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I. EINLEITUNG

Corynebacierium gluiamicum wurde 1957 von Kinoshita isoliert {(Kinoshita et al,, 1957).
Das Gram-positive, Biotin-bediirftige Bakterium ist unbeweglich, bildet keine Sporen und
ist .je nach physiologischem Zustand von stibchen- bzw. keulenformiger Gestalt
(Abbildung f).  Charakteristische  chemotaxonomische  Merkmale sind  die
Zellwandbestandteile Galaktose, Arabinose, freie kurzkettige Mycolsduren und mieso-
Diaminopimelinsgure, Gber die die ecinzelnen Ketten des Peptidoglukangeriistes der
Zellwand miteinander verknitpft sind (Keddie und Cure, 1977). Die Genommasse von
C. ghitamicum betragt 1.7 x 10° Dalton, was einer GroBe von ungefihr 2500 kb entspricht

(Debabov, 1990) und die DNA weist einen GC-Gehalt von 53 - 55 % auf (Liebl, 1991).

- Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufhahme von Corynebacterium glutamicurm.




C. glutamicum sowie die sehr nahe verwandten Corynebacterium callunae und
Corynebacterium glutamicum ssp. flavum (frither Brevibacteriun flavum) {(Liebl et al,
1991) werden zu den “Glutaminsiure-Bakterien” gezihlt, da sie unter bestimmten
Wachstumsbedingungen Glutamat in das Medium ausscheiden (Kinoshita, 1985). Sie
sezernieren Glutamat unter Biotin-Limitierung (Shiio et al., 1962), nach Behandlung der
Zellen mit Detergenzien (Takinami et al., 1965; Huchengq et al., 1984) sowie nach Zugabe
von Penicillin zum Wachstumsmedium (Nunheimer et al., 1970). Aufgrund dieser
Eigenschaften sind diese Organismen fiir die biotechnologische Herstellung von L-Glutamat
von erheblicher Bedeutung. Auxotrophe Mutanten dieser Stamme konnen auch andere
Aminosiuren ausscheiden. Interesse finden dabei neben Glutamat, vor allem die fir die
menschliche und tierische Erndhrung essentiellen L-Aminosauren Isoleucin, Lysin,
Threonin, Tryptophan, und Phenylalanin. Diese Aminosduren werden hauptsichlich als
Fusaiz bei der Futtermittelherstellung und  als Geschmacksverstarker in  der
Nahrungsmittelindustrie verwendet. In der pharmazeutischen Industrie finden sie auch als
Ausgangsprodukte bei der Herstellung von Medikamenten sowie als Zusatz in
Infusionslosungen Verwendung (Kl_esmann_ét__al., 1985). Gbwohl die "Glutaminsdure-

Bakterien" fur die biotechnologische, Produktion_'von,_GIutam_at ,b_edegtsam sind, ist relativ

wenig iiber die G mmenaen nnzyme dleser ursams nen bek ..n*. RS
L-Glutamat it in Baktymn eme y Schlnsselposmon innerhalb des

Aminos'aurestoffwe.chs;e_l -"é_m Es ist primares Ammomumassxrmlatmr*sproaukt und dient ais
Donor fur Amﬂnogruppen bel -der- Annnosaure-Blosynthese und cier Purinsynthese.
Weiterhin ist L-Glutamat die. Vorstufe fitr d;e Syntbese der Ammosauren der Glutamat-
Familie. In Mikroorgamsmen ‘kann Giutamat uber zwei verschiedene Biosynthesewege
gebiidet werden. Die “"_-t_ _'m _*'.D__e,.vrumge . F DH} é;atalys;ert die reciuktive Aminierung
von a—Ketoglutara% zu Glutamat unter - gieichzeitiger Oxidation ~von - NADPI—HL—I+
(Reaktion 1}. Es w&rd angenommen daB dieses Enzym fur die- ulutamatmiaung bei hohen
Ammoniumkonzentrationen (> 1 mM) verantwomlch ist &Magasamk 1982). Bei niedrigen
A.mmomumkonzentrationen im Medium (< 1 mM) wird Glutamat im aligemeinen iiber die
‘gekoppelte Reaktion der Glutamin-Synihetase (GS) (Reaktion Za) und Glutamat-Synthase
.(Glutamm:2-0xog1utarat-Ammotransferase, GOGAT)  gebildet  (Reaktion  2b)

~ (Magasanik, 1982).




——>
(1) a-Ketoglutarat + NH,* + NAD(P)H+HT <—— Glutamat + NAD(P)" + H,y0
GDH |

(2&) Giutamat + NFH;' + ATP > Glutamin + AD

GS

(25) Glutamin + a-Ketoglutarat + NADPH+H' -~ > 2 Glutamat + NADP™
GOGAT

Glutamat-Dehydrogenasen sind multimere, aliosterische Enzyme, die ubiquitdr verbreitet
sind. Sie werden entsprechend ihrer Funktion, Herkunft und oiigomeren Struktur
unterschieden. NAD-abhingige GDH's (EC 1.4.1.2.) haben eine katabole Funktion und
katalysieren die oxidative Desaminierung und damit den Abbau von Glutamat. NAD-
abhéngige GDH's konnten sowohl in Prokaryonten, z.B. in Pepfostrepiococcus
asaccharolyticus (Hornby and Engel, 1984), Clostridium symbiosuin (Syed und Engel,
1990) und Pseudomonas fluorescens (Miyamoto und Katsuki, 1991), aber auch in
Eukaryonten, z.B. in den Ascomyceten Aspergillus nidulans (Kingshorn und Pateman,
1973), Saccharomyces éerevisiae (Grenson et al., 1974) und Newrospora crassa (Vieruia
und Kapoor, 1988) nachgewiesen werden. Die meisten dieser GDH's sind tetramere
Enzyme, die sich aus vier identischen Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von
ungefdhr 115000 je Monomer zu sammensetzen (Liiley et al, 1991). Viele Organismen, z.B.
A. nidulans, S. cerevisiae, N. crassa und P.'ﬂuorescens, besitzen neben einer NAD-
abhangigen éuch eine NADP-abhingige GDH _(Kings_hom und Pateman, 1973; Roon et al,,
1974; .Blumenthal et al.. 1975' Miyafnoto und Katsuki, 1991). Die NADP-abhingigen
GDH's (EC 1.4.1.4) sind anabole Enzyme, die in die Glutamatbiosynthese und damit in die
Ammomumasmmiiation mvoiwert sind. Diese Enzyme sind in der Regel Hexamere, die sich
_aus sechs identischen Umeremhelten zusammensetzen ‘Das Molekulargewicht “eines
_.Monomers betragt ungefdhr 48000 53500 (Rosenfeld und Brenchley, 1983; Fisher, 1985)
:':'Daruberhmaus sind auch GDH s mit dualer Coenzym-Speztﬁtat (EC 1. 413, ) bekannt Z. B
die GDH der Rinderleber (Blumenthal et al 1975 Smith et al, 1975) die sowohl NAD als




auch NADP als Coenzym akzeptiert. Fir diese Enzyme wird eine amphibole Rolle im
Glutamatstoffivechsel diskutiert.

Die Glutamin-Synthetase (EC 6.3.1.2.) ist ebenfalls ein ubiquitdres Enzym, das in den
meisten Organismen vorkommt. Sie ist an einem weiteren moglichen Weg der priméren
Ammoniumassimilation beteiligt, indem sie die ATP-abhéngige Synthese von Glutamin aus
Glutamat und Ammonium katalysiert. Da die GS der meisten Organismen auf vielfaltige
Weise sowohl auf enzymatischer als auch auf genetischer Ebene reguliert wird, nimmt sie
eine Schliisselposition im Stickstoffimetabolismus ein (Reitzer und Magasanik, 1987). Die
katalytisch aktive GS besteht in der Regel aus 12 identischen Untereinheiten, wobei das
Molekulargewicht einer Untereinheit ungefihr 50000 betragt {Rhee et al., 1985},

Die Glutamat-Synthase, ein Eisen-Schwefel-Flavoprotein, ist eine Amidotransferase, die
bislang ausschiieBlich in Mikroorganisimen und Pflanzen nachgewiesen werden konnte
(Meister, 1985). Die GOGAT katalysiert den Transfer einer Aminogruppe des Glutamins
auf a-Ketoglutarat und es werden somit zwei Molekile Glutamat bei dieser Reaktion
gebildet. Je nach Herkunft und/oder Lokalisation der GOGAT ist sie NAD- (EC 1.4.1.13)
oder NADP-abhingig (EC 1.4.1.14). Photosynthetisch aktive Organismen besitzen eine
Ferredoxin-abhingige GOGAT (EC 1.4.7.1.) (Lea und Miilin, 1974; Suzuki und Gadal,
1984). In aflen Organismen, in denen die GOGAT bekannt ist, besteht das native Enzym aus

elnem Aggregat vier katalytisch aktiver Dimere, die sich jeweiis aus einer kleinen und einer

ungefahr 52000, wihrend das Molekulargewicht der groBen UE je nach Herkunft zwischen
130000 - 180000 variieren kann (Reitzer und Magasanik, 1987).
Die Regulation der Glutamat-bildenden Enzyme wurde intensiv bei den Enterobakterien

wie. z.B. bei Escherichia coli, Salmonella typhimurium oder Klebsiella aerogenes

uniersuchi. Innerhalb der Enterobacteriaceae werden die Glutamat blldenden
__,nzyme durch Komponenten des Wachstumsmediums unterschiedlich reguhert So Wil’d die
GDH von E. coli und S. typhimurium unabhingig von der Ammoniumverfigbarkeit gebildet
(Pahel et al., 1978; Brenchley et al., 1975), ihre Synthese jedoch durch Glutamat reprimiert
(Varrichio, 1969; Brenchley et al, 1975). Dagegen wird bei X. aerogenes die Expression
_ 'ﬁes GDH-Gens sowohl durch niedrige Armnoni_umkonzentraﬁonen_ (Brenchley et al, 1973)
als auch durch Glutamat reprimiert (Meers et a.l_.,_ 1970). Di_eE;_;pressio_r_r__a_dgr GOGAT_-Gene
_..___éieser.-Organismen wird durch Glutamat oder andere An;i_nosal_;:e_r__x der Glutamat-Familie

- sowie Hi_s;tidi_n, reprimiert (Reitzer und Magasanik, 1987).




In C. glutamicum wurde sowoh! die GDH als auch die GS nachgewiesen und gereinigt
(Kimura, 1962; Oshima et al., 1964; Tachiki et al., 1981), wahrend von C. glutamicum ssp.
Flavun: sogar alle drei an der Glutamatbildung beteiligten Enzyme, GDH, GS und GOGAT
im Enzymtest nachgewiesen und aufgereinigt werden konnten (Shiio und Ozaki, 1970, Sung
et é.l., 1984; Tochikura et al, 1984). Dies bedeutet, dad grundsdizlich beide
Stoffwechselwege zur Glutamatbildung in den "Glutamat-produzierenden” Bakterien
funktionell sind.

Bislang wurde jedoch allgemein akzeptiert, daB die GDH das Hauptenzym der
Glutamatbildung dieser Organismen ist (Kinoshita, 1985; Liebl, 1991} Dafur sprachen
mehrere Argumente. Die GDH von C. glufamicuni wird genauso wie die GDH's von
C. glhitamicum ssp. flavem und C. callunae unabhéngig von der Ammoniumkonzentration
oder Stickstoff-Quelle im Medium konstitutiv gebildet (Bormann, 1990; Bormann et al,
1992; Tochikura et al., 1984; Ertan, 1992b). Dagegen wird das GS/GOGAT-System von
C. ghutamicum ssp. flavum ebenso wie die Bildung der GOGAT von C. callunae durch
hohe Ammoniumkonzentrationen, die iiblicherweise zur Kultivierung dieser Organismen
und zur Glutamat-Fermentation verwendet werden, reprimiert (Sung et al., 1985; Ertan,
1992b). Desweiteren sind die spezifischen GDH-Aktivititen in C. glutamicum ssp. flavum
{(Sung et al., 1584), aber auch in C. caflunae (Ertan, 1992a) um Grobenordnu
die der GOGAT. Weiterhin sind durch klassische Mutagenese ethaliene GDH-negative
Mutanten von C. glufamicum ssp. flovem Glutamat-auxotroph (Shiio und Ujigawa, 1978)
und von Sung et al. (1985) wurden unabhingig davon durch chemische Mutagenese
erhaltene GDH-negative C. glutamicum ssp. flavim-Mutanten beschrieben, die nur noch
sehr geringe Mengen an Glutamat produzierten.

Eret Mitte der achtzioer Izhre wurden fiir die industriell bedeutenden "Giutaminsure-
Bakterien" Klonierungssysteme und effiziente Transformationstechniken entwickelt, um die
Struktur, Organisation, Expression und Regulation von Genen dieser Organismen
untersuchen zu konnen (fiir einen Uberblick siche Martin, 1989). Mit Hilfe dieser
rekombinanten DNA-Techniken wurden dann zunichst Gene, die fiir Enzyme des
Aminosiurestoffwechsel kodieren, z.B. fiir die Lysinbiosynthese (Cremer et al,, 1990), die
Threoninbiosynthese (Katsumata et al., 1986; Peoples et al., 1988; Han et al, 1990), die
| Tsoleucinbiosynthese (Cordes et 2.,1992) und die Phenylalaninbiosynthese (Ito et al., 1990}

isoliert und charakierisiert. Daneben wurde aber auch die Isolierung von Genen beschriebeil,




die fur Zentralsioﬁﬁxechselsenzyme kodieren, zB. fir die Fructose-1,6-bisphosphat-
Aldolase (Von der Osten et al., 1989), die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (Eikmanns et
al., 1089; O'Reagan et al,, 1989) sowie die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase,
3-Phosphoglycerat-Kinase und Triosephosphat-Isomerase (Eikmanns, 1992). Auch die
Isolierung des gdh-Gens, das fiir die Glutamat-Dehydrogenase von C. glutansicun kodiert,
wurde beschrieben (Bormann, 1990). Die Feinstruktur dieser Gene wurde mit wenigen
Ausnahmen ausschlieBlich auf DNA-Ebene analysiert, d.h. die Gene wurden isoliert,
.exprimiert und die DNA-Sequenz aufgeklart. Erst nachdem auch effiziente Methoden zur
Isolierung und Analyse von RNA fir C. gluiamicion zut Verfiigung standen (Schwinde,

1991), konnten die genomische Organisation corynebakterieller Gene untersucht, sowie

Transkriptionsstudien durchgefiihrt werden.

Trotz der offensichtiich wichtigen Position der NADP-abhingigen GDH im
Glutamats toﬁwechsel von C. ghitamcium ist bislang nur sehr wenig tber das gah-Gen von
C. glutamicum bekannt. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit bestand daher in der
molekularbiologischen Charakterisierung des isolierten gdh-Gen von C. glutamicum
(Bormann, 1590) sowohi auf DNA- als auch au Ebene. Das charakterisierte ga/-Gen
solite dann zur Konstruktion eines gdh-tiberexprimierenden C. glufamicum-Stammes und
ciner definierten GDH-defekten C. ghutansicum Mutante verwendet werden, um mit diesen
Stammen die Bedeutung der NADP-abhangigen GDH fur das Wachstum und die
Glutamatproduktion von C. glutamicum untersuchen zu konnen. Weiterhin war es
interessant die Auswirkungen einer heterclog exprimierten NAD-abhingigen GDH auf die
Glutamatproduktion von C. glutamicum zu untersuchen. Da wenig iiber den aiternativen

Glutamat-Biosyntheseweg in . glutomicum bekannt ist, bestand ein weiteres Ziel dieser

Arbeit darin, die Enzyme des alternativen Glutamat-Biosyntheseweges, GS und GOGAT,
nachzuweisen sowie Versuche zur Aufklirung der Regulation der GOGAT und zur

Isolierung der GOGAT-Gene g/BD zu unternchmen.




II. MATERIAL und METHODEN

I1.Bakterienstimme und Plasmide

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Escherichia coli-, Corynebacterium
glutamicum- und Peplostreptococcus asaccharolyticus-Stamme verwendet, die in der

nachfolgenden Tabelle 1 aufgelistet sind.

Tabelle 1: Verwendete FEscherichia coli-, Corynebacterium  glutamicum- und

Peplostreptococcus asaccharolyticiis-Stamme und ihre chromosomalen Marker.

supE4d, A, pro

Stamm relevante Eigenschaften Referenz
E. coli
DHS supBad, hsdR, recAl, endAl,

gvrA96, thi-1, relAl Hanahan, (1985)
PA340 thr-1, fAiuA2, leuB6, lacY1,

supE4d, gal-6, gdh-1, hisGL,

rbfD1, galP63, (glB-F),

rpsL19, malT1, (AR), xyl-7,

mit-2, argH, thi-1 Berberich, (1972)
GSJ403 hfrC, tkt, hsdR,

(sri-recA):Tni0 Sprenger, (1990)
EBE32 PA340, zusitzlich:

{srl-rec)A:Tnl0 diese Arbeit
S§17-1 thi-1, F~, endAR1, hsdR17,

Simon et al., (1983)

P . S S
L. grutanucsim

ATCC 13032 Wildtyp | American type culture
collection
EBI (gdh::pSUPgdh) diese Arbeit

4 P, asaccharolyticus
TATCC 14963

Wildtyp

| American type culture

collection




Die verwendeten Cosmide und Plasmide sind in Tabelie 2 aufgelistet.

Tabelle 2: Verwendete Cosmide und Plasmide mit ihren Eigenschaften und Markern.

Vektor Marker Referenz
pHC79 AmpR, TetR, cos , ori colEl Hohn und Collins, (1980)
pHCgdh3 AmpR, pHC79-Derivat mit

chromomalem 28 kb Sau3A-

Fragment, gdh Bormann, (1990)
pUC138 AmpR, o7 colE1 Vieira und Messing, (1982)
pUC4 5gdh AmpR, pUC18-Derivat mit 4.5 kb,

Saw3 A-Fragment aus pHCgdh3 Bormanm, (1990)
pEKO KanR, ori pBL1, ori colEl Eikmanns et al., (1991a)
pEK4 5gdh KanR, pEKO-Derivat mit 4.5 kb

EcoRi-HindllI-Fragment aus

pUC4 5gdh Bérmann, (1990)
pEKEX2 KanR, Jaclq, racP, ori pBL1 Eikmanns et al,, (1991a)
pGEM4Z™ AmpR, or7 colE1, Promotoren fur

die 8P6- und T7-RNA-

Polymerasen Promega, Heidelberg
pECS CmR, Derivat von pECS, BamHI-

Schnittstelle vor fac-Promotor

deletiert Eikmanns et al., (1991a)
pSUP301 AmpRs KanR, 0T, oriV Simon et al., (1983)




2, Chemikalien

Soweit hier nicht aufgefiihrt, wurden analysenreine Chemikalien der Firma Merck AG,
Darmstadt, verwendet. Restriktionsendonukleasen und andere Enzyme wurden von der

Firma Boehringer, Mannheim bezogen. Produkte anderer Hersteller sind nachfolgend

aufgelistet.

Amersham-Buchler, Braunschweig

a-[3581 dATP, -[335] CTP

Appligene, Heldelberg

Phenol, wassergesattigt

Biomol Feinchemikalien, Hamburg

NADPH, reduziert, Nas-Salz; NADH, reduziert; 3-N-Morpholinopropansulfonsaure
(MOPS)

Boehringer, Mannheim

Ampicillin Na-Salz; ATP; Chloramphenicol, kristallisiert; Dithiothreitol, kristaliisiert; DNA
Packagmg Kit; NAD (freie Saure); NADP Na,-Salz; Nonradioaktive DNA Labeling and

Mucleic Acid Detection Kit; pUJC 18 Sequencing Kit; SP6/T7 Transkription

1 Kit; D Dastectio

Kit; RNA Labeling Kit; Tetracyclin Hydrochlorid;

Bianova, Hamburg

Geneclean Kit (Bio101 Inc, La Jolia, Ca, USA)

Difco Laboratories, Detroit, Vi, USA

Bacto-Agar, Bacto-Trypton, Brain-Heart-Infusion-Medium; Hefe-Extraki; McConkey Agar
Base

Gibeo BRL Life Technologies Inc., Eggenstein - - .

RNA GroBenmarker (0.24 - 9.49 kb)

Pharmacia LKB, Freiburg

~ NAP-10 Saulen

* Promega, Heidelberg

' Ribonuclease Inhibitor (RNasin)

_ ;chhieﬁcher und Schiill, Bassei, Schweiz

B NLI'? Meﬂb ranfilter 0.45 pm Filter flir Konjugation; Nytran-Nylonfilter N13.
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Serva Feinbiochemica, Heideiberg
Acrylamid; Agarose; Bisacrylamid; Harnstoff, Natriumdodecylsulfat (SDS);
Rinderserum-Afbumin

Sigma Chemie, Miinchen
Diethyipyrocarbonat D5758 (DEPC), Ethidiumbromid; Isonicotins@urehydrazid, N-

Laurylsarcosin (Na-Salz); N.N.N’ N’_-Tetramethylethylendiamin (TEMED), Tween 80;
Nujol-Ol

3. Niéhrmedien und Kulturbedingungen

Die E coli - Stimme wurden auf den Komplexmedien 2 x TY (16 g/t Trypton, 10 g/l
Hefeextrakt, 5 g/l NaCl) (Sambrook et al., 1989) oder Luria-Bertani (LB)-Medium (10 g/]
Trypton, 5g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl) (Sambrook et al., 1989} kultiviert. McConkey Agar

(McConkey, 1905) diente zur Identifizierung Sorbit-verwertender F. coli Stamme. Dazu

wurde dem Medium (40 g/l McConkey Agar Base) nach dem Autoklavieren Sorbit sterl in

PR 1 (y vy nfii

ciner Endkonzentration von 1 % zugefigt. Sorbit-vergirende Stamme bilden auf diesem

Medium rote Kolonien, Stimme die dazu nicht fahig sind, bilden weiBe Kolonien,
MO-Medium wurde als Minimalmedium fiir E. coli verwendet (Sambrook et al., 1989).
Dieses Minimalmedium setzt sich aus 100 mi M9-Stammidsung (60 g/i NayHPO4 36 g/t
KIH,PO, 10 g/l NHyCL, 5 g/l NaCl; pH 7.45) und 867 ml H,O dest. zusammen. Nach dem
Autoklavieren wurden dem Medium 30 mi Glucose (20 %), 0.1 ml CaCly (1 M), 2 mi
MgS0, (1 M) und 1 ml Thiamin (170 mg/mi) sterii hinzugefiigt. Zur Anzucht der Glutamat-
rophen E. coli Mutanten PA340 und EBE32 wurde dieses Medium durch Zugabe der
Aminosiuren Arginin, Glutamat, Histidin, Isoleucin, Leucin, Methionin und Threonin in
einer Endkonzentration von 1 mM erganzt. '

C. glutamicum-Stammen wurden auf den bereits oben beschriebenen 2 x TY- oder LB-
Komplexmedien geziichtet. Als Selektionsmedium der C. glutamicum-Zellen -nach der
Konjugaiion wurde BHI-Medium (Brain-Heart-Infusion, 37 g/l) verwendet. Nach ‘der
Flektroporation wurde als Regenerationsmedium der C. .glutc_rmi_czmeeﬂen BHIS-Medium
(37 ¢/l Brain-Heart-Infusion, 0.5 M Sorbit) nach Liebl et al. (1989) verwendet. Zur

Herstellung eines festen Nahrbodens wurden den ‘Medien 18 g/l Agar zugesetzt. Zur
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Kultivierung der C. . glutamicum-Stamme auf Minimalmedium  wurde CgC mit
3-N-Morpholinopropansulfonsiure (MOPS) (5 g/l [NH4],SO;, 5 g/l Harnstoff, 5 mg/l
K,HPO,, 5 mg/l KH,POy, 37 g/l MOPS, 0.25 g/t MgSGy, 0.01 g/l CaCl,, 0.2 mg/l Biotin,
1 ml Spurenelementelosung [1 g/l FeSOy, 1 g/t MnSOy; 0.1 g/l ZnSGy, 0.02 g/l CuSQy,
0.002 g/l NiCl; in 100 ml H,C dest. gelost]; pH 6.3) (Eikmanns ¢t al., 1991b) verwendet
und die angegebenen Kohlenstoffquellen nach dem Autoklavieren steril hinzugefiigt. Bei
Anzucht von C. glutamicum auf Glutamat als alleiniger Kohlenstoff- und Stickstoffquelle
wurden kein Ammoniumsulfat und kein Harnstoff dem Medium hinzugefiigt, zusatzlich aber
30 mg/l Protocatechuat, 1 mg/l FeSC4 und 0.3 mg/l FeCly. Fir die Experimente zur
Glutamatproduktion wurde zur Anzucht von C. ghutamicun CgC-Minimalmedium
(5 g/l [NH,41,80,), 5 g/l Harnstoff, 17 g/l KH,POy; 21.76 g/l K,HPO,, 0.25 g/l MgSOy,
0.01g/l CaCly, 3 ml Spurenelementeldsung; pH 7.0) verwendet und Glucose und Biotin in
den angegebenen Konzentrationen nach dem Autoklavieren steril hinzugefligt. Fur die
Kurz-Zeit-Fermentationen mit C. glutamicum wurde das Mineralsalzmedium, wie bel
Hoischen und Kramer, {1989) beschrisben, verwendet und Glucose nach dem Autoklavieren
in der angegebenen Konzeniration steril hinzugefigt.
Kuliivierung der £ cofi und C. ghiamicum Stimme erfolgte, soweit nicht anders
beschrieben, in 500 m! Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen, die 60 ml Medium
enthielten. Die Kulturen wurden bei 120 rpm auf einem Rotationsschittier inkubiert. £. coli
wurde bei 37 °C, C. giwtamicum bei 30 °C geziichtet.
Fir die Anzucht der C. glutamictm Stamme unter Glutamatproduktionsbedingungen
wurden diese auf CgC-Minimalmedium mit 10 1g/l Biotin und 4 % Glucose vorgeziichtet
bis sie eine ODggg von 20 erreicht hatten. AnschlieBend wurden damit die Hauptkulturen
auf CgC mit 1 g/l Biotin und 4 % Glucose mit einer ODggp von 0.3 angeimpit. Die
Inkubation erfolgte bei 150 rpm im Laborschiittier, Modell Kihner (B. Braun, Melsungen).
Fiir Kurz-Zeit-Fermentationen wurden die . glifamicum Stdmme zundchst unter
‘Glutamatproduktionsbedingungen vorgeziichtet. In der frithen Glutamatproduktionsphase
.."'i_vurden die Zellen geerntet und mit 20 ml Mineralsalzmedium gewaschen. AnschiieBend
‘erfolgte die Kurz-Zeit-Fermentation in 100 ml Erlenmeyerkolben mit 15 ml des
entsp;echenden Mineralsalzmediums mit 10 mM Glucose, aber ohne Zugabe von Biotin.
' .::'_:Zu.r-éptir.ha_len 0,-Versorgung der Zellen in der Zellsuspension wurden diese im Wasserbad

“bei 30 °C mit einern Magnetrithrer bei 650 rpm gerithrt. -
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Zur Stammhaltung dienten Glycerinkulturen, die aus 70 % (vAv) einer Ubernachtkultur und
30 % (v/v) einer sterilen Glycerinlosung angelegt wurden. Die Glycerinkulturen wurden bei

- 70 oC gelagert. Sie wurden zum Animpfen der Stammbaltungsplatten benutzt, die bei 4 °C

aufbewahrt und monatlich erneuert wurden.

4., Priparation und Reinigung vor DNA

Plasmidpriparation aus E. coli

Fir eine schnelle Isolierung von Plasmid-DNA wurde eine modifizierte Methode der
alkalischen Lyse nach Birnboim (1983) verwendet. Dazu wurden die Zellen von 1.5 ml einer
Ubernachikultur durch Zentriﬁ;gati-on (6000 rpm, 30 sek, RT) geerntet. Das Medium wurde
vollstandig von dem Zellpellet entfernt und dieses in 100 ul eiskalter Losung A (50 mM
Glucose, 25 mM Tris/HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0} resuspendiert und 5 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 200 pl Losung B (0.2 N NaOH, 1 % SDS)
und nach grindlichem Durchmischen wurde der Ansatz 5 min auf Eis inkubiert. Dann
erfolgte die Zugabe von 150 pl Losung C (5 M Kaliumacetat, 1.8 M Essigsdure). Der

Priparationsansatz wurde wiederum gringlich durchmischt und weitere 5 min auf Eis

inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurde der groBte Teil der Proteine und die chromosomale
DNA ausgefallt und anschlieBend abzentrifugiert (13000 rpm, 10 min, 4 °C). Der wissrige
Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgetif iiberflihrt und die Plasmid-DNA
durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt. AnschlieBend erfolgte  die
Prézipitation der Plasmid-DNA durch Zugabe von 2 Vol. absolutem Athanol, die Plasmid-
DNA wurde 2 min bei RT gefallt und abzentrifugiert (13000 rpm, 10 min, RT). Das

von Salzresten mit 70 % Athanol gewaschen, in einer

TRaimvtont
Hy i surde zur Entfernung vor

Vakuumzentrifuge (Speed Vac Concentrator, Bachofer) getrocknet und in 30 - 100 pi TE

pH 7.6 (10 mM Tris/HCI pH 7.6, 1 mM EDTA pH 8.0) resuspendiert.

Nach einer modifizierten Methode nach Sambrook et al., (1989) konnten durch alkalische
'.iLyse aus einer 50 ml Ubernachtkultur groBere Mengen einer-Plasmid-DNA mit hoherem
‘Reinheitsgrad, die zB. fir die Transformation von C. ghttamicum oder - die DNA-

: "_Sequenzanalys_e'benbtigt wird, . gewonnen werden, Nach Prézipitation der Proteine ‘und
| '.:"c.hromosomaler DNA wurde die Plasmid-DNA durch Zugabe von 0.5 Vol. Isopropanot

o gefilit. Danach wurde das Prazipitat in 2 mi HyO dest. resuspeﬁdiert und durch Zugabe von
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2 ml 5 M LiCly/50 mM Tris/HCl pH 8.0 und anschiieflender 15 minitiger Inkubation auf
Eis und Zentrifugation (5000 rpm, 15 min, 4 °C) der gréBie Teil der RNA entfernt. Danach
wurde die DNA durch Zugabe von 2.5 Vol. absolutem Athanol gefillt und ein Abbau der
restlichen RNA durch RNase A (10 mg/ml in 10 mM Tris/HCl pH 7.5/15 mM NaCl)

vorgenommen. Die anschlieBende Aufreinigung und Prizipitation der Plasmid-DNA erfolgte

wie oben bereits beschrieben.

Plasmidpriparation aus C. glutamicum

Da zur Lyse des Gram-positiven C. glufamicum eine Behandlung der Zellen durch EDTA
und SDS sowie ein alkalischer pH nicht ausreichend sind, muBten die Zellen zusétzlich noch
mit Lysozym zum Abbau des Mureinsacculus behandelt werden. Die Zelien einer 5 ml
Ubernachtkultur wurden geerntet (4000 rpm, 10 min, 4 °C), in 1 ml TES-Puffer (50 mM
Tris/HC! pH 8.0, 5 mM EDTA, 50 mM NaCl) gewaschen und anschlieBend in einer
Lysozymlosung (20 mg/mi TE pH 7.6) resuspendiert und 1 bis 2 h unter leichtem Schitteln

bei 37 °C inkubiert. Die weitere Praparation der Plasmid-DNA erfolgte wie fir £, coli

beschrieben.
Isolierung chromosonal
Chromosomale DNA von C. glutamicum und P. asaccharolyticus wurde nach einer
modifizierten Methode nach Altenbuchner und Cullum (1984) isoliert. Dabei wurden die
C. ghitamicum Zellen iiber Nacht in 5 mi LB-Medium mit 0.5 % Glucose geziichtet. Die
Zellen wurden durch 10 miniitige Zentrifigation bei 4000 rpm, 4 °C (Heracus Minifuge RF }
geerntet, mit 2 mi TE pH 7.6 gewaschen (3 min, 4000 rpm, 4 °C), zum Aufschiuf} der
Zelten in 1.5 mi einer Lysozymiosung (15 mg/mi TE pH7.6) resuspendiert und 3 h bei 37 °C
unter leichtem Schiitteln inkubiert. AnschiieBend erfolgte die Zugabe von 300 pi SDS
(10%) und eine weitere Inkubation fiir 10 min bei 65 °C. Nach Abkiithiung des Lysats auf
Raumtemperatur (RT) wurde diesem 5 ml TE-Puffer hinzugefiigt. Zur Aufreinigung der
-chromosomalen DNA wurde das Lysat dreimal mit Phenol/Chloroform (Sambrook et al,
i ._ _3_1989)_éxtrahiert. Zur Prizipitation der DNA wurde diese mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat
" pH 5.2 versetzt und zur Ausfalfung der DNA mit 1.2 Vol. Isopropanol gemischt. Die DNA-
‘Prézipitation erfolgte bei RT. Das Prizipitat wurde zweimal mit 70 % Athanol gewaschen
""_ﬁn_d_ 'das -_DNA—?eliet in S00 ml TE-Puffer pH 7.6 resuspendiert. Chromosomale DNA von

" P. asaccharolyticus wurde nach der gleichen Methode isoliert.
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5. Analyse und Rekombination von DNA

5§ 1 Restriktion und Moedifikation der DNA

Restriktion der DNA
Die DNA wurde zur Charakterisierung und/oder Klonierung mit Restriktionsendonuklieasen
geschnitten. Inkubationspuffer und die optimale Reaktionstemperatur wurden gemall den
Produktinformationen des Herstellers fiir die einzelnen Restriktionsenzyme gewihit. Der
Standard-Restriktionsansatz enthielt ungefihr 100 ng DNA, 1/10 Vol Reaktionspuffer und
0.5 ul (ca. 1 U) des Restriktionsenzyms. Das Volumen des Ansatzes wurde mit H,O dest.
auf 10 ul aufgefiillt. Nach Durchmischung des Reaktionsansatzes wurde dieser 90 min bei
der entsprechenden Reakiionstemperatur inkubiert. Wenn groBere Mengen DNA
geschaitten wurden, wurde der Ansatz entspréchend vergrofert. Wurde die DNA mit mehr
als einem Restriktionsenzym restringiert, so konnie diese Resktion in einem Ansatz
durchgefiihit werden, falls die verwendeten Restriktionsendonukleasen den gleichen
Reaktionspuffer benotigten. Waren die Enzyme in unterschiedlichen Puffern aktiv, so wurde
die Restriktion zunichst in dem Reaktionspuffer mit der niedrigeren Salzkonzeniration

durchgefiinrt und anschiiefend der Puffer mit der hoheren Salzkonzentration und das

weitere Restriktionsenzym dem Ansatz hinzugefigt (Sambrook et al., 1989). Nach
Abschlub der Restrikeion wurde dem Reaktionsansatz 3 ul Blaumarker (4 M Harnstoff, 50
mM EDTA pH 8.0, 50 % (w/v) Saccharose, .1 % {w/v) Bromphenolblau) hinzugefligt und
die Spaltprodukte auf einem Agarosegel entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
Mittels cines Molekulargewichtsstandards konnte eine halblogarithmische Eichgrade erstellt

und d_amit die GroBe der aufgetrennten DNA-Fragmente bestimmt werden. Die Herstellung
ie die Durchfithrung der Gelektrophorese erfolgte nach Sambrook et
al. (1989). Die Agarosekonzentration betrug entsprechend der Grofie der aufzutrennenden
DNA-Fragmente 0.7 - 2.0 %. Als Puffersystem diente 1 x TAE (40 mM Tris/HCl pH 8.0,
1 “mM- EDTA pH 80, 10 mM Natriumacetat). Fur die Gelektrophorese wurden
'Elektrophoresekammem der Firma Gibco/BRL, Ort, verwendet und als Spannungsquelle
' "dlente ein Gleichstromgerat der Firma BioRad (Modell 1007200 powersupply). Nach
'-:'-Beendlgung ‘der Elektrophorese wurde das Agarosegel in wassriger Ethidiumbromid-

. "Losmg (10 pg/ml)y gefurbt. Die emzeinen 'DNA-Fragmente waren - anschliefend bei

~ Betrachtung auf einem Transilluminator {Vetter GmbH, Wiesloch) unter UV-Licht bei
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366 nm als orange-rot fluoreszierende Banden sichtbar. Das Ergebnis der

Agarosegelelektrophorese wurde photographisch mit einer Polaroidkamera (MP-3 Land

Camera) dokumentiert.

Isoiierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegeien

Gewiinschte DNA-Fragmente konnten aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe
des "Gene clean"-Kits (Dianova, Hamburg) aufgereinigt werden. Die Methode beruht auf
der Freisetzung der DNA aus der bei 50 °C schmelzenden Agarose in Gegenwart von
Natrium-Jodid. AnschlieBend erfoigte die Aufreinigung der DNA-Fragmente durch selektive
Bindung der einzel- und doppelstrangigen DNA an eine Kieselgelmatrix und Elution sowie
Aufnahme der DNA in einem Puffer niedriger Salzkonzentration (TE pH 7.6). Die
Durchfithrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Behandiung iiberhiingender DNA-Enden mit Klenow-Polymerase
Die Klenow-Polymerase ist ein carboxyterminales Teilfragment der DNA-Polymerase I von
E. coli. Sie besitzt eine 5°-3° DNA-Polymerase-Aktivitat, d.h. sie katalysiert in Gegenwart

von Desoxynukleotidtriphosphaten die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen
5" komplementiren DNA-Stranges, der als
Matritze verwendet wird. Daneben verfiigt dieses Enzym auch iiber eine 3'-5"Exonuklease-
Aktivitit. Die Klenow-Polymerase kann daher sowohl 5'iberhingende DNA-Enden
auffillen als auch 3 ‘tiberhingende DNA-Enden abbauen (Kornberg und Kornberg, 1974}
Die Reaktion wurde 30 min bei Raumtemperatur nach Sambrook et al. (1989) m emem
Gesamtvolumen von 20 ul durchgefithrt. Der Standard-Reaktionsansatz enthielt 10
linearisierte Plasmid-DNA, 1/10 Vol. Nick-Translationspuffer (250 mM Tris/HCI pH 7.8,
25 mM MgClz, 50 ne/mi Rinderserum-Albumin), 1/10 Vol. Desoxynukieotidiriphosphat-
Mix (10 mM) und 2 U Klenow-Polymerase. Nach Ablauf der Reaktion wurde der Ansatz
zur Inaktivierung der Klenow-Polymerase 10 min auf 70 °C erhitzt und anschlieBend das
“Enzym durch Phenol-Chloroform-Extraktion und Athanolprazipitation aus dem Ansatz
“entfernt. Die gereinigte DNA konnte direkt oder die Vektor-DNA nach Entfernung der

5'-Phosphatreste in die Ligation eingesetzt werden.
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Behandlung mit alkalischer Phosphatase

Alkalische Phosphatase (CIP, calf intestine alkaline phosphatase) wird verwendet, um
endstandige 5 Phosphatreste aus einer linearen, doppelstringigen Nukleotidkette zu
entfernen. Fine Behandlung mit alkalischer Phosphatase dient dem Ziel, durch
Dephosphorylierung eine Religation des Vektors in einem Ligationsansatz zu verhindern, da
eine DNA-Ligase neben einer 3° OH-Gruppe auch einen terminalen 5 Phosphatrest zur
Ausbildung einer Phosphodiesterbindung benstigt (Bolivar und Backman, 1979). Dadurch
wird bei Klonierungsexperimenten der Einbau von Fremd-DNA in einen linearisierten
Vektor begiinstigt. Die alkalische Phosphatase-Behandlung der Vektoren erfolgte flr
30 min bei 37 °C nach einer Methode von Sambrook et al. (1989) in einem Gesamtvolumen
von 20 pl. Der Standard-Reaktionsansatz setzte sich aus 10 pl linearisierter Vektor-DNA,
1/10 Vol. CIP-Reaktionspuffer und 1 U alkalischer Phosphatase zusamrmen. Nach Abschluf
der Dephosphorylierungsreaktion wurde der Reaktionsansatz zur Inaktivierung der
alkalischen Phosphatase 10 min auf 70 °C erhitzt, und das Enzym wurde durch
anschlieBende Phenol/Chloroform Extraktion und Athanolp;razipitatidn aus dem Ansatz

entfernt. Die gereinigte DNA konnte dann in die Ligationsreaktion eingesetzt werden.

Ligation restringierter DNA

Zur Verkniipfung von DNA-Fragmenten mit linearisierten Vektoren wurde die T4-DNA-
Ligase verwendet. DNA-Ligasen katalysieren die Ausbildung einer Phosphodiesterbindung
swischen einer 3°OH - und 5 Phosphatgruppe der Nukleinséuren. Die T4-DNA-Ligase kann
sowoh! tiberhingende einzelstréngige einander komplementare Enden als auch glatte,
einzelstringige Enden cines linearen doppelstrangigen DNA-Molekils miteinander

verbinden (Weiss et al., 1968). Das molare Verhaltnis vor Vektor zu DNA-Fragment sollte

Sambrook et al. {1989). Der Ligationsansatz enthielt linearisierte Vektor-DNA, Fragment-
DNA. 1/10 Vol. Ligationspuffer (660 mM Tris/HCI pH 7.5, 50 mM MgCly, 50 mM
Dithiothreitol, 10 mM ADP) und 1 U T4-DNA-Ligase. Das Gesamtvolumen des
Ligationsansatzes wurde mit H,O dest. auf 20 pl aufgefiillt. Der Ligationsansatz wurde bei

16 C 16 h inkubiert und danach direkt bei der Transformation eingesetzt.
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8.2 DNA-Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenzanalyse erfoigte nach dem Kettenabbruch-Prinzip von Sanger et al
(1977). Die Sequenzierung doppelsirangiger, superhelikaler DNA wurde mit dem "pUC
Sequencing Kit" (Bochringer, Mannheim) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Da die zu sequenzierenden DNA-Fragmente in dem Vektor pUCIS8 inseriert wurden,
konnten die "sequencing" (sp) und "reverse sequencing" (rsp) Standard-Primer fur die
Kettenverlingerungsreaktion verwendet werden. Zur Sequenzierung wurden 2 pg Plasmid-
DNA durch Alkali-Behandlung frisch denaturiert und in einer Vakuumzentrifuge
getrocknet. Dann wurden 2.5 pmol sp- oder rsp-Primer sowie 1.5 il Reaktionspuffer zu der
DNA gegeben und der Reaktionsansatz auf 15 pl mit HO dest. aufgefullt. Wahrend einer
20-miniitigen Inkubation bei 37 °C erfolgte die Anhybridisierung des Primers an die
einzelstrangige Plasmid-DNA. Anschliefend erfolgte die Zugabe von 4 U Klenow-Enzym
und 16 pCi a-[338]-dATP. Zur Kettenverldngerungsreaktion wurde der Ansatz auf vier
Eppendorf-Reaktionsgefife verteilt, in denen sich jeweils Mixe der Desoxynukleotide A, C,
G und T mit jeweils einer [limitierenden  Menge eines  anderen
Didesoxynukleotidtriphosphates (ddNTP) befanden. Wihrend einer 20-mindtigen

Inkubation bei 37 °C wurde der Primer entsprechend der DNA-Matritze veridngert und

—— I’I:I..

~ i " b ;
rch Einvau voii tisierten DNA-Strang wurde dieser

markiert. Durch Einbau von ddNTP's anstelle der in der DNA vorkommenden

Desoxynukleotide (dNTP) kommt es dann zu basenspezifischen Kettenabbruchsreaktionen.
Anschliefend wurden zusatzlich je 1.5 pl dNTP’s (jeweils 125 pM dATP, dGTP, aCTP,
dTTP; pH 7.5) dem Reaktionsansatz hinzugefligt, um DNA-Fragmente in die kein ddNTP
eingebaut wurde, bis zu einem hohen Molekulargewicht aufzufiillen, so daB sie die spatere
Auswertung des Experiments nicht storten. Die Reaktion wurde nach 15 min bei 37 °C
durch Zugabe von Formamid-Farbmarker (4 M Harnstoff, 50 mM EDTA, 50 % (w/v)
Saccharose, 0.1 % (w/v) Bromphenolblau, 50 % (v/v} Formamid) gestoppt. Die
neusynthetisierten,  radioaktiv-markierten ~DNA-Strange konnten nach  erncuter
'Den_aturierung (3 min, 95 °C) gelektrophoretisch entsprechend ihres Molekulargewichts auf
'éinem denaturierenden Polyacrylamidgel (6% Polyacrylamid/ 7 M Harnstoff) aufgetrenni
werden, 'das nach Sambrook et al. (1989) hergestellt wurde. Es wurde eine
: _Sequenz@erungsapparatur der Firma Gibco BRL (Eggenstein) verwendet. Als Puffersystem
:diente 1 x TBE (10.8 g/l Tris-Base, 5.5 g/t Borsiure, 0.74 g/l EDTA; pH 8.3). Nach einem

- Vorlauf voi ca. 1 h bei 250¢ V wurden fiir die Gelektrophorese 1.5 ul der Reaktionsansitze
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auf das auf 50-55 °C vorgewirmte Sequenzgel aufgetragen und die DNA-Fragmente 1-3 h
bei 50 °C, 2500 V und 60 mA aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel 10 min
in 10 %iger (v/v) Essigsdure fixiert, anschlieend griindlich mit H,O bidest. gespilt und 2 h
bei 80 oC getrocknet. Danach wurde ein Rontgenfilm (Kodak, X-Omat XAR351) auf das

trockene Gel gelegt und 12 h bei Raumtemperatur exponiert.

5.3 Synthese von Oligenukleotiden

Oligonukleotide fiir die DNA-Sequenzanalyse oder Polyinerase-Kettenreaktion wurden mit
Hilfe des DNA-Synthesizers (Gene Assembler Plus, Pharmacia LKB, Freiburg) synthetisiert
(Caruthers et al., 1985). Dabei findet unter wasserfreien Bedingungen eine Kondensation
der 3’OH-Gruppe mit dem 5'Phosphatrest der Desoxyribonukleotide statt. Alle ubrigen
freien OH-Gruppen sowie primére Amine sind durch Bindung von Schutzgruppen vor der
Reaktion geschiitzt. Nach der Synthese wurden die Oligonukleotide durch zweimaliges
Waschen mit je 1 ml Ammoniak (30 % (v/v)) und 16 h Inkubation bei 55 °C von der Saule
abgespalten und die Schutzgruppen von den priméren Arminen entfernt. Zur Aufreinigung

der Oligonukleotide wurde eine Gelfiltration durchgefithrt. Dazu wurde eine NAP-10 Saule

-~

{Sephadex G25, Pharmacia LKB, ! mit 10 mM NaH,PQ, pH 7.0 iquilibriert und

LATRELE TG

anschlieBend wurde die Oligonukleotid-Losung aufgetragen. Durch Zugabe von 1.5 mi
sterilem H,O dest. wurde diese wieder von der Saule eluiert. Die Konzentration der DNA
wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt. Eine Extinktion von 1 bei 260 nm und einer

Kiivettenschichtdicke von 1 cim entspricht einer einzelstringigen DNA-Konzentration von

33 pg/ml

5.4 Polymerase-Kettenveaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein in-vitro Verfahren zur selekiiven
Anreicherung von Nukleinsiurebereichen definierter Lange und Sequenz aus einem
Gemisch von Nukleinsiure-Molekiilen. Hierbei werden die Eigenschaften von DNA-
‘Polymerasen genuizt, die einen Einzelstrang zu einem Doppelstrang auffullen kbénnen, wenn
ihnen ein kurzer doppelstringiger Bereich als Primer zur Verfligung steht (Mullis et al.,
 1986). Die PCR-Reaktion wurde nach Sambrook et al. (1989) durchgefuihrt. Der PCR-

- ~-Ansatz bestand aus 200 - 500 ng chromosomaler DNA als Matritze, 100 pmol der Primer,
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die zu jeweils einem der beiden DNA-Stringe komplementdr waren und den zu
amplifizierenden DNA-Bereich flankierten, 1/10 Vol des Nukleotid-Mixes (je 10 mM
dATP, dCTP, dGTP und dTTP), 1/10 Vol. MgCl, (25 mM), 1/10 Vol. Reaktionspuffer und
4 U Taq-Polymerase. Der Ansatz wurden anschlieBend mit Nujol-Ol (Sigma Chemie,
Miinchen) iiberschichtet. AnschlieBend wurde die in-vitre DNA Synthese im DNA Thermal
Cycler 480 (Perkin Elmer Cetus, USA) durchgefihrt. Insgesamt wurden 25
Reaktionszyklen durchlaufen, die jeweils aus der Hitzedenaturierung der DINA-Matritze
(1 min, 94 °C), der Anhybridisierung der Primer (1 min, 55 °C) und der DNA-Synthese
durch die Tag-Polymerase (2 min, 72 °C} bestanden. Nach Abschluf der PCR-Reaktion
wurden die PCR-Produkte durch Phenol/Chloroform-Extraktion und Athanolprazipitation
aufgereinigt und  komnten  nach  Restriktion mit den  entsprechenden

Restriktionsendonukleasen in die Ligation eingesetzt werden.

5.5 Southern Blot Analyse

Bei der Southern Blot Hybridisierung wurde hochmolekulare DNA zunéchst durch
Restriktionsendonukieasen geschnitien und die Spaltprodukte gelelektrophoretisch
entsprechend ihrer GrifBe aufgetrennt Die in dem Agarosegel vorhandenen DNA-
Fragmente wurden nach einer Methode von Southern (1975) denaturiert und aus der
Gelmatrix auf eine Nylonmembran transferiert, immobilisiert und gegen eine spezifische
markierte DNA-Sonde hybridisiert. Die DNA-DNA-Hybride konnten dann je nach

Markierung der Sonde durch verschiedene Methoden nachgewiesen werden.

Vakeum-unterstiitzter Transfer der DNA

Die gelektrophoretischer Aufirennung der DNA-Fragmente auf einem 0.8 %igen

Agarosegel erfolgte bei 20 V flir 16 h. AnschiieBend wurden die DNA-Fragmente durch
Vakuum-unterstiitzte Diffusion mit einem "VacuGen"-Blotter (Pharmacia LKB, Freiburg)
"auf eine Nylonmembran (Nyiran N13, Schleicher und Schuell, Dassel, Schweiz) transferiert.
- Dazu wurde eine Nylonmembran auf die Grofle des Agarosegels zugeschnitten, mit H,O
“dest. ‘angefeuchtet, auf eine Trigerplatte gelegt und mit einer Plastikmaske, deren Fenster
-~ tiber der Membran lag, abgedeckt. Auf die Offnung der Maske wurde das Agarosegel mit
- 3':&er Unt_e:rseite plaziert. AnschlieBend wurde ein Vakuum von 30 - 50 mbar eingestelit. Dann

‘wurde das Gel fur 4 min mit einer Depurinisationsibsuhg (0.25 N NaOH) tiberschichtet, die
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dann durch eine Denaturierungsiosung (1.5 M NaCl, 0.5 M NaGH) ersetzt wurde.
AnschiieBend wurde das Gel fir 3 min mit einer ausreichenden Menge an
Neutralisationslosung (1 M Tris, 2 M NaCl, 75 ml /1 konz. HCI;, pH 5.0) bedeckt. Der
eigentliche DNA-Transfer erfolgte durch Uberschichtung des Gels fir 1 h mit einer
Transferiosung 20 x $SC (3 M NaCl, 0.3 M Na-Citrat; pH 7.0). Nach Beendigung des
DNA-Transfers wurde die Nylonmembran fiir 10 min in 20 x SSC gebadet, getrocknet und
die DNA durch UV-Licht {3 min, 366 nm) auf der Nylonmembran fixiert.

Digexigenin-dUTP Markierung ven DNA

DNA-Sonden wurden mit Digoxigenin-desoxy-11-uridintriphosphat unter Verwendung des
"DIG DNA Labeling and Detection Kits" (Boehringer, Mannheim) markiert. Hierbei wurde
an linearisierte, denaturierie DNA-Hexanukleotide ("random-primed"-Methode nach
Feinberg und Vogelstein, 1983) hybridisiert und in Anwesenheit der Desoxynukleotide
dATP, dCTP, dGTP, dTTP und dem Dig-markierten dUT? wurde mit Hilfe des Klenow-
Enzyms ein Digoxigenin-markierter DNA-Strang polymerisiert. Der Standard-Ansatz
enthielt ungefihr 1 pg linearisierte, denaturierte DNA, 1/10 Vol. Hexanukleotid-Mix,
1/10 Vol. dNTP-Markierungsmix (je 1 mM dATP, dCTP, dGTP, 0.65 mM dTTP,

~ & M ]‘!

0.35 mM dig-dUTP,;

N’

und 2 U Klenow-Enzym. Der Ansatz w urde auf das

6.5}
entsprechende Volumen mit H;O dest. aufgefiillt. Die Reaktion erfolgte fiir 16 h bei 37 °C.
AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe 1/10 Vol. 0.2 M EDTA-Losung, pH 8.0

gestoppt und die DNA durch nachfolgende Athanolfillung prazipitiert.

Zundchst wurde die Nylonmembran, an die die DNA gebunden war, mit 80 mi einer
H}’bﬁdisiemngs'o g (5 x SSC, 0.1 % Na-Laurylsarcosin, 0.02 % SDS, T % Blocking
Reagenz) fiir 4 - 6 h bei 68 °C prahybridisiert, um spéter unspezifische Bindungen der
markierten DNA-Sonde an die Membran zu vermeiden. Danach wurde die Membran
zusammen mit 3 mi der Hybridisierungslosung und 100 ng der- frisch denaturierten,
‘markierten DNA-Sonde in einen Plastikbeutel eingeschweifit. Die Hybridisierung erfolgte
“tiber Nacht bei 68 °C unter leichtem Schitteln. Nach Abschiufl der Hybridisierung wurde
der Filter zweimal 8 min in Waschiésung 1 (2 x SSC, 0.1 % SDS) bei RT und zweimal
-_"_'__"Jewezis_ 15 'min in Waschidung 2 (0.1 x SSC, 0.1 % SDS) bei 68 °C gebadet.. Anschheﬁenu

“konnte die Membran bis zur Detektion trocken aufbewahrt werden. -
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Detektion der DNA-DNA-Hybride

Der Nachweis der DNA-DNA-Hybride erfolgte mit Hilfe des "DIG DNA Labeling and
Detection Kits" (Boehringer, Mannheim) wie vom Hersteller beschrieben, unter
Verwendung eines Digoxigenin-Antikorper-Alkalische Phosphatase-Konjugats und einer
enzymgekoppelten Farbreaktion. Bei einem alkalischem pH entfernt die alkalische
Phosphatase den Phosphatrest des 5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (X-Phosphat) und
gleichzeitig wird Nitroblau-Tetrazolium-Salz (NBT) zu Formazan reduziert. Bei beiden
Reaktionen wird ein blauer bzw. purpurfarbener, unloslicher Farbstoff gebildet, der an der
Membran hafien bleibt. Dazu wurde die Membran | min in Puffer I (100 mM Tris/HCI
pH7.6, 150 mM NaCl) gewaschen und anschlieBend 30 min bei RT in Pufer II (0.5 (w/v)
Blocking Reagenz in Puffer I) inkubiert. Der Filter wurde wiederum kurz in Puffer I
gebadet und dann 30 min bei RT mit einer Antikorper-Konjugat-Losung (150 mU Anti-
Digoxigenin-alkalische Phosphatase-Konjugat in 25 ml Puffer I) inkubiert. Ungebundene
Antikérper wurden durch zweimaliges Waschen mit Puffer I entfernt. Anschlielend wurde
die Membran 2 min in Puffer III (100 mM Tris/HCI pH 9.5, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,)
aquilibriert und danach zusammen mit 10 ml einer frisch angesetzten Firbelosung

(45 ul NBT, 35 ul X-Phosphat in 10 mi Puffer Iil} in eine Plastikfolie eingeschweilit und im

nlraln inla,
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&, Transformaticnstechniken
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.1 Trausfermation ven E. cofi
Damit Zellwand und Zellmembran der £. coli-Stamme DHS5, PA340 und EBE3Z fur
superhelikale DNA-Moiekiile durchidssig - werden, wurden die Zellen nach einer
modifizierten Methode nach Cohen et al., (1973) mit Calciumchiorid behandelt. Fir die
‘Transformation des E. cofi-Mobilisatorstammes S17-1 wurden kompetente Zeilen nach
" einem Protokoil von Hanahan (1985) mit Rubidiumchlorid behandelt. AnschlieBend wurden
-die Zellen in Aliquots von 400 pl mit 100 ul Glycerin (87%) gemischt und bei -70 °C
gelagert. Die Transformation der . coli-Stdmme mit maximal 50 ng Plasmid-DNA erfolgte
:ebenfalis nach einer modifizierten Methode von Cohen et -al. (1973). Die Transformanden
- wumen auf Agarplatten mit den entsprechenden ‘Antibiotika selektioniert und bei 37 -°C

' imcubler*t Nach 18 h waren die Transformanden gut sichtbar.
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6.2 Elektroperation voa C. glufamicum

Die C. gluamicum-Stimme wurden mittels Elektroporation transformiert. Bei der
Elektroporation verursacht ein elektrischer Impuls eine voriibergehende Disorganisation der
Zellmembran, wodurch diese dann fiir DNA und andere Makromolekiile permeabel wird.
Kompetente C. giutamicum-Zellen wurden nach einer modifizierten Methode nach Haynes
und Britz (1989) pripariert. Die Elektroporation der kompetenten Zellen erfolgte nach
cinem Protokoll von Liebl et al. (1989) mit einem BioRad Gene Puiser (BioRad, Minchen).
Zur Regeneration wurden die Zellen 50 min bei 30 °C in BHIS-Medium inkubiert und

anschiieBend zur Selektion auf BHIS-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum

'(15 ng/ml ) ausplattiert.

6.3 Kenjugation
Die Konjugation von Bakterien stellt eine natirliche Art der DNA-Ubertragung dar. Dabei

wird die DNA gerichtet von einem F*-Donorstamm in einen F~ Rezipientenstamm

transferiert.

Konjugaiion zwischen verschiedenen
Um einen Transfer von DNA und einen anschlieBenden Austausch von bestimmien
Wirtsgenen zu erreichen, wurde eine Methode nach Miller (1972) verwendet. Dazu wurden
der Afr-Stamm E. coli G8J403 und der Rezipient L. coli PA340 auf LB-Medium mit etner
ODggo von 0.05 angeimpft und bei 37 °C geziichiet. Nach Erreichen der frithen
xponenticllen Wachstumsphase bei ODggq = 0.5 - 0.7 wurden Donor und Rezipient 1m

Verhiltnis 1:1 gemischt. Anschliefend erfolgte der gerichtete ‘Transfer der chromosomalen

DNA von E. coli GSI403 nach E. coli PA340 bei 37 9C. Nach 80 min wurde. die
Konjugation durch Zugabe von 250 ug/ml Streptomycin abgebrochen, da der £ colf -
Donorstamm dagegen sensitiv ist. Zum Abbruch der Konjugationsbriicken wurden die
Zellen 5 min bei 250 rpm geschitielt und anschlieBend zur Selektion auf LB-Agarplatten

‘mit 20 pg/ml Tetracyclin und 250 pg/ml Streptomycin ausplattiert. .

- Konjugation zwischen E. coli und C, glutamicum -
" “DNA kann auch zwischen Zellen verschiedener Spezies via Konjugation tbertragen werden.

' So.konnte gezeigt werden, dafB.der Stamm E. cofi §17-1/in der Lage ist, mobilisierbare
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Plasmide wie pSUP301 mittels Konjugation nach C. glutamicum zu transferieren (Schifer
et al, 1990). Die- Durchfiithrung der Konjugation erfolgte nach einem modifizierten
Protokoll von Schifer et al. (1990). Der Rezipient C. glutamicum 13032 wurde auf
70 mi LB-Medium geziichtet. Nach Erreichen einer ODggy zwischen 3 und 10 wurden die
Zellen fiir 9 min bei 48.5 9C einem Hitzeschock unterzogen, um das Restriktionssystem
dieses Stammes kurzzeitig auszuschalten. Der Donorstamm E. coli §17-1, der das
mobilisierbare Plasmid enthielt, wurde in 5 ml LB-Medium tber Nacht vorgeziichtet und
anschiieBend auf frisches Komplexmedium mit einer ODggp von 0.05 tberimpft. Nach
Erreichen einer ODggo von 1.0 wurden die Zellen die Zellen 10 min auf Eis gekthit, um eine
weitere Zellteilung zu verhindern. Danach wurden Donor und Rezipient im Verhaltnis 1:4
gemischt und zusammen durch 10 minitige Zentrifigation (4500 rpm , 4 °C) sedimentiert.
Das Zelipellet wurde vorsichtig in 150 il LB-Medium resuspendiert. Anschlielend wurde
die Zellsuspension auf einen sterilen Zellulosenitratfilter (NL17, & 0.45 um, Schleicher und
Schuell, Dassel, Schweiz), der auf eine LB-Agarplatte plaziert worden war, transferiert. Die
Kreuzungsansitze wurden daan fiir 20 h bei 30 °C mkubiert. Danach wurden die Zellen von
dem Filter mit 600 ul LB-Medium abgeschwemmt und zur Selektion auf BHI-Agarplatten
mit Nalidixinsaure (50 pg/ml) und dem entsprechenden Antibiotikum ausplaitiert und 48 h
bei 30 °C inkubiert. Da der £ cofi Donor-Sta it

diese Weise Donor und Rezipient voneinander getrennt werden.

7. Konstruktion einer Cosmidgenbank in E. coli

Zur Isolierung der Glutamat-Synthase Gene aus dem Chromosom von C. glutamicim
wurde eine Cosmidgenbank aus chromosomaler C. glutamicum-DNA in E. coli erstellt.
Dazu wurde chromosomale BNA von C. glutamicurn EB1 partiell mit Sau3A geschnitten,
die Fragmente in die BamHI-Schnitistelle des Cosmids pHC79 ligiert, in die Proteinhiille

des Bakteriophagen A verpackt und £. coff DHS damit transfiziert.

' Die in-vitro Verpackung der rekombinanten Cosmide in die Proteinhille des
‘Bakteriophagen A erfolgte nach einer Methode von Sternberg et al. (1979). Dazu wurde das
" "DNA Packaging Kit" (Boehringer, Mannheim) verwendet. Far den zell-freien Einbau von

CosmiG-DNA in die Proteinhiille des Phagen wurde Uliraschallextrakt, der die Vorstufe der




24

Proteinhiille des Phagen A enthielt, zusammen mit einem Zell-Lysat von E. coli BHB2688,
das Komponenten zur Reifung des Phagen A enthielt, langsam aufgetaut. Dann wurde die zu
verpackende DNA (0.5 ng/pl) dem Ansatz hinzugefiigt, das Gemisch vorsichtig
homogenisiert und 1 h bei RT inkubiert. In dieser Zeit wurden alle von cos-Stellen flankierte
DNA-Molekiile, welche 78 - 105 % der GroBe des Phagengenoms von 48 kb aufwiesen, in
die leeren Phagenkopfe verpackt und die Einzelkomponenten aggregierten zum kompletten
Phagen. AnschlieBend wurden die rekombinanten Phagen mit einer Gelatinelosung (10 mM
Tris/HCl pH 7.4, 10 mM MgS04, 0.01 % (w/v) Gelatine) verdiinnt und E. cofi-Wirtszellen
damit transfiziert.

E coli DHS wurde als Wirtstamm fur die Infektion mit den rekombinaten A Phagen
verwendet. Er wurde auf Maltose-Komplexmedium (10 g/l Trypton, 8 g/l Nall,
0.2 % Maltose) iiber Nacht geziichtet. Dann wurden die Zellen geerntet (10 min, 4000 rpm,
4 °C) und in 40 % ihres urspriinglichen Volumens in 10 mM MgSO, resuspendiert und
45 min unter schnellem Schiitteln (200 rpm) auf einem Laborschiitler Modell Kahner
(B. Braun, Melsungen) bei 32 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit den
rekombinaten Phagen im Verhaltnis 1:1 gemischt und 20 min bei 37 °C inkubiert. Dann
wurde 1 ml LB-Medium hinzugefiigt und der Ansatz weitere 40 min bei 37 °C inkubiert und

o oo 2t AinmanZaillice navamiats:
ﬂnla =1

zur Selektion auf LB-Medium mit 50 pg/mi Ampicillin ausplattiert.

8. Techniken zur Analyse von RNA

8.1 Isclierws s der RNA veon C. glutamicum

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus C. gltamicuii wurde eine optimierte Methode von
Schwinde (1991) verwendet. C. glutanticum-Zellen wurden in 50 ml Komplexmedium bis
zum Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase (ODggp 4-5) geziichtet, in Eiswasser
auf 0 °C abgekiihit und anschlieBend geerntet (10 min, 4000 rpm, 4 0C). Die Zeilen wurden
dann zweimal mit 10 ml eiskaltem Waschpuffer (50 mM Tris/HCl pH 6.6, 50 mi NaCl)
gewaschen. AnschlieBend erfolgte der Zellaufschlufl unter denaturierenden Bedingungen,
“um den Abbau von RNA durch RNasen zu vermeiden. Dazu wurde das Zellpellet in 5 ml
60 OC warmen AufschluBpuffer (10 mM Na-Acetat, 1 % (v/v) SDS; pH 5.0) resuspendiert
.':.u_nd : éofort '.das ‘gleiche “Volumen 60 °C warmes, - saures, . ‘wassergesittigtes Phenol

- hinzugegeben. Der Phenol-Zellaufschiufl wurde 10 min bei 60 °C unter gelegentlichem
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Schiltteln inkubiert, anschlieBend 5 min in Eiswasser abgekiihlt und die wassrige und
organische Phase wurden durch Zentrifugation voneinander getrennt (10 min, 5000 rpm,
4 °C). Die saure Phenolextraktion diente dazu, selektiv Ribonukleinsauren zu praparieren,
da die DNA bei saurem pH in der organischen Phase verbleibt (Wallace, 1987). Diese
Phenol-Extraktion wurde insgesamt dreimal wiederholt. Danach erfolgte die Prazipitation
der Ribonukleinsiure aus der wissrigen Phase durch Zugabe von 1/10 Vol Na-Acetat
pH 5.2 und 2.5 Vol -20 °C kaltem Athanol bei - 20 °C. Die gefillte RNA wurde
abzentrifugiert, zweimal mit kaltem 70 % igem Athanol gewaschen, getrocknet und in
100 ul DEPC-Wasser resuspendiert. Um den Abbau der isolierten RNA durch RNasen zu
verhindern, wurde zu der gelosten RNA 80 U des RNase Inhibitors RNAsin hinzugegeben.
Alle verwendeten Losungen wurden in  RNase-freiem DEPC-Wasser (0.25 %
Diethylpyrocarbonat, unspezifischer RNase-Inhibitor) angesetzt und die fur die RNA-
Isolierung verwendeten GefiBe und Losungen wurden 30 min autoklaviert. Die
Konzentrationsbestimmung der gelosten RNA erfolgte photometrisch bei 260 nm. Eine
Extinktion von 1 entspricht dabei einer Konzeniration von 33 ug/mi ecinzelstrangiger

Nukleinsiure.

Zur Bestimmung der Transkriptlinge wurde eine Northern Blot Analyse durchgefuhrt.
Analog zu der Southern Blot Analyse wird hierbei zundchst die RNA durch denaturierende
Gelelekirophorese entsprechend ihreres Molekulargewichtes aufgetrennt. AnschiieBend
wird die RNA von der Gelmatrix auf eine Nylonmembran transferiert, immobilisiert und eine
markierte RNA-Sonde dagegen hybridisiert (Alwine et al., 1977). Die RNA-RNA-Hybride

konnen dann durch eine geeignete Methode nachgewiesen werden.

Auftrennung der RNA auf einem denaturierenden Agarosegei

Die "Gesamt-RNA  wurde mittels Agarosegelelekirophorese unter denaturierenden
‘Bedingungen enisprechend ihres Molekulargewichts im Vergleich zu einem RNA
“GroBenmarker aufgetrennt. Dazu wurde ein 0.8 %iges Agarosegel, das 17 % deionisiertes
~Formaldehyd enthielt, nach Sambrook et al. (1989) hergestellt. 6 pg der aufzutrennenden
“Gesamt-RNA wurde mit 1 U DNase RQ1 10 min bei 37 °C inkubiert und anschlieBend mit

. 10 pl Ladeputfer versetzt. Der Ladepuffer bestand aus 75 pf deionisiertem Formamid, 30 pl
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deionisiertem Formaldehyd, 30 ul 5 x MOPS-Puffer (200 mM MOPS, 50 mM Na-Acetat,
10 mM EDTA), 15 pl 10 x Farbmarker (0.25 (w/v) Bromphenolblau, 0.25 % (w/v})
Xylencyanol, 30 % (v/v) Ficoll in 10 x TBE-Puffer) und 1 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml).
Die Proben wurden anschlieBend 10 min bei 65 °C erhitzt, auf Eis abgekihlt und auf das
Agarose/Formaldehydgel aufgetragen. Als Puflersystem diente 1 x MOPS. Die Auftrennung
der RNA erfolgte in einem Zeitraum von 3 h bei einer angelegten Spannung von 70 - 85 V.
Nach Beendigung der Elektrophorese konnte die aufgetrennte RNA unter UV-Licht bei

366 nm konirolliert und das Ergebnis photographisch dokumentiert werden.

Vakuum-unterstiitzter Transfer der RNA

Nach AbschluB der Gelelektrophorese konnte die RNA durch Vakuum-unterstutzie
Diffusion mit einem "VacuGen"-Blotter (Pharmacia LKB, Freiburg), wie bereits fir die
Southern-Blot-Analyse beschrieben, auf eine Nylonmembran transferiert werden. Lediglich
die Zusammensetzung der alkalischen Denaturierungslosung (50 mM NaQH, 10 mM Nall)

und der Neutralisierungslosung (0.1 M Tris/HCI pH 7.4) unterschied sich von den

entsprechenden Losungen bei dem DNA-Transfer.

Die Herstellung digoxigenin-markierter "aniisense” mRNA erfolgte durch in-vitro-
Transkription einer DNA-Matritze, die hinter den Promotor der SP6- oder T7-RNA-
Polymerase des Transkiiptionsvektors pGEMA4Z™ (Promega, Heidelberg) kloniert wurde.

Dabei bauen die verwendeten RNA-Polymerasen Digoxigenin-markiertes Uridintriphosphat

in die synthetisierte RNA ein. Zur Herstellung spezifischer RNA-Sonden wurde

EAN S Fax N i LTS S U v

in-vitro Transkriptionsansat

Markierungsmix (je 1 mM ATP, CTP, GTP, 6.5 mM UTP, 3.5 mM Dig-UTP; pH 7.5),
1/10 Vol. Transkriptionspuffer und 2 U T7-RNA-Polymerase. Um den Abbau der
neusynthetisierten RNA zu verhindern, wurde dem Ansatz 1 U RNase-Inhibitor
'_'h_inzugesetzt. Das Volumen des Transkriptionsansatzes wurde mit DEPC-Wasser auf 20 ul
“aufgefullt. Der Markierungsansatz wurde gemischt und 2 h bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die DNA durch Zugabe von 1 U DNase I und 15 miniitige Inkubation

) : bei 37-°C -ébgebaut und die Reaktion ‘durch Zugabe 1/10 Vol 0.2 M EDTA pH 8.0
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gestoppt. AnschlieBend erfogte eine Aufreinigung der markierten RNA durch eine

Phenol/Chloroform-Extraktion und nachfolgende Athanolprizipitation.

Hyhridisierung und Nachweis der RNA-RNA-Hybride

Zunichst wurde die Nylonmembran, an die die RNA gebunden war, mit 80 m! einer
Hybridisierungslosung (25 ml 20 x SSC, 50 mi deionisiertes Formamid, 0.1 % (v/v) Na-
Laurylsarcosin, 0.2 % (v/v) SDS, 5 % (w/v) Blocking Reagenz in DEPC-Wasser) fur
6 - 8 h bei 46 °C prahybridisiert. Anschliefend wurde die Membran mit
7 mi Hybridisierungslosung und frisch hitzedenaturierter RNA-Sonde (5 min bei 95 °C} in
eine Plastikfolie eingeschweiBt und 16 h bei 46 °C unter leichtem Schiitteln hybridisiert.
Nach Abschluf der Hybridisierung wurde die Membran zweimnal 10 min in Waschidsung I
(2 x SSC, 0.1 (v/v) SDS in DEPC-H,0) bei RT und zweimal 25 min in Waschltsung II
(0.1 x SSC, 0.1 % (v/v) SDS in DEPC-H;0) bei 68 °C gebadet. AnschlieBend konnte die
Membran bis zur Detektion der RNA-RNA-Hybride trocken unter Lichtausschluf3
aufbewahrt werden. Der Nachweis der RNA-RNA-Hybride erfolgte wie fiir die Detektion

der DNA-DNA-Hybride bei der Southern Blot Analyse bereits beschrieben.

8.3 Transkriptionsstaribestimmung

Das RNase Schutz-Experiment ist eine Methode, um den Transkriptionsstart von Genen zu
bestimmen (Melton et al., 1984). Dabei wird in-vivo isolierte mRINA mit einer markierten
"antisense” mRNA-Sonde, die sich tiber den Transkriptionsstart des zu untersuchenden
Gens erstreckt, hybridisiert. Anschlielend werden die einzelstrangigen Bereiche des RNA-
RINA Hybrids durch gezielte RNasé-Behandlung abgebaut. Die GroBenbestimmung des
RNA-RNA-Hybrids erfolgt durch denaturierende Gelelektrophorése im Vergleich < mit

markierten RNA-Grolenstandards.

Herstellung einer radicaktiv-markierten RNA-Sonde und des RNA-Griflenstandards
“Die Herstellung der RNA-Sonde bzw. des RNA-GroBenstandards erfolgte durch in-vitro
Transkription von DNA-Matritzen, die in die Transkriptionsvektoren pGEM3Z™ und
pGEM4Z™ (Promega, Heidelberg) kloniert worden waren. Die Herstellung der markierten
RNA-Sonde erfolgte mit dem "SP6/T7 Transkription Kit" (Bochringer, Mannheim). Der

Markierungsansatz enthielt lug linearisierte Plasmid-DNA, 3 pl Nukleotid-Mix
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(ATP:GTP:UTP im Verhaltnis 1:1:1), 50 uCi o-[33§]-CTP, 1/10 Vol. Transkriptionspuffer,
20 U RNasin und 1 U SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase. Der Ansatz wurde mit DEPC-H,O
auf 20 pl aufgefiillt. Der Markierungsansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und
anschlieBend die DNA-Matritze durch Zugabe von 1 U DNAse RQ! und 10 minditiger
Inkubation bei 37 9C entfernt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1/10 Vol. 02 M
EDTA pH 8.0 gestoppt. Die markierte RNA wurde durch Phenol/Chloroform-Extraktion
aufgereinigt und durch Athanol prazipitiert. Die getrocknete RNA wurde in
100 ul Hybridisierungspuffer (40 mM PIPES pH 6.4, 1 mM EDTA pH 8.0, 400 mM NaCl,
80 % {v/v) Formamid) resuspendiert und bei - 20 oC gelagert. Markierte RNA-

GroBenstandards wurden nach der gleichen Methode hergestellt.

RNase-Schutz-Experiment

Das RNase-Schutz-Experiment wurde nach einer modifizierten Methode nach Sambrook et
al. {1989) durchgefiihrt. 100 pg isolierte, frisch hitzedenaturierte (5 min, 95 9C) Gesamt-
RNA wurde in 15 pl Hybridisierungspuffer, der die a-[33$]-CTP markierte RNA-Sonde

enthielt, 12 h bei 42 °C inkubiert. Anschlieflend wurde der Hybridisierungsansatz auf RT
abgekihlt und 300 ul eines RNase-Mixes (300 mM NaCl, 10 mM Tris/HCI pH 7.4, 5 mM

i1 T RT ™1
il

EDTA pH 8.0, 2 ug/mi Rivase 1

-

60 minitigen Inkubation bei 30 °C bauen diese RNasen gezielt einzelstrangige
Ribonukleinsauren ab. Dann wurde zur Inaktivierung der Ribonukleasen 10 ul Proteinase K
(10 mg/ml) dem Ansatz hinzugefiigt und 30 min bei 37 0C inkubiert. Anschiieend wurden
die Enzyme und Abbauprodukte durch Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt, 10 pg Hefe-

tRNA hinzug efiigt und die RNA-RNA-Hybride durch Athanol ausgefillt. Die getrockneten
Proben wurden in 5 ! Formamid-Farbmarker (80 % (v/v) Formamid, 10 mh EDTA
5H 2.0, 1 mg/m! Xylencyanol FF, 1 mg/mi Bromphenolblau} resuspendiert. Nach Hitze-
Denaturierung wurden die RNA-Hybride auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel
(6 % Acrylamid/7 M Harnstoff) entsprechend ithrem Molekulargewicht iiber einen Zeitraum
von 2 h bei 2500 V aufgetrennt und ihre Grofe anhand mitlaufender RNA-GroBenstandards
‘bestimmt. “Aufgrund der Grofe der geschiitzten RNA und eines definierten Endes -der

“mRNA konnte der Transkriptionsstart des untersuchten Gens berechnet werden.
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9. Bestimmung von Enzymaktivititen

Herstellung von Rohextrakten und Proteinbestimmung

100 ml einer Bakterienkultur wurden in der exponentiellen Wachstumsphase
(£. coli ODgpo=1.5; C. glutamicun ODgpy=15) geerntet (10 min, 4000 rpm, 4 °C). Zur
Bestimmung der spezifischen Glutamat-Dehydrogenase (GDH)-Aktivitdt im Rohextrakt
dieser Zellen wurde das Zelipellet in 15 mi 2060 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 7.0
gewaschen und die Zellen in 1.5 ml dieses Puffers resuspendiert. Wurde die spezifische
Glutamat-Synthase (GOGAT}-Aktivitdt bestimmt, wurden die Zellen zunichst fiinfmal mit
25 ml eiskaltem 10 mM Kaliumphosphat-Puffer gewaschen und anschlieBend in 1.5 ml des
Aufschlufpuffers (50 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 7.5, 1 mM EDTA pH 8.0, 10 mM
L-Cystein, 10 uM a-Ketoglutarat) aufgenommen. Die hdufigen Waschschritte waren
notwendig, um Ammonium, das den spiteren GOGAT-Test storen wurde, guantitativ aus
der Zellsuspension zu enifernen. Fur die Bestimmung der spezifischen Glutamin-Synthetase
{GS)-Aktivitit hingegen wurden das Zelipellet in 15 ml 100 mM Imidazol-Puffer pH 7.15
gewaschen und anschlieBend in 1.5 mi dieses Puffers resuspendiert. Der Zellaufschlu3

erfolgte in einem Eppendorf-Reaktionsgefdl unter Eiskiihiung durch Ultraschall (Sonifier
B1S, Branson Sonic Power, Danbury, USA). E. coli-Zellen wurden diskontinuterlich iber
einen Zeitraum von 2 min, einer Pulsfrequenz von 20 % und einer Leistung von 30 W
beschallt. C. glutamicum-Zellen wurden unter den gleichen Bedingungen iber einen
Zeitraum von 6 min aufgeschiossen. Nicht aufgeschlossene Zellen und Zelltrimmer wurden
anschlieflend durch Zentrifugation (30 min, 13000 pm, 4 °C) sedimentiert. Der zell-freie
Extrakt konnte dann in die entsprechenden Enzymtests eingesetzt werden. Die Bestimmung

der Proteinkonzentration im Rohextrakt erfoigte nach der Biuret-Methode (Gornall et al.,

1949) mit Rinderserum-Albumin ais Standard.

9.1 Glutamat-Dehydrogenase-Aktivitidtstest

Die 'GDH katalysiert die reduktive Aminierung von o-Ketoglutarat zu Glutamat unter
gleichzeitiger Oxidation von NAD(P)H. Zur Bestimmung der spezifischen GDH-Aktivitat
'Wrde -'eihe modifizierte Mehode nach Meers et al. (1970) verwendet. Der Testansatz
."_.'e_nt.hielt 100 mM Tris/HCI pH 8.0, 20 mM NH,Cl, 0.25 mM NAD{P)H und Rohextrakt in

- giner geeigneten Verdiinnung. Das Volumen des Testansatzes wurde mit HyO dest. auf 1 ml
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aufgefiillt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 mM o-Ketoglutarat gestartet. Da
NAD(P)H bei dieser Reaktion oxidiert wird, konnte die Abnahme der Extinktion bei

340 nm tber einen Zeitraum von 2 min (30 °C) verfolgt werden.

9.2 Glutamat-Synthase-Aktivitdtstest

Die GOGAT katalysiert den Transfer einer Aminogruppe des Glutamins auf a-Ketoglutarat
unter gleichzeitiger Oxidation von NADPH. Dabet entstehen 2 Molekile Glutamat. Die
spezifische GOGAT-Aktivitat wurde ebenfalls nach einer modifizierten Methode nach
Meers et al. (1970) bestimmt. Der Testansatz enthielt 100 mM Tris/HC!l pH 7.6, 0.1 mM
Dithiothreitol, 0.25 mM NADPH, 10 mM o-Ketoglutarat und Rohextrakt in einer
geeigneten Verdinnung, Das Volumen des Testansatzes wurde mit HyO dest. auf 1 ml
aufgefillt. Nach einer 2-miniitigen Vorinkubation bei 30 °C wurde die Reaktion durch
Zugabe von 10 mM Glutamin gestartet und die Abnahme der Extinktion bei 340 nm Gber

einen Zeitraum von 2 min (30 °C) verfolgt.
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Die GS katalysiert die Aminierung von Glutamat zu Glutamin unter gleichzeitiger Spaltung
von ATP. Daneben kann die GS auch eine Transfer-Reaktion katalysieren, in der

y-Glutamylhydroxamat unter Beteiligung von ADP und Arsenat gebildet wird.

A THEE .

ADP, Arsenat
Glutamin + Hydroxylamin .. v-Glutamylhydroxamat + NHy*
GS

Die Messung der Transferase-Aktivitit der GS erfolgte diskontinuierlich nach einer
modifizierten Methode von Shapiro und Stadtman (1970). 400 pl frisch angesetzter Test-
Mix (135 mM Imidazol/HCI pH 7.15, 18 mM NH,OH, 0.27 mM MnCl,, 25 mM KHAsOy,
10.36 mM ADP und 10 - 50 ul Rohextrakt) wurde 5 min bei 37 °C &quilibriert. Anschlieflend
llw_girde die GS-Transferase-Reaktion -durch Zugabe von 20 mM Glutamin gestariet. Nach
10 min .Wrde_die Reaktion durch Zugabe von 1 'mi Stop-Mix (55 mg/ml FeCl3 x 6 Hy0,

20 ‘mg/mi - Trichloressigsaure, 21 ul/ml 37 %ige HCI) gestoppt..'Zur Entfernung -von
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Prizipitat wurden die Proben zentrifugiert (2 min, 13000 rpm, RT) und das gebildete
y-Glutamyl-Hydroxylamin wurde bei 540 nm gemessen. Auf die gleiche Weise wurde eine
Blindprobe hergestellt, bei der der zell-freie Extrakt durch Wasser ersetzt worden war. Eine

Eichgerade wurde mit y-Glutamylhydroxamat als Standard erstellt.

106, SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Bestimmung des Molekulargewichts der GDH von C. ghamicum wurde eine
denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach der Methode von Laemmli
(1970) durchgefiihrt. Dazu wurde eine SturdierR SE 400-Apparatur (Hoefer, San Francisco,
CA, USA) verwendet. Die Proteingele hatten eine GroBe von 14 cm x 16 cm x 1.5 mm. Das
Sammelgel (8 ml) bestand aus 125 mM Tris/HCl pH 6.8, 1.34 ml 30 % Acrylamid/ 0.8 %
Bisacrylamid, 0.1 % SDS, 4 pl N,N,N',N’,-Tetramethylethylendiamin (TEMED]} und 60 ul
Ammoniumpersulfat (100 mg/mi). Das Trenngel (30 ml) setzte sich aus 375 mM Tris/HCl
pH 8.8, 11.3 ml 30 % Acrylamid/0.8 % Bisacrylamid, 0.1 % SDS, 5.4 ul TEMED, 54 ul
Ammoniumpersuifat und 50 mM Tris/Glycin/0.1 % SDS pH 6.8 zusammen. Die Proben

wurden mit 125 mM Tris/HCI pH 6 8, 2 % SDS, 10 % Glycerin, 0.001 % Bromphenolblau
und 5 % Mercaptoithano!l versetzt und 10 min bei 95 °C denaturiert. Als Puffersystem
wurde 50 mM Tris/384 mM Glycin, 0.1 % SDS pH 8.3 verwendet. Die Proteinbanden
wurden durch Coomassie-Firbung sichtbar gemacht. Als GroBenstandard wurden
Eichproteine (Combithek, Boehringer, Mannheim) mit einem Molekulargewicht zwischen

20100 bis 97400 verwendet.

11, Bestimmung interner und externer Metabeliten

i1.1 Silikondlzentrifugation und Aufarbeitung der Zellen

Um zell-interne und externe Metabolitenkonzentrationen bestimmen zu kénnen, war es
"'notwendig, Zellen zum Zeitpunkt der Probennahme sofort zu inaktivieren. Dazu wurde eine
Silikonolzentrifugation durchgefiihrt (Klingenberg und Pfaff, 1967). 100-ul Zellsuspension
“wurden in ein vorbereitetes Silikonolrohrchen pipettiert, das 65 ! Silikonol PN200 (Bayer,

“Leverkusen) als Trennschicht und 30 pl 20 % iger HCIO, als Szureschicht enthielt. Je nach
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spezifischer Dichte des Mediums wurde die Dichte des Silikonols zwischen d 1.03 - 1.04
variiert. Die Zellen wurden sofort in einer Beckman Microfuge E (Beckman, Minchen}
sedimentiert (30 sek., 14000 rpm, RT) und dadurch in der Perchlorsiure inaktiviert. Der
Kulturiiberstand konnte sofort fiir die Glutamatbestimmung verwendet werden, wihrend
das Zeilpellet zunichst weiter aufgearbeitet wurde. Die Zellen wurden resuspendiert und
durch Ultraschall aufgeschiossen. Dann wurde der Zellextrakt durch Zugabe von 25 ul
5 M KOH/IM Tridthanolamin neutralisiert und zur besseren Abtrennung eventuell
mitgeschleppter Silikonslreste mit Silikonsl & 1.07 versetzt und auf Eis inkubiert.
Zelitriimmer, denaturierte Proteine, prizipitiertes KCIO, und Silikondl wirden durch

Zentrifugation (5 min, 14000 rpm, RT) entfernt. Der Uberstand konnte dann zur

Bestimmung der zell-internen Glutamatkonzentration verwendet werden.

11.2 Restimmung des Zellvelumens

Um die intrazelluldren Glutamaikonzentration berechnen zu konnen, war es notwendig das

cytoplasmatische Volumen der Zellen zu bestimmen. Die Bestimmung des Zellvolumens
erfolgte nach einer Methode von Rottenberg (1979). Dazu wurde r14C] inulin als nicht-

penetrierender Marker, da er Zellmembran und Zeliwand nicht passieren kann, sowie [3H]-

mann et al 19Q7\ Fl"!' Biotiﬂ_
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Wasser als permeabler Marker verwende
supplementierte  C.glutamicum-Zellen  wurde ein cytoplasmatisches Volumen von

2.0 pl/mg TG und fir Biotin-limitierte Zellen ein Zellvolumen von 1.6 pl/mg TG bestimmt.
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Die internen und externen Glutamatkonzentrationen wurden enzymatisch nach einer
ifizierten Methode von Beutler und Michal (1974) bestimmt. Dabei setzt die Glutamat-
Dehydrogenase Glutamat zu o-Ketoglutarat unter gleichzeitiger Redukiion von NAD™ zu
NADH um. NADH wird dann in einer weiteren von der Diaphorase katalysierten Reaktion
wieder oxidiert, wobei Iodonitrotetrazolium-Salz (INT) zu Formazan reduziert wird. Der
"_r_ote Farbstoff Formazan kann bei 492 nm photometrisch nachgewiesen werden. Der
“Testansaiz (0.95 ml) enthielt 850 wl Testpuffer (75 mM Tridthanolamin/HCI pH 8.0,
-10 mM KH,POy, 0.5 % (v/v) Triton X-100), 10 ul 50 mM NAD, 50 pl 1.5 mM INT,
110 “ul “Diaphoraselosung (350 U/ml) und 10 pl Kulturitberstand in einer geeigneien

:"'Verdu_nnung. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 ! Glutamat-Dehydrogenase
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(1000 U/mi) gestartet und war nach 20 min beendet. Der Extinktionskoeffizient betrug
unter diesen Bedingungen 19.9 cm~! mM-1. Die Glutamatkonzentration im Testansatz
sollte maximal 25 pM betragen, da ansonsten die Linearitdt zwischen gemessener

Extinktion und der Glutamatkonzentration nicht mehr gewahrleistet ist.

11.4 Glucosebestimmung

Zur Bestimmung des Glucoseverbrauchs der Zellen wihrend einer Kurz-Zeit-Fermentation
wurde die Glucosekonzentration im Kulturiiberstand der Zellen nach einer
Silikonolzentrifugation mit einem D-Glucose-Test (Boehringer, Mannheim) enzymatisch
bestimmt. Bei dieser Methode wird Glucose durch die Hexokinase in Anwesenheit von ATP
zu Glucose-6-Phosphat phosphoryliert. AnschlieBend wird Glucose-6-Phosphat durch die
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase katalysierte Reaktion in Anwesenheit von NADP* zu
Gluconat-6-Phosphat oxidiert. Die wihrend der Reaktion gebildete NADPH-Menge ist zu
der Glucose-Menge #quivalent und kann photometrisch bei 340 nm bestimmt werden
(Bergmeyer et al,, 1974). Der Testansatz enthielt 1 ml Losung I (Tridthanolamin-Puffer

pH 7.6, 2.4 mg/ml NADP, 58 mg/ml ATP, MgCly) und 0.1 mi Probelosung in einer
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"""""" eten Verdiinnung. Der Ansatz wurde anschlieBend mit H,O lumen
von 3 ml aufgefiillt, gemischt und nach 3 min die Extinktion der Probe bei 340 nm als
Leerwert bestimmt. AnschlieBend wurde die Reakiion durch Zugabe 20 pl des
Enzymgemisches (5.8 U Hexokinase, 2.9 U Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase) gestariet.
Nach einer Inkubation von 15 min bei RT war die Reaktion beendet und die Extinktion
wurde erneut bei 340 nm bestimmt. Der Extinktionskoefizient betragt 6.3 em! mM-1 und

aus der Extinktionsdifferenz lieB sich die Glucosekonzentration der Probe berechner.
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IIf. ERGEBNISSE

Das gdh-Gen von Corynebacteriuin glutamicum ATCC13032, das fur eine NADP-
abhangige  Glutamat-Dehydrogenase (GDH) kodiert, war durch heterologe
‘Komplementation einer Glutamat-auxotrophen Escherichia coli-Mutante PA340 aus einer
auf dem Cosmid pHC79 basierenden chromosomalen Cosmidgenbank von C. glutamicum
13032 isoliert worden. Das gdh-Gen wurde auf zwei verschiedenen Cosmiden pHCgdh3
und pHCgdh8 Ilokalisiert und auf einem 4.5 kb Sau3A-Fragment in den
E.colilC. glutamicum Pendelvektor pEKO subkloniert. In dem rekombinanten Stamm
C. glutamicum(pEK4.5gdh) wurde das gdn-Gen homolog exprimiert und fithrte in diesem,
im Vergleich zum Wildtyp C. glutamicum 13032, zu einer 8-fach erhohten spezifischen

GDH-Aktivitat (Bormann, 1990).

{. Feinstrukturanalyse des Glutamat-Dehydrogenase-Gens

(gdh) von Corynebacieriam glatamicum ATCC13032

Ein Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Feinstruktur des gdh-Gens von C. glutamicum
ATCC13032 aufzukliren. Dazu wurde das gdh-Gen zundchst auf ein kleineres DNA-
Fragment eingegrenzi. Dann wurde die DNA-Sequenz aufgeklart und das gdh-Gen auf
RNA-Ebene analysiert (Bérmann et al., 1992). o -

1.1 Subklonierung des gdi-Gens

Zur Eingrenzung des gdh-Gens von C. gluamicum  einschiieBlich  seiner
5 _und 3'- Aankierenden Kontrollregionen auf dem chromosomalen 4.5 kb SgulA-Fragment
wurde eine Deletionsanalyse durchgefithrt. Dazu wurden ein 2.55 kb Sall, ein 1.95 kb Nhel-
Sall-, ein 1.4 kb Sphl-Sall- und ein 1.54 kb Sacl-Fragment aus dem Vektor pEK4.5gdh
isoliert (Abbildung 2). Die klonierten Sall-Sall, Nhel-Sall und SphI-Sall-Fragmente
entsprechen den chromosomalen DNA-Fragmenten Sall-Seu3 A, Nhel-Seu3A und Sphl-
Sau3A, da die Sall-Restriktionsenzymschnittstelle aus der Klonierungsstelle des Vektors:

pUC18 stamint.
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Abb. 2: Deletionsanalyse des Glutamat-Dehydrogenase-Gens (gah) von Corynebacteriuin
glutamicum. Die subklonierten DNA-Bereiche des 4.5 kb gdh-Fragmentes sowie die
Restrikiionskarien des 4.5 kb gdh-Fragmentes in pEK4.5gdh, des 2.55 kb Sal/l-Fragmentes
in pEK2 . 5gdh-1, :ées 1.95 kb Nkel-Safl-Fragmentes in pEK1.9gdh-1, des 1.4 kb SpAl-Sall-
_Frag_mentes in pEK1.4gdh-1 und des 1.5 kb Sacl-Fragmentes in. pEK1.5gdh-1 sind
| -.dargestellt. Abkiirzungen:. B, BamHI, Bg, BgliL;, E, E:C'_C?RI;_; EV, Eco_R_V; H, Hindl
P, PSI_I; N, Nhel; S, Sall; Sc, Sacl; Sp, Sphl. | '
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AnschlieBend wurde das 2.55 kb Sa/l-Fragment in die Sall-Restriktionsschnittstelle und das
1.54 kb Sacl-Fragment in die SacI-Schnittstelle des . coli/C. glutamicum - Pendelvektors
pEKO ligiert und E. coli DHS mit dem Ligationsansatz transformiert. Von jeweils 10
Transformanden jedes Ansatzes wurden Miniplasmidpraparationen durchgeflihrt und nach
Restriktionsanalyse der Plasmid-DNA mit Pszi konnten die Fragmente in den zwel
moglichen Orientierungen im Vektor pEKO nachgewiesen werden. Die rekombinanten
Plasmide wurden pEK2.5gdh-1, pEK2.5gdh-2, pEK1.5gdh-1 und pEK1.5gdh-2 genannt.
Fiir alle weiteren Experimente wurden jedoch nur die Plasmide pEK2.5gdh-1 und
pEK1.5gdh-1 gewshlt, die in Abbildung 2 dargestelit sind. Um die Fragmente 1.95 kb
Nhel-Sail und 1.4 kb Sphl-Sail in den Vektor pEKO klonieren zu konnen, wurden diese
nach der Restriktion mit Nel bzw. Sphl mit Klenow-Enzyrm behandelt, um auf einer Seite
des Fragmentes "glatte Enden” zu erzeugen. AnschiieBend wurden die Fragmente in die
BamHI/Sall Schnittstelle des "polylinkers” von pEKO ligiert, wobei auch der Vektor nach
der Restriktion mit BemHI mit Klenow-Enzym behandelt wurde. Dadurch konnten die
Fragmente gerichtet in den Vektor pEKO Kloniert werden und ergaben die rekombinanten
Plasmide pEK1.9gdh-1 und pEK1.4gdh-1. Aus 10 Transformanden jedes Ansatzes wurde
die Plasmid-DNA isoliert und durch Restriktionsanalyse pEK1.9gdh-1 mit PsfA bzw.

pEK1.4gdh-1 mit Adful Gberprift. Die rekombinanten Vektoren wurden mittels

Elektroporation nach C. glutamicum 13032 transferiert und die spezifischen GDH-
Alktivitaten im Rohextrakt dieser Stamme bestimmt. Die spezifischen GDH-Aktivitdten sind
in Tabelle 3 dargestellt. Wie aus dieser Tabelle ersichtlich wird, besitzen die Stimme
C. glutamicum pEKZ.5gdh-1, C. glutamicui pEK1.9gdh-1 und C. glutamicum pEK4.5gdh
cine 6- bis 8-fach hohers spezifische GDH-Aktivitat (10.4 - 15.0 Ulmg Proiein) als
C. glutamicum pEKO (1.7 U/mg Protein) und C. glutamicum 13032 (1.8 U/mg Protein}.
Die rekombinanten C. glutamicum Stamme, die die Plasmide pEK1.4gdh-1 und
pEK1.5gdh-1 tragen, veriligen dagegen iiber keine erhdhte spezifische GDH-Aktivitat
Damit konnte das gdh-Gen von C. glutamicum auf das chromosomale 1.95 kb Nhel-Sau3 A-
Fragment eingegrenzt werden (siche Abb. 2). Zusitzlich wurde das 1.4 kb Sphl-Sall
Fra_gment auch in den £. coli/C. ghitamicum Expressionspendelvektor pEKEXZ hinter den
durch EIsop.ropyithjoga;la.ci:c::sici (IPTG) induzierbaren fac-Promotor kloniert und nach
: C ﬁ_glu_famicum 13032 transferiert. Zur Bestimmung der spezifischen GDH-Aktivitét wurde
- dieéer Stamm, C. glutamicum(pEKEX1 4gdhj, auf Komplexmedium bis zur exponentiellen

_-Wachstumsphase geziichtet und nach 1-stindiger Inkubation mit 1 mM IPTG wurde die
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spezifische GDH-Aktivitdt im Rohextrakt bestimmt (Tabelle 3) Der Stamm
C. glitamicum(pEKEX] 4gdh) besitzt eine 8-fach hohere spezifische GDH-Aktivitit
(14.5 U/mg Protein) als der Wildtyp. Damit konnte indirekt der Promotor des gdh-Gens auf
das 540 bp Nhel-Sphi-Fragment eingegrenzi werden.

Tabelle 3: Spezifische GDH-Aktivitdten in zell-freien Extrakten von C. glutamicum 13032
und rekombinanten C. glufgmicum Stimmen, die die Plasmide pEKO, pEK4.5gdh,
pEK2.5gdh-1, pEK1.9gdh-1, pEK1.4gdh-1 und pEK1.5gdh-1 und pEKEXI 4gdh tragen.
Die Zellen wurden auf Minimalmedium mit 4 % Glucose und 50 mg /ml Kanamycin oder

* auf Komplexmedium mit Kanamycin geziichtet.

Stamm spezifische GDH-Aktivitdt
{(U/mg Protein)
C. glutamicum 13032 1.8
C. glutamicum(pEKO) 1.7
C. glutanicum{pEK4.5gdh) 15.0
C. glutamicum{pEK2.5gdh-1) 10.4
C. glutamicum{pEK1.9gdh-1) 13.5
C. glutamicum(pEK 1. 4gdh-1} 1.7
C. glutamicum(pEK] 5gdh-1) 1.8
C. glutamicum{pEKEX 1. 4gdh) -iPTG 1.8
C. glutamicum{pEKEX1 4gdh) +IPTG 14.5

1.2 Nukleotidsequenzanaiyse des gafi-Gens

Um ._&ie Feinstruktur des gdf-Gens von C. glutamicum 13032 und seiner Koniroliregionen
aufzukliren, wurde eine DNA-Sequenzanalyse durchgefilhrt. Da eine detaillierte
Restriktionskarte des ga’h -tragenden chromosomalen, 4.5 kb Sau3A Fragmentes bereits
exxstlerie (Bonnann, 1990) konnten nach Restriktion dieses Fragmentes mit verschiedenen
Endomkleasen deﬁmerte Uberiappende DNA -Fragmente isoliert, in den Vektor pUCI8

'subkiomert und in diesem nach der “Kettenabbmch—Methode" sequenziert Werden Die

: -bequenz;en.ngastrategle 15tmz%a§3;,uh5=g arg\,std‘
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Abb. 3: Sequenzierungssirategie des 2.7 kb Sacl-Sau3A-Fragmenies im Vektor
pUC4.5gdh und des 1.3 kb BamHI-Fragmentes in pUC1.3gdhT. Die dicken Pfeile
markieren die Lage des gdh-Gens auf den beiden Fragmenten, wihrend die kleinen Pfeile
die Lange und Richtung der sequenzierten DNA-Bereiche angeben. Abkirzungen:
B, BamHl; Bg, Bglll; E, EcoRI, EV, EcoRV; H, HindlIl; N, Nhel; P, Psti; S, Sall; Sc,
Sacl, Sp, SphL

Auf diese Weise wurden beide Strange des 1941 bp umfassenden Nhel-Sau3A-Fragmentes
sequenziert. Die erhaltene Nukleotidsequenz und die davon abgeleitete Aminosdure (AS)-
Sequenz sind in Abbildung 4 gezeigt. Die DNA-Sequenz umfaft ein offenes Leseraster,
das sich von Nukieotid 350 bis 1912 ersirecki. Das Startcodon fur die ’i_'r_ansla*;icn ist
wahrscheinlich das ATG in Position 572. 6 bp vor diesem Codon wurde &ie_ Sequenz
"GAGGAA" identifiziert, die auf der mRNA als Ribosomenbindungsstelle fungieren konnte,
da sie. groBe Ahnlichkeit mit der Shine-Dalgarno-Sequenz (Shine und Dalgarno, 1974} fir
E. coli aufweist. Weiterhin spricht fur dieses ATG.als Transl_ationsinitiationsco__c_ion, dal} es
in dieser Position mit dem Startcodon der Translation des E. coli gdh-Gens identisch ist,
wie in einem spateren Homoiogievergleich noch gezeigt werden wird. Ein TAA-Stopcodon
. fiir die Translation wurde in Position i__913- gefunden.. .D_gnﬁt_ha_t_.das .gd};-Gen_ vb__n

C. glutamicum ATCCI13032 eine Grt_‘)ﬁe von 1341 bp und kodiert fir eine GDH-
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Polypeptidkette bestehend aus 447 AS mit einem Molekulargewicht von 49050. Eine
palindromische Nukleotidsequenz, die auf einen rho-unabhingigen Terminator der
Transkription hinweisen wiirde, oder ein weiteres offenes Leseraster konnte "downstream”
des gdh-Strukturgens nicht gefunden werden. Der sequenzierte Bersich erstreckt sich

jedoch nur 42 bp iber das Ende des gaf-Gens hinaus.

. . . . 50 . . . . 160
GCTAGCCTCGRGAGCTCTAGGAGATCATGARMAACGRGTCAAATTTCTECGATGTAGCGCCTATAAAAGTCGTACCAATTCCATTTGAGGGLECTCAATT

. . . . 150 . . . . 200
GTGGCCAGGTTATATAACCAGTCAGTCAACTGGTCTCATTCGCTGRTCGRATGAATTTAATTAAAGAAGAGACTTCATRCGAGTTACCGCGCGTTTTGEC

. . . =-43= , 250 *-35 . e LUl =, 300
GATACAAATTGATAACCTAAAGAAATTTTCAAACAARTT T ART TCTTTGEGETCATATCTGTGCGACACTGCEATAAT TTCGAACGTRAGCAGTTACCAG

. . . . 350 . . . . 400
CCTAAATGCCCGCARTGARTTAAGTCTCAARGCAAGARGTGCTCTTTAGGGCATCCGTAGT TTAAAACTATTAACCGTTAGGTATGACAAGLCGBTTRAT

. . . . 450 . . . . 500
GTGAACGCAGTTTTTAABAGT TTCAGEATCAGATTTTTCACAGGCATTTTGCTCCAGCAAACGCCTAGGATGTACATGTGCCCTCAATGGGAACCACCAA

. . . . 550 . B . . . 600
CATCACTAAATGGCCCAGGTACACACTT TAARATCGTGCGLGLATRCAGCCGAGAT GLGAACGAGEAAATCATGACAGT TGATGAGCAGGTCTCTAACTA
HTVYDEQUVY S H Y

. . . . 750 . . . . 800
CATTACGCTGATTACGGTCTCATCCAGCGCCTETGLEAGCCTRAGCGTCAGCTCATCTTCCETRTGCCTTRGETTGATRACCAGGGCCAGRTCCACGTCA
HYADYGLIOQRLCEPERQLTIFRYPHVYDDQGQVHY

: . ) . 850 . . . . 300
ACCETGGTITCCECATCLAGTTCAAC TCTRCACTTGEACCATACAAGGRCRGCCTECECTTCCACCCATCTRTAMCT TGEGCAT TR TRAAGTTCLTEEG
8 R GFRVYGCFEHKESALGPYXEGLRFHPSYHLEIVKFLE

v r R LS S | o A LW r P i

. . . G50 . . . . 1000
CITTGAGCAGATCTTTAAAAACTCCCTAACCRGCCTECCAATCGETERTERCAAGRGTEEATCCGACTICEACCCTAAGRGLAAGTCLGATCTGRAAATC

FEQI FKH#HSLTGELPIGSEEKEGESDFDPKEGEKSDLEIL

: : . 1050 . : . . 1100
ATGCGTTTCTGCCAGTCCTTCATGACCGAGE TACACCECCACATCGRTGAGTACCGCGACGTTCCTGCAGGTGACATCREAGTTGGTGECCGEGAGATCS
HRFCQSFHWTELRRKIGEYRDVPAGDIGVYGERE.I

o . o . 1150 . . . . 1200
GTTACCTGTTTGGCCACTACCGTCGCATGGCTMCCAGCACGAGTCCG_GCGTTTTGACCGG'FAAGGGCCTGACCTGGGGTGGATCC{ZTGGTCCGCACCGA
G:¥LUFGHIY RRHWAGQHESGEY LT GEKGELTH¥ESSLVRTE

. . . . 1250 . . . . 1300
GCTACGECTGLETTTACTTCGTGAGTEARATRATCAAGGE TAAGGGCGAGAGCATCAGCECCABAAGATCATCGTTTCCGETTCCRRCAAC
AT GYGCVYFVSEHRIKAKGESTSGEQEKIIVSGSGH
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1350 . . . 1400

GTAGCAACCTACGCGATTGAAAAGGCTCAGGAACTCGGCGCAACCGTYATTGGTTTCTCCGATTCCAGCGGTTGGGTTCATACCCCTAACGGCGTTGACG
vV ATYAIEKAQELGATVIGTFSDS S G WV HTPHEGVD

. . . 1450 . . . . 1500
TGGCTRﬁGCTCCGCGAAA?CAAGGAAGTTCGTCGCGCACGCGTATCCGTGTACGCCGACGAAGTTGAAGGCGCAACCTACCACACCGACGGTTCCATCTG

13

VAKLRETIEKEVYRRARYSVYADTEVW EGATVYHTDGS I H

. . . . 1550 . . . . 1600
GGATCTCAAGTGCGATATCGCTCTTCCTTGTGCAACTCAGAACGAGCTCAACGGCGAGAACGCTﬁAGACTCTTGCAGAC%ACGGCTGCCGfTTCGTTGﬁT
o LKCDTIALPCATI GHNELSHKGEHNAK TLADIMHGCRTEFUVA

1650 . . . 1700

GAAGGCGCGAACATGCCTTCCACCCCTGAGGCTGTTGAGGTCTTCCGTGAGCGCGACATCEGCTTCGGACCAGGCAAGGCAGCTAACGTCGGTGGCGTTG
E G AN HPSTPEAYEYFRERDIRTE 6 P G XK AANAGGEYVY

1750 . . . 1860

CAACCTCCGCTCTGGAGATGCAGCAGAACGCTYCGCGCGATTCCTGGAGCTTCGAGTACACCGACGAGCGCCTCCAGGTGATCATGAAGAACATCTTCAﬂ
ATSALEMNOQOGHNASRDSUHSFEYTD ERLQVIHKREIFEK

. . . . 1850 . . . . 19060
GACCTGTGCAGAGACCGCAGCAGAG?ATGGACACGAGAACGATTACGTTGTCGGCGCTAACA?TGCTGGCTTCAAGAAGGTAGC?GACGCGATGCTGGCA
T CAETAAEYGHENDYVVEANTLIAGF KK vy ADABHRTLA

. . . 1950 . . . . 2000
CAGGGCGTCATCTAAGACCCCGGCGCTTTACTTAAACCCCTGATCCGCGTTAAGGATCAGGGATTTTTGATTTGTTCCAGGTCAATTATCCGATCCACAT
o 6vi= >
2050

GGGTTAAGTGCACGCTGTGCGGTCGCGCAATGATGATCACCGTGGTGTCTTTAAGCGTGGCCAGAGTCTGGGAﬂAGATC

Abb. 4: Nukleotidsequenz und die davon abgeleitete Aminoséuresequenz des gdh-Gens
von Corynebacterium glutamicum ATCC13032. Die mogliche Ribosomenbindungsstelle
(RBS), das Stop-Codon der Translation (%), der Transkriptionsstartpunkt ( =), die
mogliche "-10"- ("-10"), "-35"- ("-35") und ".43".Region ("-43") des gdh-Promotors, sowie

der potentielle Terminator der Transkription (> <) sind dargestellt.

1.3 Isolierung und Seguenzierung des gdh-Terminator-Fragmenties

Zur vollstandigen Feinstrukturanalyse des gah-Gens von C. glutamicum war es notwendig,
ein weiteres chromosomales DNA-Fragment zu finden, das gemeinsamie Bereiche mit dem
isolierten 4.5gdh-Fragment aufwies und sich weiter als dieses iber den 3'- Bereich des gdh-
Gens erstreckte. Zur Identifizierung eines solchen DNA-Fragmentes wurde eine Southern
Blot-Analyse durchgefiihrt. Als Sonde wurde ein 0.45 kb Pstl/EcoRV Fragment, das einen
:T_eii__de_r kodierenden Region des gdh-Gens umfaBt, aus dem Vektor pUC4.5gdh (siehe

.Abbiiéﬁng 3) isoliert und mit Digoxigenin-dUTP markiert. DNA der Cosmide pHCgdh3
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und pHCgdh8, die Teile der chromosomalen Genbank enthielten, aus denen in
vorangegangenen Arbeiten das gdh-Gen isoliert worden war, wurde mit verschiedenen
Restriktionsenzymen geschnitten. Zur Restriktion der DNA wurden die Endonukleasen
BamHlI, Pst, Nhel, und Sall gewshit, da fiir sie jeweils auch eine Schnittstelle in dem
4.5gdh Fragment existiert, und zur Kontrolle wurde die DNA auch mit Psi/EcoRV
geschnitten. Da sich diese Schnittstellen jeweils 5 vor dem als Sonde isolierten 0.45 kb
Pstl/EcoRV Fragment im gdh-Gen befanden, war damit sichergestellt, dafl sich die damit
identifizierten DNA-Fragmente tiber das 3" Ende des gds-Gens hinaus erstrecken wiirden.
Die geschnittene DNA wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran
transferiert und gegen die DNA-Sonde hybridisiert. Das Ergebnis der Southern Blot-
Hybridisierung ist in Abbildung 5 gezeigt. Bei der Hybridisierung der 0.45 kb PsiI/EcoRV-
Sonde gegen Cosmid-DNA gab es Signale bei 1.3 kb (BamtI), bei 6.3 kb (Psi), bei 6.5 kb
(Sail) und bei 5.5 kb (WVkel). Bei der Hybridisierung der Sonde gegen die zur Kontrolile mit
Psti/EcoRV geschnittene Cosmid-DNA trat, wie erwartet, eine Bande bei 0.45 kb auf. Zum
Nachweis, daB} die gefundenen DNA-Fragmente aus dem Chromosom von C. gluigmicum
stammten, wurde eine weitere Southern Blot-Analyse durchgefiihrt. Chromosomale DNA
aus C. glutamicum ATCC13032 wurde ebenfalls mit den Restriktionsenzymen BamHI, Pstl,
Safl, Nhel und zur Kontrolle mit PstI/EcoRV geschnitten und gegen die 0.45 kb
Pstl/EcoRV Sonde hybridisiert. Das Ergebnis ist ebenfalls in Abbildung 5 dargestellt. Bei
allen Ansédizen wurde jeweils ein Signal gefunden, das identisch war mit dem, das bel der
Hybridisierung der Sonde mit der Cosmid-DNA aufirat. Die 1.3 kb BamHI-Bande war das
kleinste bei der Hybridisierung aufiretende Signal, und das 1.3 kb Samii-Fragment
ersireckie sich ungefihr 500 bp tiber das 3° Ende des gdh-Gens. Dieses Fragment wurde aus
dem Cosmid pHCgdh3 isoliert, in die BomHI-Schnittstelle des Vektors pUC1S8 kioniert und
der rekombinante Vektor pUC1.3gdhT genannt. Die DNA-Sequenz des dem 3° Ende des
gdh-Gens angrenzenden Teils des 1.3 kb BamHI-Fragmentes wurde dann ebenfalls nach der

in Abbildung

Bas 4T 2

3 dargesteliten Sequenzierungssirategie aufgeklart. Dazu wurden spezifische
Oligonukleotid-Primer verwendet, die komplementir zu der Nukleotid-Sequenz am 3" Ende
des gdh-Gens waren. Die ermittelte DNA-Sequenz und die davon abgeleitete AS-Sequenz

sind in Abbildung 4 enthalten.
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Abb. 5 Southern Blot-Analyse {A) der genomischen DNA von C. glutamicum
ATCC13032 und (B) der DNA der gdh-tragenden Cosmide pHCgdh3 (1) und pHCgdh8
(2). Als Sonde wurde ein Digoxigenin-dUTP-markiertes 0.45 kb Pstl-EcoRV-Fragment
verwendet, das aus dem Vektor pUC4.5gdh isoliert worden war. Diese Sonde wurde gegen
die mit Bamiil, Psil, Nhel, Soll und zur Kontroile Imt Psil/EcoRYV. restzfingierte D_-NA

hybridisiert. -

Unmittelbar hinter dem gdh-Gen in Position 1934 bis 1966 befindet sich eine
palindromische Sequenzstruktur. Auf RNA-Ebene kann sich dort ein "stem-loop" mit einer
freien Bildungsenergie von AG = - 22 kcal/mol (25 ©C) (berechnet nach den Regein von
Tinoco et al, 1973) ausbilden, der groBe Ahnlichkeit mit der Struktur rho-unabhingiger
E. coli Terminatoren hat (Rosenberg und Court, 1979). Direkt hinter der potentiellen
Haarnadelstruktur befinden sich auf RNA-Ebene fiinf aufeinanderfolgende Uracil-Reste, die

“ebenso ein charakteristisches Merkmal tho-unabhiingiger Terminatoren sind.
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1.4 Homologievergleiche

Die von der ermittelten DNA-Sequenz abgeleitete AS-Sequenz des GDH-Monomers von
C.  glutamicum wurde mit den entsprechenden AS-Sequenzen von Glutamat-
Dehydrogenasen anderer Organismen verglichen. Ein Vergleich der AS-Sequenz der
C. glutamicurn GDH mit den entsprechenden AS-Sequenzen der NADP-abhingigen GDH's
von FE. coli (McPherson und Wootton, 1983; Valle et al, 1984),
Neurospora crassa (Kinnaird und Fincham, 1983) und Sacchoromyces cerevisiae (Nagasu
und Hall, 1985; Moye et al,, 1985) ergab 57.6 %, 54.1 % und 51.5% identische AS-Reste,
wihrend beim Vergleich mit der Proteinsequenz der NAD-abhingigen GDH des Gram-
positven Bakteriums Peplosireptococcus asaccharolyticus (Snedecor et al, 1991) nur
35.4 % der AS-Reste identisch waren (Abbildung 6).

Bei diesen Homologievergleichen fielen einige seiw stark konservierte AS-Sequenz-
Bereiche auf, die fir die Struktur, fur die katalytischen und/oder regulatorischen
Eigenschafien der GDH verantwortlich sein konnten. So konnte einem dieser Bereiche eine
mogliche Funktion bei der Bindung des Coenzyms NADP zugeordnet werden. Durch AS -
"fingerprints" (Wierenga et al., 1986) und Homologievergleiche (Scruiton et al., 1990)
wurde ein NADP-Bindungsmotiv gefunden, das aus den AS -G-x-G-X-X-A-X-X-A-X-X-X-X-
x-x-x-(z- besteht. Dieses Motiv konnte auch in der AS-Sequenz der C. glutamicum GDH
zwischen den AS-Resten 240 und 256 -G-8-G-N-V-A-T-Y-A-I-E-K-A-Q-E-L-G-
gefunden werden. Es kann angenommen werden, daBl es sich bei diesern Motiv um die
NADP-Bindungsstelle handelt. | "

In einer weiteren sehr stark konservierten Region am Amino-Terminus des GDH-
Polypeptids konnie ein Lysin-Rest in Position 128 identifiziert werden, der vermuilich
entsprechend den Befunden bei E. coli (Valie et al, 1984) und Aspergillus nidulans
Hawkins et al, 1989) in die Bindung des Substrates o-Ketoglutarat involviert ist. Bei
eukaryontischen GDH's konnte durch chemische Modifikationsexperimente gezeigt werden,
dal} dieser Rest flir die Bindung von a-Ketoglutarat und fiir die katalytische Aktivitit dieses

Enzyms W_icht_ig ist (Smith et al., 1975).
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Vergleich der abgeleiteten Proteinsequenz der C. glutomicum GDH mit den

Proteinsequenzen der GDH's von £. coli, N. crasssa, S. cerevisiae und P. asaccharolyticus.

Die Prozenizahien am Ende der Aminosduresequenzen verdeutlichen den Anteil identischer

'AS-Reste mit der C. glutamicum GDH. Legende: (*) in allen verglichenen GDH's

identische AS; (+) in mindestens drel der funt

L

verglichenen GDH's identische AS.
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1.5 Bestimmung der Transkriptlinge des gdli-Gens

Zur weiteren Charakterisierung des gdh-Gens von C. glutamicum wurde dieses auch auf
RNA-Ebene untersucht.. Um die Grofic des gdh-Transkripts zu bestimmen, wurde eine
Northern Blot-Hybridisierung durchgefihri. Fir die Hybridisierung wurde eine RNA-Sonde
verwendet, da erstens RNA-RNA-Hybride stabiler als DNA-RNA-Hybride sind und
zweitens keine Selbsthybridisierung wie bei einer DNA-Sonde stattfinden kann (Melton et
al,, 1984). Zur Herstellung dieser Probe wurde ein 1.05 kb Sgcl/Pstl Fragment, auf dem der
5" kodierende Bereich des gdh-Strukiurgens lokalisiert ist, aus dem Vektor pUC4.5gdh
isoliert (siche Abbildung 3) und in die Secl/Psii-Schaittstelle des Transkriptionsvektors
pGEM4Z™ vor den Promotor der T7-RNA Polymerase ligiert und £. cofi DHS damit
transformiert. Aus 10 Transformanden wurde die Plasmid-DNA isoliert und durch
Restriktionsanalyse mit Sacl/Psfl wurde die Orientierung des Fragmentes bestatigt. Der
rekombinante Vektor pGEM1.05gdh (Abbildung 7) wurde mit Sacl linearisiert und durch
in-vitro Transkription mit der T7-RINA Polymerase konnte eine Digoxigenin-UTP markierte
gdh-spezifische "antisense” RNA-Sonde gewonnen werden, die komplementir zur goh-
spezifischen mRNA war, Aus C. glutanicum 13032 wurde die Gesamt-RNA isoliert und
6 pg davon auf einem Agarose/Formaldehyd-Gel elekirophoretisch aufgetrennt, auf eine
Nylonmembran transferiert und gegen die RNA-Sonde hybridisiert. Das Ergebnis ist in
Abbildung 8 dargestellt. Bei der Hybridisierung der 1.05 kb RNA-Sonde gegen die
Gesami-RNA aus C. glutamicum 13032 wurde ein Signal bei 1.65 kb beobachtet. Dieses
Ergebnis zusammen mit der Terminatorstrukiur hinter dem gdh-Gen zeigen, dafB das gdb-

Gen als einzelne Transkriptionseinheit i Genom von C. ghfamicum vorliegt.
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Abb. 7: Restriktionskarie des rekombinanten Transkriptionsvektors pGEM1.05gdh.
Abkirzungen: Amp, Ampicillinresistenz, gdh, Glutamat-Dehydrogenase-Gen, SPo,
Promotor der SP6-RNA-Polymerase; T7, Promotor der T7-RNA-Polymerase.

Abb. 8: Northern Blot-Analyse des gdh-Transkripts von C. glutamicum. 6 1g Gesami-
RNA aus C. glutamicum ATCC13032 wurden entsprechend ihrer Grofle aufgetrennt und
gegen eine Digoxigenin-UTP markierte gdh-spezifische RNA-Sonde hybridisiert.
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1.6 Bestimmung des Transkriptionsstarts des gdfi-Gens

Um den Transkriptionsstart des gdh-Gens von C. glutamicum zu bestimmen, wurde ein
"RNase Schutz-Experiment" durchgefiihri. Zur “Herstellung einer gdh-spezifischen
"antisense" mRNA-Sonde, die den aus den Subklonierungsexperimenien ermittelten
potentiellen Transkriptionstartbereich abdeckte, wurde ein 0.53 kb Sphl-SacI-Fragment aus
dem Vektor pUC4.5gdh isoliert (Nukleotide 12 - 542 in Abbildung 4), in die Sphi-Sacl
Schnitistelle des Transkriptionsvektor pGEM4Z™ kloniert und E. coli DHS5 damit
transformiert. Nach Linearisierung des Vektors pGEMO0.53gdh mit EcoRI konnte durch
in-vitro Transkription mit der T7-RNA-Polymerase eine [3S]-CTP "antisense" mRNA
hergestellt werden, die aus 553 Nukleotiden (nt) bestand und die komplementar zu dem zu
analysierenden gdh-Transkript war. 50 ng dieser gdh-spezifischen Sonde wurden gegen
50 pg Gesamt-RNA aus C. gluiamicum 13032 hybridisiert, so daB dabei vom
Transkriptanfang des gdh-Gens ein  doppelstringiges RNA-RNA-Hybrid mit
einzelsiringigen Enden entstand. Der Ansatz wurde anschlielend mit RNaseA und
RNaseT1 behandelt, um {berhingende, einzelstringige RNA abzubauen. Nur der
doppelstrangige Bereich der RNA-RNA-Hybride ist vor dem Abbau geschiitzt.
AnschlieBend wurden die Hybride entsprechend ihrer GroBe auf einem denaturierenden
Polyacylamidgel im Vergleich mit den entsprechenden RNA-Gréfenmarkern
elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Abschitzung der GroBe des geschitzten RNA-
Fragmentes wurde in einem Vorversuch dieses mit RNA-GroBenmarkern von 63 nf, 105 nt,
261 ﬁt, 306 nt und 329 nt verglichen. Damit konnte die Gréfle des geschiitzten RNA-
Fragmentes auf 260 ~ 275 nt etngegrenzi werden. In dem nachfoigenden Hauptexperiment,
bei dem wie bereits oben beschrieben vorgegangen wurde, wurde dann die Grofle des
geschiitzten RNA-Fragmentes mit RNA-Grolenmarkern von 201 nt, 271 nt und 275 nt
verglichen. Als Kontrolle wurde auch Hefe-iRNA anstelle der C. gluiamicum RNA in die
Hybridisierung eingesetzt und anschlieflend mit den RNasen bshandelt. Dadurch sollten
Artefakie ausgeschiossen werden, die aufireten konnten, falls die 553 nt gdh-Sonde RNase

resistente Strukturen enthalten wiirde. Das Ergebnis dieses "RINase Schutz-Experiments" ist

in Abbildung 9 dargestellt. |
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Abb. 9: RNase Schuiz-Experiment zur Bestimmung des 5Endes der gd-mRNA von
C. glutamicum. Spur 2 enthilt 20 ng der [338]-CTP-markierten 553 nt gdh-spezifischen
RNA-Sonde; die Spuren b, ¢ und d enthalten jeweils ungefahr 20 ng der 275 nt, 271 nt und
261 nt groBen RNA-Marker; Spur ¢ enthélt 50 ng der markierten gdh-spezifischen RNA-
Sonde, die gegen 50 ug Hefe-tRNA hybridisiert und anschliefend mit den Ribonukleasen
behandelt worden war; Spur £ enthélt 50 ng der markierten gal-spezifischen RNA Sonde,
die gegen 50 ug Gesamt-RNA aus C. glutamicum hybridisiert und anschiieend mit den

Ribonukieasen behandeit worden war. Die Autoradiographie dauerte 4 Tage. -

Wie erwartet .wurde kein Signal bei dem Kontrollansatz gefunden. Daraus konnte
geschlossen werden, daB die Hefe-tRNA mit der gdh-RNA Sonde nicht unspezifisch
hybridisierte und daB die gdh-spezifische RNA-Sonde selber keine RNase resistenten
Bereiche enthielt. Bei der Hybridisierung der gah-spezifischen RNA-Sonde gegen die
C. glutamicum RNA traten mehrer Signale auf Das grofiste der vor dem RNase-Abbau
geschiitzen Fragmente hatte eine Lange von 261 nt. Da das genaue 5'Ende der gdh-

spezifischen mRNA-Sonde bekannt war, konnte somit durch die bestimmte Grobe des
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geschiitzien RNA-Fragmentes der Transkriptionsstart des gdh-Gens berechnet werden. Die
RNA-Polymerase initiitert damit die Transkription an einen Guanin in Position 288 der
Nukleotidsequenz (siche Abbildung 4). Dieser Guanin-Rest liegt 284 bp vor dem ATG
Startcodon der Translation. 11 bp vor der bestimmten Transkriptionsinitiationsstelle
befindet sich ein DNA-Sequenz-Motif " 5-CATAAT-3" " und im Absiand von
35 bp vor dem bestimmten Transkriptionsstart befindet sich ein weiteres DNA-
Sequenzelement "5'-TGGTCA-3"". Weiterhin konnte 43 bp vor dem Gjgq eine AT-reiche-

Region gefunden werden. Diese Charakteristika deuten auf einen E. coli-ihnlichen

Promotor hin.

2. Untersuchungen zur Rolle der Glutamat-Dehydroegenase im

Stoffwechsel von C. glutamicum ATCC13632

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde die Rolle der GDH im Stoffwechsel von
C. glutamicum untersucht. Eine definierte, GDH-defekte C. glutamicum Mutante und ein
gdh-uberexprimierender C. glufamicum Stamm wurden Konstruiert, um dann mit diesen
Stémmen die Bedeutung der GDH fir das Wachstum, den internen Glutamat-Pool und die

Glutamai-Produktion von C. glutamicum zu analysieren (Bérmann-El Kholy et al | 1993).

TTeE

Z.1 Konstrukiion der GDH-defekten O glutamicus: Mutante EB1

Die Isolierung und Charakterisierung des gdh-Gens ermdglichte die Konstruktion eines
definterten GDH-negativen C. glutamicum-Stammes durch "Gen-gerichiste Mutagenese”,
Dabei wurde die kodierende Region des chromosomalen gdh-Gens von C. ghutamicum
durch Integration eines nichi-replikativen Plasmides, welches ein internes gdh-Fragment
trug, unterbrochen. Fir die Konstruktion dieses Vektors wurde ein 0.45 kb Pstl/EcoRV-
Fragment "aus dem Vektor pUC4.5gdh isolieri (Abbildung 10a), zur Erzeugung
| "glatter Enden" mit Klenow-Enzym behandeli, um es anschlieflend in die Scal-Schnittstelle
des mobilisierbaren, in C. glutomicum nicht-replikativen Vektors pSUP301 ligieren zu
konnen. Das rekombinante Plasmid pSUPgdh (Abbildung 10b) wurde dann in den E. coli

| - Mobilisatorstamm S17-1 transferieri. Anschliefend erfolgte eine Konjugation zwischen
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E. coli S17-1(pSUPgdh) und C. glutamicun 13032, wobei die Plasmid-DNA gerichtet nach
C. glutamicum transferiert wurde. Die Selektion der C. ghuamicum Transkonjuganden
erfolgie auf Kanamycin und auf Nalidixinsaure. Auf diesem Medium ist der verwendete
E. coli - Donorstamm nicht in der Lage zu wachsen, da er Nalidixinsdure-sensitiv ist. Der
verwendete Vektor ist in C. glutamicum nicht-replikativ. Deshalb konnten nur

C. glutamicum Transkonjuganden auf dem Selekiionsmedium iberleben, bei denen der
Vekior durch homologe Rekombination zwischen der auf dem Vektor vorhandenen
gdh-Sequenz und dem chromosomalen gdh-Gen in das Chromosom integriert war und so
die Kanamycin-Resistenz vermitteln konnte (Abbildung 10¢). DNA von 10 Kolonien
wurde isoliert und durch Analyse der DNA auf einem Agarosegel konnte gezeigt werden,
dal} keine autonomen Plasmide vorhanden waren. Da der Vektor pSUPgdh ein internes
gdh-Fragment tragt, sollte eine Integration des Vektors nur innerhalb der kodierenden
Region des gdh-Gens erfolgt sein. Einer dieser Transkonjuganden wurde als
C. glutamicum EB1 bezeichnet. Um den Nachweis zu erbringen, daB der Vektor pSUPgdh
tatsachlich in den kodierenden Bereich des gdh-Gens integriert war, wurde eine Southern
Blot Analyse durchgefiiirt. Als Sonde wurde ein 1.5 kb SacI-Fragment, das den groften
Teil der kodierenden Region des gdh-Gens umfafBit, aus dem Vektor pUC4.5gdh isoliert
(siche Abbildung 102) und mit Digoxigenin-dUTP markiert. Chromosomale DNA des
Wildtyps C. glutamicum 13032 und der potentiellen GDH-defekten Mutante C. glufamicunt
EB1 wurde isolieri und mit dem Restrikiionsenzym Sacl geschnitten. Die DNA-Fragmente
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und gegen die
gdh-Sonde hybridisiert. Das Ergebnis dieser Southern Blot Analyse ist in Abbildung 1

gezeigt. Bei der Hybridisierung der 1.5 kb SocI-Sonde gegen die Sacl geschnittene
chromosomale DNA des Wildtyps trat, wie erwartet, ein Signal bei 1.5 kb auf. Dagegen
hybridisierte die 1.5 kb Sacl-Sonde mit sinem 7.4 kb SacI-Fragment der chromosomalen
DNA von C. glutamicus EB1. Da das Plasmid pSUPgdh keine Schnittstelle fir das
Restriktionsenzym Sacl besitzt, war zu erwarten, daf} bei dieser Hybridisierung ein Signal
bei 7.4 kb aufirat, daB sich aus den 1.5 kb des urspringlichen SacI-Fragmentes und den
5.9 kb des Vektors pSUPgdh zusammensetzie. Dieses Ergebnis belegt, daB in dem Stamim
C. glutamicum EB1 eine Integration des Vekiors pSUPgdh in das chromosomale gah-Gen

stattgefunden hat und dieses dadurch unterbrochen wurde. -
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Abb., 10: Restriktionskarten (A) des chromosomalen 2.75 kb C. glutamicum DNA-
Fragmentes in dem Vektor pUC4.5gdh, (B) des rekombinanten Vektors pSUPgdh, der das
interne 0.45 kb Psfi-EcoRV gdh-Fragment tragt, und (C) der genomischen gdh-Region
nach der homologen Rekombination zwischen pSUPgdh und der Ps7I-EcoRV-Region des
* chromosomalen gdh-Gens von C. glutamicum. Abkiurzungen: Km, Kanamycin-Resistenz;

. o7iT, Replikationsursprung fiir den Transfer.
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Umn den physiologischen Nachweis zu erbringen, daB das gdh-Gen in C. glutamicum
EBI nicht mehr funktionell ist, wurden die spezifischen GDH-Aktivititen im Rohextraki
dieses Stammes bestimmt. Wie in Tabelle 4 gezeigt, verfugt C. glutamicum EB1 im
Gegensatz zum Wildtyp C. glutamicum ATCC13032 (1.8 U/ mg Protein) uber keine
nachweisbare GDH-Aktivitat mehr und damit handelt es sich bei dem Stamm

C. glutamicuim EB1 um eine definierte GDH-defekte Mutante.

A B
Y L
23.13 kb
9.42 Kb o
655 Kb s =
232 kb .y
e
0.56 kb _.

1: Southern Blot-Analyse der genomischen DNA von C. glutamicum ATCC13032

fock

Abb.
(A) und C. glutamicum EB1 (gdh::pSUPgdh) (B). Die chromosomale DNA wurde mit Sacl
geschnitten und gegen eine Digoxigenin-dUPT-markierte 1.5 kb Sacl-Sonde, die aus dem

Plasmid pUC4.5gdh isoliert worden war, hybridisiert. .
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2.2 Konstruktion des gdh-iiberexprimierenden Stammes C glutemicum (pEKgdh)
Um die Rolle der GDH im Stoffwechsel von C. glutamicum aufzukliren, wurde auch ein
gdh-iberexprimierender Stamm konstruiert, der iiber ein Plasmid-kodiertes gdh-Gen
einschiieBlich seiner eigenen Promotor- und Terminatorregion verfigt. Zur Konstruktion
dieses Stammes wurde der Vektor pEK2.5gdh-2 mit dem Restrikiionsenzym EcoRV
linearisiert. Auf dern 1.95 kb groBen Sall/EcoRV-Bereich des 2.5 kb Sa/l-Fragmentes im
Vektor pEK2.5gdh-2 befindet sich der Promotor und der 5° kodierende Bereich des gdh-
Strukturgens (Abbildung 122). Weiterhin wurde aus dem Vektor pUC1.3gdhT ein 0.8 kb
FEcoRV-Fragment isoliert, auf dem der 3'kodierende Bereich des gdh-Gens und der
Terminator lokalisiert waren (Abbildung 12b) AnschlieBend wurde das 0.8 kb EcoRV-
Fragment in den EcoRV geschnittenen Vekior pEK2.5gdh-2 ligiert und £. coli DHS mit
dem rekombinanten Plasmid pEKgdh (Abbildung 12¢) transformiert. Zur Konstruktion von
pEKgdh (C) wurde das 0.8 kb EcoRV-Fragment in der richtigen Orientierung in den
Vektor pEK2.5gdh-2 ligiert. Die korrekte Orientierung der Insertion wurde durch
Restriktionsanalyse mit Sacl iberprift. Danach wurde das Plasmud pEKgdh nach
C. glutamicum 13032 tranferiert und der rekombinante Stamm C. glutamicum(pEXgdh)
genannt. Um zu itberprisfen, ob das Plasmid-kodierte gdh-Gen in C. glutamicum(pEKgdh)
exprimiert wird, wurden die spezifischen GDH-Aktivititen im Rohextrakt dieses Stammes
bestimmt. Das Ergebnis ist in Tabelle 4 gezeigt. C. glutamicum(pEKgdh) besitzt eine
14-fach hohere spezifische GDH-Aktivitdt (24.6 U/mg Protein) als der Elternstamm
C. glutamicum 13032 (1.8 U/mg Protein). Damit konnte gezeigt werden, daf3 das gdh-Gen

in C. glutamicum{pEKgdh) funktionell 1st.

Tabelle 4: Spezifische Glutamat-Dehydrogenase-Aktivitaten in zell-freien Extrakten von

C. glutemicum 13032, C. ghuomicusm BEB1 und C. ghutomicum{pBXgdh). Die Zellen

wurden auf Minimalmedium mit 4 % Glucose geziichtet.

Stamm | spez. GDH Akeivitit
' {U/mg Protein}
C. glutamicum13032 . 1.8
C. giutamicumEB] <0.004
©  C. glutamicum(pEKgdh) 24.6
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Abb. 12: Konstruktion des rekombinanten Plasmides pEKgdh, auf dem das vollstindige

gdh-Strukurgen  von C. glutamicum einschlieBlich seiner 5’- und 3__'-ﬂankierenden
Kontrollregionen lokalisiert ist. Dazu wurde (A) pEK2.5gdh-2, auf “dem ~das gdh-
Strukturgen mit Promotor .iokalisert ist, mit EcoRV linearisiert und (B) aus pUC1.3gdhT
E éi_n 0.8 kb FEcoRV-Fragment, auf dem der Terminator des gdh-Gens liegt, isoliert uhd dieses

_ in das Plasmid pEK2.5gdh-2 ligiert. Dies ergab den Vektor pEKgdh (T).
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Als weiterer Nachweis der Uberexpression des gdh-Gens in dem Stamm
C. ghitamicum(pEKgdh) wurde eine SDS-Polyacrylamidgelektrophorese durchgefiihrt.
Dazu wurden 150 pg Protein eines zell-freien Extraktes von C. ghuiamicum(pEKgdh) im
Vergleich zu dem Wildtyp C. glwtamicum 13032 und der GDH-defekten Mutante
C. glutamicum EB1 auf ein denaturierendes SDS-Polyacylamidgel aufgetragen, die Proteine
nach ihrer Moimasse aufgetrenni und mit einem Moimassensiandard vergiichen. Das

Ergebnis ist in Abbildung 13 dargestellt.

'9.7.4;@@ -
66 kda _—
48 kda -
~8é. kda .
29 kda .
- 20.1kda - —

Abb.  13: SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese  der  zeli-frelen  Extrakte von
C. glutamicum(pEKgdh) (b), C. ghitamicum 13032 (¢) und C. gluiamicum EB1 (d) im

| Vergleich mit dem Molmassenstandard (a). Abkiirzungen: kDa, Kilodaiton
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Im aufgetrennten Rohextrakt von C. ghtfamicum(pEKgdh) ist eine deutliche Proteinbande
bei einem Molekulargewicht von ungefihr 50000 zu erkennern, die in dieser Intensitat weder
bei dem Wildtyp noch bei der GDH-defekien Mutante zu finden ist. Damit konnte gezeigt
werden, daB in dem gdh-iberexprimierenden Stamm C. glutamicum(pEKgdh) deutlich mehr

GDH als in den anderen Stammen gebildet wird.

3.3 Vergleichende Wachstumsexperimente mit C glutamicem 13832,
C. ghstamicum EB1 und C glutamicum(pEXgdh).

Zur Charakterisierung der GDH-defekten Mutante C. glutamicum EB1 und des gah-
iiberexprimierenden Stammes C. glutamicum{pEKgdh), und um AufschluB dber die
Bedeutung der GDH fiir das Wachstum von C. glutamicum zu erhalten, wurden
vergleichende ~Wachsiumsexperimente auf Minimalmedium  mit unterschiedlichen
Kohlenstoff (C)- und Stickstoff (N)- Guellen durchgefiihrt. Das Wachstum dieser Stamine
wurde auf Minimalmedium (MM) mit 4 % Glucose, 2 % Ribose oder 2 % Acetat als
C-Quelle und jeweils 5 g/l Ammoniumsulfat und Harnstoff als N-Quelie und auf MM mit
2 % Glutamat als alleiniger C- und N- Quelle im Vergleich zum Wildtyp C. glutamicum
13032 untersucht. Die Stimme wurden auf MM mit den jeweiligen C- und N-Quellen
vorgeziichtet, und anschlielend wurde das Wachstumsmedium mit dieser Kultur mit einer
ODggg von 0.5 angeimpft. Das Wachstum der Kulturen wurde bis zur stationaren Phase
verfolgt. Zum AbschiuB jedes Wachstumsversuches wurden die Zellen in der stationdren
Wachstumsphase geerntet und zur Kontrolle die spezifischen GDH-Aktivitdten
Rohextrakt bestimmt. Das Ergebnis dieser Wachstumsexperimente ist in Abbiidung 14 a-¢
zusammengefallt. Das Wachstum der GDH-defekten Mutante C. glutamicum EB1
unterscheidet sich auf keinem der getesten Wachstumsmedien von dem des Wildtyps
C. ghitamicum 13032. Beide Stamme haben eine Verdopplungszeit in der exponentiellen
Wachstumsphase von 120 min auf MM mit Glucose, 195 min auf MM mit Ribose, 180 min
auf MM mit Acetat und 390 min auf MM mit Glutamat. Der gdh-iiberexprimierende Stamm
C. glutamicum(pEKgdh) zeigte dagegen eine etwas ldngere lag-Phase und
Verdopplungszeiten von 140 min auf MM mit Glucose und von 240 min auf MM mit
Acetat als C- Quelle. Auf MM mit Ribose bzw. auf MM mit Glutamat als C- und N-Quelle
unterscheidet sich das Wachsium dieses Stammes nicht “von dem des Wildtyps

: C. glutamicum 13032.
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Abb. 14: Vergleichende Wachstumsexperimente mit C.  glufamicum 13032 (A),

C. gintamicum(pEKgdh) (%) und C. glwtamicum EB1 (¢). Die Stimme wurden auf

Minimalmedium mit 4 % Glucose, 2 % Ribose, 2 % Acetat und 2 % Glutamat geziichtet

~und das Wachstuin als optische Dichte bei OB bis in die stationdre Phase verfolgt.
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2.4 Vergleichende Messungen der internen und externen Glutamatkonzentrationen

unter Bictin-Mangel und Biotin-Uberschull

&

Corynebacterium glutamicum ist in der Lage unter bestimmten Wachstumsbedingungen wie
z.B. unter Biotin-Limitierung groBe Mengen an Glutamat in das umgebende Medium zu
sezerpieren. Da die Glutamatbildung der Zellen unter Biotin-Limitierung das bislang am

besten untersuchte System ist, wurde dieses gewahlt, um unter diesen Bedingungen die

-9
e Glutamatbildung naher

vergleichende Messungen der zell-internen und externen Glutamatkonzentrationen
durchgefihrt. Fur diese Untersuchungen standen die drei Stamme, C. glttamicum 13032,
C. ghitamicum(pEKgdh) und C. glutamicum EB1 zur Verfiigung, die sich in inrem Level an
GDH (siche Tabelle 4) unterscheiden, ansonsten aber einen genetisch identischen
Hintergrund  besitzen. Fir diese Experimente wurden die Zellen zundchst auf
Minimalmedium mit 4 % Glucose und 10 pg/l Biotin vorgeziichtet, damit sie anschlieBend
in der Hauptkultur in die Biotin-Limitierung wachsen konnten. Dann wurden diese
Vorkulturen der drei zu untersuchenden Stimme verwendet, um Minimalmedium mit 1 pg/l
Biotin mit einer ODggg von 0.3 anzuimpfen. Wahrend des Wachstums wurden zu
bestimmten Zeitpunkten Proben zur Bestimmung der zell-internen und externen Glutamat-
Konzentration genommen. Bei Erreichen einer ODggq von 7 bis 8 waren alle drei Stimme
aufgrund des Biotin-Mangels in die stationdre Phase gewachsen und sezernierten mit
vergleichbarer Rate Glutamat in das umgebende Medium. Die Glutamatsekretionsrate des
Wildiyp C. glutamicum 13032 betrug 20 pmol/min*g TG, die des gdh-tiberexprimierenden
Stammes C. glutamicum(pEKgdh) 18 pmol/min*g TG, und die der GDH-defekten Mutante
C. glutamicurs EB1 21 umol/ min*g TG wihrend der ersten 10 Stunden der
Glutamatproduktion (Tabelle 5). Es war auffillig, dafl der gdh-liberexprimierende Stamm
C. gluiamicum{pEKgdh) in allen Experimenten niedrigere Gluiamai-Sekretionsraten als der
Wildiyp zeigte. Der Wildtyp C. glutamicum 13032 akloumuliert unter diesen "Glutamat-
Produktionsbedingungen”  wihrend der  exponentiellen Wachstumsphase  intern
140 + 20 mM Glutamat, die GDH-defekte Mutante C. glutamicum EB1 110 = 10 mM
Glutamat und der gdh-tiberexprimierende Stamim C. glutamicum(pEKgdh) 250 = 50 mM

Glutamat (Tabelle 5). -
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Tabelle 5: Glutamatsekretionsraten und interne und externe Glutamat-Konzentrationen von
C. glwamicum 13032, C. glutamicum EB1 und C. glitamicum(pEKgdh) unter

Biotin-Mangel und Biotin-Uberschufl im Medium. Die Zellen wurden auf Minimalmedium

mit 4 % Glucose und 1 ng/l bzw. 200 ug/! Biotin geziichtet.

interne Glutamat-

Giutamat- Konzentration (mM)P
Stamm Sekretion?
{emol/minsg TG} 1pg 260 pg
Bistin/i Biotin/
C. gluramicum 13032 202 140 + 20 180 +£30
C. glutamicum{pEKgdh) 18+2 250 £ 50 280+ 30
C. glutamicum EB1 212 110+ 10 120 + 10

ANDie Glutamatsekretionsrate  wurde wihrend der ersten 10 Stunden der

Glutamatproduktion bestimmt.

bDie ermittelten * Werte der internen Glutamatkonzentrationen wurden aus

Corynebacierium glutamicwm ist dafir bekannt, dal es auch unter "Nicht-Glutamat-

boun 1-supplementierien Wachstumsbedingungen intern

sehr groﬁe Mengen an Glutamat akkumuliert. Um zu kldren, ob die GDH am Aufbau dieses

aziliwTa 184

internen Glutamat-Pools beteiligt ist, wurden die zell-internen und exiernen Glutamat-
Konzeht_ra‘_tionen von (. ghutamicum 13032, C. gluamicum EB1  und
C. éfz_;tamicum(pEKgdh) auch unter Biotin-Uberschuf} im Medium bestimmt. Fur diese
Experimente wurden die drei Stamme auf Minimalmedium mit 4 % Giucose und 200 pg/l
Biotin vorgezogen und anschlieBend das gleiche Wachstumsmedium mit einer ODggp von
0.3 angeimpfl. Das Wachstum der Kulturen wurde bis in die stationdre Phase verfolgt. Zu
" bestimmten Zeiten wihrend des exponentiellen Wachstums wurden Proben fur die
.Bestimmung der zell-internen und der externen Glutamatkonzentrationen genommen. Das

Ergebnis ist ebenfalis in Tabeile § dargestelle. Die untersuchten C. gluiamicun Stamimie
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verfligten iiber hohe interne Glutamai-Pools. Die internen Glutamatkonzentrationen der
GDH-defekten Mutante C. glufamicum EB1 (120 = 10 mM) war deutlich niedriger als die
des Wildtyps C. glutamicum 13032 (180 + 30 mM). Der interne Glutamat-Pool des gdh-
iiberexprimierenden Stammes C. glitamicum(pEKgdh) war dagegen mit 280 = 36 mM

Glutamat deutlich gegeniiber dem Wildtyp erhoht.

2.5 Bestimmung der Glutamat-Ausbeute wihrend Kurz-Zeit-Fermentationen

Es wurde untersucht, ob und welchen Einflu} die GDH auf die Glutamat-Produktion von
C. glutamicum wihrend einer Kurz-Zeit-Glutamat-Fermentation hat. Auch fiir diese
Experimente wurden die bereits beschriebenen in ihrem GDH-Level unterschiedlichen
C. glutamicum Stimme C. glutomicum 13032, C. glutamicum EB1 und
C. glutamicun(pEKgdh) herangezogen Diese Stamme wurden zunichst auf Biotin-
reduziertem (10 pg/l Biotin) MM mit 4 % Glucose vorgeziichtet und anschiieBend auf
biotin-limitiertem (1 pg/l Biotin) MM mit 4 % Glucose iberimpfi. Nachdem die Zeilen
aufgrund des sich einstellenden Biotin-Mangels in die stationdre Phase gewachsen waren
und zwischen 5 und 10 mM Glutamat sezernierten, wurden sie geerniet, mit MM ohne
Riotin und Glucose gewaschen und auf MM mit 10 mM Glucose iiberimpft. Die
anschlieRende Kurz-Zeit-Glutamat-Fermentation dauerte zwei Stunden, und wihrend dieses
Zeitraums wurden alle 15 min Proben zur Bestimmung des Glucoseverbrauchs und der
externen Glutamatkonzentration genommen. Das Ergebnis ist in Abbildung 15 dargestellt.
Der Wildtyp C.  glutamicum 13032, der  gdh-Uberexprimierende  Stamm
C. glutamicum(pEXgdh) und die GDH-defekte Mutante C. gliamicum EB1 nahien
Glucose mit Raten von 42 pmol/min+g TG, 33 ymol/min+g TG und 48 pmol/min=g TG
auf Wahrend dicser Kurz-Zeit-Fermentationen sezermierten C. glufemicum 13032,
C. glutamicumn(pEKgdh) und C. glutamicum EBI mit Raten von 28 pmol/mineg TG,
20 pmol/minsg TG, und 23 pmol/minsg TG Glutamat in das umgebende Medium. Der
Wildtyp setzte wihrend dieser Fermentation 56 %, der gdh-Uberexprimierer 57 % und die

GDH-defekte Mutante 45__% der __cipgese_t_zt_en Glucose zu _Gjuta_mat um.
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Abb. 15: Kurz-Zeit-Fermentationen mit dem Wildtyp C. gliwtamicum 13032 (A), dem

gdh-iiberexprimierenden Stamm C. glufamicum(pEKgdh) (B) und der GDH-defekten

‘Mutante C. glutamicum EB1 (C). Uber einen Zeitraum von 2 Stunden wurden der

Glucoseverbrauch (&) und die Glutamat-Produktion (&) der Stémme bestimmt.
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2.6 Bestimmung der spezifischen Glutamin-Synthetase umd Glutamat-Synthase-
Aktivitsten in den verschiedenen C glutamicum Stimmen

Alternativ zu der Glutamat-Biosynthese durch die GDH katalysieren die Glutamin-
Synthetase (GS) und Glutamat-Synthase (GOGAT) in einer gekoppelten Reaktion die
Bildung von Glutamat. Zum Nachweis dieses alternativen Glutamat-Biosynthese-Weges in
C. ghitamicum und zur Charakterisierung der konstruierten C. glutamicum Stdmme, die
sich in ihrem Level an GDH unterschieden, wurden die spezifischen GS und GOGAT-
Aktivitaten im Rohextrakt der verschiedenen C. glutamicum Stimme bestimmt. Dazu
wurden der Wildtyp C. glutamicum 13032, der gdh-iberexprimierende  Stamm
C. glutamicun{pEKgdh) und die GDH-defekte Mutante C. glutamicum EB1 auf
Minimalmedium mit 4 % Glucose geziichtet. Nach Erreichen der exponentiellen
Wachstumsphase wurden die Zellen geerntet, und die spezifischen GS und GOGAT-
Aktivitaten bestimmt. Zur Kontrolle und Charakterisierung der Stimme wurden auch die
spezifischen GDH-Aktivititen im Rohextrakt gemessen. Wie in Tabelle & gezeigt, konnten

in allen untersuchten Stimmen spezifische GS- und GOGAT-Aktivitdten nachgewiesen

werden.

Tabelle 6: Spezifische Glutamat-Dehydrogenase (GDH), Glutamin-Synthetase {GS)- und
Glutamat-Synthase (GOGAT)- Akitivititen in zell-freien Extrakten von C. glutamicum
13032, C. glutamicum(pEKgdh), C. glutamicum EB1 und C. glitomicun{pEC6gdh). Die
Zellen wurden auf Minimalmedium mit 4 % Glucose geziichtet und zu Beginn der

exponentiellen Wachstumsphase geerntet.

Stamm spezifische Enzymaktivititen (U/mg Frotein)
GDH GS GOGAT

C. glutainicum 13032 1.8 0.45 0.008

C. glitamicum{(pEKgdh) 24.6 039 0.003

C. glutamicum EB1 nn? 0.0 0.089

C. glutamicum EB1(pEC6gdh) 52 n.b.D 0.005

2 nn., nicht nachweisbar; B nb., nicht bestimmt
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Die GDH-defekte Mutante C. gluiamicum ER1 besitzt 2-fach hohere GS (0.9 U/mg
Protein) und 10-fach hohere GOGAT-Aktivititen (0.089 U/ mg Protein) verglichen mit dem
Wildtyp C. glutamicum 13032 (GS: 0.45 U/mg Protein; GOGAT: 0.008 U/mg Protein),
wihrend die GS (0.39 U/mg Protein) und GOGAT-Aktivititen (0.003 U/mg Protein) im
Stamm C. glutamicum(pEKgdh) etwas niedriger als im Elternstamm sind.

Um sicherzustellen, daB3 die 10-fach hohere spezifische GOGAT-Aktivitdt der GDH-
defekten Mutante C. glutamicum EB1 ausschlieBlich auf das Fehien der spezifischen GDH-
Aktivitit in diesem Stamm zuriickzufithren ist, wurde ein weiterer C. glutfamicum EBI1-
Stamm konstruiert, der ein Plasmid-kodiertes gdh-Gen besitzt. Dazu wurde das gdi-
Strukturgen mit seiner Promotor- und Terminatorregion auf einem 2.8 kb Sa/l-Fragment
aus dem Vektor pEKgdh (siche Abbildung 12¢) isoliert und in die Sa/l-Schaitistelle des
E. colilC. é’lutamicum Pendelvekiors pECG6 ligiert. Das rekombinante Plasmid wurde
pEC6gdh genannt und nach E. coli DH5 transferiert. Anschliefend wurde pEC6gdh
(Abbildung 16) nach C. giutamicum EBI transferiert und die spezifische GDH-Aktivitat im
Rohextrakt des Stammes C. glutamicum EBI1{(pEC6gdh) bestimmt. Wie ebenfails in
Tabelle 6 gezeigt, besitzt C. glutamicum EBI(pEC6gdh) eine deutlich hohere spezifische
GDH-Aktivitat (5.2 U/mg Protein) als der Elternstamm C. glutamicum EBI
(>0.004 U/mg Protein) und der Wildtyp (1.8 U/mg Protein). Weiterhin wurde auch die
spezifische GOGAT-Aktivitét in C. glutamicum EB1(pEC6gdh) bestimmt. Wie in Tabelle 6
gezeigt, besitzt C. glutamicum EB1(pEC6gdh) eine deutlich niedrigere spezifische
GOGAT-Aktivitit (0.005 U/mg Protein) als der Elternstamm C. glutamicum EB1. Die
bestimmte spezifische GOGAT-Aktivitdt ist mit der des Wildtyps vergleichbar. Die erhéhte
spezifische GOGAT-Aktivitat in der GDH-defekten Mutante C. glufamicum EBI ist somit

auf die fehlende GDH-Aktivitat in diesem Stamm zurickzuflihren.
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Abb., 18: Restriktionskarie des  Vektors  pECo6gdh. Abkiirzungen: U,

Choramphenicolresistenz; gd#, Glutamat-Dehydrogenase-Gen; oriE, Replikationsursprung

fiir £. coli; orfl, orf3, offene Leseraster 1 und 5, Replikationsursprung fir C. glutamicun.
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3. Klonierung ges gdh-Gens ven Pepiostreptococcus

asgecharolyticus in C. glutamicum und Auswirkungen auf die

Giutamatbildung

Um zu priifen, ob moglicherweise eine NAD-abhingige statt einer NADP-abhéngigen GDH
EinfluB} auf den internen Glutamat-Pool und die Glutamat-Produktion von C. glutamicum
hat, wurde ein gdh-Gen, das fiir eine NAD-abhingige GDH kodieri in C. gluiamicum

heterolog exprimiert und die Auswirkungen auf die interne Glutamat-Konzentration und die

Glutamat-Produktion vntersucht.

3.1 Klonierung des gdk-Gens von Peplosirepiococcus  asaccharolyficus
Zum Zeitpunkt der Durchfithrung dieser Experimente war Peplosirepiococcus
asaccharolyticus das einzige bekannte Gram-positive Bakterium, das anstelle einer NADP-
abhingigen GDH eine NAD-abhingige GDH besitzt. In diesem Organismus fungiert die
GDH hauptsachlich als kataboles Enzym und katalysiert den Abbau von Glutamat. Von
Snedecor et al. (1991) wurde jedoch gezeigt, dall die NAD-abhdngige GDH auch die
Synthese von Glutamat katalysieren und damit als anaboles Enzym fungieren kann. Das
gdh-Gen, das fiir diese NAD-abhingige GDH kodiert, hat eine GroBe von 1.4 kb. Es wurde
aus P. asaccharolyticus isoliert und sequenziert (Snedecor et al, 1991). Ein Ziel dieser
Arbeit bestand darin, einen C. glufamicum Stamm zu konstruteren, der eine regulierbare
NAD-abhingige GDH besitzt, um damit letztendlich auch den Einfluf eciner NAD-
abhingigen GDH auf die Glutamatbildung von C. glufamicum uniersuchen zu kémen D

die DNA-Sequenz des P. asaccharolyticus gah-Gens bekannt war (Snedecor et al., 1991),
wurde dieses als promotorioses Gen aus dem Chromosom von P. asaccharolyticus mit
Hilfe der "Polymerase-Kettenreaktion"” (PCR) amplifiziert. Als Primer fir die PCR wurden
zwei Oligonukleotide synthetisiert, die zu jeweils einem der beiden gah-tragenden DNA-
Strange komplementdr sind und das gd#-Gen flankieren. Der Primer Pgdhl besteht aus 28
Nukleotiden und ist komplementér zu der gdh-Sequenz, die 34 bp in 5'-Richtung vor dem
A_TG—Startcodon der Translation liegt. Der Primer Pgdh2 besteht aus 29 Nukleotiden und
ist komplementir zu der DNA-Sequenz 163 bp 3 hinter dem TAA-Stopcodon der
Translation, d.h. hinter dem gdh-Strukurgen. An das 5'-Ende des Primers Pgdhl wurde die
'E:kennungssequenz fiir das Resirikiionsenzym BamII, und _én__ den Primer Pgdh2 die
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Erkennungsstelle fiir Sacl angefugt, um das PCR-Produkt spiter gerichtet in den
Expressionspendelvektor pEKEX?2 klonieren zu konnen. Chromosomale DNA wurde aus
P. asaccharolyticus isoliert und als Matritze neben den Primern in die PCR-Reaktion
eingesetzt. Nach Beendigung der Kettenreakiion wurde das PCR-Produkt aufgereinigt und
auf einem Agarosegel nachgewiesen. AnschlieBend wurde das 1.4 kb groBe PCR-Produkt

mit den Restriktionsenzymen BamHI und Sacl geschnitten und gerichtet in den ebenfalls mit

it bl o

iitiene

TEY

BasnHI und Sacl gesch - LIC. glutemicum Expressionspendelvektor pEKEX2

1 B, colilC. glitamicym EBExpression

hinter den durch IPTG induzierbaren ac-Promotor kloniert. E. coli DHS wurde mit dem
rekombinanten Plasmid pEKEXpgdh (Abbildung 17) transformiert. Aus 10
Transformanden wurde anschlieBend die Plasmid-DNA  isolieri und durch
Restriktionsanalyse mit Mlul konnte das PCR-Produkt im Vektor pEKEXpgdh
nachgewiesen werden. Da bel einer weiteren Restriktionsanalyse auch von der DNA-
Sequenz des P. asaccharolyticus gdh-Gens abgeleiteten Restriktionsschnittstellen fur EcoRI
und Sphl nachgewiesen wurden, konate davon ausgegangen werden, daf} tatsachiich das
gdh-Gen aus dem Genom von F. asaccharolyticus amplifiziert worden war. Als weiteren
Nachweis, daf ein funktionelles gdh-Gen amplifiziert worden war, wurden die spezifischen
NAD-abhingigen GDH-Aktivititen im Rohextrakt des rekombinanten Stammes
E. coli(pEKEXpegdh) vor und nach Zugabe von 1 mM IPTG bestimmt. Wie in Tabelle 7
gezeigt ist, verfligt der rekombinante Stamm E. coli(pEKEXpgdh), sowohl ohne als auch

mit IPTG im Wachstumsmedium, iiber eine deutlich hohere spezifische GDH-Aktivitat als

der Wildtyp.

Tabelle 7: Spezifische NAD-abhéngige Glutamat-Dehydrogenase Akiivitaten in zell-freien
Extrakten von E. coli DHS5 und E coli(pEKEXpgdh). Die Zellen wurden auf
Komplexmedium mit 50 pg/l Kanamycin geziichtet und nach Errreichen der exponentieiien
Wachstumsphase wurde 1 mM IPTG dem Wachstumsmedium zugesetzt und die Zellen 1

Stunde inkubiert.

‘Stamm PTG spez. GDH-Akiivitiit
| {U/mg Proteinj

‘EcoliDHS T _ S 005

'E coli(pEKEXpgdh) ~ _ a2

E. coli{pEKEXpgdh) + 54
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pEEEXpgdh
9760 bps

Abb. 17: Restrikiionskarte des Vektors pEKEXpgdh Abkirzungen: gdh, Glutamat-
Dehydrogenase-Gen aus P. asaccharolyticus, Km, Kanamycinresistenz, /acl9. Gen fiir den

konstitutiv exprimierten Repressor des Lactose-Operons von E. coli; tacP, Tac-Promotor;

3.2 Heterologe Expression des gdi-Gens ven P asdccharolyticus in
. plutamicum

Um das gdh-Gen von P. asaccharolyticus, das fiir die NAD-abhingige GDH kodiert, auch
in C. glutamicum heterolog zu exprimieren, wurde das Plasmid pEKEXpgdh mittels
Elektroporation nach C. glutamicur: 13032 transferieri. Zum Nachweis, daB das gdh-Gen
von P. asaccharolyticus in C. glutamicuin exprimiert wird, wurde die spezifische Aktivit4t
‘der NAD-abhingigen GDH im Rohextrakt von C. glutamicum(pEKEXpgdh) eEenfalls vor
_t_md nach Zugabe von 1 mM IPTG bestimmt. Zur Kontrolle wurde auch. die spezifische
' GDH-Aktivitat des Wildtyps C. .glstamicum 13032 mit NAD-als Coenzym bestimmt. Das
‘Ergebnis dieses Enzymtests ist in Tabelle 8 dargestellt. C. glu_taﬁiiguni(pEKE_ngdh) zeigt
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eine im Vergleich zum Wildtyp C. glutamicum 13032 (0.01 U/mg Protein) deutlich erhohte
NAD-abhingige  spezifische GDH-Aktivitat. Ohne  IPTG-Zugabe  besitzt
C. glutamicum(pEKEXpgdh) eine spezifische GDH-Aktivitat von 0.96 U/ mg Protein.
Nach i-stiindiger Inkubation mit 1 mM IPTG verfiigt dieser Stamm iiber eine 6-fach héhere
spezifische GDH-Aktivitdt von 6.68 U/mg Protein. Die bestimmten Enzymaktivitdten

belegen somit eindeutig, daB das gdn-Gen von P. asaccharolyticus in C. glutamicumn

imiert wird und die Expression durch IPTG-Zugabe reguliert werden kann.
Die Expression des gah-Gens in Abwesenheit von IPTG im Wachstumsmedium deutet
darauf hin, daB sich auf dem amplifizierten DNA-Fragment entweder der eigene Promotor

oder aber eine Séquenz befindet, die von der C. glutamicum RNA-Polymerase als Promotor

erkannt wird.

Tabelle 8; Spezifische NAD-abhingige Glutamat-Dehydrogenase-Aktivitdten in zell-freien
Extrakten von C. glutamicum 13032 und C. glutamicum(pEKEXpgdh). Die Zellen wurden
auf Komplexmedium mit 50 pg/ml Kanamycin geziichtet und nach Erreichen der
exponentiellen Wachstumsphase wurden die Kulturen aufgeteilt, einem Teil des Mediums

wurde 1 mM IPTG hinzugesetzt und die Zellen 1 h damit inkubiert.

Stamm PTG spez. GDH-Aktivititen
(U/mg Protein}

C. glutamicum 13032 - 0.01

C. glutamicum(pEKEXpgdh) - 0.96

C. algtamzcum(nEKEXugdh) + 6.68

3.3 Untersuchunges zum Einflufl einer NAD-abhingigen GDH aul die
Glutamatbildung ven (. glutamicum

Mit C. glutamz'cum(pEKEngdh) konnte nun der EinfluB einer NAD-abhéngigen GDH auf
den mternen Glutamat-Pool und die Glutamatbildung untersucht werden. Zundchst wurden
vergleichende Messungen der zell-internen Glutamatkonzentrationen mit dem Wildtyp
s C g!utam:cum 13032 und C. glutamicurm(pEKEXpgdh) unter Biotin-supplementierten
.: Wachstu*nsbeumguncen aurchge‘i‘hﬁ Dazu wurden die beiden Stamme auf MM mit 4 %

“Glucose ‘und 200 ‘ug/l Biotin vorgeziichtet und die Hauptkulturen mit ODggg von 0.3
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angeimpft. Das Wachstum der Stamme wurde verfolgt und nach 6.5 h, d.h. zu Beginn der
exponentiellen Wachstumsphase wurde dem Stamm C. glufamicum(pEKEXpgdh) 1 mM
IPTG hinzugefiigt, um die Expression des gdh-Gens zu induzieren. Um eventuelle
Wachstumsnachteile des Stammes C. ghitamicum(pEEKEXpgdh) durch die IPTG Zugabe
gegeniiber dem Wildtyp auszugleichen, wurde bei diesem Ansatz auch in das Medium des
Wildtyps C. glutamicum 13032 1 mM IPTG zugegeben. Zu bestimmien Zeiten wurden
Proben genommen und die zell-internen und externen Glutamatkonzentrationen bestimmt.
In der /ag-Phase, vor Zugabe von IPTG und in der exponentiellen Wachstumsphase nach
Zugabe von IPTG sind die internen  Glutamatkonzentrationen  von
C. ghitamicum(pEKEXpgdh) mit 330 mM und C. glwtamicum 13032 mit 310 mM
vergleichbar. Beide Stimme sezernieren unter Biotin-UberschuB im Medium kein Glutamat.

Weiterhin wurde der Einflu3 der NAD-abhéngigen GDH auf die Glutamatproduktion von
C. glutamicum untersucht. Dazu wurden vergleichende Messungen der internen und
externen Giutamatkonzentrationen unter "Glutamatproduktionsbedingungen”, d.h. unter
Biotin-Limitierung der Zellen durchgefiihri. Fir diese Experimente wurden wiederum der
Wildtyp C. glutomicum 13032 und C.  glutamicum(pEKEXpgdh) herangezogen,
Vorkulturen beider Stimme wurden auf MM mit 4 % Glucose und 10 pg/mi Biotin
geziichtet. Mit diesen Kulturen wurden dann die Hauptkulturen auf MM mit 4 % Glucose
und 1 pg/mi Biotin angeimpfl. Beide Kuituren wurden mit einer ODggq von 0.3 angeimpft
und das Wachstum der Stdmme bis in die stationére Phase verfolgt. In der exponentiellen
Wachstumsphase bei ODggq von 2.0 wurde I mM IPTG zu den Kulturen gegeben und zu
bestimimten Zeitpunkten wurden Proben zur Bestimmung der zell-internen und externene
Glutamatkonzentrationen genommen. In Abbildung 18 ist das Ergebnis dieser Messungen
dargestellt. Beide Stimme erreichten bei einer ODgng von 8.0 die stationfire Phase und
begannen mif der Sekretion von Glutamat. C. giwigmicum{pEKEXpgdh) sezemierte in den
ersten 10 Stunden der Glutamatproduktion mit einer Rate von 20 pmol/minsg TG Glutamat
in das umgebende Medium. Diese Rate war mit der des Wildtyps C. gluramicum 13032
(19 pumol/minxg TG} vergleichbar. Bei beiden Stdmmen war die interne
Glutamatkonzentration unter Biotin-limitisrten Wachstumsbedingungen niedriger als unter
'.Biotin—suppiementierten Wachstumsbedingungen.  Wihrend der  exponentiellen
‘Wachstumsphase besafen beide Stdmme eine vergleichbare-interne Glutamatkonzentration

.g,og_'éa.. 200 mM Glutamat.
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Abb. "18: Vergleich der Glutamat-Bildung bei C. glutamicum 13032 (A) und
C. glutamicum(pEKEXpgdh) (B). Wahrend des Wachstums (A) auf Biotin-limitieriem MM
mit ‘4 % Glucose wurden die internen (C) und externen (€} Glutamatkonzentrationen

bestimmt. Nach Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase wurde dem Medium beider

Zeit (n).

' Stamme 1 mM IPTG hinzugefiigt und die Zellen damit inkubiert.
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3.4 Kurz-Zeit-Fermentationen mit . glutamicum(pEXEXpgdh)

Um den EinfluB einér NAD-abhingigen GDH auf die Glutamatproduktion von
C. glutamicum zu untersuchen, wurden auch vergleichende Kurz-Zeit-Fermentationen mit
dem Wildtyp C. glutamicum 13032 und C. glufamicum(pEKEXpgdh) durchgefithrt, Dazu
wurden die Stdmme auf MM mit 4 % Glucose und 10 ug/l Biotin vorgeziichtet und die
Zellen anschliefend als Inokulum fir die Hauptkulturen auf Minimalmedium mit
4 % Glucose und 1 ug/l Biotin verwendet. Nach 20 h wurde beiden Kulturen jeweils 1 mM
IPTG hinzugefiigt. Nach 24 h hatten beide Stdmme bei einer ODggg von 6.5 bis 7.0 die
stationare Phase errreicht und begannen mit der Sekretion von Glutamat. In dieser Phase
sezernierten beide Stdmme Glutamat mit einer identischen Rate von 20 pmol/minxg TG. Zu
diesem Zeitpunkt wurden die Zellen geerntet und flir die eigentlichen Kurz-Zeit-
Fermentation verwendet. Die Zellen wurden in MM ohne Biotin resuspendiert und eine
ODyggo von 4.0 eingestellt. Nach Zugabe von 10 mM Glucose und 1 mM IPTG wurden tiber
einen Zeitraum von 2 h Proben zur Bestimmung des Glucoseverbrauchs und der exiernen
Glutamatkonzentration genommen. C. ghwgmicum 13032 mimmt mit einer Rate von
40 pmol/min+g TG Glucose aus dem umgebenden Medium auf, sezerniert Glutamat mit
einer Rate von 20 pmol/minsg TG und setzt wihrend dieser Zeit 56 % der aufgenommenen
Glucose zu Glutamat um. C. glutamicum{pEKEXpgdh) nimmt mit einer Rate von
24 pmol/minxg TG Glucose aus dem umgebenden Medium auf, sezerniert wahrend dieser
Kurz-Zeit-Fermentation mit einer Rate von 12 pmol/minxg TG Glutamat und setzt somit
52 % der aufgenommenen Glucose zu Glutamat um. Bei den vorangegangenen

Glutamatprodukiionsexperimenten  unter  Biotin-limitierten =~ Wachstumsbedingungen

. o - A
0 3

sezernierien beide Stimme mit vergleichbarer Raie Glutamat in das umgebende Medium.
Warum C.  glutamicurm{(pEKEXpgdh) bei den Glutamat-Kurz-Zeit-Fermentationen
wiederholt mit geringerer Rate als der Wildiyp Giucose verbrauchie und Glutamat

sezernierie, bleibt ungeklart.
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4. Untersuchungen zur Glutamat-Synthase von Corynebacteriunt

glutamicum

Aus den vorangegangenen Experimenten konnte geschiossen werden, daB die GOGAT die
GDH in ihrer Funktion ersetzen kann und somit eine wichtige Bedeutung fur den
Glutamatsioffwechsel von C. glutamicum hat. Daher wurde dieses Enzym charakterisiert
und die Regulation der GOGAT auf genetischer Ebene untersucht. Diese Experimente
wurden hauptsichlich mit der GDH-defekten Mutante C. glutamicum EB1 durchgeflihrt, da
diese tiber eine 10-fach-hohere spezifische GOGAT-Aktivitdt als der Wildtyp verfligt und
zudem die GDH-Reaktion als storende Blindreaktion im GOGAT-Akitivitdtstest nicht

vorhanden ist. Die wichtigsten Messungen wurden jeweils mit dem Wildtyp C. glutamcium

13032 wiederholt.

4.1 Kinetische Untersuchungen zur Glutamat-Synthase voa . glutamicunt

Die GOGAT ist eine Amidotransferase, die die Bildung von Glutamat ausgehend von den

Qubstraten Glutamin, o-Ketoglutarat und NAD(P)H katalysiert. Die GOGAT von
C. glutamicum katalysiert die Aminierungsreaktion nur in Gegenwart von NADPH. Wird

NADH als Coenzym anstelle von NADPI] in die Reaktion eingesetzt, ist keine Aktivitdt
meBbar. Weiterhin ist die GOGAT-katalysierte Reaktion fn-vifro nicht reversibel, da bei
Testansitzen mit 100 mM Glutamat und entweder NADP oder NAD als Coenzym und
C. g!m‘amicum bestimmt werden konnte. Zur Bestimmung des pH-Optimums wurden
verschiedene Testansatze mit 100 md Tris/HCLPuffer unterschiedlicher pH-Werte
zwischen pH 6.5 und 5.0 gewihit und die spezifischen GOGAT-Aktivitdten im Rohextraki
bestimmt (Abbildung 19) Das pH-Optimum der Aminierungsreakiion der GOGAT von

C. glutamicun liegt bei pH 7.2.
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Abb., 19: Bestimmung des pH-Optimums der  Glutamat-Synthase  von

C. ghitamicum.

AnschlieBend wurden die apparenten Km - Werte der GOGAT fur ihre Substrate
a-Ketoglutarat, Glutamin und NADPH bestimmt. Dazu wurden verschiedene Testansatze
mit 100 mM Tris/HCI pH 7.2 gewiihit. Die Abhéngigkeit der Reaktiongeschwindigkeit von
jeweils einern Substrat, dessen Konzentration im Testansatz variierte, wurde ermittelt,
wihrend dis Konzentrationen der anderen beiden Subsirate im Sattigungsbereich des
Enzyms lagen und konstant gehalten wurden. Die apparenten Km-Werte konnten aus einem

Lineweaver-Burk-Diagramm ermittelt werden. Die GOGAT von C. gluiamicum besitzt

einen apparenten Km-Wert von 100 pM fiir a-Ketoglutarat, von 310 uM fir Glutamin und
von 56.uM fiir NADPH. Als Effektoren der GOGAT von E. coli wurden L-Glutamat,
L-Aspartat und L-Methionin (Miller und Stadtman, 1972) und als Inhibitor der GOGAT
_Von Corynebacterium callunge wurde ATP beschrieben (Ertan, 1992a). Daher wurde der
E__iﬁﬂuﬁ dieser Effektoren auf die spezifische GOGAT-Aktivitét in C. glutamicunt

untersucht. L-Glutamat wurde in steigenden Konzentrationen von 10 - 400 mM, und
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L-Aspartat, L.-Methionin und ATP wurden in Konzentrationen zwischen 1 mM und 10 mM
im Testansatz auf ihren EinfluB auf die spezifische GOGAT-Aktivitét untersucht. Die
_Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengefait. Die GOGAT von C. glhiamicuri wird durch
Giutamat als Endprodukt des Syntheseweges nicht Feedback gehemmt Mit elner
physiclogischen Glutamat-Konzentrationen von 100 mM im Testansatz war sogar ein
Anstieg der spezifischen GOGAT-Aktivitat im Rohextrakt von . glutamicum EB1 um
57 % (140 mU/mg Protein) im Vergleich zu dem Ansatz ohne Glutamai
(89 mU/mg Protein) zu beobachten. Ein &hnlicher Anstieg der spezifischen GOGAT-
Aktivitit war bei Anwesenheit von 1 mM L-Aspartat oder 10 mM L-Methionin zu
beobachten. Auch ATP in Konzentrationen zwischen 1 bis 10 mM im Testansatz hat keine

oder nur eine sehr geringe Hemmung der GOGAT von C. glutamicuri zur Folge.

Tabelle 9: Effektoren der Glutamat-Synthase von C. glutamicur.

Effelior Konzentration spez. GOGAT-Aktivitit  Akuivitit

{mhi) (mU/mg Protein) {%)

ohne 0 89 100
L-Glutamat 10 121 136
100 140 157

200 130 146

300 113 127

400 87 g7

L-Aspartat i i22 137
5 119 133

10 106 119

L-Methionin 1 | 109 122
5 114 128

10 125 140

larp 1 | 89 100
B : 75 87
10 75 87
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4.2 Untersuchungen zur Regulation der Glutamat-Synthase von C gludamicum
Weiterhin wurde auch die Regulation der GOGAT durch Komponenten des
Wachstumsmediums untersucht. Fur diese Untersuchungen wurden C. glutamicum 13032
und C. glutamicum EB1 auf MM mit 4 % Glucoss als C-Quelle und verschiedenen
Ammoniumsulfat- und Harnstoff-Konzentrationen als N-Guelle, auf MM mit 2 % Glutamat
als alleiniger C- und N-Quelle, auf MM mit 2 % Glutamat als C- Quelle und verschiedenen
Ammonium - und Hamstoffkonzentrationen als N-Quelle, auf MM mit 4 % Glucose als
C-Quelle und 2 % Glutamat als N-Quelle, sowie auf Komplexmedium mit und ohne
2 % Glucose geziichtet und die spezifischen GOGAT-Aktivitdten im zell-freien Exirakt
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 16 zusammengefaBt. Auf dem ublicherweise fur
C. glutamicum verwendeten MM mit 4 % Glucose als C-Quelle und jeweils
5 g/l Ammoniumsulfat und HarnstofT als N-Quelle besitzt der Wildtyp C. gluiarmicuin 13032
eine spezifische GOGAT-Akiivitdt von 8 mU/mg Protein, wihrend die GDH-defekte
Mutante C. glutamicum EB1 auf demselben Medium tiber eine 10-fach hohere spezifische
GOGAT-Aktivitdt von 89 mU/mg Protein verfugt. Bei einer erhohten
Ammoniumkonzentration von 20 g/l Ammoniumsulfat und 10 g/l Harnstoff als N-Quelle im
Medium und 4 % Glucose als C-Quelle, nimmt die spezifische GOGAT-Aktivitdt von
C. glutamicum drastisch ab. Der Stamm C. glutamicum EB1, der auf diesem Medium nur
noch sehr schlecht wuchs, besal} eine spezifische GOGAT-Akitivitat von 2 mU/mg Protein.
Bei Wachstum von C. ghwgmicum 13032 und C. glutamicum EBI auf MM mit
Glutamat als alleiniger C- und N-Quelle war nur noch eine spezifische GOGAT-Aktivitit
von 3-5 mU/mg Protein nachweisbar und in C. gluiamicus EB1 konnte bel Wachstum auf
MM mit Giutamat als C- Quelle und unterschiedlichen Ammoniumkonzentrationen ais
N-Quelle nur eine sehr geringe spezifische GOGAT-Aktivitat von 1 - 2 mU/mg Protein
nachgewiesen werden. Da jedoch die spezifische GOGAT-Akuivitdt von C. ghiamicum
EBI bei Wachstum auf MM mit Glucose und Glutamat (75 mU/mg Protein} sich nur
geringfugig von der spezifischen GOGAT-Aktivitdt dieses Stammes bei Wachstum auf MM
“mit Glucose und jeweils 5 g/l Ammoniumsuifat/Harnstoff unterschied, konnte damit ein

- regulatorischer  Einflul von Glutamat auf die spezifische GOGAT-Aktivitit von

- C. glutamicum ausgeschlossen werden.




76

Tabelle 18: Untersuchungen zur Regulation der Glutamat-Synthase von Corynebacterium
glutamicum nach Wachstum auf Minimalmedium (MM) mit unterschiedlichen C- und N-

Quellen und auf Komplexmedium (KM) mit und ohne Glucose.

Stamun Meadivm CuGuelie N-Guelle spez. Aktivitidt
(mU/mg Protein)

C. glut. 13032 MM Glucose 5 g/l NH T 8
5 g/l Urea

C. glut. EB1 MM Glucose 5 g/l NH" 89
5 g/l Urea

C. glut. EB1 MM Glucose 20 g/ NH,* 2
10 g/l Urea

C. glut. 13032 MM Glutamat Glutamat 3

C. glut. EB1 MM Glutamat Glutamnat | 5

C. glut. EB1 MM Glutamat 5 g/l NH T 2
5 g/l Urea

C. glut EB1 MM Glutamat 10 g/l NH,* 1
3 g/l Urea

C. glut. EB1 WM Glutamat 20 g/l NH;” 1
10 g/t Urea

C. glut EBI MM Glucose Glutamat 75

C. glat 13032 KM Glucose — 15

C. glut. 13032 KM — 2

C. giut. EB1 KM Glucose - 32

C. glut. EB1 KM e - 5
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Bei vergleichenden Messungen der spezifischen GOGAT-Aktivitat von C. glutamicum
13032 und C. glutamicum EB1 nach Wachstum auf Komplexmediura (KM) mit und ohne
Glucose hingegen, war ein deutlicher Unterschied der spezifischen GOGAT-Aktivitéten zu
beobachten. Bei Wachstum auf XM mit Glucose war die spezifische GOGAT-Aktivitat
beider Stimme mit 15 mU/mg Protein bzw. 32 mU/mg Protein 7-fach hoher als bei
Wachstum auf KM ohne Glucose (2 mU/mg Protein bzw. 5 mU/mg Protein). Glucose hat
also einen positiven regulatorischen Effekt auf die spezifische GOGAT-Aktivitat.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Prof Kridmer wurde festgestellt, dal die
GDH-defekte Mutante C. glutamicum EB1 kein Glutamat mehr in das umgebende Medium
sezerniert, wenn sie unter Wachstumsbedingungen geziichtet wurde, unter denen sie keine

nachweisbare spezifische GOGAT-Aktivitit besitzt.

5. Versuche zur Isclierung der gifBD-Gene von C. giufamicum,

die fiir die Glutamat-Synthase kodieren

Da die GOGAT offensichtlich eine wichtige Position im Glutamatstoffwechsel von
C. gluiamicum einnimmt, lag es nahe, neben der biochemischen Charakterisierung und den
Untersuchungen zur Regulation der GOGAT auf genetischer Ebene, auch die Gene fur die
GOGAT =zu isolieren. Die Glutamat-Synthase setzt sich aus zwei verschiedenen
Untereinheiten (UE) zusammen. Das g//B-Gen kodiert fiir die groBe, dab g/fD-Gen fixr die

Aar CMIA AHe hislang hekannten offiBRD-G 3] nsammen mi o
der GOGAT. Alle Eﬁaidhg CeKannmen g!ng-\je:i'G sind zusammen mit dem

4
&

kleine
gliF-Gen, das fiir ein Regulatorprotein des mr-Systems kodiert, in einem Uperon

organisiert.

8.1 Aufbau einer chromosomalen Cosmidgenbank von C glutamicum EB1

‘Bei der vorangegangenen Isolierung des gdh-Gens aus C. glutaniicum wurde durch
heterologe Komplementation einer Glutamat-auxotrophen E. cofli Mutante PA340
(gdh, gliB31) ausschlieBlich Komplementanten erhalten, die das gds-Gen auf dem Cosmid
trugen (Bormann, 1990). Um zu vermeiden, daB bei einer emeuten heterologen

Komplementation wiederum ausschiieBlich das gd#-Genprodukt die Glutamat-Auxotrophie
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von E. coli PA340 komplementiert, wurde eine neue Genbank aus chromosomaler DNA der
GDH-defekten Mutante C, glstamicurs EB1 (gdh::pSUPgdh) erstelit. Zum Aufbau dieser
Genbank wurde chromosomale DNA von C. glutamicum EB1 partiell Sau3A geschnitten
und die 30 - 40 kb Fragmente in die BamHI-Schnittstelle des Cosmids pHC79 ligiert,
anschiieBend in die Proteinhille des Phagen A verpackt und E. coli DH5 damit infiziert.
Von 3580 erhaltenen Transformanden wurden 3300 auf LB-Agarplatten mit 50 ug/ml
Ampiciliin gepickt. 100 i
20 ug/ml Tetracyclin getestet. Dall alle getesteten Klone Tetracyclin-sensitiv waren,
bedeutete, daB sie eine Insertion in der BamHI-Schnittstelle des Cosmids pHC79 trugen und
dadurch das Gen fiir die Tetracyclinresistenz unterbrochen war. Anschlieflend wurde aus 20
Klonen die Plasmid-DNA isoliert und analysiert. Alle durch Restriktionsanalyse mit BamHI
getesteten Klone enthielten insertierte chromosomale DNA-Fragmente mit ener
durchschnittlichen GroBe von 33 kb. Es konnte daher davon ausgegangen werden, daf3 n
dieser Cosmidgenbank das Chromosom von C. glutamicum EB1 zu 99 % reprisentiert ist.
Um zu tberpriifen, ob in der chromosomalen Cosmidgenbank nur das inaktivierte und nicht
das intakte gthGen von C, glutamicum vorhanden war, wurde eine Southern Blot-Analyse
zur Kontrolle der verschiedenen Cosmidgemische der Genbank durchgefiibrt. 2 ug Cosmid-
NNA von 8 Cosmidgemischen und zur Kontrolle 5 ug chromosomale DNA des Wildtyps

ESLNL R YWUL W Vug-“..-.g ...........

C elutamicum 13032 wurde mit Sacl restringiert. Die DNA-Fragmente wurden
gelelelkirophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und gegen eine
Digoxigenin-dUTP-markierte 1.5 kb Sacl-Sonde aus dem kodierenden Bereich des
gdh-Gens von C. giutomicum hybridisiert. Das Ergebis ist in Abbiidung 20 gezeigt. Wie
zu.erwarten, trat bei der Hybridisierung der 1.5 kb gdh-Sonde gegen die chromosomale
DNA von C glutamicum 13032 eine Bande bei 1.5 kb auf Bei 2 von 8 getesteten
Cosmidgemischen gab es nach der Hybridisierung kein Signal, aber bei 6 der 8 getesteten
Cosmidgemische war eine Bande bei 7.4 kb zu beobachten. Bei dieser Hybridisterung waren
neben der 7.4 kb Bande auch groBere Banden zu beobachten, die wahrscheinlich auf eine
unvollistindige Restriktion der Cosmid-DNA mit Sacl zuriickzufithren sind. Diese Southern

Blot-Analyse belegt eindeutig, dafl das gdh-Gen in der chromosomalen Cosmidgenbank
weiterhin durch Integration des Vekiors pSUPgdh unterbrochen ist. =
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Abb. 20: Southern Blot-Analyse der DNA der rekombinanten pHC79-Cosmidgemische der
chromosomalen Cosmidgenbank von C. glutamicum EB1. DNA von 8 verschiedenen
Cosmidgemischen (Spur 1-8), sowie chromosomale DNA von C. glutamicum 13032
(Spur 9) wurde mit Sacl geschnitten und gegen eine 1.5 kb Digoxigenin-markierte Sacl-

Sonde, die aus pUC4.5gdh isoliert worden war, hybridisiert.

5.2 Komplementation von E. coli PA340 mit der chromosomalen Cosmidgenbank von
. plutaniicum EBI |

Die- Glutamat-auxotrophe Mutante E. coli PA340 wurde mit der DNA der Genbank
transformiert - und die Transformanden zundchst auf Komplexmedium mit 50 ‘ug/mi
Ampicillin  selektioniert. Es wurden insgesamt 70.000 Transformanden erhalten
(Transformationseffizienz ‘1.2 #* 10%ug DNA). Da die verwendeie E. coli Mutante
Glutamat-auxotroph  ist ~und  somit nicht auf M9-Minimalmedium - chne
Glutamatsupplementation wachsen kann, wurden die Transformanden zur : weiteren
- Selektionierung mittels Replikaplattierung auf M9-Agarplatten ohne Glutamat transferiert

und das_Waéhstum von Kolonien hach 48 h kontrolliert. £. coli PA340-Transformanden,
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die die Gene fiir die GOGAT auf dem Cosmid pHC79 tragen, kénnen Glutamat bilden und
soliten daher in der Lage sein, auf Minimalmedium ohne Glutamat-Zusatz zu wachsen. 69
von 70.000 Transformanden konnten auch nach wiederholtem Uberimpfen auf M9-
Agarplaiten ohne Glutamat wachsen. 20 dieser Komplementanten wurden anschliefend im
Enzymtest auf ihre spezifischen GOGAT- und GDH-Aktivitdten untersucht. Alle getesteten
Transformanden besaBen ebenso wie der Elternstamm E. coli PA340 keine nachweisbare

dem Glutamat-prototrophen Stamm E. coli DHS5

Z

GOGAT-Aktivitat, im Vergleich

(43 mU/mg Protein). Entgegen aller Erwariungen verfiigten jedoch alle getesteten
Transformanden iiber eine im Vergleich zu E. coli PA340 deutlich erhohte spezifische
GDH-Aktivitat (0.4 - 3.4 U/mg Protein). Da bereits vorher nachgewiesen werden konnte,
daB die chromosomale Cosmidgenbank von C. glutamicum EB1 nur das integrations-
inaktivierte gdh-Gen von C. glutamicum enthielt, legien die Ergebnisse dieser
Komplementationsversuche den SchiuB nahe, daf in den E. coli PA340-Komplementanten,
die das inaktivierte gdh-Gen auf dem Cosmid pHC79 trugen, ein Rekombinationsereignis
stattgefunden haben mufBte. Dadurch entstand auf dem Cosmid dieser Transformanden

wiederum ein intakies gdh-Gen, daB dann die Glutamat-Auxotrophie der £. coli Mutante

komplementieren konnte.

53 Konstrukiion giner rekombinationsdefekien, Glutamat-auzotrophen

E, coli Mutante

U trotzdem durch heterologe Komplementation die g//BD-Gene aus der chromosomalen

Cosmidgenbank von C. glutamicurit EB1 zu isolieren, war es noiwendig

semen £ alzzs
inen Lrutamat-

.

auxotrophen und gleichzeitig rekombinationsdefekien £. coli Stamm zu konstruieren, damit
Rekombinationsereignisse wahrend der Komplementation nicht mehr stattfinden k&nnen.
Grundsaiziich ist fir Rekombinationsereignisse in der Zelle das recA-Protein von
essentieller Bedeutung. Um einen recA-defekten, Glutamat-auxotrophen £, coli Stamm zu
konstruieren, wurde eine Konjugation zwischen E. coli GSJ403 und E. coli PA340
durchgefiihrt. E. coli GSJ403, der als Donor wihrend der Konjugation fungiert, ist ein Af#-
Stamm, bei dem nach der Konjugation besonders héufig ein Austausch von Wirisgenen mit
der transferierten DNA stattfindet. Daneben ist dieser Stamm Streptomycin-sensitiv. Diese

"Eigenschafl erleichtert nach der Konjugation die Trennung des Donors und Rezipienten.

At

Desweiteren besitzt dieser Stamm die chromosomalen Marker -(s#l-recA)A::Tnl0, d.h. der
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kodierende Bereich der Gene, die filr die Enzyme der Sorbitverwertung kodieren (s7f) und
dem benachbarten Gen fiir das recA-Protein ist durch Integration des Transposons Tnl0
(TetR) unterbrochen. E. coli PA340, der wihrend der Konjugation als Rezipient fungiert, ist
Glutamat-auxotroph, Streptomycin-resistent, nicht-rekombinationsdefekt und in der Lage
Sorbit zu verwerten. Die Konjugation zwischen £. cofi GSJ403 und E. coli PA340 wurde

nach 80 min unterbrochen und die Konjuganden auf LB-Agarplatten mit 10 pg/ml

E. coli PA340-Konjuganden tberleben, bei denen ein Austausch der Gene in der sri-recA-
Region stattgefunden hat, da die Konjuganden nur so die Tetracyclin-Resistenz erhalten
konnten. Von den insgesamt 3480 erhaltenen Konjuganden wurden 100 auf ihre Glutamat-
Auxotrophie durch Selekiion auf M9-Agarplatten ohne Glutamat und auf ihre Féhigkeit zur
Sorbitverwertung auf McConkey-Agarplatten mit 1 % Sorbit getestet. 98 von 100
getesteten Transformanden waren Glutamat-auxotroph, und von diesen wiederum 35 nicht
mehr in der Lage im Vergleich zum Ausgangsstamin E. coli PA340, Sorbit zu verwerten.
Da die chromosomalen Marker s/ und recA gekoppelt sind, war dies ein erster Hinweis
darauf, daB diese Konjuganden auch rekombinationsdefelt (recA”) waren. In einem
weiteren Test wurden 4 der 35 Konjuganden auf ihre UV-Sensitivitdt getestet. Verfligten
diese Transformanden iiber ein inaktives recA-Protein, so sollten sie schon nach sehr kurzer
UV-Bestrahlung nicht mehr lebensfihig sein, da das recA-Protein neben der Rekombination
auch fir die DNA-Reparatur von UV-Schiden essentiell ist. Die Konjuganden wurden
zusammen mit den Ausgangstimmen E. coli GSJ403 und £ ceoli PA340 auf LB-
Agarplatten ausgestrichen und die Stimme in Intervallen von G - 60 sec mit UV-Licht
{A=260 nm) bestrahit und anschiiefend 24 h bei 37 OC inkubieri. Alle 4 Konjuganden waren
bereits nach 15 sec UV-Bestrahlung ebenso wie der Stamm E. coli GSJ403 nicht mehr
lebensfihig, im Vergleich zu £, cofi PA340, der auch noch nach 60 sec UV-Bestrahlung auf
LR-Medium wachsen konnte. Auch im anschlieBend durchgefithrien Enzymtest besafllen
diese Konjuganden keine nachweisbare GDH- und GOGAT-Akiivitdt. Die Konjuganden

waren somit Glutamat-auxotroph und rekombinationsdefekt und einer von ihnen wurde

- E. coli EBE32 (gdn™, gliB31, recA”) genanit. -
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5.4 Komplementation von E. cofi EBE32 mit der chremosomalen Cosmidgenbank ven

=1

C. gistamicum EB1

Die DNA der chromosomalen Cosmidgenbank von C. glutamicum EB1 wurde dann nach
E. coli EBE32 transferiert und die Transformanden zunichst auf LB-Agarplatten mit
50 pg/ml Ampicillin selektioniert. Anschliefiend wurden die 15.660 erhaltenen Klone durch
Replikaplattierung auf M9-Agarplatten ohne Glutamat transferiert und auf einen Glutamat-
prototrophen Phinotyp selektioniert. Eine die auch nach wiederholtem
Uberimpfen auf M9-Agarplatten ohne Glutamatsupplementation wachsen konnte, wurde
anschlieBend irn Enzymtest auf ihre spezifische GOGAT- und GDH-Aktivititen untersucht
(Tabelle 11). Die Komplementante besafien im Vergleich zu dem Glutamat-prototrophen
Stamm E. coli DH5 (43 mU/mg Protein), ebenso wie der Elternstamm E. coli EBE32, keine
nachweisbare spezifische GOGAT-Aktivitat und keine spezifische GDH-Aktivitdt. Das
Cosmid aus dieser Komplementante wurde isoliert und pHCglt2 genannt. Es hatte eine
GroBe von ungefihr 28 kb. Um sicherzustellen, daB3 das isolierte Cosmid mindestens ein
funktionstiichtiges Gen fiir die groBe Untereinheit der Glutamat-Synthase {g//B} tragi,
wurde E coli EBE32 erneut mit diesem Cosmid transformiert. Von dem
Retransformationsansatz wurden 10 Klone auf M9-Agarplatten ohne Glutamat transferiert.
Da diese Klone nach 48 h auf diesem Medium gewachsen waren, konnte daraus geschlossen

aR wahrscheinlich das oder die Gene fir die GOGAT von C. glutamicum isoliert

worden waren. In zukunfigen Arbeiten kann das oder konnen die Gene fir die GOGAT

durch Subklonierungsexperimente weiter eingegrenzt und charakterisiert werden.

Tabelle 11: Spezifische GDH- und GOGAT- Aktivitaten in zeli-freien Extrakten von
E coli EBE32 und dem rekombinanten, im Komplementationstest positiven E. colf EBE32

Stamnm und E. coli DHS. Die Zellen sind auf Komplexmedium mit 50 pg/ml Ampicillin

geziichtet worden.
| Stamm | spezifische Enzymaktivititen (U/mg Frotein)
GOGAT GDH
E. coli EBE32 <0.001 <0.01
VE. coli EBE32(pHCgli2) <0.002 0.01
E. coli DHS .043 . 0.05
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IV. DISKUSSION

Bisher wurde angenommen, dafl die Glutamat-Dehydrogenase (GDH) eine
Schliisselposition 1m  Stoffwechsel des  Glutamat-produzierenden  Bakteriums
Corynebacterium glutamicum einnimmt. Dennoch wurde die GDH dieses Organismus
bislang kaum auf genetischer Ebene untersucht. Das Glutamat-Dehydrogenase-Gen (gdh)
von Corynebacterium melassecola, einem nahe verwandten Bakterium, war zwar isoliert
(Takeda et al, 1990; Leblon et al, 1990}, aber weder Expressionsdaten noch Daten zur
Feinstrukiuranalyse dieses Gens sind bekannt. Mittlerweile sind eine Rethe anderer gdh-
Gene aus den verschiedensten Organismen isoliert und charakterisiert worden (fiir einen
Uberblick siehe Benachenhou-Lahfa et al., 1993). Die vorliegenden Arbeit beschreibt die
erste molekulare Analyse der Primérstruktur des gdh-Gens, das fir eine NADP-abhingige
GDH eines Gram-positiven, Glutamat-produzierenden Bakteriums kodiert, auf DNA- und
auf RNA-Ebene.

Das gdh-Strukiurgen von C. glufamicum hat eine Linge von 1341 bp. Die Linge dieses
Gens ist somit identisch mit der des gdh-Strukturgens von Escherichia cofi (McPherson

und Wootton, 1983; Valle et al., 1984) und vergleichbar mit der Lange der gdh-Gene der

Ascomyceten Aspergilius nidulans, Neurospora crassa und Saccharomyces cerevisiae von
1377 bp, 1362 bp und 1359 bp, die alle far NADP-abhingige Glutamat-Dehydrogenasen

kodieren (Hawkins et al., 1989; Kinnaird und Fincham, 1983; Nagasﬁ und Hall, 1985).
Basierend auf Untersuchungen von E. coli-Promotoren (Rosenberg und Court, 1979;
Hawley and McClure, 1983) und Promotoren einiger Gram-positiver Bakterien (Moran et
al, 1982; Graves und Rabinowitz, 1986) konnten gemeinsame DNA-Sequenz-Merkmale
dieser Promotoren formuliert werden. Sie bestehen im allgemeinen aus einer "-10" Region,

auch * Pribnow-Box genanni, mit einem -stark ~konservierien DNA-Sequenz-Motiv

(Pribnow, 1975). 15 - 18 bp von dieser "-16"-Region entfernt ist eine sogenannte "-35"-
Region "5-TTGACA-3"" lokalisiert, deren ‘Nukleotidsequenz jedoch weniger streng
konserviert ist. Zudem wurde fiir starke £. coli-Promotoren -eine weitere charakterische
 AT-reiche "43"-Region beschrieben (Bujard, 1980), die auch in Promotoren Gram-
- positiver Organismen vorkommt {Graves und Rabinowitz, 1986). Weit weniger ist dagegen

iiber C. glutamicum-Promotoren bekannt. Das ist z.T. darauf zuriickzufithren, daB bislang
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nur von sieben C. glutamicum-Genen die Transkriptionsinitiationsstellen experimentell
bestimmt worden sind.

Als Transkriptionsstart des gdh-Gen von C. glutamicum wurde ein Guanin, 284 bp vor
dem AUGsy), bestimmt. Die Lage des Transkriptionsstarts korreliert gut mit den
Ergebnissen der Deletionsanalyse, durch die der Promotor des gdh-Gens von

C. glutamicum auf ein 540 bp Nhel-Sphi-Fragment eingegrenzt wurde. 11 bp vor dem Gogg

P oI g ppy o in

befindet sich ein DNA-Sequenz-Motiv "5'-CATAAT-3"", das bis auf die erste Base mut def
".10"-Region typischer E. coli-Promotoren identisch ist. Weiterhin wurde 17 bp vor der
moglichen "-10" Region eine Sequenz "5"-TGGTCA-3™ gefunden, die bis auf die 2. und 4.
Base identisch ist mit der Konsensussequenz der "-35"-Region typischer E. coli-
Promotoren. Auch eine AT-reiche "-43"-Region befindet sich 9 bp vor der potentiellen
".35"_Region. Beim Vergleich der Nukleotidsequenz der potentiellen Promotorregion des
gdh-Gens von C. glutamicum mit den DNA-Sequenzen "upsiream” des bestimmten
Transkriptionsstarts von kom-##B (Peoples et al,, 1988), fda (von der Osten et al., 1989),
th¥C (Han et al., 1990), orfX-lysA (Marcel et al., 1990), gap und pgk (Schwinde et al.,
1993) konnie ein gemeinsames 6 bp-Motiv, ungefihr 10 bp vor dem bestimmten

Transkriptionsstart identifiziert werden, das starke Ahnlichkeit mit der Konsensussequenz

der "-10"-Region aufiweist. Weitere offensichtliche Sequenzahnlichkeiten waren jedoch

c
ot
»
o
¥

auBer in der 5 -flankierenden
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Region des gdh-Strukturgens, nicht gefunden werden. Da das gdh-Gen auch in E. coli
heterolog exprimiert wurde (Bormann et al, 1992), legt dies den Schiufl nahe, daB die
".10"- und "-35"-Region durchaus gemeinsame Transkriptionsinitiationssignale fiir die
RNA-Polymerasen von (. glusaiicum und E. coli sein konnen. Ob der Promotor des
gdh-Gens in C. glutamicum jedoch tatsichlich aus der E. coli analogen "-10" und "-33"-
_Region besteht, milssen ‘weitere Experimenie wie z.B. Deletionsanalysen, Austausche
einzelner Nukleotide' éus dem potentiellen Promotorbereich sowie DNA-Proteii-
Bindungsstudien mit einer RNA-Polymerase aus C. glutamicum zeigen.

"~ 17 bp hinter dem TAA-Stopcodon des gdh-Strukturgens von C. glutamicum konnte in
:Position 1933 bis 1966 der DNA-Sequenz eine palindromische Sequenzstruktur identifiziert
- werden, die auf RNA-Ebene eine Haarnadelstrukiur (AG= -22 kcal/mol} ausbilden kann.

- Unmittelbar am Ende dieser Haarnadelstruktur befinden sich mehrere Uracil-Reste. Da diese

- Struktur sehr groBe Ahnlichkeit mit der rho-unabhingiger: Terminatoren {Rosenberg und
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Court, 1979) aufweist, handelt es sich bei dieser Sequenz wahrscheinlich um den
Terminator der Transkription des gd/-Gens.

Durch eine “Northern Blot"-Analyse wurde gezeigt, da} ein 1.65 kb langes
gdh-Transkript in C. glutamicum gebildet wird. Die Linge des Transkriptes stimmt gut mit
derm bestimmten Transkriptionsstart des gdh-Gens 284 bp vor dem AUGsy,, der GroBe des
gdh-Strukturgens und dem aus der DNA-Sequenz abgeleiteten Terminator in Position
1933 - 1966 der Nukleotidsequenz Gberein. Dieses Ergebnis bedeutet, da} das gdh-Gen von
C. glutamicum monocistronisch ist. Somit konnte auch fiir das gdh-Gen von C. glutamicum
gezeigt werden, dal es entsprechend den Befunden bei £. cofi {(Merino et al, 1987),
N. crassa (Kinnaird und Fincham, 1983) und Chiorella sarcosiniana {Cock et al., 1991) als
einzelne Transkriptionseinheit im Chromosom vorliegt.

Da das gdh-Strukturgen von C. glutamicum eine Linge von 1341 bp hat, kodiert es fiir
ein GDH-Polypeptid bestehend aus 447 Aminosauren {AS) mit einem davon abgeleiteten
Molekulargewicht (M;) von 49050. Dieses Ergebnis steht in guter Ubereinstimmung mit
dem experimentell bestimmten M; von ungefihr 50000 des GDH-Monomers in zell-fretem
Extrakt von C. glutamicum. Damit ist das M; des GDH-Monomers vergleichbar mit den
Molekulargewichten der Untereinheiten aufgereinigter GDH's von £ coli (M; 50000}

(Sakamoto et al, 1975) Bacillus fastidiosus (M, 48000) (op den Camp et 2al, 1989)

L AL e

2
©
3

Clostridium symbiosum (My 49295} (Teller et al, 1992) und

SR PRI SOOI

(Wootton, 1973).

Homologievergleiche der AS-Sequenz des GDH-Polypeptids von C. glutamicun mit
den entsprechenden GDH-AS-Sequenzen von E. coli, N. crassa und §. cerevisice ergaben,
dafl dic AS-Sequenzen der prokaryoniischen und eukaryontischen NADP-zbhingigen
GDH's sich sehr ghnlich sind. Daraus konnte geschlossen werden, dafl es sich bei der
NADP-abhéngigen GDH um ein im Laufe der Evolution sehr stark konservieries Enzym
handelt. ' Die geringere Homologie zwischen der NADP-abhingigen GDH von
C. glutamicum und der NAD-abhangigen GDH des Gram-positiven Pepiosirepiococcus
“asaccharolyticus konnte in der unterschiedlichen Funktion der beiden Enzyme begriindet
~liegen. Dies unterstiitzt auch die SchluBfolgerung von Mattaj et al. (1982), dal3 die Gene,
~'die fiir die unterschiedlichen GDH-Klassen kodieren, sich schon sehr fiiih in der Evolution,

_'-'ho.ch vor der Entwicklung einer separaten -eukaryontischen Linie, voneinander unabhéngig

- entwickelt haben konnten.. -~ -
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Die GDH wurde bislang als das Hauptenzym fur die Glutamatbildung bei den
nGlutaminsiurebakterien" angesehen (Kinoshita, 1985; Liebl, 1991}. Um die Rolle der GDHE
im Stoffwechsel von C. glufamicum untersuchen zu konnen, standen neben dem Wildtyp,
cine definierte GDH-defekte C. glutamicum Mutante und ein gdh-iiberexprimierender
C. glutamicum Stamm zur Verfligung. Diese drei Stamme unterscheiden sich in ihrem
GDH-Level, ansonsten besitzen sie aber einen identischen genetischen Hintergrund. Die
vergleichenden Wachstumsexperimenten mit dem Wildtyp C. gluiamicum 13032 und der
GDH-defekten Mutante C. glutamicurm EB1 zeigten deutlich, dafB weder die Glutamat-
Synthese noch der Glutamat-Abbau von der GDE: - Aktivitat abhangig sind. Daf} die GDH in
den Glutamat-Abbau involviert ist, wurde nicht unbedingt erwartet, da NADPB-spezifische
GDH's in der Regel eine Funktion im Anabolismus der Zelle haben. Zudem wurde auch
schon friher berichtet, daB bei C. gluamicum ssp. flavuim Glutamat iiber die
Transaminase A-katalysierte Reaktion zu a-Ketoglutarat und Oxalacetat abgebaut wird, da
Transaminase A-defekie Mutanten dieses Starnmes nicht mehr auf Glutamat als alleiniger
Kohlenstofi- und Stickstoffquelle wuchsen (Shiio et al,, 1962). Uberraschend war jedoch,
daB die NADP-abhingige GDH auch fiir die Glutamat-Synthese nicht essentiell ist. Dieses

Ergebnis war insofern unerwartet, da GDH-defekie Mutanten von C. glutamicum ssp.

C. glutamicum ssp. flavum-Mutanten wurden jedoch durch klassische Mutagenese erhalten
und es ist wahrscheinlich, daB weitere Mutationen, die den Glutamatstoffwechsel dieses

O;ganismus betreffen, in den Mutanten vorhanden sing.
Die  Wachstumexperimente  mit  dem gdh-iberexprimierenden  Stamm
C. glutamicuni(pEKgdh) zeigten, daB sich eine Uberexpression der GDH oder als Folge
davon eine hohere intrazellulire Glutamatkonzentration, negativ auf das Wachstum dieses
Stammes auswirkte, da C. glutamicum(pEKgdh) auf Glucose- und Acetat-Minimaimedium
etwas lingere Verdopplungszeiten in der exponentiellen Wachstumsphase als der Wildtyp
besaB. ‘Als Ursache fiir das schlechte Wachstum des gdh-iiberexprimierenden Stammes ist
“ein Ungleichgewicht der Reduktionsaquivalente denkbar, da die GDH-katalysierte Reaktion
"NADPH verbraucht. Auch bei rekombinanten Salmonelia typhimurium-Stimmen, die sine
730 --200-fach hohere spezifische GDH-Aktivitat als der Wildtyp besaBen, wurde eine

drastischen Reduktion der Wachstumsrate, jedoch uﬂabhaﬁglg vom Wachstumsmedium,

- beobachtet (Miiler und Brenchley, 1984). Die Autoren diskutierten als Grund fur das
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schiechte Wachstum dieser Stamme einen Mangel an a-Ketoglutarat fiir die Succinyl-CoA-
Synthese.

C. glutamicum verfugt tiber eine relativ hohe interne Glutamatkonzentration und ist in der
Lage unter Biotin-Mangel Glutamat in das umgebende Medium zu sezernieren
{Shiio et al., 1962). Untersuchungen der intrazelluldren Glutamatkonzenirationen der drel
C. glutamicum-Stimmen belegten, dall die GDH am Aufbau des internen Glutamat-Pools,
sowohl unter Glutamat-Produktions- als auch unter Nichi-Produktionsbedingungen,
beteiligt ist. Wider erwarten war jedoch die Glutamatproduktion von C. glufamicum nicht
von der GDH abhingig. Weder ein hoher GDH-Level noch eine fehlende GDH beeinfluflten
die Glutamat-Produktion. Da die im Vergleich zum Wildtyp und zu C. glutamicum EB1
erhohte inirazellulire Glutamatkonzentration des gdh-iiberexprimierenden Stammes
C. glutamicum(pEKgdh) keinen Effekt auf die Glutamatproduktion hatte, kénnte dies ein
Hinweis darauf sein, daB das Glutamat-Transportsystem, das erst kiirzlich beschrieben und
charakterisiert wurde (Hoischen und Krimer, 198%; Gutmann et al, 1992), fur die
Glutamat-Produktion in C. glutamicum limitierend ist.

DaB die GDH fiir die Glutamatproduktion von C. glutamicum nicht essentiell ist, wurde
ebenso durch die Resuliate einer Glutamat-Kurz-Zeit-Fermentation unterstiiizt, bei der der
gdb-Uberexprimierer vergleichbare Glutamat-Ausbeuten von 56 % und
45 % der eingeseizien Glucose zu Glutamat um. Dieses Ergebnis steht in guter
Ubereinstimmung mit Literaturdaten, nach denen Glutamat-produzierende Bakterien
30-50 % der aufgenommenen Glucose zu Glutamat umsetzen (Kinoshita, 1985). Die
geringere Glutamat-Ausbeute von C. glufamicum EB1 im Vergleich zu den beiden anderen
C. glutamicum-Stammen ist wahrscheinlich darauf zuriickzufithren, dab dieser Stamm den
energetisch unguhstigeren Weg der (Glutamat-Synthese tber das GS/GOGAT-System

einschlagen muB, bei dem im Vergleich zum GDH-katalysierten Biosyntheseweg ATP zur

Glutamatbildung gebraucht wird.

Die Ergebnisse mit C. glutamicum EB1 deuteten darauthin, dall in C. glutamicum ein
alternativer ‘Weg zur Glutamat-Synthese vorhanden sein muB, fiber den ausreichend
“Glutamat ' fiir das “Wachstum, 'die Glutamatproduktion und den - Aufbau des internen
.'.Giutamat-i_’ools von ungefihr 100 mM gebildet werden kann. Im Wildtyp C. glutamicum

13032, im gdh-Uberexprimierenden Stamm C glutamicum{pEKgdh) und in-der GDE-
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defekten Mutante C. glutamicum EB1 waren sowohl spezifische Glutamin-Synthetase (GS)
als auch Glutamat-Synthase-Aktivitaten nachweisbar. Damit konnte auch in C. glutamicum
ein funktionelles GS/GOGAT-System nachgewiesen werden, das fur C. glutamicunt ssp.
Flavum (Tochikura et al., 1984) und Corynebacterium callunge (Ertan, 1992a) bereits
beschriehen war. Das GS/GOGAT-System ist wahrscheinlich fur die Glutamat-Synthese
wihrend des Wachstums und die Glutamat-Produktion von C. glutamicum EB1
verantwortlich. Auffallend war jedoch, daBl C. glutamicum EBI1 uber 2-fach hohere
spezifische GS- und iiber 10-fach hohere spezifische GOGAT-Aktivitaten als der Wildtyp
und der gdh-Uberexptimierer verfligte. Dies wurde frither auch bei GDH-defekten
C. glwtamicum ssp. flavuin Mutanten beobachtet (Sung et al., 1985).

Moglicherweise war bei der Konstruktion der GDHE-defekten Mutante C. glutamicum EB1
auf eine weitere Mutation selektioniert worden, die eine erhohte GS- und GOGAT-Aktivitit
zur Folge hatte. Daher wurde das gdh-Gen auf einem Plasmid in C. glutamicum EB1 wieder
eingefiihrt. Da der Stamm C. glutamicum EB1(pEC6gdh) ebenso wie der Wildtyp keine
erhohte GOGAT-Aktivitat besal, konnte eine Sekunddrmutation als Grund fur die erhohte
GS- und GOGAT-Aktivitat ausgeschlossen werden. Ebenfalls konnte durch Enzymtests
ausgeschlossen werden, daB in C. glutamicum das GS/GOGAT- System direkt iber die

TR T Y —

Anwesenheit oder Abwesenheit der GDH reguliert wird. Denkbar wiire aber, dafl die GDH

tj

iber einen sekundiren Effeki, wie die intrazellulire Glutam tkonzentration,
a-Ketoglutarat-Konzentration oder die NADPH-Verfugbarkeit einen regulatorischen Effekt
auf das GS/GOGAT-System ausiibt. Ob eine Regulation des GS/GOGAT-Systems auf

Proteinebene oder genetischer Ebene stattfindet, und worin die Ursache fur die

becbachieten erhohien spezifischen GS- und GO GAT-Alktivitaten in dem Stamm

C. glutamicum: EB1 liegt, bleibt zu untersuchen.

Die Bildung von Glutamat wird in C. glutamicum durch die NADPH-abhidngigen Enzyme
GDH oder GOGAT katalysiert. Um nun zu tberprifen, ob moglicherweise NADPH ein
limitierender Faktor der Glutamatproduktion bei C. glutamicum ist, wurden die
Auswirkungen einer GDH mit geénderter Coenzymspezifitat auf die Glutamatproduktion
von C. ghutamicum untersucht. Dazu wurde die NAD-abhingige GDH des Gram-positiven
Bakteriums Peptostreptococcus asaccharolyticus in C. glutamicun heterolog exprimiert. In
' P -asaccharolyticus katalysiert die NAD-abhéngige GDH zwar den Abbau von Glutamat,

__'aber Snedecor et at. (1991) konnien zeigen, dall diese GDH auch in Richtung der
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Glutamatbildung arbeitet und die Glutamatsynthese katalysiert, wenn es in E. coli heterolog
exprimiert wurde. Bei den Untersuchungen zur Glutamatproduktion von
C. glutamicum{pEKEXpgdh) stellte sich heraus, daBl die Anwesenheit eines hohen Levels
an NAD-abhingiger GDH weder EinfluB} auf die intrazelluldre Glutamatkonzentration noch
auf die Glutamatproduktion und die Gilutamat-Ausbeuten hatte. Die Ergebnisse legten den
SchiuB nahe, daB NADPH als Coenzym fiir die Glutamatbildung in C. glutamicum nicht
iimitierend ist. Denkbar wire jedoch, daf} die anderen Substrate der GDH, Ammonium oder
a-Ketoglutarat fir die Glutamatbildung limitierend sein kénnten. Eine Ammonium-
Limitierung ist jedoch unwahrscheinlich, da die Untersuchungen zur Glutamat-Produktion
mit einer sehr hohen Ammoniumkonzentration von ungefahr 320 mM durchgefithit wurden.
AuBerdem wurde beschrieben, dall eine Ammonium-Limitierung der Zellen eine Reduktion
der Glucoseverbrauchsrate zur Folge hat (Kinoshita und Tanaka, 1972). Eine solche
reduzierte Glucoseverbrauchsrate wurde jedoch nicht beobachtet. o-Ketoglutarat als
limitierender Fakior der Glutamatprodukiion von C. glutamicuin 7.konnte jedoch micht
ausgeschlossen werden. o-Ketoglutarat wird durch die IsocitratoDéhydrogenase (ICDH)-
katalysierte Reaktion unter Redukiion von NADP aus Isocitrat gebildet und dann von der

GDH durch redukiive Aminierung zu Glutamat umges;etzt, wihrend NADPH bei dieser

O 1ind (3T

B A AT MBIV WEESL N

o
"1
ped

C. glutamicum, wie sie von Kinoshita (1985) postuliert wird, konnte ebenfalls ein Grund
dafiir sein, dafl die Expression einer NAD-abhéngigen GDH zu keiner Steigerung der
intrazelluldren Glutamatkonzentration in C. glutamicum fihrte. Zu prifen bleibt weiterhin,
ob moglicherweise ein C. ghuamicum Stamm, der die ICDH, oder die ICDH gemeinsam

mit der GDH tberexprimiert, mehr Glutamat bildet.

Die Wachstums- und Glutamatproduktionsexperimente lieen den Schlufl zu, daf neben der
GDH ‘auch die Glutamat-Synthase (GOGAT) fiir den Glutamatstoffwechsel von
C. glitamicum von Bedeutung ist. Die GOGAT von C. glutamicum akzeptierie
“ausschiiefilich NADPH als Coenzym, ebenso wie die GOGAT's von C. glutamicum ssp.
Savum (Sung et al., 1984) und . coli (Miller und Stadtman, 1972). Im Gegensatz dazu
.:--besitzt die GOGAT von C. callunce cine duale Coenzymspezifitdt, d.h. sie akzeptiert
'éﬁﬁfﬁhﬁ NADPH als auch NADH als Coenzym (Ertan, 1992a). Das ermittelte pH-Optimum

~von 7.2 der Aminierungsreaktion der GOGAT von C. glutemicum . stimmt -gut . mit den
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pH-Optima der GOGAT’s von E. coli (7.6) (Miller und Stadtman, 1972), C. glutamicum
ssp. flavum (7.0) (Sung et al, 1984), C. callunae (7.6) (Ertan, 1992a) und Candida
albicans (6.85) (Holmes et al., 1989) iiberein. Auch die apparenten Km-Werte der GOGAT
von C. glutamicum fir ihre Substrate a-Ketoglutarat (0-KGA) (100 pM), Glutamin (Gln)
(310 pM) und NADPH (56 uM) unterscheiden sich kaum von denen der GOGAT von
C. glutamicum ssp. flavum (Kmg xga 60 uM; Kmg, 240 1M; Kmyappy 60 pM) (Sung
et al, 1984) C callunae (Kmygga 100 uM; Kmg, 220 pM) (Ertan, 1992b) und
C. albicans (Kmy gga 65 uM; Kmgy, 750 uM) (Holmes et al., 1989). Die aufgereinigte
GOGAT von E. co¥i hat fiir Glutamin ebenfalis einen vergleichbaren Km-Wert von 250 pM,
wihrend der Km-Wert fiir a-Ketoglutarat von 7.3 uM deutlich niedriger ist (Miller und
Stadtman, 1972). Als Effektoren der GOGAT von E. coli wurden L-Aspartat, L-Methionin
und L-Glutamat beschricben (Miller und Stadtman, 1972). 10 mM dieser Aminosiuren im
Testansatz bewirkten eine 50 %ige Inhibition der GOGAT von E. coli. ATP in einer
Konzentration von 25 mM im Testansatz verursachte eine Inhibition der spezifischen
GOGAT-Aktivitat von C. callunae um 68 % (Ertan, 1992a). Andere Effektoren der
GOGAT sind bislang nicht bekannt. Die spezifische GOGAT-Aktivitat von C. glutamicum
wurde durch keine der getesteten Effektoren beeinflufit. Offensichtlich ist die GOGAT von

.

C. glutamicum auf Enzymebene nichi reguiiert. ATF wurde nur bis zu einer Konzentration
von 10 mM getestet, da dies der intrazelluidren ATP- Konzentration von 2 - 8§ mbM von
C. glutamicum entspricht (Gutmann et al, 1992). Diese Ergebnisse zeigen, dafl die
GOGAT von C. glutemicum grundsstzlich dhnliche kinetische Eigenschaften wie die
Glutamat-Synthasen anderer Organismen besitzt; sie ist jedoch auf Enzymebene nicht

reguliert.

ien, bei denen beide Wege zur Ammoniumassimilation und

Wi WSk AN

Glutamatbildung, GDH und GS/GOGAT, existicren, wird die Synthese dieser Enzyme tiber
einen Repressions-Derepressionsmechanismus durch die Art und die Konzentration der
Stickstoff-Quelle im Medium reguliert (Meers et al,, 1970; Tyler, 1978, Matsuoka und
'ijura, '1986). In Bacillus subtilis konnte gezeigt werden, dab diese Regulation auf

. Transkriptionsebene stattfindet (Bohannon et al,, 1985' Fisher et al.,, 1984; Schreier et al,

'-.'.1989) ‘Auch bei C. glutamicum gibt es einen Hinweis darauf, dalb die GOGAT auf
~ +'genetischer r Ebene reguliert wird, da die spezifische GOGAT-Aktivitat dieses Organismus

*durch die Ammoniumkonzentration und durch Glucose im Mediura beeinflullt wurde. Ein
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negativer Effekt hoher Ammoniumsulfat- und Harnstoffkonzentrationen (320 mM) auf die
spezifische GOGAT-Aktivit4t konnte sowohl bei C. glutamicum als auch bei C. glutamicum
ssp. flavum (Tochikura et al., 1984) und C. callunae (Ertan, 1992b) beobachtet werden. Bei
beiden letzteren Organismen war allerdings schon bei Wachstum auf 60 mM bzw. 100 mM
Ammonium im Medium keine spezifische GOGAT-Aktivitit mehr nachweisbar. Im
Gegensatz dazu wird bei den Enterobakterien E. coli, S. fyphimurium und Klebsiella
aerogenes die Synthese der GOGAT nicht tiber die Ammoniumkonzentration im Medium
reguliert (Reitzer und Magasanik, 1987). Glucose im Medium fithrt zu einer erhShten
Expression der GOGAT von C. glufamicum. Dies wurde bei anderen Organismen bislang
nicht beobachtet. Glutamat reguliert nicht die Expression der GOGAT bei C. glutamicun,
wohingegen bei C. glutamicum ssp. flavum (Tochikura, et al, 1984) und C. callunae
(Ertan, 1992b) gezeigt werden konnte, dafl Glutamat im Medium zu einer erhohten
GOGAT-Synthese fithrt. Bei den Enterobakterien dagegen wird die spezifische GOGAT-
Aktivitat durch Glutamat oder andere Aminosiuren der Glutamat-Familie negativ beeinfluf3t
(Reitzer und Magasanik, 1987). Die Tatsache, daf} die Synthese der GOGAT der
"Glutaminsiure-Bakterien” nur durch die Ammoniumkonzentration im Medium negativ

reguliert und durch Glutamat im Medium gar nicht oder positiv reguliert wird, kénnte neben

produzieren kénnen.

Die GOGAT ist ein multimeres Enzym, das sich aus zwei verschiedenen Untereinheiten

ik RUD = Sl

{Reitzer und Magasanik, 1987). Das gl/iB-Gen kodiert flir die grobe, das

(A ! woxa Yids,

giD-Gen fiir die kleine Untereinheit dieses Enzyms. Beide Gene sind bei allen Crganismen,
aus denen sie bislang isoliert werden konnten, in einem Operon organisiert. Bel £. coli
(Garciarrubio et al., 1983), B. subtilis (Bohannon und Sonenshein, 1989} und Rhizobium
meliloti (Lewis et al, 1990) konnten die Gene durch homologe bzw. heterologe
Komplementation der Glutamat-auxotrophen . coli Mutante PA340 (gdnA-, giiB31)
isoliert werden. Auch in dieser Arbeit wurde versucht die g/fBD-Gene durch heterologer
- Komplementation dieser Mutante und eines rekombinationsdefekien Abkommlings
- (&£ coli EBE32) aus einer chromosomalen Cosmidgenbank der GDH-defekten Mutante

C. glutamicun EB1 zu isolieren. Bei den Komplementationsexperimenten wurde ein Klon

erhalten, der wiederholt auf Minimalinedium ohne Glutamatsupplementation wachsen
> , pp
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konnte. Er besaB jedoch keine nachweisbare spezifische GOGAT-Aktivitit. Denkbar wire,
daB auf dem rekombinanten Cosmid pHCgit2 der eigene Promotor der moglicherweise
isolierten glfB oder g/BD-Gene nicht vorhanden ist oder, daB dieser Promotor von der
E. coli RNA-Polymerase nicht erkannt wird. Daflir spricht auch, daB es trotz mehrmaliger
Versuche nicht gelang, die GOGAT-Gene durch heterologe Komplementation von
E  coli PA340 aus einer chromosomalen Cosmidgenbank des Wildtyps
C. glutamicum 13032 zu isolieren (Bormann, 1990). In dem Cosmid pHC79 befindet sich in
der Nihe der BamHI-Schaittstelle, in die die chromosomalen Sau3A-Fragmente von
C. glutamicum ligiert wurden, der Promotor des Tetracyclin-Resistenzgens P2 (Stiiber und
Bujard, 1981), von dem aus potentiell eine Transkription des oder der Gene stattfinden
konnte. Eine schwache Transkription der Gene von ihrem eigenen oder von diesem
Promotor wiirde ausreichen, um eine Komplementation der Glutamat-Auxotrophie der
E. coli-Mutante zu bewirken. Auch bei der Isolierung des Homoserin-Dehydrogenase-Gens
(hom) aus C. glutamicwm konnte ein Plasmid mit dem hom-Gen eine entsprechende E. coli-
Mutante komplementieren, obwohl keine erhohte spezifische Homoserin-DH-Aktivitit

nachweisbar war. In diesem Fall konnte gezeigt werden, daB der C. glutamicum-Promotor

tatsichlich nicht in E. coli funktioniert {Eikmanns et al., unveroffentlichte Ergebnisse).

Ob auf dem rekombinanien Cosmiid pHCglt2 tatsichlich das gl/B-Gen oder die g/fBD-
Gene lokalisiert sind, misssen weitere Subklonierungsexperimente sowie die homologe

C. glutamicum durch die

,I>
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Expression in C. glutamicum zeigen. Da die GOG:
Amroniumkonzentration im Medium reguliert wird, konnte in weiterfihrenden Arbeiten

eine Feinstrukturanalyse dieser Gene moglicherweise Aufschiull tber einen potentiell

1 Promotor geben, die fiir Promotoren von k. coli-Genen beschrieben

ie charakterisierten GOGAT-Gene zur Konstrukiion definierter

GOGAT-defekter und GDE/GOGAT-defekter C. glutamicum-Stamme genutzt werden, um

damii die Auswirkungen auf den Glutamatstoffwechsel von C. glutamicum untersuchen zu

kénnen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Feinstruktur-Analyse des Glutamat-Dehydrogenase-

Gens (gdh) von Corynebacterium glutamicum 13032 und die Auikldrung der Bedeutung

der NADP-abhingigen Glutamat-Dehydrogenase (GDH) fir das Wachstum, den internen

Glutamat-Pool und die Glutamatproduktion.

3

A

&

Die Feinstruktur des gdh-Gen von C. glufamicum konnte aufgeklirt werden. Das gdh-
Gen besteht aus 1341 bp und kodiert fiir ein GDH-Polypeptid aus 447 Aminosauren mit
einem Molekulargewicht von 49050. Untersuchungen auf Transkriptionsebene ergaben,
daBl das gdh-Gen von C. glutamicum monocistronisch ist und die Lénge des gdh-
Transkripts 1.65 kb betragt. Der Transkriptionsstart des gd/-Gens wurde mittels eines
"RNase Schutz-Experimentes" bestimmt. Die RNA-Polymerase initilert die

Transkription 284 bp vor dem AUG-Startcodon der Translation an einem Guanin.

slablaidabinieiie

pEKO tragt. Dieser Stamm besal im Vergleich zum Wildtyp (1.8 U/mg Protein) eine
14-fach hohere spezifische GDH-Aktivitat (24.6 U/mg Protein). Deswetteren wurde
durch "Gen-gerichtete Mutagenese” eine definierie, gdi-defekte Mutante,
C. glutamicum EB1 konstruiert, die keine meBbare GDH-Aktivitdt mehr besaB.
C. glutamicum 13032, C. glutamicum(pEKgdh) und C. glutamicum EB1 besaflen
vergleichbare  Verdopplungszeiten auf Minimalmedium mit unterschiediichen
Kohlenstofi- und Stickstoff-Quelien und produzierten unter Biotin-Mangel Glutamat mit
vergleichbarer Rate von 20 umol/minzg TG. Diese Ergebnisse zeigen, dall die GDH
weder fur das Wachstum noch fur die Glutamat-Produktion von €. glutamicum
essentiell ist. Die GDH ist jedoch am Aufbau des internen Glutamat-Pools von
C. glutamicum beteiligt, da die dret untersuchten St#mme unterschiedliche interne

Glutamat-Konzentrationen besallen.
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3.

Die heterologe Expression des Gens fir die NAD-abhingige GDH von
Peptostreptococcus asaccharolyticus in C. glutamicum hatte keinen Einflub auf die
interne Glutamatkonzentration, die Glutamat-Produktion und die Glutamat-Ausbeute

wihrend einer Kurz-Zeit-Fermentation.

Der Wildtyp C  glutomicum 13032,  der gdh-iiberexprimierende  Stamm
C. glitamicum(pEKgdh) und die GDH-defekte Mutante C. glutamicum EB1 besallen
Glutamin-Synthetase (GS)- und Glutamat-Synthase (GOGAT)-Aktivititen. Der Stamm
C. glutamicumn EB1 verfugte jedoch ither 2-fach hohere spezifische GS-
(0.9 U/mgProtein) und tiber 10-fach hohere GOGAT-Aktivitdten (0.09 U/mg Protein)
verglichen mit dem Wildtyp (GS: 0.45 U/mg Protein; GOGAT: 0.008 U/mg Protein).
Untersuchungen  zur  Regulation  der  GOGAT zeigiten, dal  hohe

Ammoniumkonzentrationen im Medium eine Erniedrigung und Glucose im Medium eine

Erhohung der spezifischen GOGAT-Aktivitat zur Folge haben.
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