie (Aminosaure-Polyamin-Cholin-Transporter) aufgrund der strukiurel-
ten Daten unzweifelhaft ist (Reizer etal, 1 993). Damit stellt AroP. das erste Gram-
- posmve Mstghed definierter Funk‘tion ci;eser Transportfamil;e dar
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Erste Hinweise auf eine Beteiligung des Genproduktes von orf5, AroP, am
Transport von arcmatischen Aminosauren ergaben sich aus der Becbachtung,
dad mit Tryptophan supplementierte Ubernacht-Kulturen des aroP-Uber-
exprimierers C. glutamicum 13032 pJCaroF eine starke Braunfarbung aufwiesen,
die bei der aroP-Defektmutante C. glutamicum 13032 aroP ::pEMaroPint nicht zu
erkennen war. Durch den Nachweis von Indol-3-aldehyd im KultiurUberstand war
auch die funktionelle Korrelation ven vermehrier Tryptophanaufnahme durch
aroP-Uberexpression und verstérkter Braunférbung durch Akkumulation eines
Tryptophan-Abbauproduktes, indol-3-aldehyd, gegeben. Uberraschenderweise ist
C. glutamicum im Gegensatz zu £ cofi (Taium & Bonner, 1944; Deeley &
Yanofsky, 1981) jedoch kein indolbiidner, so dal indoi-3-aidehyd offenbar nicht
weiter oxidiert wird. Die Bildung von Indol-3-aldehyd ist bislang nur in der Hefe
sowie in héheren Organismen nachgewiesen worden und gilt als Abbauprodukt
von indolessigséure. Da die Indol-3-aldehyd Bildung auch als enantiomer-
spezifischer Abbau von D-Trypiophan beschrieben wurde (Chen ef &/, 1574 und
Referenzen darin), ist es nicht ausgeschiossen, dall der Einsatz des D-L-
Tryptophan-Gemisches zu der beobachieten indol-3-aldehyd Akkumulation im
Kultur-Giberstand von C. glufamicum 13032 pJCarcP flhrte.

Bei dem Funktionalitétsnachweis von aroF konnte neben den aromatischen
Aminosaéuren auch Histidin als mogliches Substrat identifiziert werden. Dies
scheint jedocn eher die geringe Spezifitét von AroP widerzuspiegeln und kann als
Nebenaklivitét bel hohen Substratkonzenirationen angesehen werden. Auch in £
_"coli und S. {yphimurium wurde eine enisprechence Aklivitét nachgewissen, wobai
“die Affinitét dieser AroP-Carrier zu Ristidin 500-fach geringer ist als zu den drei
aromatischen Aminosauren (Brown, 1970; Ames & Roth, 1868). Auch wenn das
: "piasmidcodieﬁe aroP nicht fur alle 3 Substrate die gleiche relative Steigerung der
Transporﬁrate bewirkte, s0 konnte durch Kompetitionsexperimente zweifelsfrei

gezeigt werden, dafll eine hohe Affinitat von AroP zu allen aromatischen Amino-

“sduren besteht. Exemplarisch wurde der Ky flir L-Tyrosin bestimmt. Mit 3,0 uM

IVise rains

”Die Frage, ‘obin C. glutamicum, wie in E. cofi, weitere Aufnahmesysteme fir
“aromatische Aminosduren existieren, kann nicht endglitig beantwortst werden.
“Diese zusatziichen Aufnahmesysteme fir aromatische Aminoséuren in £. coff sind
""""';'_épezifisch fur Tyrosin:, TyrP (K = 2,2 i), Phenyialanin, PheP (K = 2,0 ud) -

" ‘und Tryptophan, Mitr (K ='3,0 pivl) (Brown, 1870). Daruberhinaus. erfolgt der ._ o
- Trypiophantransport auch iber das niedrig affine System TnaB (K = 70 uM), o
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das zusammen mit der Tryptophanase, TnaA, als Operon codiert vorliegt und fur
das Wachstum von E. cofi auf Tryplophan als einziger C-Quelle essentiell ist
(Ecwards & Yudkin, 1982; Yanofsky et al., 1991). Die Tatsache, dal die ldentifi-
kation der Funktion des C. glufamicum AroP auf einem Medium mit Casamino
acids gelang (CgXilN), deutet jedoch darauf hin, dall zumindest die Regulation
der Aufnahme aromatischer Aminosauren in beiden Organismen véllig ver-
schieden ist, da in £ coli unter diesen Bedingungen arof durcn TyrR reprimiert
wird (Whipp & Pittard, 1977; Chye & Pittard, 1987). Auf der anderen Seite kann
auch eine mdgliche Negativregulation von spezifischen Aufnahmesystemen Tl
aromatische Aminosauren in C. glutamicum nicht ausgeschlossen werden, da in
E. cofi sowohl die tyrosinspezifische Permease TyrP als auch die tryptophan-
spezifischen Permeasen Mir und TnaB komplex reguliert werden. Wahrend fyrP
TyrR-vermittelt durch Tyrosin reprimiert und durch Phenylalanin induziert wird,
erfolgt zusaizlich eine Expressionsstimmulation ohne TyrR-Beteiligung durch
Casamino acids (Kasian ef al., 1884 / 1986). Das Gen fur die hochaifine
Tryptoohan-Permease, mir, wird in Anwesenheit von Tryptophan durch den
Tryptophanrepressor reprimiert und durch die aromatischen Aminoséuren Gber
TyrR induziert (Heatwole & Somerville, 1991; Sarsero ef a/., 1991). Das Gen fur
das niederaffine Tryptophanaufnahmesystem, tnaB, dagegen ist Gegenstand der
Katabolitrepression und wird durch Tryptophan induziert (Burrous & Debdoss,
1863). Einziger Hinweis auf ein eventuell weiteres, L-Tyrosin spezifisches,
Transporisystem in C. glufamicum ist die Basisakiivitat der L-Tyrosinaufnahme in
der aroP-Defekimutante {vgi. Abb. 30). Ein enisprechendes Aufnahmesystem
miRie bei sehr niedrigen Konzentrationen {0,5 ud) bereils seine maximale
Transportgeschwindigkeit von 0,4 nmol mg TG™1 min-? erreicht haben, was auf
ein bindeproteinabhéngiges Transporisystem hindeutet (Ames & Joshi, 1580).
"--.Bisiang sind for aromatische Aminoséuren jedoch nur sekundér energelisierte
~Transporter beschrieben (Krémer, 1984b). Auch AroP aus C. glufamicum wird
'__e!ektmchemisch, wahrscheiniich durch "de_n 'Na‘triumionengradien‘teﬂ, energe-
tisiert. Der Ausfall des Membranpotentials fihit folgerichtig zu einem sofortigen
'_'-.'Tyrosinaui’nahme_stopp. Dieser Befund widerspricht wiederum einein mobglichen
. zweiten, primér aktiven Aufnahmesystem flr L-Tyrosin in C. glufamicum. Die
‘Méglichkeit, dal in C. glutamicum, neben AroP, keine spezifischen Permeasen an
: der- Aufnahme aromatischer -Aminoséuren beteiligt sein kénnten, wére jedoch
nicht. auflergewdhnlich, da ‘auch fUr die. verzweigikettigen Aminosauren in C.
" glutamicum , im Gegensatz zu E. colf (Landick et al., 1984), nur. ein Transport-
. system wahrscheiniich ist (Ebbighausen ef af.,, 1988), .. . S
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interessanterweise ist AroP nicht nur fir die Aufnahme von aromatischen Amino-
sauren verantwortlich, sondern ist auch an der Sekretion des selben Substrates
beteiligt. Damit konnie erstmalic experimentell gezeigt werden, dafl neben
Diffusion und spezifischen Sekretionscarriern auch die spezifischen Aufnahme-
systeme an der Sekretion der korrespondierenden Aminosdure beteiligt sein
kdnnen. Die Verifizierung dieser "inversion hypothesis” (Kramer, 18%4sa), die
urspringlich fir die Glutamaisekretion in C. gluiamicum vorgeschlagen wurde
(Clement ef af, 1984), anschlielend aber funktionell und genstisch widerlegt
werden konnte (Guimann ef al, 1892; Kronemeyer ef al, 1995), ist nicht nur von
mechanistischer Bedeutung, sondern kénnte auch bei der mikrebielien Produktion
von L-Aminosauren im industrielien Malstab eine grofle Rolle spisien. lkeda &
Katsumata (1894) berichien ebenfalls von sinem generelien Aufnahmesystem fir
aromatische Aminoséauren, das in C. glufamicum ATCC13032 die Hauplrolie bei
der Aufnzhme dieser Aminosaduren spieit. Dabei scheint es sich tatséchlich um
AroF zu handeln, doch gelang es innen nur, ein entsprechendes DNA-Fragment
aus einem verwandten Stamm, C. glufamicum ATCC31833, zu kionieren. Die
Autoren berichten Uber Tryptophanprodukiion in einem Stamm mit defekiem
Aufnahmesystem und ziehen daraus den Schiuf’, dal} die Aufnahme aromatischer
Aminoséduren unabhangig von der Sekretion ist. Die vorliegenden Uniersuch-
ungen konnten jedoch, umgekehr, kiar die Beteiligung des Aufnahmesystems an
der Sekrelion aramatischer Aminosauren in C. glutamicum zeigen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Wie in den lefzten Jahren gezeigt werden konnte, wird in Corynebacterium
glutamicum die Amincsdure L-Lysin Uber einen verzweigten Syntheseweg
gebildet. Das Zwischenprodukt meso-Diaminopimelat wird dabei entweder Uber
die vier enzymatischen Schritie des Succinyiaseweges oder Uber den Dehydro-
genaseweq, der allein durch das Enzyvm Diaminopimelaidenydrogenase
reprasentiert wird, synthetisiert. Ziel dieser Arbeit war zundchst 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 kénnen.

1. Das Gen dapD, das fiir das Enzym am Verzweigungspunkt der Diamino-
pimelatsynthese, die Tetrahydrodipicolinatsuccinylase codiert, und das Gen
dapE {ir die N-Succinyldiaminopimelatdesuccinylase, die den dritten Schritt im
Succinylaseweg katalysiert, wurden kioniert und seguenziert. Beide Gene sind
zusammen mit orf3, einem offenen Leseraster unbekannter Funktion, das eine
starke Ahnlichkeit zu dapD auiweist, chromosomal in einem 5512 bp Cluster
organisieri. Ein weiteres Gen dieses Clusters codiert fUr ein Membranprotein.

Die Defekimutanten C. glutamicum daplD und C. glufamicum dapk zeigten ein
limitiertes Wachstum und eine veranderte Zellmorphologie. Beide Effekte
fraten nur bei einem hohem Kohlenstoff-Ammonium-Verhiélinis im Medium auf,
und gleichzeitig zeigien diese Mutanten eine geringere Zeliwandstabilitét. Dies
zeigt, dall der Succinylaseweg bel Ammoniumkonzentrationen < 0,5 miM be-
nétigt wird, um gentgend meso-Diaminopimelat fir die Zellwandsynthese zu
pilden, wogegen bei einer honen Ammoniumverfligbarkeit der Dehydro-

N

genaseweg daflr ausreicht.

3. Das fir ein Membranprotein codierende Gen wurde kloniert und sequenziert.
Durch funktionelle Charakierisierung des Genprodukies konnte das Gen arof
identifiziert werden, das fir ein hochaffines Transportprotein (K, fur L-Tyrosin
= 3,0 uh) zur Aufnahme der aromatischen Aminosauren Tyrosin, Phenylalanin
und Tryptobhan codiert. DartUberhinaus konnie auch die durch dieses

 sekundare Transporisysiem vermitielte Sekretion von Tyrosin ins Medium
"~ gezeigt werden. Damit ist erstmalig in vive die Beteiligung eines Aminosaure-
Aufnahmesystemes .am Export des spezifischen Substrates belegt.
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7. ANHANG

Nachfolgend sind die Restriktionskarten von ausgewahiten, in dieser Arbeit
konstruierten Plasmiden aufgefunrt. - ' o

BamHI
AvaliXbal/

KpnlZ = FeoRLL
Sa:l Seal, 10
EcoRIE | BamHI95
£ i ,Pstl224

pUCISorf5el. 4
4051 bps

Ap

" Xbal, 1004
T Nsi13179

HindIH

Abb. 39 Plasmid pUC190orf5ci,4 {1365 bp Sall-EcoRi-Fragment im Vektor
pUC18). Dargestellt ist die Orientierung B. Die Insertion liegt in dieser
Crientierung auch im Vektor pUC18 sowie im Pendelvekior pJC1 vor.

[Bam#1/
iEcoRILL
i fBamHl/
I IByIII],90

Salis6]

EcoRI, L HindIII,1124
. EcoRI1612
i Seal 1617

" BamHI ,1699

. S5cal,2046
piCaroP
9100 hps
{ pJCorf3/5 }
HindEIT Xbal210l
HindIIl
- [5al]

am H1),2968
bal

Hindill

. Abb.40. Plasmid. pJCaroP (2968 bp. Insertion mit fusnonlertem crfs im Vekior -
' : pJC1) ' . _
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Awval
Bamm HI1
Kpul: "Seal 86
i EcoRL%
_BsX1,276

L HindI1L5T9

LA vazl,830
_KpnlSTi
O 5all 042

Seal
Ps:l,i346
i am o— e L KpaLlise
dapE BamHI3 4 3| 5 Bse X1,1580
6254 bps 8
5/ 7 Aval 1788
XhoT,1788

1 Clal 1814

Sall, 1241

3386,BamHI

Abb. 41 Plasmid pUC19 dapE BamHI3.4 (3386 bp Bamhl-Fragment im Veklor
plUC18). Dargestellt ist die Orientierung A. Die Insertion liegt sowonl in
diesem Vekior als auch im Pendelvekior pdC1 in beiden Orientierungen

VO,

BamHI,
Avall

BamH1,287
{ BamH1,308

L Pse1 498
{ Narl562

Scal
pUCi9%apbl.55 Nsil1034
4280 bps T Xbalilg
Scall/
bal, 1504
HindllI

Abb. 40 Plasmid pUC18dapD1,55 (1594 bp Sacl-Scal-Fragment im Vekior
-~ -pUC19). Dargestellt ist die Orientierung A. Die insertion liegt sowohi in _
"dies_em Vekior als auch im Pendelvektor pJC1 in beiden Orientierungen

YOr. -
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