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L EINLEITUNG

Corynebacterium glutamicum wurde 1957 von Kinoshita isoliert (Kinoshita et al.,1957).
Das Gram-positive Bakterium ist aerob, biotinbediirftig, unbeweglich und bildet keine
Sporen. Abhingig vom physiologischen Zustand ist es von stibchen- bis keulenférmiger
Gestalt (Collins und Cummins, 1986). Chemotaxonomische Merkmale sind die Zellwandbe-
standteile Galaktose, Arabinose, freie kurzkettige Mykolsiuren sowie meso-Diaminopime-
linsdure, durch die die Bestandteile des Peptidoglukangeriistes miteinander verkniipft sind
(Keddie und Cure, 1977). Das C. glutamicum-Genom weist eine GréBe von ungefahr 3000
kb (Correia et al.,, 1994) und einen G+C-Gehalt von 54.6 % auf (Liebl ez al., 1991). C.
glutamicum zihlt ebenso wie C. glutamicum ssp. flavun und C. glutamicum ssp.
lactofermentum wegen ihrer gemeinsamen Eigenschaft, unter bestimmten Bedingungen
Glutamat auszuscheiden, zu den Glutamat-produzierenden Bakterien, Obwohl alle drei
Stdmme einer Spezies angehoren, ist eine Differenzierung durch die Analyse der Zellwandli-
pide (Liebl ez al.,1991) und DNA-Fragment-Lingenpolymorphismus (Eikmanns et al.,
19912) méglich. Die Glutamat-Ausscheidung erfolgt z.B. unter Biotinmangel (Shiio et al,
1962) oder durch Zugabe von Penizillin oder Detergenzien zum Wachstumsmedium
(Takinami ef al., 1965; Nunheimer et al., 1970; Huchenq ef al., 1984). Die Eigenschaft,
Glutamat auszuscheiden, hat dazu gefiihrt, daB C. glutamicum fur die biotechnologische
Herstellung dieser Aminosdure erhebliche Bedeutung erlangt hat (400 000 t/ Jahr).
AuBer Glutamat kénnen von einigen C. glutamicum-Mutanten auch andere L-Aminoséduren
ausgeschieden werden. Dazu zihlen die essentiellen Aminosduren L-Lysin, L-Threonin,
L-Isoleucin, L-Histidin, L-Tryptophan und L-Phenylalanin, die in der Futtermittelindustrie
oder in der Medizin als Supplemente in Infusionslésungen Verwendung finden (Kleemann ef
al., 1985). Glutamat dient in der Nahrungsmittelindustrie als Geschmacksverstirker und
Wiirzmittel. Die Glutamat-bildenden Enzyme Glutamat-Dehydrogenase und das Glutamin-
Synthetase~/ Glutamat-Synthase-System wurden in C. glutamicum (Shiio und Ozaki, 1970
Sung et al., 1984; Tochikura ef al.,1984; Ertan, 1992a, 1992b; Bérmann EL-Kholy ef al.,
1993) ausgiebig untersucht. Direkte Vorstufe in der Glutamatbiosynthese ist 2-Oxoglutarat,
ein Zwischenprodukt des Tricarbonsdurezyklus (TCS-Zyklus). 2-Oxoglutarat ist aber auch
das Substrat fiir die 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase (2-OGDH), sodaB an dieser Stelle eine
Konkurrenzsituation zwischen der Glutamatbildung und dem weiteren Verlauf des TCS-
Zyklus auftritt {Abbildung 1).

Innerhalb des TCS-Zyklus katalysiert die 2-OGDH die oxidative Decarboxylierung von
2-Oxoglutarat unter Bildung von Succinyl-CoA, NADH+H' und CO,. Der Reaktionsme-
chanismus ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt,
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Abb. 1: Reaktionen des Zentralstoffwechsels und der Glutamatbiosynthese von C.

ghitamicum. Der Verzweigungspunkt zum Glutamat ist durch eine Rahmung
hervorgehoben.



Die Katalyse findet in drei Schritten an den dret katalytisch aktiven Untereinheiten (UE)
der 2-OGDH statt, namlich an der 2-Oxoglutarat-Decarboxylase (E1) (EC 1.2.4.2), der
Dihydroliponamid-Succinyltransferase (E2) (EC 2.3.1.6.1) und der Dihydroliponamid-
Dehydrogenase (E3) (EC 1.8.1.4). El besitzt als Cofaktor Thiamin-Diphosphat (ThDP),
E2 enthalt Liponamid als prosthetische Gruppe und E3 ist eine flavinabhingige Oxidoreduk-
tase. Im ersten Reaktionsschritt wird 2-Oxoglutarat decarboxyliert. Der verbleibende Hy-
droxybutyryl-Rest bleibt zunichst am Thiamin gebunden, wird anschlieBend auf das
Liponamid von E2 iibertragen und danach auf das CoA transferiert, sodaB Succinyl-CoA
gebildet wird. Die prosthetische Gruppe von E2 bleibt als Dihydroliponamid zuriick und
wird im dritten Schritt oxidiert, E3 katalysiert diese Reaktion, in der NADH+H* entsteht.

E2 spielt aber nicht nur eine katalytische Rolle, sondern bildet das strukturelle Herzstiick
des Enzymkomplexes, indem an ihre Oberfliche die El- und E3-Untereinheiten durch
nichtkovalente Wechselwirkungen binden. Das Liponamid, die prosthetische Gruppe von
E2, kann als "schwingender Arm" das Substrat zwischen den jeweiligen katalytischen
Zentren der Untereinheiten vermitteln (Koike ef al, 1963; Bleile ef al., 1979; Oliver und
Reed, 1982), Aufgrund des Bau- und des Funktionsprinzips zihit die 2-OGDH zu den
2-Oxosiure-Dehydrogenase-Komplexen, die allesamt Multienzymkomplexe sind und aus
El, E2 und E3-Untereinheiten bestehen (Perham und Packman, 1989).

Zu diesen Multienzymkomlexen gehoren neben der 2-OGDH die Pyruvat-Dehydrogenase
(PDH) (Mattevi ef al.,, 1992; Behal et a/., 1993) und die Verzweigtkettige-Aminosdure-
Dehydrogenase (VADH) (Randle ef al., 1987).

CoASH
nécoo free] nc—s~L:p~srg o
X Ré-SCoA
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Abb. 2: Reaktionsmechanismus der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase an den drei katalytisch
aktiven Untereinheiten 2-Oxoglutarat-Decarboxylase (El), Dihydroliponamid-Succinyl~
Transferase (E2) und Dihydroliponamid-Dehydrogenase (E3). Legende: R = -CH;-CHj-
COO-, TPP = Thiaminpyrophosphat, Lip = Liponamid, FAD = Flavinadenin-Dinukleotid.



Auch bei diesen beiden Enzymkomplexen ordnen sich die zwei katalytisch aktiven
Untereinheiten E1 und E3 um das jeweilige E2 zum Multienzymkomplex an. Die Sub-
stratspezifitit beruht dabei auf E1 und E2, wihrend E3 in allen Fallen fir die Reoxidation
des Dihydroliponamids zustindig ist. Dabei ist E3 in den verschiedenen Komplexen eines
jeweiligen Organismus identisch. Eine Ausnahme stellt Pseudomonas putida dar. In diesem
Organismus gibt es drei verschiedene E3-Untereinheiten, von denen eine Bestandteil der
2-OGDH und der PDH, und eine weitere Bestandteil der VADH ist (Burns ez al., 1989).
Die Rolle der dritten Iso-Form ist unbekannt, Fine andere Variante stellt 4. eutrophus dar,
wo es Hinweise auf ebenfalls drei unterschiedliche E3-Untereinheiten gibt. Je ein E3 ist
dabei spezifisch fiir die 2-OGDH, die PDH und fiir das Acetoin-Dehydrogenase-System
(Priefert et al., 1991; Sitke Hein, persdnliche Mitteilung).

Bei der 2-OGDH besteht in allen beschriebenen Organismen die katalytisch aktive
El-Untereinheit aus Homodimeren mit einem relativen Molekulargewicht (My) von
ungefihr 220 000 (Darlison ef al., 1984). E2 setzt sich aus katalytisch aktiven Monomeren
zusammen, mit einem jeweiligen M, von ungefihr 45 000 (Robien ef al., 1992). E3 bildet
ebenfalls Homodimere, die ein M; von ungefihr 100 000 haben (Yeaman, 1989).
In Escherichia coli besteht der Gesamtkomplex aus 24 E2-Polypeptidketten um die sich
jeweils 6 Dimere von El und E3 anordnen, sodaB das relative Molekulargewicht fir die
2-OGDH aus E. coli ungefihr 2 500 000 betragt (Reed, 1974),

Die 2-OGDH wurde in verschiedenen Prokaryonten, z.B. in E. coli (Langley und Guest,
1978), Azotobacter vinelandii (Schulze et al.,, 1990) und Bacillus subtilis (Ohné, 1975),
aber auch in Eukaryonten, zB. Saccharomyces cerevisiae (Dickinson ef al., 1986) und
unterschiedlichen Saugetiergeweben nachgewiesen (Pawelczyk und Angielski, 1991; Smith
et al, 1992). Fiir die Mehrzahl der untersuchten 2-OGDH stellte sich eine NAD*-
Abhéngigkeit heraus. In denitrifizierenden Pseudomonas-Stammen jedoch wurde eine
2-OGDH beschrieben, der je nach Wachstumsbedingungen NAD* oder NADP*-abhingig
ist (Ziegler et al., 1987). Es konnte gezeigt werden, daB denitrifizierende Pseudomonaden
bei anaerobem Wachstum auf aromatischen Bestandteilen eine NADP*-abhingige 2-OGDH
besitzen, wihrend unter aeroben Bedingungen auf nichtaromatischen Bestandteilen eine
NAD*-abhingige 2-OGDH benutzt wird (Lochmeyer und Fuchs, 1991). Da die Reduktion
der Pyrimidinnukieotide von der E3-Untereinheit katalysiert wird, diskutieren die Autoren
die Existenz zweier verschiedener E3, die je nach Wachstumsbedingungen an einem
einzigen Enzymkomplex beteiligt sind.

Fur die Synthese der drei an der 2-OGDH beteiligten Untereinheiten sind die Gene sucd
(E1), sucB (E2) und Ipd (E3) verantwortlich. Vollstindig konnten die Gene bereits aus
E. coli (Stephens ef al., 1983; Darlison et al., 1984; Spencer ef al., 1984), 4. vinelandii
(Westphal und de Kok, 1987; Schulze et al., 1989; Westphal und de Kok, 1989) und
B. subtilis (Carlsson und Hederstedt, 1989; Hemild ef al., 1990; Resnekov et al., 1992)



isoliert und charakterisiert werden. Fiir B. subtilis werden die Gene fir E1 und E2 der
2-OGDH mit odh4 und odhB bezeichnet. Die Gene der ersten beiden Untereinheiten der
2-OGDH sind in den bisher beschriebenen Fillen in einem Operon organisiert. Im Falie von
A. vinelandii liegt auch das Jpd-Gen in diesem Operon (Abbildung 3). Im Chromosom von
E. coli und B. subtilis besteht eine andere Organisation: Das Gen fiir E3 liegt in Nachbar-
schaft zu den Genen, die flir die Untereinheiten der PDH kodieren und, die ebenfalis in
einem Operon organisiert sind (Abbildung 3). Die Gene fiir E1 und E2 der PDH werden
fur E. coli und A. vinelandii mit aceE und aceF bezeichnet. In B. subtilis besteht E1 der
PDH aus den Heterodimeren Ela und E1B, die durch die Gene pdhd und pdhB kodiert
werden. Das Gen fiir E2 heifit hier pdhC und fiir E3 pdhD (Perham und Packman, 1989;
Borges et al., 1990),

In derzeitigen Arbeiten ist die 2-OGDH eher Gegenstand von Isolierungsversuchen auf
proteinchemischer und genetischer Ebene, sodaf3 zur Beschreibung von Regulationsphino-
menen auf vergleichsweise iltere Studien verwiesen wird: In E. coli und B. subtilis wurde
festgestellt, dall die Aktivitit der 2-OGDH auf Glukose-haltigen Wachstumsmedien
geringer war als auf Glukose-freien Medien (Amarasingham und Davis, 1965; Gray et
al.,1966; Fortnagel und Freese, 1968). Untersuchungen in B. subtilis ergaben, daBl die
Unterschiede in den Enzymaktivititen auf einer Transkriptionsregulation der Gene odhA
und odhB beruhen (Resnekov ef al, 1992). In E. coli wurde beobachtet, dal unter
anaeroben Bedingungen die 2-OGDH nicht mehr nachgewiesen werden konnte, was darauf
deuten konnte, dafBl die entsprechenden Gene bei Anaerobiose nicht exprimiert werden
(Amarasingham und Davis, 1965; Yamamoto und Ishimoto, 1975).

Fiir viele 2-OGDH konnte gezeigt werden, daB sie auf enzymatischer Ebene durch die
Endprodukte Succinyl-CoA und NADH gehemmt werden und, daf die Hemmung durch
CoA und NAD* aufgehoben wird (Garland, 1964). Es wurde vorgeschlagen, daB3 diese
Regulation in vivo auf dem Verhiltnis von Succinyl-CoA/ CoA und NADH+H*/ NAD*
beruht (Reed, 1974). Auflerdem wird die Aktivitit des Enzymkomplexes durch ATP oder
GTP gehemmt und durch ADP stimuliert (Denton et al., 1978; McCormack und Denton,
1979; Lawlis und Roche, 1981). An der 2-OGDH aus Siugetierzellen, wo der Komplex in
den Mitochondrien vorliegt, wurde gezeigt, daBl die 2-OGDH unter der Kontrolle von
Hormonen steht, die die intramitochondriale Ca?*-Konzentration beeinflussen wie
Adrenalin in Herzzellen oder Vasopressin in Leberzellen (Rutter et @/.,1990). Der Effekt der
Ca?*-Jonen beruht dabei auf einer allosterischen Aktivierung, indem der K-Wert fiir das
Substrat 2-Oxoglutarat erniedrigt wird (McCormack und Denton, 1990). Eine Modifikation
der 2-OGDH durch reversible Phosphorylierung, wie sie fir eukaryotische PDH
nachgewiesen wurde, ist bisher weder fiir prokaryotische noch fiir eukaryotische 2-OGDH
beschrieben worden (Roche et al., 1989; Patel und Roche, 1990).



Obwohl die 2-OGDH eine Schliisselposition im TCS-Zyklus einnimmt, ist tiber sie fast
nichts in C. glutamicum bekannt. Das ist sehr erstaunlich, weil der Enzymkomplex eine
Reaktion an der Verzweigungsstelle zur Glutamatbiosynthese katalysiert. Es wurde
angenommen, daB C. glutamicum keine 2-OGDH besitzt und, daB ein unvolistindiger TCS-
Zyklus die Voraussetzung darstellt, Glutamat in groBen Mengen bilden zu konnen
(Kinoshita und Tanaka, 1972). Den ersten Hinweis auf eine funktionsfihige 2-OGDH in
Glutamat-bildenden Bakterien gab es in C. glutamicum ssp. flavum (Shiio und Ujigawa-
Takeda, 1980). Die Autoren gaben als Grund fiir die Schwierigkeit beim Nachweis die
Instabilitit des Enzymkomplexes an.

Escherichia coli:

2-0GDH. - |_sucA | suecB |-

PDH ~[ aceE 1 aceF |- Ipd |--
Azotobacter vinelandii:

2-0GDH -~ sued | sueB }— lpd |-~

PDH | aceE | aceF |-

Bacillus subtilis:

2-0GDH  --[ odhd | odhB |-

PDH —| pahd | pdhB | pdhC |\—| pdhD ] --

Abb, 3: Lokalisation der Gene flir die Untereinheiten der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase
(2~-OGDH) und der Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) im Genom der Organismen E. coli,
A. vinelandii und B. subtilis. suc4 kodiert fir die 2-Oxoglutarat-Decarboxylase und sucB
fir die Dihydroliponamid-Succinyltransferase. aceE enthilt die genetische Information fur
die Pyruvat-Decarboxylase und aceF fir die Dihydroliponamid-Acetyltransferase. Ipd
kodiert fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase. In B. subtilis werden die entsprechenden
2-OGDH-Gene mit odh4 und odhB bezeichnet. Ferner besteht in B. subtilis die Pyruvat-
Decarboxylase aus Heterodimeren, die durch die Gene pdhd (o-Kette) und pdhB (B-Kette)

kodiert werden. pdhC kodiert hier fiir die Dihydroliponamid-Acetyltransferase und pdhD
fir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase.



Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die 2-OGDH aus C. glutamicum enzymatisch
nachzuweisen und Untersuchungen zu ihrer Aktivitdt durchzufiihren. Es wurde der Frage
nachgegangen, ob die Expression der fiir die katalytisch aktiven Untereinheiten E1, E2 und
E3 kodierenden Gene in C. glutamicum reguliert wird. Die molekulargenetischen Arbeiten
zielten darauf ab, die Gene suc4, sucB und Ipd zu isolieren, wobei der Schwerpunkt der
Versuche auf die Isolierung und die Charakterisierung des /pd-Gens gelegt wurde. Ferner
war es interessant, zu untersuchen, ob durch die Uberexpression oder die Inaktivierung des
Ipd-Gens Einflu} auf die Aktivitit der 2-OGDH in C. glutamicum genommen werden kann.



. MATERTAL und METHODEN
1. Bakterienstimme und Plasmide

In der vorliegenden Arbeit wurden die in Tabelle 1 aufgefithrten E. coli- und C. glutami-
cum-Stamme verwendet. In Tabelle 2 sind die verwendeten Plasmide aufgelistet.

Tab. 1: E. coli- und C. glutamicum-Stimme mit ihren chromosomalen Markern.

Stamm Relevante Eigenschaften Referenz

E. coli DH5 supE44, hsdR17, recA, Hanahan, (1985)
endAl, gyrA96, thi-1, reld1

E. coli 817-1 thi-1,F~, endAR1, hsdR17, Simon et al.,(1983)
supE44, A~, pro

E. coli JRG465 F-, sucd, gal-25, trpA9767 Herbert und Guest, (1969)
icIR7, trpR47, IN(rrnD-
mnE)l, &

E. coli Wsucl7 F-, sucB9, \- Herbert und Guest, (1969)

E. coli JRG301 F-, Ipd, trpA58, trpE61 Guest und Creaghan, (1974)

C. glutamicum ATCCI13032  Wildtyp Abe et al., (1967)




Tab. 2: Plasmide mit ihren Eigenschaften und Markern.

Plasmid

Marker

Referenz

pUCI18

pUC18 Ipd5.4

pUC1S Ipd3.4

pEKO

pEKO Ipd5.4

pEKO orfY

pGEM4ZTM

pGEM Ipdi.1

pGEM 1pd0.77

pEMI1

pEMI 1pd0.45

AmpR, ori colE1

AmpR, pUC18-Derivat mit
5.4kb-BamBI-Fragment aus
chromosomaler DNA von
C. glutamicum

AmpR, pUC18-Derivat mit
3.4kb-Kpnl-Fragment aus
chromosomaler DNA von
C. glutamicum

KanR, ori pBL1

KanR, pEKO-Derivat mit
5.4kb-BamHI-Fragment aus
pUC18 Ipd5.4

KanR, pEKO-Derivat mit
3.4kb-Kpnl-Fragment aus
pUC18 lpd3.4

AmpR, ori colE1, Promoto-
ren fiir die SP6- u. T7-RNA-
Polymerasen

AmpR, PGEM4Z™.Derivat
mit 1.1kb-Scal/ Sacl-Fragment
aus pUC18 Ipd5.4

AmpR, pGEM4Z™. Derivat
mit 0,77kb-BamHl/ EcoRI-
Fragment aus pUC18 Ipd5.4

KanR
KanR, pEM1-Derivat mit

0.45kb-Seal/ EcoRI-Frag-
ment aus pUC18 lpd5.4

Vieira und Messing, (1982)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Eikmanns et al.,, (1991)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Promega, Heidelberg

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Schrumpf et al., (1991)

Diese Arbeit
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2. Chemikalien

Soweit nicht angegeben, wurden analysenreine Chemikalien des Herstellers Merck AG,
Darmstadt, verwendet. Restriktionsendonukleasen und weitere Enzyme wurden von der
Firma Boehringer Mannheim bezogen. Die Produkte anderer Hersteiler sind im Folgenden
aufgefithrt.

Amersham-Buchler-USB, Braunschweig: [o-33S]JdATP; [a-35S]CTP
Appligene, Heidelberg: Phenol, sauer, wassergesittigt

Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg: Agarose; Phenol

Biomol, Feinchemikalien, Bamburg: NADPH, reduziert, Nay-Salz; NADH, reduziert;
3-N-Morpholinopropansulfonsiure (MOPS)

Boehringer Mannheim: Ampicillin, Na,-Salz; ATP; Chloramphenicol, kristallin; Dithio-
threitol, kristallin; NAD*, freie Siure; NADP*, Na,-Salz; Nonradioactive DNA Labeling
and Detection Kit; Nonradioactive RNA. Labeling and Detection Kit, pUC18 Sequencing
Kit; SP6/ T7 Transcription Kit; DIG Oligonucleotide Tailing Kit; Tetracyclin Hydrochlorid

Dianova, Hamburg: GENECLEAN Kit (Bio101 Inc., La Jolla, Ca, USA)

Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA: Bacto-Agar; Bacto-Trypton; Bacto-
Pepton; Brain-Heart-Infusion-Medium; Hefe-Extrakt

Gibco BRL Life Technologies Inc., Eggenstein: RNA Grofienmarker (0.24-9.49kb)

Pharmacia LKB, Freiburg: NAP-10 Siulen; AutoRead-Sequencing Kit

Promega, Heidelberg: Erase-a-Base Exonuclease Xit, Ribonuclease Inhibitor (RNasin);
RNA-GréBenmarker (0.36-9.5)

Schleicher und Schuell, Dassel: NL17 Membranfilter 0.45 pum (Filter fiir Konjugation);
Nytran-Nylonfilter N13

Serva Feinbiochemica, Heidelberg: Acrylamid; Agarose; Bisacrylamid; Harnstoff:
Natriumdodecylsulfat (SDS); Rinderserumalbumin; Nalidixinsaure; Serdolit; Serva-Blue

Sigma Chemie Miinchen: Ethidiumbromid; threo-(D,L)-Isocitrat; N-Laurylsarcosin (Na-
Salz); N,N,N',N',-Tetraethylendiamin (TEMED), Tween 80; CoenzymA; Succinyl-CoA

United States Biochemicals: Sequenase-Sequenzierungs-Kit



11

3. Niihrmedien und Kulturbedingungen

Die Kultivierung der E. coli-Stimme erfolgte in den Komplexmedien 2 x TY (Trypton,
16 g/ 1; Hefeextrakt, 10 g/ I; NaCl, 5 g/ I} oder Luria-Bertani (LB)-Medium (Trypton,
10 g/ 1; Hefeextrakt, 5 g/ 1; NaCl, 10 g/ [) (Sambrook et al., 1989). Fiir E. coli wurde M9-
Medium als Minimalmedium verwendet (Sambrook ef al., 1989). Das Medium besteht aus
100 mi M9-Stammidsung (NayHPOy, 60 g/ 1; KHyPOy, 30 g/ I; NH,C, 10 g/ I; NaCl, 5 g/
L, pH 7.45 und 867 ml H,0. 30 ml Glukose (20%), 0.1 ml CaCl, (1M), 2 ml MgSOQ, (1IM)
und 1 ml Thiamin-HC1 (170 mg/ ml) wurden nach dem Autoklavieren steril hinzugefiigt.
Die Medien fiir die E. coli-Mutanten, die einen Defekt in den sucA-, sucB- oder Ipd-Genen
tragen, enthielten zusitzliche Supplemente: E. coli JRG465 (50 mM Succinat, 5 mM
L-Tryptophan), E. coli Wsucl7 (50 mM Succinat) und E. coli JRG301 (je 50 mM
Succinat und Acetat; SmM L-Tryptophan). Die C. glutamicum-Stamme wurden ebenfalls
auf den beschriebenen 2 x TY- und LB-Komplexmedien geziichtet. Bei IPTG-induzierenden
Bedingungen wurden C. glutamicum-Zellen auf 2 x TY-Komplexmedium bis zu einer
ODgqo von 2 geziichtet, dem Wachstumsmedium 0.5 mM IPTG (final) hinzugefiigt, 2 h
inkubiert und die Zellen dann geerntet. Als Selektivmedium fiir C. glutamicum-Zellen nach
der Konjugation wurde BHI-Medium (Brain-Heart-Infusion, 37 g/ 1) verwendet.
Als Regenerationsmedium nach der Elektroporation diente BHIS-Medium (Brain-Heart-
Infusion, 37 g/ I, 0.5 M Sorbit) nach Liebl ef @l.(1989). Feste Nahrboden enthielten
zusitzlich Agar (18 g/ 1). Zur Kultivierung der C. glutamicum-Stimme wurde CgC-
Minimalmedium verwandt: (3-N-Morpholinopropansulfonsdure (MOPS), 37 g/ |
(NH,)2S0y, 5 g/ 1; Harnstoff, 5 g/ I; KyHPO,, 5 mg/1; KHyPOy, Smg/1; MgS0y, 0.25 g/
I; CaCl,, 0.01 g/ 1; Biotin, 0.2 mg/ I; 1 ml Spurenelementelosung [FeSOy,1g/ I; MnSOy,
1 g/ 1; ZnSOy, 0.1 g/ I; CuSQy, 0.02 g/ I, NiCl, 0.002g/ I; in 100 ml HyO dest. gelost],
pH 6.3 (Eikmanns ef al., 1991b). Die speziell genannten Kohlenstoffquellen wurden steril
nach dem Autoklavieren hinzugefiigt. Diente Glutamat bei der Anzucht von C. glutamicum
als alleinige Kohlenstoff- und/ oder Stickstoffquelle wurde dem Minimalmedium kein
Ammoniumsulfat und kein Harnstoff zugegeben, aber zusitzlich Protokatechuat, 30 mg/ I;
FeSOy, 1 mg/1; und FeCly, 0.3 mg/ 1.

Wenn nicht anders beschrieben, erfolgte die Kultivierung der E. coli- und C. glutamicum-
Stamme in 500ml-Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen, die 60 ml Medium
enthielten. Die Kulturen wurden bei 120 rpm auf einem Rotationsschiittler inkubiert. Die
Kultivierungstemperatur betrug fur E. coli 379C und fir C. glutamicum 300C. Zur
Stammhaltung dienten Glyzerinkulturen, die aus 70% (v/v) einer Ubernachtkultur und 30%
(v/v) einer sterilen Glyzerinl§sung angelegt wurden. Die Lagerung erfolgte bei -70°C. Die
Glyzerinkulturen dienten zum Animpfen der Stammbhaltungsplatten, die bei 4°C gelagert
und monatlich erneuert wurden.
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Fiir die Kultivierung der C. glutamicum-Stimme unter Biotinlimitierung wurden diese auf
CgC-Minimalmedium mit Biotin (10 pg/ ) und 4% Glukose vorgeziichtet bis sie eine
ODggo von 20 erreicht hatten. Anschliefend wurden damit die Hauptkulturen auf CgC-
Medium, das Biotin (1 pg/ ) und 4% Glukose enthielt, mit einer ODggo von 0.3 angeimpft.
Die Inkubation erfolgte bei 120 rpm im Laborschittler (Modell Kiihner, B. Braun,
Melsungen).

4. Priiparation und Reinigung von DNA

Plasmidpriparation aus E. coli

Zur schnellen Isolierung von Plasmid-DNA diente eine abgewandelte Methode nach
Birnboim (1983). 1.5 ml einer Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugieren (6000 rpm;
30 s; RT) geerntet. Das Zellpellet wurde in 100 pl eisgekiihiter Losung A (50 mM Glukose;
25 mM Tris-HCI, pH 8.0; 10 mM EDTA, pH 8.0) resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert.
Daraufhin wurden 200 pl Losung B (0.2 N NaOH, 1 % SDS) hinzugegeben und der Ansatz
nach griindlichem Durchmischen 5 min auf Eis inkubiert. Dann erfolgte die Zugabe von
150 ul Losung C ( 5 M Kaliumacetat, 1.8 M Essigsiure). Der Préparationsansatz wurde
griindlich durchmischt und erneut 5 min auf Eis belassen. Mit diesem Schritt wird der
grofite Teil der Proteine und die chromosomale DNA ausgefillt. Nach Zentrifugieren
(13000 rpm, 10 min 4°C) wurde der wiBrige Uberstand in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefdf iiberfihrt und die Plasmid-DNA durch Phenol-Chloroform-Extraktion
gereinigt, Die Féllung der Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe von 2 Vol, absolutem
Athanol. Die Plasmid-DNA wurde 2 min bei RT gefillt und abzentrifugiert (13000 rpm,
10 min, RT). Das Prizipitat wurde zur Entfernung von Salzresten mit 70% Athanol
gewaschen, in einer Vakuumzentrifuge (SpeedVac Concentrator, Bachofer) getrocknet
und in 30-100 ul TE, pH 7.6, (10 mM Tris/ HCl, pH 7.6, 1 mM EDTA, pH 8.0)
resuspendiert.

Um Plasmid-DNA in groflerem Mafistab und héherem Reinheitsgrad zu gewinnen, wurde
eine modifizierte Methode nach Sambrook ef al.(1989) angewandt. Dabei wurde die DNA
durch alkalische Lyse aus einer 50-ml-Ubernacht-Kultur gewonnen, Proteine und chromo-
somale DNA wurden, wie oben beschrieben, prazipitiert und die Plasmid-DNA durch
Zugabe von 0.5 Vol. Isopropanol gefillt. Das Prizipitat wurde in 2 ml H,O resuspendiert
und durch Zugabe von 2 ml 5 M LiCly/ 50 mM Tris-HCl, pH 8.0 und 15 mintitiger
Inkubation auf Eis und Zentrifugation (5000 rpm, 15 min, 4°C) der grofte Teil der RNA
entfernt. Danach wurde die DNA durch Zugabe von 2.5 Vol. absolutem Athanol gefillt und
ein Abbau der restlichen RNA durch 5 11l RNase A (10 mg/ ml in 10 mM Tris-HCl, pEL 7.5/

15 mM NaCl) vorge-nommen, Die folgende Reinigung und Fillung der Plasmid-DNA
erfolgte wie oben beschrieben.
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Plasmidpriparation aus C. glutamicum

Fir den AufschluB von C. glutamicum miissen die Zellen vorher mit Lysozym zum Abbau
des Mureinsacculus inkubiert werden. Die Zellen einer Smi-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, anschlieflend in einer Lysozymlosung (20 mg/ ml TE,
pH 7.6) resuspendiert und 1 bis 2 h unter leichtem Schiitteln bei 37°C inkubiert. Die weitere
Praparation der Plasmid-DNA erfolgte wie bei E. coli.

Isolierung chromosomaler DNA aus C. glutamicum

Die Isolierung chromosomaler DNA aus C. glutamicum wurde mit einer modifizierten Me-
thode nach Altenbuchner und Cullum (1984) durchgefiirt. Dazu wurden C. glutamicum-
Zellen uber Nacht in 5 ml LB-Medium mit 0.5 % Glukose geziichtet. Die Zellen wurden
durch 10miniitige Zentrifugation bei 4600 rpm, 4°C (Heraeus Minifuge RF) geerntet, mit
2 ml TE, pH 7.6, gewaschen (5 min 4000 rpm, 4°C), zum AufschluB der Zellen in 1.5 ml
einer Lysozymlésung (15 mg/ ml TE, pH 7.6) resuspendiert und 3 h bei 37°C unter
leichtem Schiitteln inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 300 ul SDS (10 %) und
eine weitere Inkubation fir 10 min bei 659C. Nach Abkiihlung des Lysats auf
Raumtemperatur (RT) wurde diesem 5 ml TE-Puffer hinzugegeben. Zur Aufreinigung der
chromosomalen DNA wurde das Lysat dreimal mit Phenol-Chloroform (Sambrook ef al.,
1989) extrahiert. Zur Prézipitation der DNA wurde diese mit 1/ 10 Vol. 3 M Natriumacetat,
pH 5.2, versetzt und zur Ausfillung der DNA mit 1.2 Vol. Isopropanol gemischt. Die
DNA-Priizipitation erfolgte bei RT. Das Prazipitat wurde zweimal mit 70% Athanol
gewaschen und das DNA-Pellet in 500 pl TE-Puffer, pH 7.6, resuspendiert.

5. Analyse und Rekombination von DNA

Restriktion der DNA

Die DNA wurde zur Charakterisierung und/ oder Klonierung mit Restriktionsendonukleasen
geschnitten, Inkubationspuffer und die optimale Reaktionstemperatur wurden anhand der
Produktinformationen des Herstellers fiir die einzelnen Restriktionsenzyme gewdhit. Der
Standardrestriktionsansatz enthielt ungefiihr 100 ng DNA, 1/ 10 Vol. 10 x Reaktionspuffer
und 0.5 ul (ca. 1 U) des Restriktionsenzyms. Das Volumen des Ansatzes wurde mit H,0
dest. auf 10 pl aufgefiillt. Nach Durchmischung des Reaktionsansatzes wurde dieser 90 min
bei der entsprechenden Reaktionstemperatur inkubiert. Wenn groBere Mengen DNA
geschnitten wurden, wurde der Ansatz entsprechend vergrofiert. Wurde die DNA mit mehr
als einem Restriktionsenzym behandelt, so konnte diese Reaktion in einem Ansatz
durchgefithrt werden, falls die verwendeten Restriktionsendonukleasen den gleichen
Reaktionspuffer bendtigten.
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Waren die Enzyme in unterschiedlichen Puffern aktiv, so wurde der Verdau zunichst in dem
Reaktionspuffer mit der niedrigeren Salzkonzentration durchgefithrt und anschlieffend
der Puffer mit der hoheren Salzkonzentration und das weitere Restriktionsenzym dem
Ansatz zugefugt (Sambrook ef al., 1989). Nach AbschluB des Verdaus wurde dem
Reaktionsansatz 3 pl Blaumarker (4 M Hamstoff; 50 mM EDTA, pH 8.0; 50 % (wiv)
Saccharose; 0.1 % (w/v) Bromphenolblau) hinzugefiigt und die Spaltprodukte auf einem
Agarosegel entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Mittels eines Molekularge-
wichtsstandards konnte eine halblogarithmische Eichgerade erstelit und damit die GrofBie der
aufgetrennten DNA-Fragmente bestimmt werden. Die Herstellung der Agarosegele sowie
die Durchfiihrung der Gelelektrophorese erfolgte nach Sambrook ef al., (1989). Die Aga-
rosekonzentration betrug entsprechend der Grofe der aufzutrennenden DNA-Fragmente
0.7-2.0 %. Als Puffersystem diente 1 x TAE (40 mM Tris/ HCI, pH 8.0; 1 mM EDTA,
pH 8.0; 10 mM Natriumacetat). Fiir die Gelelektrophorese wurden Elektrophoresekammern
der Firma Gibco/ BRL, (Ort) verwendet und als Spannungsquelle diente ein Gleichstrom-
gerit der Firma BioRad (Modell 100/ 200 Power-supply). Nach Beendigung der Elektro-
phorese wurde das DNA-Agarosegel in wiBriger Ethidiumbromidlésung (10 pg/ mi)
gefiarbt. Die einzelnen DNA-Fragmente waren anschlieBend bei Betrachtung auf einem
Transilluminator (Vetter GmbH, Wiesloch) unter UV-Licht bei 366 nm als orangerot
fluoreszierende Banden sichtbar. Das Ergebnis der Agarosegelelektrophorese wurde photo-
graphisch mit einer Polaroidkamera (MP-3 Land Camera) dokumentiert.

Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Gewiinschte DNA-Fragmente konnten aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe
des GENECLEAN-Kits aufgereinigt werden. Die Methode beruht auf der Freisetzung der
DNA aus der bei 50°C schmelzenden Agarose in Gegenwart von Natriumiodid.
AnschlieBend er-folgte 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-Puffer, pH 7.6). Die Durchfithrung
erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Behandlung iiberhiingender DNA-Enden mit Klenow-Polymerase

Die Klenow-Polymerase ist ein carboxyterminales Teilfragment der DNA-Polymerase I aus
E. coli. Sie besitzt 5' - 3' DNA-Polymerase-Aktivitat, d.h. sie katalysiert in Gegenwart von
Desoxynukleosidtriphosphaten die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen
einzelnen Nukleotiden, entsprechend eines 3' - 5' komplementéren Stranges, der als Matrize
dient. Daneben verfigt dieses Enzym auch iiber eine 3' - 5' Exonuklease-Aktivitit. Die

Klenow-Polymerase kann daher sowohl 5'-liberhiingende DNA-Enden auffitllen als auch 3'-
tiberhdangende Enden abbauen (Kornberg und Kornberg, 1974).
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Die Reaktion wurde 30 min bei RT nach Sambrook ef al. (1989) in einem Gesamtvolumen
von 20 pl durchgefiihrt. Der Standard-Reaktionsansatz enthielt 10 pl linearisierte Plasmid-
DNA, 1/ 10 Vol. Nick-Translationspuffer (250 mM Tris/ HCL, pH 7.8; 25 mM MgCl,;
50 ng/ ml Rinderserum-Albumin), 1/ 10 Vol. Desoxynukleosid-triphosphat-Mix (10 mM)
und 2 U Klenow-Polymerase. Nach Ablauf der Reaktion wurde der Ansatz zur Inaktivie-
rung der Klenow-Polymerase 10 min auf 70°C erhitzt und anschlieBend das Protein durch
Phenol-Chloroform-Extraktion und Athanolprazipitation aus dem Ansatz entfernt. Die ge-
reinigte DNA konnte direkt oder die Vektor-DNA nach Entfernung der 5'-Phosphat-
reste in die Ligation eingesetzt werden.

Ligation restringierter DNA

Zur Verkniipfung von DNA-Enden mit linearisierten Vektoren wurde die T4-DNA-Ligase
verwendet. DNA-Ligasen katalysieren die Ausbildung einer Phosphodiesterbindung
zwischen einer 3'-OH- und S5-Phosphatgruppe der Nukleinsiuren. Die T4-DNA-Ligase
kann sowohl tiberhéngende, einzelstringige, einander komplementire Enden als auch glatte,
einzelstriangige Enden eines linearen doppelstringigen DNA-Molekiils miteinander verbin-
den (Weiss ef al., 1968). Das molare Verhiltnis von Vektor zu DNA-Fragment sollte
hierbei 1:3 betragen. Die Durchfithrung erfolgte nach einem modifizierten Protokoll nach
Sambrook et al, (1989). Der Ligationsansatz enthielt linearisierete Vektor-DNA,
Fragment-DNA, 1/ 10 Vol. Ligationspuffer (660 mM Tris/ HCl, pH 7.5; 50 mM MgCl,;
50 mM Dithiothreitol; 10 mM ATP) und 1 U T4-DNA-Ligase. Das Gesamtvolumen des
Ligationsansatzes wurde mit H,O dest. auf 20 pl aufgefiillt. Der Ligationsansatz wurde bei
169C 16 h inkubiert und danach direkt zur Transformation eingesetzt.

6. Transformationstechniken

6.1, Transformation von Plasmid-DNA nach E. coli

Zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen wurde eine Modifikation der von Sambrook et
al. (1989) beschriebenen CaCl,-Methode verwendet. Eine 50 ml-E. coli-Kultur in 2 x Ty-
Medium wurde bei einer ODggg von 0.5 durch Zentrifugation sedimentiert, in 15 ml
(70 mM CaCly; 20 mM MgSO,) aufgenommen und 30 min bei 00C inkubiert. Anschlieiend
wurden die Zellen erneut durch Zentrifugation sedimentiert und in 4 ml (70 mM CaCl;
20 mM MgSO,) resuspendiert, Aliquots wurden mit 20% Glyzerin versetzt und bei -70°C
gelagert. Fiir die Transformation wurden je 100 pl kompetente Zellen mit der zu transfor-
mierenden DNA versetzt. Nach 30mintitiger Inkubation in Eiswasser erfolgte bei 42°C fur
90 s ein Hitzeschock, wihrenddessen die Plasmid-DNA von den Zellen aufgenommmen
wurde,
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Die Regeneration der Zellen und die Ausprigung der Antibiotika-Resistenz fand in je 500 pl
2 x TY-Komplexmedium statt. Zur Selektion wurden die Zellen auf LB-Agarplatten mit ge-
eignetem Antibiotikum ausplattiert.

6.2. Elektroporation von C. glutamicum

Die Herstellung kompetenter C. glutamicum-Zellen zur Elektroporation erfolgte nach einer
modifizierten Methode nach Haynes und Britz (1989). Es wurde dazu der entsprechende
Stamm in 500 ml LB-Medium, 4 mg/ ml Isonikotinsaurehydrazid, 2.5% Glyzerin und 0.1%
Tween 80 bis zu einer ODggy von 0.5 geziichtet, anschlieBend 20 min auf Eis inkubiert und
durch Zentrifugation bei 49C sedimentiert. Die Zellen wurden einmal mit 250 ml, zweimal
mit 100 ml und einmal mit 50 mi 10 %igem Glyzerin gewaschen, in 2 ml 10 %igem Glyzerin
aufgenommen, zu je 200 pl auf 1.5 ml-Eppendorf-ReaktionsgefiBe verteilt und bei ~700C
gelagert.

Die Elektroporation von C. glutamicum erfolgte nach einem Protokoll von Liebl et al.
(1989). Die zur Elektroporation verwendeten Kammern wurden zundchst unter UV-Licht
sterilisiert und anschlieBend bei 4°C vorgekiihlt, An der Spannungsquelle zur Elektropo-
ration (Bio-Rad, Gene-Pulser) wurden folgende Einstellungen vorgenommen: Widerstand:
200 W; Spannung: 2.5 kV; Kapazitit: 25 mF. In eine Elektroporationskammer wurden
50 pul kompetente C. glutamicum-Zellen gegeben und mit der zu transformierenden DNA
vermischt, Nach erfolgter Elektroporation wurde der Ansatz mit 0.6 ml BHIS versetzt, die
Suspension in ein Eppendorf-Reaktionsgefidf iiberfithrt und 50 min bei 30°9C und bei

125 rpm geschiittelt. Von jedem der Elektroporationsansitze wurden zweimal 300 pl auf
BHIS-Kanamycin-Platten ausplattiert.

6.3. Konjugation von E. coli und C glutamicum

Die Konjugatton von Bakterien stellt eine natiirliche Art der DNA-Ubertragung dar. Dabei
wird die DNA gerichtet von einem F*-Donorstamm in einen F--Rezipientenstamm
transferiert. Die DNA kann auch zwischen Zellen verschiedener Spezies durch Konjugation
tibertragen werden. Die Durchfiihrung der Konjugation erfolgte nach einem meodifizierten
Protokoll von Schifer et al. (1990). Der Rezipient C. glutamicum ATCC13032 (Wildtyp)
wurde auf 70 ml LB-Medium geziichtet. Nach Erreichen einer ODggqo zwischen 5 und 10
wurden die Zellen 9 min bei 48.50C einem Hitzeschock unterzogen, um das Restriktions-
system dicses Stammes kurzzeitig auszuschalten, Der Donorstamm E, coli 817-1, der das
mobilisierbare Plasmid enthielt, wurde in 5 ml LB-Medium tiber Nacht vorgeziichtet und
anschlieflend auf frisches Komplexmedium mit einer ODggy von 0.05 Uberimpft. Nach
Erreichen einer ODgoq von 1.0 wurden die Zellen 10 min auf Eis gekiihit, um eine weitere
Zellteilung zu verhindern. Danach wurden Donor und Rezipient im Verhéiltnis 1:4 gemischt
und zusammen durch 10miniitige Zentrifugation (4500 rpm, 49C) sedimentiert,
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Das Zellpellet wurde vorsichtig in 150 pl LB-Medium resuspendiert. AnschlieBend wurde
die Zellsuspension auf ein steriles Zellulosenitratfilter (NL17, 0.45 pm Porengrofe,
Schleicher und Schuell, Dassel), das auf eine LB-Platte plaziert worden war, transferiert.
Die Kreuzungsansatze wurden dann 20 h bei 30°C inkubiert. Danach wurden die Zellen von
dem Filter mit 600 p1 LB-Medium abgeschwemmt und zur Selektion auf BHI-Agarplatten
mit Nalidixinsaure (50 pg/ ml, final) und dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert
und 48 h bei 30°C inkubiert. Da der E. coli-Donorstamm Nalidixinsiure-sensitiv ist,
konnten auf diese Weise Donor und Rezipient voneinander getrennt werden.

7. Southern-Blot-Analyse

Bei der Southern-Blot-Hybridisierung wurde hochmolekulare DNA zunichst durch
Restriktionsendonukleasen geschnitten und die Spaltprodukte gelelektrophoretisch
entsprechend ihrer GroBe aufgetrennt. Die in dem Agarosegel vorhandenen DNA-
Fragmente wurden nach einer Methode von Southern (1975) denaturiert und aus der
Gelmatrix vakuumunterstiitzt 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 Anfirbung der Hybridbanden auf dem Filter oder- im
Falle der Chemilumineszenz- durch Exposition auf einem Réntgenfilm nachgewiesen
werden.

Vakuumunterstiitzter Transfer der DNA

Die gelelektrophoretische Aufirennung der DNA-Fragmente auf einem 0.8 %igen
Agarosegel erfolgte bei 20 V fiir 16 h. AnschlieBend wurden die DNA-Fragmente durch
Vakuumunterstiitzte Diffusion mit einem VacuGen-Blotter (Pharmacia LKB, Freiburg) auf
eine Nylonmembran transferiert. Dazu wurde die Membran auf die Grofle des Agarosegels
zugeschnitten, mit H,O dest. angefeuchtet, auf eine Trigerplatte gelegt und mit einer
Plastikmaske, deren Fenster iiber der Membran lag, abgedeckt. Auf die Offnung der Maske
wurde das Agarosegel mit der Unterseite plaziert. Anschlieflend wurde ein Vakuum von
50 mbar eingestellt. Das Gel wurde 4 min mit einer Depurinierungslésung (0.25 N HCY)
iiberschichtet. Diese Losung wurde durch eine Denaturierungslosung (1.5 M NaCl, 0.5 M
NaOH) ersetzt. Anschliefend wurde das Gel 3 min mit einer ausreichenden Menge
Neutralisierungsiosung (1 M Tris; 2 M NaCl; konz. HCI, 75 ml/ I; pH 5) bedeckt. Der
eigentliche DNA-Transfer erfolgte durch Uberschichtung des Gels fir 1 h mit einer
Transferlosung 20 x SSC (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. Zusétzlich wurde
die Membran 2 bis 4 h bei 80°C inkubiert,
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Digoxigenin-dUTP Markierung von DNA

DNA-Sonden wurden mit Digoxigenin-desoxy-11-uridintriphosphat (DIG-dUTP) unter
Verwendung des "DIG DNA Labeling and Detection Kits" markiert. Dabei wurden DNA-
Hexanukleotide an linearisierte, denaturierte DNA (“random-primed-Methode" nach
Feinberg und Vogelstein, 1983) hybridisiert und in Anwesenheit der Desoxynukleotide
dATP, dCTP, dGTP, dTTP und dem DIG-markierten dUTP mit Hilfe des Klenow-
Enzyms ein DIG-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, 0.35 mM DIG-
dUTP; pH 6.5) und 2 U Klenow-Enzym. Der Ansatz wurde auf das entsprechende
Volumen mit HyO dest. aufgefiillt. Es folgte eine 16 stiindige Inkubation 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 Athanolfillung prazipitiert.

Oligonukieotide fiir Southern-Hybridisierungen wurden ebenfalls DIG-markiert. Dazu
wurde der "DIG Oligonucleotide Tailing Kit" (Schmitz ef al, 1991) verwendet. Zur
Herstellung von markierten Oligonukleotiden wurden DIG-dUTPs und dATPs verwendet,
die in einer Matrizen-unabhingigen terminalen Transferase-Reaktion mit dem
Oligonukleotid verkntipft wurden. Fiir die Reaktion wurden folgende Komponenten in
einem Eppendorf-ReaktionsgefdB auf Eis zusammengegeben: 4 pul  Reaktionspuffer
(1 M Kaliumkakodylat; 0.125 M Tris-HICl; 1.25 mg/ ml Rinderserumalbumin; pH 6.6), 4 pl
CoCl,, 100 pmole Oligonukleotid, 1 pl DIG-dUTP-Lésung, 1 pl dATP-Lésung, 1 ul
terminale Transferase (50 U/ pl). Die Mischung wurde auf 20 pl mit A, dest. aufgefiillt
und 15 min bei 37°C inkubiert. Mit 2 pl einer Losung aus 0.1 pg/ pl Glykogen in 0.2 M
EDTA, pH 8.0, wurde die Reaktion abgestoppt. Es folgte eine Athanolfillung. Die DNA

wurde in einem finalen Volumen von 20 pul A. dest. zu einer Endkonzentration von
5 pmolen/ ul aufgenommen,

DNA-DNA-Hybridisierung

Zunachst wurde die Nylonmembran mit der transferierten DNA mit 80 ml einer Hybridisie-
rungslésung (5 x SSC, 0.1 % Na-Laurylsarcosin, 0.02 % SDS, 1% Blocking-Reagenz)
4 bis 6 h bei 68°C prihybridisiert, um spéter unspezifische Bindungen der markierten DNA-
Sonde an die Membran zu vermeiden. Danach wurde die Membran zusammen mit 3 m! der
Hybridisierungslésung und 100 ng der frisch denaturierten, markierten DNA-Sonde in einen
Plastikbeutel eingeschweiit. Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei 68°C unter
leichtem Schiitteln. Nach AbschiuB der Hybridisierung wurde der Filter zweimal 8 min in
Waschldsung 1 (2 x 88C, 0.1 % SDS) bei RT und zweimal jeweils 15 min in Waschlosung

2 (0.2 x SSC; 0.1 % SDS) bei 680C gebadet, AnschlieBend konnte die Membran bis zur
Detektion trocken aufbewahrt werden,
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Die Préhybridisierung und Hybridisierung bei 68°C gilt fiir homologe DNA-Sonden.
Degenerierte DNA-Oligonukleotide benitigten wegen ihrer geringeren Spezifitit eine
individuelle Pri~ und Hybridisierungstemperatur, die in verschiedenen Schritten ermitteit
werden mufite,

Detektion der DNA-DNA-Bybride

Der Nachweis der DNA-DNA-Hybride erfolgte mit Hilfe des "DIG DNA Labeling and
Detection Kit", wie vom Hersteller beschrieben, unter Verwendung eines DIG-Antikérper-
Alkalische-Phosphatase-Konjugats und einer enzymgekoppelten Farbreaktion. Bei einem
alkalischen pH entfernt die alkalische Phosphatase den Phosphatrest des 5-Brom-4-Chlor-3-
Indolylphosphats (X-Phosphat) und gleichzeitig wird Nitroblau-Tetrazoliumsalz (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
1 min in Puffer I (100 mM Tris/ HC], pH 7.6; 150 mM NaCl) gewaschen und anschlieBend
30 min bei RT in Puffer II (0.5% Blocking-Reagenz in Puffer I) inkubiert. Das Filter wurde
wiederum kurz in Puffer I gebadet und dann 30 min bei RT mit einer Antikorper-
Konjugat-Losung (150 mU Anti-DIG-Alkalische-Phosphatase-Konjugat in 25 ml Puffer I )
inkubiert. Ungebundene Antikérper wurden durch zweimaliges Waschen mit Puffer I
entfernt. AnschlieBend wurde die Membran 2 min in Puffer IIT (100 mM Tris/HCI, pH 9.5,
100 mM NaCl, 50 mM MgCl,) dquilibriert und danach zusammen mit 10 ml einer frisch
angesetzten Firbelosung (45 pl NBT, 35 pul X-Phosphat in 10 mi Puffer III) in eine
Plastikfolie eingeschweiit und unter Lichtausschlufl inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Waschen in TE-Puffer, pH 8.0, gestoppt. Diese Detektionsmethode beruht auf einer
direkten Firbung auf dem Filter. Dariiber hinaus kann die DIG-Markierung auch durch
Chemilumineszenz detektiert werden. Der Nachweis beruht auf einer Lichtemission, die
durch die Umsetzung des Chemilumineszenzsubstrates AMPPD durch alkalische
Phosphatase hervorgerufen wird. Nach der Hybridisterung wird die Nylonmembran kurz in
einem Maleinsdurepuffer (100 mM Maleinsdure; 150 mM NaCl; pH 7.5) plus 0.3 %
Tween 20 gewaschen und anschiieBend 30 min in 1 % Blocking-Reagenz in
Maleinsdurepuffer bei RT inkubiert. Anti-DIG-AP-Konjugat wurde auf 75 mU/ ml in dem
Maleinsaurepuffer verdiinnt und fiir weitere 30 min mit der Membran inkubiert. Das tiber-
schiissige Konjugat wurde mit 0.3 % Tween 20 in Maleinsaurepuffer entfernt. Die Chemilu-
mineszenz-Reaktion erfolgte 5 min mit einer AMPPD-Losung (AMPPD-Stammldsung [10
mg/ ml] 1:100 verdiinnt in 100 mM Tns/ HCl; 100 mM NaCl; 50 mM MgCly; pH 9.5) in
Dunkelheit. Die Membran wurde in eine durchsichtige Folie eingeschwei3t, fiir 12 min bei
370C inkubiert und zum Nachweis auf einem Roéntgenfilm exponiert. Die Expositionsdauer
reichte von 10 bis 120 min (je nach Intensitit der Signale).
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8. Priiparation und Analyse von RNA

8.1. Isolierung von RNA aus C. glutamicum

Die zur RNA-Isolierung benotigten GefiBe und Lésungen wurden zur Inaktivierung
von RNasen zweimal autoklaviert. Zur Isolierung von RNA aus C. glutamicum wurden die
Zellen bei 300C in 2 x TY-Komplexmedium bis zu einer ODggo von maximal 4 geziichtet,
10 min in Eiswasser inkubiert und anschlieBend 5 min bei 4000 rpm und 4CC zentrifugiert.
Die Bakterien wurden in 10 ml eiskaltem Waschpuffer (50 mM Tris-HCI, pH 6.6, 50 mM
NaCl) resuspendiert und emneut 5 min bei 4000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Nach Resus-
pension in 5 ml 680C heiBem AufschluBpuffer (10 mM Na-Acetat, pH 5.0; 1 % SDS)
wurden 5 ml 68°C heiBes, wassergesittigtes, saures Phenol dazugegeben. Der Ansatz
wurde 10 min unter gelegentlichem Schiitteln bei 68°C inkubiert, anschlieBend 10 min bei
5000 rpm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues FalcongefdB tiberfiihrt.
Die Phenolextraktion wurde insgesamt dreimal wiederholt. Zur Fillung der RNA wurde
nach der letzten Phenol-Behandlung der waBrige Uberstand mit 0.1 Vol. Na-Acetatpuffer
(3.0 M, pH 5.2; eisgekithlt) sowie 2.5 Vol. absolutem Athanol (-20°C) versetzt und 2 h bei
-200C inkubiert. Nach 10miniitiger Zentrifugation bei 4°C und 5000 rpm wurde das
Prizipitat mit 5 ml 70 % igem Athanol (-200C) gewaschen, emneut 10 min bei 4°C mit
5000 rpm zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes 5 min unter Vakuum
getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 50 pl A. dest., dem 2 pl RNasin (80 U)
zugesetzt worden waren, resuspendiert.

8.2, Northern-Blot-Analyse

Um RNA durch Northern-Hybridisierung analysieren zu kénnen, wurde diese zunichst
unter denaturierenden Bedingungen nach einer Methode von Alwine ef al, (1977) auf einem
Agarosegel aufgetrennt und dann auf ein Filter tibertragen. Mit Hilfe eines *DIG RNA.
Labeling Kits" wurden DIG-markierte RNA-Sonden hergestellt und gegen die auf dem
Filter immobilisierte RNA hybridisiert. Durch die Alkalische-Phosphatase-Reaktion wurden

die RNA-RNA-Hybridisierungsbanden in einer Farbreaktion sichtbar gemacht oder durch
Chemilumineszenz detektiert,

Auftrennung der RNA und Ubertragung auf eine Membran
Die RNA wurde in einem Formaldehyd-enthaltenden 0.8 %igen Agarosegel aufgetrennt.
Dazu wurden 20 ml 5 x RNA-Puffer (0.2 M MOPS; 50 mM Na-Acetat; 10 mM EDTA)

mit 63 ml A. dest. und 0.8 g Agarose gemischt, aufgekocht und nach Abkithlen auf 500C

der Losung 17 ml deionisierter Formaldehyd (Sambrook et al., 1989) zugesetzt, Als
Laufpuffer diente 1 x RNA-Puffer.
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Der RNA-Ladepuffer setzte sich aus 75 pl Formamid, 30 pl Formaldehyd, 30 pl 5 x
RNA-Puffer, 15 pl 10 x Blaumarker (0.25 % Bromphenolblau, 0.25 % Xylencyanol, 30 %
Glyzerin) und 1 p! Ethidiumbromid (10 pg/ ml) zusammen, 1 bis 4 pl RNA-Lsung wur-
den mit 10 pl RNA-Ladepuffer aufs Gel aufgetragen. Die gelelektrophoretisch aufgetrennte
RNA wurde vakuumunterstiitzt nach einer Methode von Gross ef al. (1988) auf eine Nylon-
membran Ubertragen. Dazu wurde das Gel jeweils 10 min mit A. dest., Denaturierungs-
16sung (50 mM NaOH, 10 mM NaCl) und Neutralisierungslésung (100 mM Tris/ HC],
pH 7.4) bedeckt. Anschlieend wurde das Gel mit Transferlésung (0.3 M Na-Citrat,
pH 7.0; 3.0 M NaCl) uberschichtet und die RNA 60 min auf die Membran tibertragen.
Die Nylonmembran wurde zwischen Whatman-Papier getrocknet, die transferierte
RNA 3 min mit UV (366 nm) fixiert und das Filter 1 bis 2 h bei 80°C inkubiert,

Herstellung einer DIG-markierten RNA-Sonde

Zur Herstellung der DIG-markierten /pd-"antisense"-RNA-Sonde wurde ein 1.1kb-Scal/
Sacl- Fragment des Ipd-Gens in den mit Smal/ Sacl geschnittenen Vektor pGEM4ZTM
ligiert und das resultierende Plasmid mit BamHl linearisiert. Die Markierung der Sonde
erfolgte mit dem "DIG RNA Labeling and Detection Kit" (Boehringer Mannheim). Jeder
Markierungsansatz enthielt in einem Volumen von 20 pl 1 pg linearisierte DNA, 0.5 pl (ca.
20 U) RNase-Inhibitor, 6 pl ATP-, CTP-, GTP-Gemisch (1:1:1), 2 pl UTP-, DIG-11-UTP-
Gemisch (1:1), 2 ul 10 x Transkriptionspuffer, 3 ul A. dest. und 2 pl SP6-RNA-
Polymerase. Der Ansatz wurde 2 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend wurde die DNA
durch Zugabe von 2 pl DNase RQI (2 U) und 15-miniitiger Inkubation bei 37°C
entfernt. Die RNA des Ansatzes wurde durch zweimalige Phenolextraktion gereinigt, mit
Athanol gefillt, in 40 pl A. dest. aufgenommen und bis zur Verwendung bei -20°0C gelagert.

Hybridisierung der RNA gegen eine spezifische RNA-Sonde und Nachweis der
Hybridisierungsbanden

Zur Hybridisierung wurde die Nylonmembran mindestens 8 h bei 46°C in 80 ml Prahybridi-
sierungslésung (1 x SSC; 50 % (v/v) Formamid; 0.1 % (w/v) Natriumlaurylsarcosin,
0.02 % (w/v) SDS; 5 % Blocking-Reagenz) inkubiert (Sambrook ef al., 1989). Anschlie-
Bend wurde die Prihybridisierungstosung gegen 7 ml Hybridisierungslosung (Prahybridi-
sierungslosung mit frisch denaturierter RNA-Sonde) ausgetauscht und der Ansatz iber
Nacht bet 46°C inkubiert. Die Detektion der RNA-Banden erfolgte entweder durch Anfir-
bung auf dem Filter oder mit Hilfe der Chemilumineszenz-Methode. Beide Verfahren
wurden unter "Southern-Blot-Hybridisierung" beschrieben.
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8.3, Transkriptionsstartbestimmung

Die Bestimmung des Transkriptionsstartes wurde nach zwei verschiedenen Methoden
vorgenommen: Mit der Primer-Extension-Methode (Melton ef al,, 1984) und mit der
RNase-Protection-Methode (Sambrook ef al., 1989)

Primer-Extension-Methode

Bei der Primer-Extension-Methode wurde ein zur zu untersuchenden RNA. komplementirer
DNA-Primer gegen spezifische mRNA hybridisiert und durch AMV Reverse Transkriptase
an der RNA als Template unter Zusatz von [a-33S]dATP und Desoxynukleotiden bis zum
Anfang des Transkripts verlangert. Nach Hitzedenaturierung wurden die Extensionspro-
dukte auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und autoradiographisch
detektiert. Gleichzeitig wurde eine dem Bereich des Transkriptionsstartes entsprechende
DNA-Sequenzreaktion mitaufgetrennt. Eine RNA-Losung, die 50-70 pg Gesamt-RNA
enthielt, wurde im Evaporator zur Trockenheit eingeengt, in 100 pl Hybridisierungs-
puffer (40 mM PIPES, pH 6.4; 1 mM EDTA, pH 8.0, 400 mM NaCl; 80 % (v/v)
Formamid) geldst, der DNA-Primer (ungefihr 20 pmole) hinzugegeben, 10 min hitzedena-
turiert (siedendes Wasserbad) und 8 bis 12 h bei 42°C inkubiert. Dazu wurden 700 pl
-200C kaltes Athanol pipettiert. Der Ansatz wurde 1 h auf Eis inkubiert und 15 min bei
40C und 12000 rpm zentrifugiert. Der Niederschlag wurde gewaschen, und es wurde erneut
bei 4°C und 12000 rpm zentrifugiert. Das erhaltene Peliet wurde im Evaporator getrock-
net und in 19 pl AMV-Reverse-Transkriptase-Puffer gelost. Dazu wurden 1 pul Actinomy-
cin D (5 mg/ ml abs. Athanol), 2 ul radioaktiv markiertes JATP, 1 ul AMV Reverse
Transkriptase pipettiert und 2 h bei 429C inkubiert. Der AMV-Reverse-Transkrip-
tase-Puffer enthielt je 500 pM dCTP, dGTP und dTTP sowie 20 uM dATP. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 1 ul 0.5 M EDTA, pH 8, beendet. AnschlieBend wurde mit
2 pl RNase A (10 mg/ ml) 30 min bei 37°C inkubiert. Dazu wurden 150 1l TE-Puffer,
pH 7.6, der 1 M NaCl enthielt, pipettiert und mit 500 ul -209C kaltem Athanol 1 h bei
00C eine Athanolfillung durchgefiihrt. AnschlieBend wurde bei RT und 12000 pm
zentrifugiert, der Niederschlag gewaschen, im Evaporator getrocknet und in 3 pl TE-Puffer,
PH 7.4, geldst. Dazu wurden 3 pl Formamid-Ladepuffer (80 % Formamid (v/v); 10 mM
EDTA, pH 8.0; 1 mg/ ml Xylencyanol FF; 1 mg/ ml Bromphenolblau) pipettiert und bei

950C S min denaturiert, Nach kurzer Eiskithlung wurden 1.5 p! davon gelelektrophoretisch
bei 2500 V aufgetrennt,
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RNase-Protection-Methode

In vivo isolierte mRNA wurde mit einer markierten "antisense" mRNA-Sonde, die
den 5'-Bereich des zu untersuchenden Gens abdeckte, hybridisiert. Dabei entstanden sowohl
zum 5-Ende als auch zum 3-Ende RNA-Einzelstringe, die durch gezielte RNase-Behand-
lung abgebaut wurden. Bei dieser RNase-Behandlung wurden nur die RNA-Einzel-
strange abgebaut, wihrend das RNA-RNA-Hybrid vor diesem Abbau geschiitzt bleibt. Die
Grofenbestimmung des hybridisierenden RNA-Bereiches erfolgte nach denaturierender
Gelelektrophorese im Vergleich mit markierten RNA-GroBenstandards.

Herstellung einer radioaktiv markierten RNA-Sonde und der RNA-Grifienstandards
Die Herstellung der RNA-Sonde bzw. der RNA-GréBenstandards erfolgte durch in vitro-
Transkription von DNA-Matrizen, die in dem Transkriptionsvektor pGEM4ZTM Kloniert
worden waren. Die Herstellung der markierten RNA-Sonde erfolgte mit dem "SP6/T7
Transcription Kit". Der Markierungsansatz enthielt 1 pg linearisierte Plasmid-DNA, 3 ul
Nukleotid-Mix (ATP:GTP:UTP im Verhiltnis 1:1:1), 50 uCi [a-33S]CTP, 1/ 10 Vol.
Transkriptionspuffer, 20 URNasin und 1 U SP6-bzw. T7-RNA-Polymerase. Der Ansatz
wurde mit HyO auf 20 pl aufgefiillt. Er wurde 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieend
die DNA-Matrize durch Zugabe von 1 U DNase RQ1 und 10 miniitiger Inkubation bei
379C entfernt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1/ 10 Vol. 0.2 M EDTA, pH 8.0,
gestoppt. Die markierte RNA wurde durch Phenol-Chloroform-Extraktion aufgereinigt und
mit Athanol gefillt. Die getrocknete RNA wurde in 100 pl Hybridisierungspuffer (40 mM
PIPES, pH 6.4; 1 mM EDTA, pH 8.0; 400 mM NaCl; 80% (v/v) Formamid) resuspendiert
und bei -209C gelagert. Die markierten RNA-Gréfenstandards wurden nach demselben
Prinzip hergestellt. Dafur wurde der Transkriptionsvektor ohne Insert verwendet.

Durchfiihrung der RNase-Protection-Methode

Die RNase-Protection-Methode wurde nach einem modifizierten Verfahren nach Sambrook
et al., (1989) durchgefilhrt. 100 pg isolierte, frisch hitzedenaturierte (10 min siedendes
Wasserbad) Gesamt-RNA wurde in 15 pl Hybridisierungspuffer, der die mit [a-33S]CTP-
markierte RNA-Sonde enthielt, 12 h bei 42°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Hybridi-
sterungsansatz auf RT abgekithlt und 300 pl eines RNase-Mixes (300 mM NaCl; 10 mM
Tris-HCI; pH 7.4; 5 mM EDTA, pH 8.0; 2 pg/ mi RNase T1; 40 pg/ ml RNaseA) hinzuge-
fiigt. Bei der anschlieBenden 60 miniitigen Inkubation bei 30°C bauen diese RNasen gezielt
einzelstringige Ribonukleinsiuren ab. Dann wurde zur Inaktivierung der Ribonukleasen
10 pl Proteinase K (10 mg/ ml) dem Ansatz hinzugefligt und 30 min bei 379C inkubiert.
Enzyme und Abbauprodukte wurden durch Phenol-Chloroform-Extraktion entfernt, 100 pg
E. coli-tRNA hinzugefiigt und die RNA-RNA-Hybride durch Athano! ausgefillt.
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Die getrockneten Proben wurden in 5 pl Formamid-Farbmarker (80% (v/v) Formamid;
10 mM EDTA, pH 8.0; 1 mg/ ml Xylencyanol FF; 1 mg/ ml Bromphenolblau) resuspen-
diert, Nach Hitzedenaturierung wurden die RNA-Hybride auf einem denaturierenden
Polyacrylamidgel (6 % Acrylamid/ 7 M Harnstoff) entsprechend ihrem Molekulargewicht
bei 2500 V aufgetrennt und ihre GroBe anhand mitlaufender GroBenstandards bestimmt.,
Aufgrund der GroBe der geschiitzten RNA und eines definierten Endes der mRNA konnte
der Start des untersuchten Transkripts berechnet werden.

9. DNA-Sequenzanalyse

Die DNA-Sequenzanalyse erfolgte nach dem Kettenabbruch-Prinzip von Sanger ef al.
(1977). Zur nichtradioaktiven Sequenzierung wurden zunéichst Deletionsplasmide konstru-
jert, die anschlieflend mit fluoreszenzmarkierten Primern sequenziert wurden, Die radioakti-
ve Sequenzierung erfolgte nach einem als "Primer Walking" bezeichneten Verfahren
(Sambrook et al., 1989). Bei dieser Methode wurden anhand der Information des bereits
sequenzierten Bereiches nene Primer synthetisiert, mit denen weitersequenziert wurde.

9.1. Herstellung von Deletionsplasmiden

Deletionsplasmide wurden mit Hilfe des "Erase-a-base-Kits" erzeugt. Die Plasmid-DNA
wurde zundchst mit einem 3“-Enden erzeugenden sowie einem 5'-Enden-erzeugenden
Restriktionsenzym geschnitten und anschlieBend durch Zusatz von Athanol gefillt. Nach
Trocknung der verdauten DNA wurde diese in 50 pl Exolll-Puffer (66 mM Tris-HCI, pH 8;
7 mM MgCly) aufgenommen und mit 1.4 pl ExonukleaseIll (250 U) versetzt. Exonuklea-
se Il baut DNA an ihren 5-Gberhéngenden Enden ab, wihrend 3' iiberhéingende Enden vor
dem Abbau geschiitzt sind. Zum Stop der ExonukleaseIll-Reaktion wurden in 30s-Abstin-
den jeweils 2.5 ul Aliquots dem Ansatz entnommen, in 7.5 pl S1-Mix (60U S1
Nuklease in 40 mM K-Acetat; 0.34 M NaCl; 1.4 mM ZnSOy; 5% Glyzerin; pH 4.6)
tberfihrt und auf Eis gelagert. Um einzelstringige DNA abzubauen, wurden die Ansitze
30 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pul S1 Stop-Puffer (0.3 M
Tris; 0.05 M EDTA) beendet. Zum Auffiillen iiberhéingender Enden wurden die Ansitze

einer Behandlung mit Klenow-Polymerase unterzogen, anschlieBend ligiert und in den
E. coli-Stamm DHS transformiert.

9.2, Nichtradioaktive Sequenzierung

Die Sequenzierung der Plasmid-Deletionskonstrukte erfolgte unter Verwendung des
"AutoRead" Sequenzierungs-Kits. Zur Denaturierung der DNA wurde in einem Volumen
von 10 pl insgesamt 6 pl DNA mit 2 pl Fluoreszenz-Primer (Sequencing oder Reverse
Sequencing) und 1 ul NaOH (1 M) gemischt und 5 min bei 70°C inkubsiert,
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Zur Anlagerung des Primers wurden dem Ansatz 1 pl HCI (1 M), 2 i Anlagerungspuffer
und 3 pl Dimethylsufoxid zugesetzt und dieser 15 min bei 370C inkubiert. Zum Start der
Kettenabbruchreaktion wurden 1 pi Polymerisationspuffer und 2 pl T7- DNA-Polymerase
(3 U) zugesetzt, je 4.5 ul dieses Ansatzes mit 2.5 pl Desoxy/ Didesoxy-Mix vermischt
und der Ansatz 5 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 5 pl Stop-
Losung beendet, die Proben bei 80°C denaturiert und bis zur Verwendung auf Eis gela-
gert. Die elektrophoretische Aufirennung erfolgte mit einer A.L.F. (Automated Laser
Fluorescent) DNA-Sequenzierapparatur. Zur Herstellung des Sequenzgels wurden 16 ml
30 %iges Acrylamid/ Bisacrylamid (19:1), 33.6 g Hamstoff (Ultra Pure) und 0.5 g Ionen-
austauscher gemischt und mit A, dest. auf 70 ml aufgefiillt. Nach Losen des Harnstoffs
wurde die Losung durch ein Filter mit 0.45 pl PorengroBe (Nalgene) filtriert, anschlieBend
4.8 ml 10 x TBE (1 M Tris, 0.83 M Borsiure, 10 mM EDTA) zugesetzt und der Ansatz mit
A. dest. auf 80 m! aufgefiillt. Die Polymerisation des Gels erfolgte nach Zugabe von 70 pl
TEMED und 280 pl 10 %igem Ammoniumpersulfat.

9.3. Radioaktive Sequenzierung

Die radioaktive Sequenzierung wurde mit einem "Sequenase-Sequenzierungs-Kit" (USB)
und [0-35S]dATP (Amersham) durchgefiihrt. Zur Denaturierung der DNA wurden 2 pg
DNA. mit 40 pl Denaturierungspuffer (0.2 N NaOH) versetzt und 5 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurden 4 !l Neutralisierungspuffer (2.5 M NHy~Acetat, pH 4.6) und 100 pl
absoluter Athanol (-20°C) zugesetzt und der Ansatz bei -70°C 10 min inkubiert. Nach
10miniitiger Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C wurde das Pellet mit 1 ml 70 %igem
Ethanol (-200C) gewaschen, erneut 10 min bei 13000 rpm und 49C abzentrifugiert und
unter Vakuum getrocknet. Zur Anlagerung des Primers wurde die denaturierte DNA. mit
1 u! Primer und 2 pl Reaktionspuffer (0.2 M Tris/ HCI, pH 7.5; 0.1 M MgCly; 0.25 M
NaCl) versetzt, mit A, dest. auf 10 pl aufgefiillt und 20 min bei 37°C inkubiert. Die Reak-
tion wurde gestartet durch Zugabe von 1 pl DTT (0.1 M), 2 pl Markierungs-Mix (je 7.5
uM dGTP, dCTP, dTTP), 0.5 ul [o-35S]JdATP (5 uCi) und 2 pl Sequenase. Nach
Sminiitiger Inkubation bei RT wurden zur Kettenabbruchreaktion je 3.5 pl dem Ansatz
entnommen und in vier Gefie mit unterschiedlichen Terminationsmixen (j¢ 80 uM
dNTP, 8 pM ddNTP, 50 mM NaCl) tiberfihrt. Nach Sminiitiger Inkubation bei 379C
wurde die Reaktion durch Zugabe von 4 pl Stop-Losung (95 % Formamid; 20 mM
EDTA; 0.05 % Bromphenolblau; 0.05 % Xylencyanol FF) beendet. Die Proben wurden
3 min bei 950C denaturiert und bis zur Verwendung auf Eis gelagert. Zur gelelektropho-
retischen Aufirennung der Sequenzreaktion wurde ein Polyacrylamid-Sequenzgel nach den

Angaben von Sambrook e al. (1989) hergestellt.
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In einem Volumen von 100 ml enthielt dies 42.04 g Harnstoff, 20 ml 30 %iges Acrylamid/
Bisacrylamid (19:1), 10 m! 10 x TBE (108 g Tris, 55 g Borséure, 7.4 g EDTA), 600 ul 10
% iges Ammoniumpersulfat und 100 ul TEMED.

9.4, Herstellung von Primern zur Sequenzierung

Die Synthese von Oligonukleotiden zur DNA-Sequenzierung wurde mit einem Gene
Assembler Plus (Pharmacia) durchgefiihrt (Caruthers ef al., 1985). Nach Beendigung der
DNA-Synthese wurden die Oligonukleotide durch 16stiindige Inkubation in 1 ml 30 %iger
Ammoniakldsung bei S00C von der Sdule eluiert. Zur Reinigung der Oligonukleotide wurde
eine NAP-10 Saule (Pharmacia) mit 15 ml A. dest. von der Saule eluiert und die Menge der
gereinigten DNA photometrisch bei 260 nm bestimmt. Eine Extinktion bei 260 nm von 1
und einer Kiivettenschichtdicke von 1 cm entspricht einer einzelstrangigen DNA-Menge
von 33 pg/ ml (Sambrook et al., 1989).

10. Bestimmung von Enzymaktivitiiten

10.1. Herstellung von Rohextrakten und Proteinbestimmung

70 ml einer C. glutamicum-Kultur wurden in der exponentiellen Wachstumsphase (Kom-
plexmedium: ODggo = 3; Minimalmedium ODgqq = 15) geerntet (10 min, 4000 rpm, 49C).
Zur Bestimmung der spezifischen Enzymaktivititen der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase , der
Pyruvat-Dehydrogenase und der Dihydroliponamid-Dehydrogenase im Rohextrakt dieser:
Zellen wurde das Zellpellet zweimal in eiskaltem TES-Waschpuffer (0.1 M TES-NaOH,
pH 7.2; 10 mM MgCl, x 6 H,0; 3 mM L-Cystein) gewaschen. AnschiieBend wurden die
Zellen in 1 ml TES-Aufhahmepuffer (0.1 M TES-NaOH, pH 7.2; 10 mM MgCl, x 6 H,0;
3 mM L-Cystein; 30 % (v/v) Glyzerin) resuspendiert, Zur Bestimmung der Galaktosid-Ace-
tyltransferase wurden die Zellen in 0.05 M Tris-HCl-Puffer, pH 7.8, gewaschen und das
Zellpellet darin aufgenommen. Der ZellaufschluB erfolgte in einem 2mi-Eppendorf-Reakti-
onsgefdll unter Eiskthlung durch Ultraschall (Sonifier B1S, Branson Sonic Power,
Danbury, USA). Es wurde 6 min diskontinuierlich bei einer Pulsfrequenz von 20 % und
einer Leistung von 30 W beschallt. E. coli-Zellen wurden unter den gleichen Bedingun-
gen 2 min beschallt. Nicht aufgeschlossene Zellen und Zelltriimmer wurden durch Zentri-
fugation (45 min, 13000 rpm, 4°C ) sedimentiert. Der zellfreie Extrakt wurde fiir die
entsprechenden Enzymtests eingesetzt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration im Roh-

extrakt erfolgte nach der Biuret-Methode (Gornall ef al,, 1949) mit Rinderserumalbumin
als Standard.
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10.2. Aktivititsmessung der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase und der Pyruvat-
Dehydrogenase

Die 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase (2-OGDH) katalysiert die oxidative Decarboxylierung
von 2-Oxoglutarat unter Bildung von NADH+H* und Succinyl-CoA. Die Pyruvat-
Dehydrogenase (PDH) katalysiert die entsprechende Reaktion , in der NADH+H* und
Acetyl-CoA gebildet werden. Zur Bestimmung der spezifischen 2-OGDH- bzw. PDH-
Aktivitit wurde eine Methode nach Guest und Creaghan (1972) verwendet. Der Testansatz
enthielt 100 mM TES-NaOH, pH 7.2; 0.9 mM ThDP; 1.5 mM 2-Oxoglutarat; 3 mM
L-Cystein; 10 mM MgCl, x 6 HyO; 2 mM NAD* und 25-50 pl Zellextrakt. Fir die
PDH-Messung waren anstelle des 2-Oxoglutarates 3 mM Pyruvat in diesem Ansatz enthal-
ten. Das Gesamtvolumen betrug 1 ml. Die jeweilige Reaktion wurde durch Zugabe von
10 pl einer 20 mM CoA-Lésung gestartet und die Zunahme der Extinktion bei 340 nm
{iber einen Zeitraum von 2 min bei 30°C verfolgt.

10.3. Aktivititsmessung der Dihydroliponamid-Dehydrogenase

Die Dihydroliponamid-Dehydrogenase (E3) katalysiert im jeweiligen Enzymkomplex die
Oxidation des Dihydroliponamids, d.h. des Acyltransferase-Cofaktors unter Bildung von
NADH+H*, Zur Bestimmung der E3-Enzymaktivitit wurde eine modifizierte Methode nach
van den Broek (1971) angewandt. Der Testansatz enthielt 100 mM TES-NaOH, pH 7.8,
2 mM NAD" und Zellextrakt in einem Volumen von 1 ml. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 25 pl einer Dihydroliponamid-Losung (25 mg/ ml Athanol, abs.) gestartet und
die Extinktionszunahme bei 340 nm und 30°C verfolgt. Das Dihydroliponamid wurde nach
einer von Jeyaseelan er al. (1980) beschriebenen Methode synthetisiert und dankenswerter-
weise von Frau Dr. S. Bringer-Meyer zur Verfiigung gestellt.

10.4. Aktivitiitsmessung der Galaktosid-Acetyltransferase

Die Galaktosid-Acetyltransferase katalysiert die Ubertragung des Acetyl-Restes von Acetyl-
CoA auf Galaktoside bzw. auf Thiogalaktoside. Die Bestimmung der spezifischen Enzym-
aktivitat erfolgte nach einer von Alpers ef al. (1964) beschriebenen Methode, die auf einer
photometrischen Bestimmung von Thionitrobenzoesiure bei 412 nm und 309C beruht. Der
Testansatz enthielt 0.05 M Tris-HCI, pH 7.8; 1 mM DTNB; 2 mM EDTA; 50 mM IPTG
und Zellextrakt. Gestartet wurde der Test durch Zugabe von 10 pl einer 10 mM Acetyl-

CoA-Losung. Das Gesamt-Testvolumen betrug 1 ml.
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11. Reinigung und Charakterisierung der Dihydroliponamid-Dehydrogenase

Reinigung

Zur Reinigung der Dihydroliponamid-Dehydrogenase (E3) aus C. glutamicum wurden
100 ml einer auf 2 x TY gewachsenen Kultur verwendet. Die Zellen wurden zweimal in
20 ml 50 mM Tris-HCl-Puffer, pH 7.0, gewaschen und in 1 m! des gleichen Puffers nach
Zugabe von 5 U/ ml DNase, 15 pg/ ml RNase und 100 M Phenylmethylsulfonyl-Fluorid
(PMSF) resuspendiert. Der ZeliaufschluB und das Entfernen der Zelltrimmer erfolgte wie
unter "Herstellung von Zellextrakten" beschrieben. Alle Aufreinigungsschritte (Ultrazentri-
fugation, FPLC) wurden bei 4°C durchgefithrt. Die Zellextrakte wurden mit 50 mM Tris-
HC, pH 7.0, auf 5 m! verdiinnt. Nach 2 h Ultrazentrifugation bei 183 000 x g wurde der
Uberstand auf einer FPLC Anlage (Pharmacia) mit einer HR5/ 5 MonoQ-Anionenaustaus-
chersiule chromatographiert. Wiahrend der chromatographischen Aufreinigung wurde die

Dihydroliponamid-Dehydrogenase mit einem 0.1-0.4 M NaCl-Gradienten in 50 mM Tris-
HCI-Puffer, pH 7.0 eluiert.

Bestimmung des Molekulargewichts der Dihydroliponamid-Dehydrogenase

Zur Bestimmung des Molekulargewichts der Dihydroliponamid-Dehydrogenase wurde eine
Elektrophorese unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt (Laemmli, 1970).
Es wurde dazu eine Sturdier SE 400 Apparatur (Hoefer, San Francisco, USA) mit 14cm x
16cm x 1.5mm-Gelen verwendet. Das Trenngel besaB ein  Volumen von ungefdhr 27 ml
und bestand aus 11.3 ml 30 % igem Acrylamid/ Bisacrylamid (36.5:1), 5.4 ml Glyzerin
(45 %), 6,75 m! Tris-HCI (1.5 M; pH 8.8), 3.1 ml A.dest., 0.27 ml SDS (10 %) 0.13 ml
Ammoniumpersulfat (10 %) und 13 pl TEMED. Die Gele wurden bei 8 mA 14 h laufenge-
lassen. Als Molekulargewichtsstandard diente der SDS-7B: Prestained Proteinmarker
(Sigma). Zur Bandenfixierung wurden die Gele 30 min in 10 %igem Methanol inkubiert.
Die Anfirbung der Proteinbanden erfolgte tiber einen Zeitraum von 20 min mittels einer
Serva-Blue Farbelosung (0.05 % (wv) Serva-Blue, 10 % Methanol). Zum Entfernen unspe-
zifischer Farbung wurde das Gel 2 h in 10 %iger Essigsiure inkubiert.

N-Terminus-Sequenzierung der Dikydroliponamid-Dehydrogenase

Zur Bestimmung des N-Terminus der gereinigten Dihydroliponamid-Dehydrogenase wurde
diese durch SDS-PAGE aufgetrennt und mit dem “"Multiphor II Electrophoresis
System" (Pharmacia LKB Biotechnology) auf eine Polyvinyliden-Difluorid-Membran
(Millipore) tibertragen. Das Protein wurde anschlieBend in einer Applied Biosystems 477A
Sequenzier-Apparatur mit on-line HPL.C (Modell 120) sequenziert, Dieser Vorgang wurde

zwar durchlaufen, da aber die aufgereinigte Fraktion so homogen war, wurde sie nach dem
FPLC-Lauf direkt zur Sequenzierung eingesetzt.



29

HI. ERGEBNISSE

1. Nachweis der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase aus C. glutamicum

Die 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase (2-OGDH) katalysiert in Gegenwart von CoA und
NAD™ die oxidative Decarboxylierung von 2-Oxoglutarat unter Bildung von Succinyl-CoA,
CO, und NADH+H*. Zur enzymatischen Bestimmung der 2-OGDH wurden Zellen von
C. glutamicum ATCC13032 (Wildtyp) zunichst auf Komplexmedium geziichtet, in der
exponentiellen Wachstumsphase geerntet und die spezifische 2-OGDH-Aktivitit im
Rohextrakt bestimmt. AuBerdem wurde die Abhingigkeit der Enzymaktivitit von den im
Testansatz enthaltenen Reaktionskomponenten untersucht. Das Ergebnis dieser Messung ist
in Tabelle 3 dargestellt. Mit den Substraten 2-Oxoglutarat, CoA und NAD* wurde eine
spezifische Enzymaktivitit von 0.150 U/ mg Protein gemessen. Fehlte jeweils eines dieser
Substrate im Testansatz wurde keine Enzymaktivitit festgestellt (< 0.003 U/ mg Protein).
Dies war auch der Fall, wenn NADP* anstelle von NAD* als Elektronenakzeptor benutzt
wurde, was zeigt, daf3 die Reaktion spezifisch fiir NAD™ ist.

Tab, 3: Spezifische Aktivitit der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase in Zellextrakten von
C. glutamicum nach Wachstum auf Komplexmedium ohne Glukose mit Untersuchung der
Abhingigkeit von den Reaktionskomponenten im Testansatz.

Reaktionsansatz Spezifische Aktivitit Relative Aktivitit (%)
(U/ mg Protein)
Vollstindig 0.150 100
- 2-Oxoglutarat < 0.003 < 2
- CoA <0.003 <2
- NAD* < 0,003 <2
+ NADP* - NAD* < 0.003 <2
- ThDP 0.084 56
- MgCl, 0.025 17
- L-Cystein 0.036 24

+ DTT - L-Cystein 0.106 71
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Weiterhin wurden ohne Mg2+ und ohne ThDP deutlich niedrigere Enzymaktivitaten (0.025
und 0.084 U/ mg Protein) gemessen als im vollstindigen Ansatz. Das giit auch fur das
Reduktionsmittel L-Cystein, ohne das die spezifische 2-OGDH-Aktivitat nur 0.036 U/ mg
Protein betrug, L-Cystein stellte sich im Vergleich zu DTT als wirksamer heraus, mit dem
0.106 U/ mg Protein gemessen wurden.

Neben der 2-OGDH gibt es noch weitere Enzyme, die oxidative Decarboxylierungen
katalysieren, nimlich die Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) und die Verzweigtkettige-
Aminosiure-Dehydrogenase (VADH). Die Aktivititen beider Enzymkomplexe wurden in
coryneformen Bakterien bislang nicht gemessen. Um auszuschlieBen, dal3 die gemessene
2-OGDH-Aktivitit eine Seitenaktivitit der PDH oder der VADH ist, wurden mit Zellex-
trakten von C. glutamicum vergleichende Enzymtests durchgefiihrt, in denen statt 2-Oxo-~
glutarat die 2-Oxo-Verbindungen Pyruvat, 2-Oxoleucin (4-Methyl 2-Oxopentanoat),
2-Oxoisoleucin (3-Methyl 2-Oxopentanoat) oder 2-Oxovalin (3-Methyl 2-Oxobutyrat)
verwendet wurden. Pyruvat ist das Substrat der PDH; 2-Oxoleucin, 2-Oxoisoleucin und 2-
Oxovalin sind die Substrate der VADH. Das Ergebnis in Tabelle 4 zeigt, dafl mit Pyruvat
eine spezifische Enzymaktivitit von 0.110-0.120 U/ mg Protein gemessen wurde. Wurden
2-Oxoglutarat und Pyruvat gleichzeitig im Enzymtest verwendet, betrug die spezifische
Aktivitit 0.210-0.230 U/ mg Protein und entsprach damit fast der Summe der Einzelak-
tivititen der 2-OGDH und der PDH.

Tab. 4: Spezifische Enzymaktivititen der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase, der Pyruvat-De-
hydrogenase und der Verzweigtkettigen-Aminoséure-Dehydrogenase in Zellextrakten von
C. glutamicum nach Wachstum auf Komplexmedium ohne Glukose.

Substrat Spezifische Aktivitat (U/ mg Protein)
2-Oxoglutarat ) 0.140 - 0.160

Pyruvat b) 0.110 - 0.120
2-Oxoglutarat 3) + Pyruvat b) 0.210 - 0.230
2-Oxoleucin ©) < 0.003
2-Oxoisoleucin <) <0.003

2-Oxovalin ©) < 0,003

a) 1.5mM Endkonzentration im Test
b) 3mM Endkonzentration im Test
¢) 1,2, 5 oder 10mM Endkonzentration im Test



31

Daraus kann gefolgert werden, daB die oxidativen Decarboxylierungen von 2-Oxoglutarat
und von Pyruvat in C. glutamicum mit zwei verschiedenen Enzymkomplexen katalysiert
werden. Mit den 2-Oxo-Verbindungen der verzweigtkettigen Aminosduren konnte keine
Aktivitat gemessen werden (< 0.003 U/ mg Protein), sodaB eine Seitenreaktion der VADEH
auszuschlieBen ist

1.1. Biochemische Charakterisierung der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase in Zellextrak-
ten von C glutamicum.

Kinetische Untersuchungen

Zur Bestimmung des pH-Optimums der 2-OGDH wurden verschiedene Testansitze mit
0.IM TES-NaOH-Puffer unterschiedlicher pH-Werte zwischen pH 6.8 und pH 8.2
verwendet und die spezifische 2-OGDH-Aktivitat im Rohextrakt von C. glutamicum
bestimmt. Dabei zeigte die 2-OGDH ein pH-Optimum iiber einen pH-Bereich von 7.1-7.6.
Die weiteren Enzymmessungen wurden daraufhin bei pH 7.2 durchgefiihrt. AnschlieBend
wurden die Kg-Werte fiir die Substrate 2-Oxoglutarat, CoA und NAD* bestimmt. Dazu
wurde die Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von je einem Substrat ermittelt,
dessen Konzentration im Testansatz variierte, wihrend die Konzentrationen der beiden
anderen Substrate im Sattigungsbereich lagen und konstant gehalten wurden. Die Kg-Werte
konnten aus einem Eadie-Hofstee-Diagramm mit dem Programm "Enzfit" ermittelt werden.
Es zeigte sich, daB die 2-OGDH aus C. glutamicum eine hohe Affinitit zu CoA
Kg: 6.5 uM) besitzt, wihrend die Affinitit zu 2-Oxoglutarat (Kg: 131 pM) und NAD*
(Kg: 290 uM) deutlich geringer ist.

Untersuchungen zur Regulation auf enzymatischer Ebene

Um Aussagen beziiglich der Regulation der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase aus C. glufami-
cum zu treffen, wurde die Aktivitit des Komplexes in Zellextrakten von durch Effektorstu-
dien charakterisiert (Tabelle 5). Es konnte gezeigt werden, dafl von den Intermediaten des
Zentralstoffechsels Oxalacetat, Phosphoenolpyruvat, Acetyl-CoA und Citrat die 2-OGDH
nur wenig in ihrer Aktivitit hemmten. DL-Isocitrat, das direkte Vorldufermolekiil des
2-Oxoglutarates fiihrte bei einer Konzentration von 10 mM zu einer 54 %igen Hemmung,
Glyoxylat hemmte bereits bei 1 mM um 25%, bei 10 mM um fast 90%. Das konnte
erwartet werden, da Glyoxylat bei Thiamin-abhéingigen Reaktionen den Cofaktor ThDP
blockiert und eine Katalyse verhindert wird (Uhlemann und Schellenberger, 1975). Die
Nukleotide ATP und ADP zeigten in einer Konzentration von 10 mM einen geringen
Hemmeffekt (um 13 %). 10 mM AMP hemmten die 2-OGDH deutlich (um 35 %).
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Tab. 5: EinfluB von Intermediaten des Zentralstoffwechsels, Nukleosidphosphaten, den
Endprodukten der Reaktion und verschiedenen Elektrolyten auf die Aktivitat der 2-Oxo-
glutarat-Dehydrogenase in Zellextrakten von C, glutamicum.

Effektor Konzentration (mM) Spez. Aktivitit Rel. Aktivitit (%)
(U/ mg Protein)
Ohne 0 0.150 100
Oxalacetat 1 0.125 83
10 0.113 75
Phosphoenolpyruvat 0.1 0.140 93
1 0.129 86
Acetyl-CoA 1 0.126 34
Citrat 1 0.158 105
10 0.140 93
DL-Isocitrat 1 0.135 a0
10 0.069 46
Glyoxylat 1 0.113 75
10 0.020 13
ATP 1 0.150 100
10 0.131 87
ADP . (l) 0,158 105
0.131 87
AMP 1 0.150 100
10 0.008 635
Succinyl-CoA 0.1 0.143 95
I 0,071 47
NADH 0.1 0.089 59
MgCly 10 0.150 100
gg 0.120 80
<0.003
MnCly (statt MgCly) 10 0.113 n‘.%
100 <

NaCl 10 g?gg 111336
50 0.099 66
KNO3 50 0.033 22
KCl , ég 0.132 88
K-Glutamat 100 8(1}39; 32
VK6 200 0.120 80
~Glutamat 50/50 0.075 50
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Die Verwendung der 2-OGDH-Reaktionsendprodukte als Effektoren ergab, dal3 bereits
0.1 mM NADH eine tiber 40 %ige Hemmung und 1 mM Succinyl-CoA. eine 53 Yoige
Hemmung bewirkten. Das deutet darauf hin, daB die 2-OGDH durch Endprodukthemmung
reguliert wird.

Die katalytische Aktivitit der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase war abhingig von Mg2*-
Ionen, die im Testansatz als MgCl, in 10 mM Konzentration enthalten waren. Bei der
Etablierung des 2-OGDH-Tests fiel auf, daB die Aktivitit des Komplexes durch 30 mM
MgCl, um 20 % gehemmt wurde und bei 50 mM nicht mehr nachweisbar war. Dieser
Effekt wurde auch festgestellt, wenn statt MgCl, ein anderes zweiwertiges Salz, MnCl,, fiir
den Enzymtest verwendet wurde. MnCl, konnte in niedriger Konzentration (bis 10 mM)
das MgCl, ersetzen (es wurden ungefihr 75 % der maximalen Aktivitit festgestelit), aber
bei 100 mM MnCl, konnte ebenfalls keine Aktivitdt mehr nachgewiesen werden. Danach
wurden die einwertigen Salze NaCl, KNO; und KCl zusitzlich zum MgCl, im Enzymtest
eingesetzt. Auch hier konnte eine Hemmung der 2-OGDH-Aktivitit beobachtet werden:
Mit 50 mM NaCl um 33 %, mit 50 mM KNO3; um 78 % und mit 100 mM KCl um 87 %.
Der Hemmeffekt wurde demnach mit unterschiedlichen Elektrolyten erzielt, unabhingig
davon, ob sie einwertig oder zweiwertig waren und unabhingig von bestimmten Anionen
oder Kationen, Das konnte so nicht erwartet werden, weil C. glutamicum dafirr bekannt ist,
Glutamat zellintern bis zu 200 mM zu akkumulieren (Hoischen und Krimer, 1989). Deshalb
wurde auch der EinfluB von K-Glutamat auf die 2-OGDH-Aktivitat von C. glutamicum
untersucht. Bei einer Konzentration von 100 mM wurde eine um 2 %, selbst bei 200 mM
eine nur um 20 % niedrigere Aktivitat als die Ausgangsaktivitit gemessen. Wenn aber
50 mM K-Glutamat plus 50 mM KCl zum Enzymtest gegeben wurden, war eine 50 %ige
Hemmung de 2-OGDH zu beobachten. Daraus kann gefolgert werden, daf3 kleine Anionen
die Hemmung bewirken. Zu einem &hnlichen Resultat fiihrten Untersuchungen mit
Elektrolyten, die an der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase aus 4. vinelandii durchgefuhrt
wurden (A. de Kok, personliche Mitteilung). Es kann vermutet werden, daB kleine Anionen
mit einer der drei Untereinheiten des Komplexes in Wechselwirkung treten, und so die

Katalyse drastisch behindert wird.

1.2. Einfluf der Kohlenstoffquelle auf die spezifische Aktivitit der 2-Oxoglutarat-De-

hydrogenase aus C. glutamicum

Um den Einflul der Kohlenstoffquelle (C-Quelle) auf die Aktivitat der 2-Oxoglutarat-
Dehydrogenase aus C. glutamicum zu untersuchen, wurden Zellen des Wildtypstammes auf
verschiedenen Wachstumsmedien geziichtet und die spezifische 2-OGDH-Aktivitdt im
Rohextrakt bestimmt. Das Ergebnis ist in Tabelle 6 dargestellt. Nach Wachstum auf
Komplexmedium ohne zusitzliche C-Quelle betrug die spezifische 2-OGDH-Aktivitat

0.140-0.160 U/ mg Protein.
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Tab. 6: Spezifische Aktivitaten der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase im Rohextrakt von
C. glutamicum nach Wachstum auf verschiedenen Medien.

Medium Spezifische Aktivitét
(U/ mg Protein)
Komplexmedium 0.140-0.160
Komplexmedium + 2% Glukose 0.120-0.140
Komplexmedium + 2% Glutamat 0.120-0.140
Minimalmedium + 4% Glukose 0.040-0.060
Minimalmedium + 4% Glukose + 50 mM 2-Oxogl. 0.040-0.060
Minimalmedium -+ 4% Glukose +100 mM 2-Oxogl. 0.040-0.060
Minimalmedium + 4% Glukose (1 pug Biotin/ I) 0.020-0.025
Minimalmedium + 2% Acetat 0.050-0.070
Minimalmedium + 2% Glutamat 0.017-0.020

Im gleichen Bereich (0.120-0.140 U/ mg Protein) lag die 2-OGDH-Aktivitit mit den zusétz-
lichen C-Quellen Glukose oder Glutamat, Auf Minimalmedium mit Glukose wurden jedoch
nur 0.040-0,060 U/ mg Protein gemessen. Die gleiche spezifische Aktivitit wurde erhalten,
wenn zusitzlich zur Glukose 50 mM bzw. 100 mM 2-Oxoglutarat im Medium enthalten
waren, Wurden C. glutamicum-Zellen auf Glukose-Minimalmedium unter Biotinlimitierung
(1 pg Biotin/ 1) geziichtet, war die 2-OGDH-Aktivitét mit 0.020-0.025 U/ mg Protein noch
einmal um 50 % geringer als auf dem vergleichbaren Medium mit BiotiniiberschuB3. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, daB die 2-OGDH unter Glutamatproduktionsbedingungen
weniger aktiv ist als unter normalen Wachstumsbedingungen; aber sie ist signifikant vorhan-
den. Mit Acetat als alleiniger C-Quelle konnten 0.050-0.070 U/ mg Protein festgestellt
werden. Diente Glutamat als C-Quelle, wurde mit 0.017-0.020 U/ mg Protein eine deutlich
niedrigere spezifische Enzymaktivitit als nach Wachstum auf Glukose- oder Acetatmedium
beobachtet. Da die spezifischen Aktivititen auf Komplexmedium mit und ohne Glutamat
fast gleich waren, ist es jedoch unwahrscheinlich, da8 Glutamat die Synthese der 2-OGDH
in C. glutamicum auf genetischer Ebene beeinflufit. Die Untersuchungen zeigen, daB die
spezifische Aktivitit der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase auf Minimalmedium um mehr als

50% geringer ist als auf Komplexmedium, Dieser Befund weist auf eine genetische Regu-
lation der beteiligten Gene hin.
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Da oxidative Decarboxylierungen Thiamin- und Liponséure-abhingig sind, wurde C. glu-
tamicum auf Glukose-Minimalmedium geziichtet, in dem zusatzlich Thiamin-HCl (034 g/ 1)
und Liponséure (0.2 g/ I) enthalten waren. Die spezifische 2-OGDH-Aktivitit betrug 0.040-
0.060 U/ mg Protein und war somit genauso hoch wie nach Wachstum auf Glukose-Mini-
malmedium, das diese Supplemente nicht enthielt. Vorausgesetzt, die beiden Zusitze gelan-
gen wihrend des Wachstums in die Zelle, deutet dieses Ergebnis ar, daB8 der Unterschied in
der spezifischen Aktivitat de 2-OGDH nach Wachstum auf Komplex- und Minimalmedium
nicht auf einer Limitierung durch Thiamin oder Liponséure beruht.

1.3. Einflufl der Kohlenstoffquelle auf die spezifische Aktivitit der Pyruvat-Dehydro-
genase aus C. glutomicum

Die spezifische Aktivitit der Pyruvat-Dehydrogenase konnte in Rohextrakten von C. glu-
famicum bereits gemessen werden .Nach Wachstum auf Komplexmedium betrug sie 0.110-
0.120 U/ mg Protein. Da die PDH und die 2-OGDH sowoh! beziiglich des Bau- wie des
Funktionsprinzips dhnlich sind, wurde auch die spezifische PDH-Aktivitat in C. glutamicum
nach Wachstum auf verschiedenen Medien gemessen. Das Ergebnis ist in Tabelle 7 darge-
stellt. Nach Wachstum auf Komplexmedium mit den zusétzlichen C-Quellen Glukose oder
Glutamat betrug die spezifische PDH-Aktivitat 0.110-0,120 oder 0.120-0.130 U/ mg
Protein und lag damit in der gleichen Grofenordnung wie nach Wachstum auf Komplex-
medium ohne zusitzliche C-Quelle. Auf Minimalmedium mit Glukose wurden 0.040-0.050
U/ mg Protein gemessen.

Tab. 7: Spezifische Aktivititen der Pyruvat-Dehydrogenase im Rohextrakt von C. glu-
tamicum nach Wachstum auf verschiedenen Medien.

Medium Spezifische Aktivitit
(U/ mg Protein)
Komplexmedium 0.110-0.120
Komplexmedium + 2% Glukose 0.090-0.110
Komplexmedium + 2% Glutamat 0.120-0.130
Minimalmedium + 4% Glukose 0.040-0.050
Minimalmedium + 4% Glukose + 100 mM Pyruvat 0.040-0.050

Minimalmedium + 2% Acetat 0.040-0.050
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Die gleiche spezifische Aktivitit wurde auch erhalten, wenn das Medium zusitzlich zur
Glukose 100 mM Pyruvat im Medium enthielt oder Acetat die alleinige C-Quelle war. Die
Untersuchungen zeigten, daB nach Wachstum auf Minimalmedium ungefihr 50% geringere
spezifische PDH-Aktivititen festgestellt wurden als nach Wachstum auf Komplexmedium.
Gleiches wurde auch fiir die 2-OGDH aus C. glutamicum beobachtet. Auflerdem sind die
spezifischen Enzymaktivititen beider Komplexe in C. glutamicum ungefibr gleich hoch.

2. Isolierung und Charakterisierung des Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydroge-
nase (E3) aus C glutamicum

Nach dem enzymatischen Nachweis der 2-OGDH wurde nun versucht, die Gene fir die drei
Untereinheiten des Komplexes zu isolieren. Das Gen suc4 kediert fiir E1, sucB fir E2 und
Ipd fiir E3 des Komplexes. Mit Hilfe von E. coli-Defektmutanten sollten die entsprechenden
C. ghitamicum-Gene durch heterologe Komplementation mit einer corynebakteriellen Cos-
midgenbank isoliert werden. Bei den verwendeten E. coli-Mutanten handelte es sich um die
Stamme JRG465 (sucA), JRGWsucl7 (sucB) und JRG301 (Jpd). Die suc4 und sucB-
Mutanten konnen auf Glukose-Minimalmedium aerob nur dann wachsen, wenn dieses mit
Succinat supplementiert wird (Herbert und Guest, 1969). Die Jpd-Mutante benbtigt zum
acroben Wachstum auf Glukose-Minimalmedium sowohl Succinat als auch Acetat, da das

Ipd-Genprodukt in E, coli Bestandteil der 2-OGDH und der PDH ist (Guest und Creaghan,
1974).

2.1. Versuche zur Isolierung der Gene, die fiir die Untereinheiten der 2-Oxoglutarat-
Dehydrogenase aus C. glutamicum kodieren

Vor der Transformation der E. coli-Mutanten mit der Cosmidgenbank von C. glutamicum
wurde der Phinotyp dieser Stamme in Wachstumstests kontrolliert. Als Minimalmedium
wurde M9-Glukose-Medium verwendet, das als Kontrollmedium die jeweiligen Supple-
mente Succinat und/ oder Acetat in 50 mM Konzentration enthielt, wihrend es als Testme-
dium nicht supplementiert wurde. Die Mutanten wurden bei 37 °C auf dem jeweiligen
Kontrollmedium und dem Testmedium inkubiert und das Wachstum iiber 72 Stunden
beobachtet. Das Ergebnis in Tabelle 8 zeigt, daB die E, coli-Mutanten erwartungsgemé
auf dem Kontrollmedium wuchsen. Allerdings wurde in allen Fallen auch auf dem nicht-
supplementierten Testmedium Wachstum festgestellt. Damit waren diese Mutanten fiir

Komplementationsversuche ungeeignet, und es muBte eine alternative Methode zur
Isolierung der Gene angewandt werden.
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Tab. 8: Plattentest mit E. coli-Mutanten mit einem Defekt in den Genen, die fiir die
Untereinheiten der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase kodieren. sued kodiert fiir die 2-Oxo-
glutarat-Decarboxylase-, sucB fir die Dihydroliponamid-Succinyltransferase- und Jpd fir
die Dihydroliponamid-Dehydrogenase-Uﬁtereinheit. Das Kontrollmedium war Glukose-
Minimaimedium, das im Fall der suc4- und sucB-Mutanten mit 50 mM Succinat supple-
mentiert war und im Fall der /pd-Mutante 50 mM Succinat und 50 mM Acetat enthielt. Das
entsprechende Testmedium war nicht supplementiert. Die Inkubation erfolgte bei 370C.
Legende: -+ = sehr gutes Wachstum, ++ = gutes Wachstum, + = Wachstum.

Wachstum auf
E. coli-Stamm Relevanter Kontrollmedium Testmedium
genetischer Marker
JRG465 such +++ -+
Wsucl7 sucB i+ ++
JRG301 Ipd + +

2.2. Identifizierung des Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. gluta-
micum durch Southern-Bybridisierung mit DNA-Oligonukleostidsonden

Neben der Moglichkeit der heterologen Komplementation kénnen Gene auch durch
Southern-Hybridisierungen mit geeigneten Gensonden detektiert werden.

In allen beschriebenen Fillen stellt das Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase
(Ipd) das distale Gen des Operons dar, das fiir die 2-OGDH (z.B. A. vinelandii) bzw. fiir die
PDH (z.B. E. coli) kodiert. Somit bestand die Hoffhung, durch die Isolierung und Analyse
des fiir das lpd-:Gen kodierenden Bereiches an die weiteren fiir den jeweiligen Komplex ko-
dierenden Gene zu gelangen. Mit DNA-Oligonukleotiden als Sonden wurde daher versucht,
zunéichst das /pd-Gen zu identifizieren und anschlieBend zu isolieren.

Um geeignete Sequenzen fiir die Ipd-Oligonukleotidsonden zu erhalten, wurden bereits
verdffentlichte Jpd-DNA-Sequenzen pro- und eukaryotischer Organismen in die ent-
sprechende Aminosiuresequenz iibersetzt und in einem computergestiitzten Vergleich auf
konservierte Bereiche untersucht. AuBer den Bereichen zur FAD(H)- bzw. NAD(D-
Bindung waren zwei weitere Bereiche konserviert: Je einer am Amino- und am Carboxy-
Terminus, die als "Cys"~ bzw. "His"-Region benannt wurden (Abbildung 4). Die beiden
Regionen liegen auf Proteinebene ungefihr 400 Aminoséuren auseinander.



38

*Cys-Region" "His-Region"
P. flu. CLNVGCIPSKALL < 40A-F S8 HP T L S
Avinn <CLNV GCIPS KALTL «<a 40A-F AHP ALS
Ecol -CL NV GCIP S KALEL<a 40A-HAHP TLH
P.put.-CLNIGCIPSKALL-ca.400AS-HAHPTLG
Hsapp CLNVGCIPSKALL < 4004 HAHPTLS
Sdom. -CL NV GCIP S KALTUL ~<a 40 a8 -HAHPTLS
Scer. -<CL NVGCIPSU KALTUL <a 4004 -HAHPTLS

Abb. 4: Aminosiuresequenzvergleich der aminoterminalen Region ("Cys-Region") und der
carboxyterminalen Region ("His-Region") von Dihydroliponamid-Dehydrogenasen aus den
Organismen P. fluorescens (Benen ef al., 1989), A. vinelandii (Westphal und de Kok,
1988), E. coli (Stephens et al., 1983), P. putida (Burns et al., 1988), Homo sapiens, Suillus
domesticans (Otulakowski und Robinson, 1987) und S. cerevisiae (Ross et al., 1988). Die
beiden Regionen liegen ungefibr 400 Aminoséiuren (AS) auseinander. Die Aminoséurese-
quenzen der "Cys-Region" und der "His-Region" wurden fiir die Synthese von DNA-Oligo-
nukleotidsonden genutzt, die Zur Identifizierung des Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehy-
drogenase aus C. gltfamicum in Southern-Hybridisierungen verwendet wurden.

Komplementir zu den Aminosiuresequenzen -C-I-P-S-K-A-L-L- ("Cys-Region") und
-H-A-H-P-T-L-S-E-A. ("His-Region") wurden gemif des Codon-Gebrauchs von C. gluta-
micum fur moderat-exprimierte Gene (Eikmanns, 1992) und gemidB der Wobble-Regel
degenerierte DNA-Oligonukleotide synthetisiert. Die Sequenzen der Oligonukleotide sind in
Abbildung 5 dargestellt und wurden mit Oligol ("Cys-Region") und Oligo2 ("His-Region")
bezeichnet. Oligol und Oligo2 wurden mit Digoxigenin-markierten-dUTP-Molekiilen
(DIG-dUTP) fiir den Gebrauch als nichtradioaktive Sonden in Southern-Hybridisierungen
endmarkiert.

Fur die Southern-Hybridisierungen wurde chromosomale DNA aus C. glutamicum mit
den Restriktionsenzymen BamHl, Bgll, Clal, EcoRI, HindIll, und Psfi, geschnitten. Die
DNA-Fragmente wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nylonmembran
transferiert. AnschlieBend wurden die auf diese Weise immobilisierten Fragmente in
getrennten Southemn-Hybridisierungen gegen die DIG-dUTP-markierten Oligonukleotide
Oligo!l und Oligo2 hybridisiert. Dazu wurde in mehreren Hybridisierungsschritten die fiir
die jeweilige Oligonukleotidsonde optimale Hybridisierungstemperatur ermittelt, Sie betrug

380C fiir Oligol und 40°C fiir Oligo2: Die Detektion der Banden erfolgte durch Chemilu-
mineszenz,

Cen N s I v N v B = s B <> B w3
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1) Oligol:
Aminosiure: C 1 P S K A L L
Codon: 3- TGC ATC CCA TCC AAG GCA CTG CIG -3
C C A C G A G
C C A C G T T
C C T T G T T
T T T T A C A
T C G A G
2) Oligo2:
Aminosdiure; H A H P T L S E A
Codon; 5% CAC GCA CAC CCA ACC CIG TCC GAA GCA
C A C A C G C A
C T C A C T C A
C T C T c A T G
C C C T T T G
T G T C G G G

Abb. 5: Degenerierte DNA-Oligonukleotide (Oligo1 und Oligo2) mit Angabe der Amino-
sduresequenzen aus der "Cys-Region” und aus der "His-Region", die in dic DNA-Sequenz
von Oligol und Oligo2 ubersetzt wurden, Nach Digoxigenin-Markierung wurden die Oligo-
nukleotide als Sonden in Southern-Hybridisierungen zur Identifizierung des Gens fiir die
Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. glutamicum verwendet.

Es konnte in allen DNA-Fraktionen neben schwachen Banden eine dominante DNA-Bande
detektiert werden, die bei Hybridisierung mit Oligol und Oligo2 ein iibereinstimmendes
Signal ergab. Die schwachen Signale stammen vermutlich von unspezifischen Hybridisie-
rungen. Das Ergebnis ist exemplarisch mit Oligo2 in Abbildung 6 dargestelit. Das jeweilig
am stirksten hybridisierende Fragment hatte im Falle des PsfI-Verdaus 2.2kb, im Falle des
BamHI-Verdaus 5.4kb und in allen anderen Fillen mehr als 6.4kb. Es lag nahe, dal} mit
diesem Ansatz Ipd-tragende Fragmente identifiziert wurden. Weil beabsichtigt wurde, alle
fiir die Untereinheiten der 2-OGDH kodierenden Gene zu isolieren, zielten die weiteren
Versuche auf die Isolierung des 5.4kb BamHI-Fragmentes ab. Aufgrund der Grof3e erschien
das 2.2kb-PsfI-Fragment zu klein, das vollstindige /pd-Gen tragen zu kénnen bzw. Platz fiir

weitere Gene zu haben.

-3
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Abb. 6: Southern-Blot-Analyse zur Identifizierung eines chromosomalen DNA-Fragmentes,
das das Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. glutamicum tragt. Dargestellt
ist das Ergebnis mit dem Digoxigenin-dUTP-markierten Oligo2 als Gensonde. Die DNA
wurde mit BamHI (B), Bgll (Bg), Clal (C), EcoRl (E), HindIIl (H), und Ps (P)
geschnitten. Die Detektion der Banden erfolgte durch Chemilumineszenz. Weitere Versuche
zielten auf die Isolierung des hybridisierenden 5.4kb-BamHI-Fragmentes.

2.3. Isolierung des chromosomalen DNA-Fragmentes, das das Gen fiir die Dihydro-
liponamid-Dehydrogenase aus C. glutamicum trigt

Zur Isolierung des durch Southern-Hybridisierung identifizierten 5.4kb-BamHI-Fragmentes
wurde eine partielle Genbank in dem Vektor pUCI8 angelegt. Dazu wurde BamHI-
geschnittene chromosomale DNA aus C. glutamicum gelelektrophoretisch aufgetrennt und
die Fragmente von 4.8-6.0 kb aus dem Gel isoliert. Die DNA-Fragmente wurden durch
GENECLEAN gereinigt und in den ebenfalls mit BamHI geschnittenen Vektor pUC18
ligiert. Diese Ligationsansétze wurden in E. coli DH5 transformiert, Es wurden 260 Trans-
formanden erhalten. Mit jeweils 10 Transformanden wurde je eine Smi-Kultur angelegt.
Nach Inkubation iiber Nacht bei 37°C wurden die rekombinanten pUC18-Plasmide aus
diesen 26 Koloniegemischen isoliert. Die Plasmide wurden mit BamHI restriktionsverdaut,
gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und gegen Oligo2
hybridisiert. Als Positivreferenz wurde BamHi-geschnittene chromosomale Wildtyp-DNA
aus C. glutamicum ebenfalls aufgetrennt und hybridisiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 7
gezeigt, in der 13 (Spuren A-F und Spuren H-O) der 26 Plasmidgemische dargestellt sind.
Mit Oligo2 wurde eine Bande detektiert (Spur C), die bei Hybridisierung gegen die chromo-
somale DNA aus C. glutamicum (Spur G) auch auftrat. Damit konnte die Plasmidfraktion

identifiziert werden, in der das pUC18-Plasmid mit dem hybridisierenden 5.4kb-BamHI-
Fragment enthalten war,
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ABCDEFGHIKLMNO

: +« 7.2 kb
54kb - - e «57kb

-« 48kb
«3.6kb

Abb. 7: Southern-Blot-Analyse von rekombinanten Plasmidgemischen aus der partiellen
pUC18-Genbank mit corynebakteriellen DNA-Fragmenten von 4.8-6.0 kb zur Identifi-
zierung eines Fragmentes, das das Gen fir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus
C. glutamicum tragt. Dargestellt ist die DNA von 13 verschiedenen Plasmidgemischen
(Spuren A-F und Spuren H-O) und chromosomale DNA aus C. glutamicum (Spur G) nach
BamHI-Verdau. Spur C zeigt das Plasmidgemisch mit dem 5.4kb-BamHI-Fragment, das in
Ubereinstimmung mit der chromosomalen DNA hybridisierte. Als Sonde diente das
Digoxigenin-dUTP-markierte Oligo2. Die Detektion erfolgte durch Chemilumineszenz.

AnschlieBend wurden von den 10 Einzelkolonien dieses positiven Koloniegemisches C
10 separate Smi-Kulturen angelegt. Nach Inkubation tber Nacht bei 37°C wurden aus
diesen Kulturen die rekombinanten pUC18-Plasmide isoliert. Die Plasmid-DNA wurde in
getrennten Ansitzen mit BamHI restriktionsverdaut. Nach dem Transfer dieser geschnitte-
nen Plasmid-DNA auf eine Nylonmembran wurde eine weitere Southern-Hybridisierung mit
der Oligonukleotidsonde Oligo2 durchgefiihrt. Als Positivreferenzen dienten die Plasmid-
DNA aus dem Koloniegemisch C und chromosomale DNA aus C. glutamicum, die ebenfalls
mit BamHI geschnitten waren. Abbildung 8 stellt das Ergebnis dieser Southern-Hybridi-
sierung dar. Von den 10 rekombinanten pUC18-Plasmiden enthielten 3 Plasmide (Spuren 3,
4 und 11) ein BamHI-Fragment, das in Ubereinstimmung mit dem Plasmidgemisch C (Spur
6) und der chromosomalen DNA aus C. glutamicum (Spur 7) hybridisierte.
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Abb. 8: Southern-Blot-Analyse der rekombinanten pUC18-Einzelplasmide aus dem Plas-
midgemisch C zur Identifizierung eines Fragmentes, das das Gen fur die Dihydroliponamid-
Dehydrogenase aus C. glutamicum tragt. Dargestellt ist die DNA von 10 Plasmiden (Spuren
1-5 und Spuren 8-12), die DNA des Plasmidgemisches C (Spur 6) und chromosomale DNA
aus C. glutamicum (Spur 7) nach BamHI-Verdau. Spur 3 zeigt das Plasmid mit dem hybri-
disierenden 5.4kb-Fragment, pUCI18 Ipd5.4, das im Folgenden analysiert wurde. Als Sonde

diente das Digoxigenin-dUTP-Markierte Oligo2. Die Detektion erfolgte durch Chemilumi-
neszenz.

Das jeweils hybridisierende Fragment in den Spuren 4 und 11 erschien etwas kleiner als
5.4kb, was durch einen inhomogenen Transfer aus dem Agarosegel auf die Nylonmembran
verursacht worden sein konnte. Im Folgenden wurde das 5.4kb-BamHI-Fragment in Spur 3

zur weiteren Analyse verwendet. Das entsprechende rekombinante pUC18-Plasmid wurde
mit pUC18 1pd5 .4 bezeichnet.

2.4. Restriktionskartierung und Subklonierung des chromosomalen DNA-Fragmen-
tes, das das Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. glutamicum triigt

Zur groben Charakterisierung des isolierten Fragmentes wurde das Plasmid pUC18 1pd5.4
mit den Restriktionsenzymen Scal, EcoRl, Hindlll, Sacl, Kpnl, Sphl, Pst1, Sall und Ndel

geschnitten und anhand der GroBenbestimmung der erhaltenen Fragmente eine Restriktions-
karte erstellt (Abbildung 9).
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Abb. 9: Restriktionskartierung und Subfragmentierung des 5.4kb-BamHI-Fragmentes, das
nach der Southern-Blot-Analyse mit den Oligonukleotid-Sonden Oligol und Oligo2 das
Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. glutamicum tragt. Die Restriktions-
kartierung wurde an dem rekombinanten Plasmid pUCI18 Ipd5.4 vorgenommen. Die
Doppelrestriktionen wurden mit den Enzymen BamHl/ Sacl (A), BamH1/ HindIIl (B),
BamHU/ Sall (C) und BamHl/ Sphl (D) durchgefiihrt. Die Subfragmente wurden durch
Southern-Hybridisierungen gegen die Oligonukleotid-Sonden Oligol (1) und Oligo2 (2)
ermittelt. Die hybridisierenden Fragmente sind mit 1 und/ oder 2 gekennzeichnet. Die nicht
hybridisierenden Fragmente sind schattiert gekennzeichnet. Das Scal/ Sacl-Fragment hat
eine GroBe von 1.1kb und wurde sowohl fiir die Herstellung einer homologen DNA-Sonde
zur Southern-Blot-Analyse (Kap. 2.5.) als auch fiir die Herstellung einer RNA-Sonde zur
Northern-Blot-Analyse (Kap. 2.10) verwendet

Um die gegen Oligol und Oligo2 hybridisierenden Bereiche auf dem isolierten Fragment
einzuengen, wurden Doppelrestriktionen mit BamHU/ Sall, BamHl/ Sacl, BamHl/ HindIIl
und BamH1/ Sphl durchgefiihrt und die Subfragmente gegen beide Oligonukleotidsonden
hybridisiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 9 schematisch dargestellt und zeigt, daB das
kleinste gegen beide Sonden hybridisierende Fragment ein ungefihr 3kb-BamHl/ Sphl-
Fragment ist. An dem Hybridisierungsmuster ist zu erkennen, daB Oligo] mit einem Bereich
hybridisiert, der am BamHI-Ende des BamH1/ Sphl-Fragmentes liegt (Hybridisierung mit
einem 0.95kb-BamHY/ Hindlll-Fragment und mit einem 1.45kb-BamHl/ Sacl-Fragment).
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Abb.10: Southern-Blot-Analyse chromosomaler DNA aus C. glutamicum (Spur 1) und
DNA des Plasmids pUC18 Ipd5.4 (Spur 2) zum Nachweis des 5.4kb-BamHI-Fragmentes
aus C. glutamicum. Die DNA wurde jeweils mit dem Restriktionsenzym BamHI ge-
schnitten. Als Sonde diente ein 1.1kb-Scal/ Sacl-Fragment, das aus einem Bereich des ge-
gen Oligol und Oligo2 hybridisierenden 3kb-BamHI/ Sphl-Fragmentes stammte und mit

Digoxigenin-dUTP markiert war. Die Detektion erfolgte durch Anfirbung der hybridisieren-
den Banden.

Oligo2 hybridisierte mit einem Bereich, der dem Sphl-Ende des BamHl/ Sphl-Fragmentes
zugewandt ist ( Hybridisierung mit einem 3.95kb Sacl/ BamHI-Fragment und mit einem
445kb Hindlll/ BamHI-Fragment). Da die DNA-Sequenz von Oligol aus der
Aminosduresequenz iibersetzt wurde, die aminoterminal liegt, und die DNA-Sequenz von
Oligo2 einer carboxyterminalen Aminoséureregion entspricht, konnte die Orientierung des
corynebakteriellen Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase vorldufig determiniert
werden. Vom resultierenden Polypeptid konnte somit der Amino-Terminus dem BamHI-

Ende und der Carboxy-Terminus dem Sphl-Ende des BamHU Sphl-Fragmentes zugeordnet
werden.

2.5. Southern-Blot-Analyse des Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydogenase aus
C. glutamicum mit einer homologen DNA-Sonde

Die Southern-Blot-Analyse wurde durchgefiihrt, um nachzuweisen, daB das /pd-tragende
5.4kb-BamHI-Fragment tatsichlich aus C. glutamicum stammte. Als Sonde wurde ein
1.1kb-Scal/Sacl-Fragment verwendet (Abbildung 9). Chromosomale DNA (Spur 1) sowie
DNA des Plasmids pUC18 Ipd5.4 (Spur 2) wurden mit dem Restriktionsenzym BamHI

geschnitten und gegen die homologe DNA-Sonde hybridisiert. Das dabei erhaltene Ergebnis
ist in Abbildung 10 dargestellt.
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Chromosomale C. glutamicum-DNA und die DNA des Plasmids pUC18 Ipd5.4 zeigten ein
ubereinstimmendes Signal bei 5.4kb. Dies zeigt, daB das isolierte Fragment aus C. glu-
tamicum stammt, und es anhand dieses Ergebnisses keinen Hinweis auf ein weiteres Ipd-
Gen im Chromosom von C. glutamicum gibt.

2.6. Sequenzierung und Charakterisierung des Gens fiir die Dihydroliponamid-
Dehydrogenase aus C. glutamicum

Da aus den Hybridisierungsexperimenten hervorging, da das Gen fiir die Dihydrolipon-
amid-Dehydrogenase auf dem BamHI/ Sphl-Fragment liegen solite, wurde dieses Fragment
sequenziert. Daflir wurde es in beiden Orientierungen nach Auffiillen der Enden in die
Smal-Schnittstelle des E. coli-Vektors pUC18 ligiert. Von den resultierenden Plasmiden
wurden Deletionskonstrukte hergestellt, die anschlieBend nach der Methode von Sanger et
al. (1977) sequenziert wurden. Durch computergestiitzte Analyse nach kodierenden Regio-
nen wurde auf dem 3kb-BamHL/ Sphl- Fragment ein vollstindiger offener Leserahmen
identifiziert, der - wie die Computeranalyse ergab - Ahnlichkeit zu Genen fiir Dihydrolipon-
amid-Dehydrogenasen aus anderen Organismen zeigte. Die Lage und die Lange dieses mit
Ipd bezeichneten offenen Leserahmens sind in Abbildung 11 schematisch dargestellt. 210bp
stromabwirts vom Ipd-Gen konnte ein weiterer offener Leserahmen von 858bp identifiziert
werden, der fiir ein Polypeptid von 286 AS kodiert. Ein computergestiitzter Vergleich mit
Polypeptiden aus der EMBL-Genbank ergab keine signifikante Ahnlichkeit. Daher wurde
dieser Leserahmen orfX bezeichnet (Abbildung 11).

Die Nukleinsiuresequenz des /pd- und orfX-tragenden 3kb-BamHV Sphl-Fragmentes ist
zusammen mit der davon abgeleiteten Aminosiuresequenz in Abbildung 12 dargestellt.
Das Ipd-Gen beginnt bei bp 212 und endet bei bp 1619. Es kodiert fiir ein Polypeptid von
469 Aminosauren mit einem errechneten relativen Molekulargewicht von 50619. Vor dem
von der Sequenz abgeleiteten Jpd-Startcodon konnte keine typische Ribosomenbindungs-
stelle festgestellt werden. 13bp stromabwarts vom /pd-Strukturgen liegt eine potentielle
rho-unabhingige Terminationsstruktur. Fir die Bildung der Terminationsschleife wurde eine
freie Energie von -34.2 kcal/ mol berechnet. Der Codon-Gebrauch entspricht dem moderat-
exprimierter Gene von C. glutamicum (Eikmanns, 1992). orfX beginnt bei bp 1831 und
endet bei bp 2689. Stromaufwirts vom jpd-Gen verblieben zur Analyse 211bp, die keinen
Hinweis auf einen offenen Leserahmen lieferten, sodaB dieser Bereich einer weiteren

Analyse bedurfte.
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HipdITI i Sacl i IEcoR.I Sphl

Abb. 11; Darstellung der offenen Leserahmen des Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydro-
genase (lpd) und von orfX auf dem sequenzierten 3kb-BamHl/ Sphl-Fragment aus C. glu-
tamicum, Das durch lpd kodierte Polypeptid zeigte Ahnlichkeit zu Dihydroliponamid-Dehy-
drogenasen aus anderen Organismen. Das durch orfX kodierte Genprodukt hatte keine
Ahnlichkeit zu in der Genbank abgelegten Proteinsequenzen.

50 - 100
GGATCCTCCGCATTCAGTMTCTTTCCGACAGBATCGGCTTGTTCTAAM!‘J«GGACGGTGIITTAGkCCGTACATAMACAECTGCATTTCTGTGCCCATT

150 . 200
TGGGCCCGGATGTGGGTGTTTTTCATTTTCTTCCACTCTAAMTTMGTATGGAAAACCAACCGCACCCGGATGCACGACMTGACCCACTAAACACGTA

. Ipd. . . 250 . 300
TCB’ITGAATGCGTGACTGMCATTATGACGTAGTAGTACTCGGAGCCGGl.'.CCCGGTGGBTATGTCTCCGCCATCCGTGCAGCGCAGCTTGGCAAGAAGGT
VTEHYDVV VL GAGPGGEYVSAIRAAOQLGEI KT KV
350 " 400
TGCTGTAATT GAGAAGCAGTACTGGGETCETGTTTGCCTARACGY GEGCTGCATTCCTICCAAGTCTCT GATCAARAACGLTGAAGTTGCCCATACCTTT
A VY1 EX QY WGEG6VCLNYGECTIPSKSLIKNAEVAHTE
. 450 . N 500
ACCCATGAGAAGAAGACCT T COOCATCART GACGAAGTRACCTT CAACTATGAGGATGCTCACAAGCETT CCCGT GOCGT TTCCGACAAGATCGTTGRAG
THEXEKTFGIHNGEVTT FHNYEDAHKKRSRTGVYSDEKTIUWVSE
550 . - 500
GLGTTCATTACTTGATGAAGAAGAACAAGAT CATCGARAT TCATGGTCTTGRAAACTTCAAGGATECTAAGACTCT TGAGOTCACCGACRGTAAGRATGE
GV HY LM KEKNEKIIETL] HGLGHTFXDAKTLEVTDGETDA
650 . - 700
TGGCAAGACCATCACCTTTGATGA(:TGCATCATCGCMCCGGTTCGGTAGTCMCACCCTCCGTGGCGTTGACTTI:TCAGAGAACGTTGTGTCTTTTGM
6§ KT I T FDDCII1IATGSVVHNTLRGYDTFSEHBNVYUVSFE
750 - 800
GAGBAGATT(‘:TTMCCI:TGTTGCGCCAMGAAGATGGTCATTGTTGGTGCAGGCGCMTTEGMTGGMTTCGCCTACGTTCTTGGTMCTACGGTGTAG
EQILNKPVAPKIEKMVYTIVGEAGAIGHKET FAYUVLESENTYTGYVY
850 900
ATGrAnccsTCATt:GAG'rTCATGGAT(:GTGTGCTTCCAMTGMGATscrwmcrct:AAcaTTATmmssccmmmmmsccnnmaﬂ
PV TVIEFMHMDRVLPHEDAEVSKVIAKAYEKIKMG©GVYEIEKL
- 950 . 1000
TCTTCCTGGCCATGCMCCACTGBTGTTCGGGACAACGGTGACTTTGTCGAGGTTMTTACCAG.MGMGGGCTCTGACAAGACAGAGABTCTTACTGTT
LPGHATTAVRDUNGDTFVEVDY QKK GSDUEKTETLTZVY
. 1050 - 1100
GATCGAGTCATGGTTTCCGTTGGTTTCCGTCCACGCGTTGAGEGATTTGGTCTTGAAMCACTGGCGTTAAGCTCACCGAGCGTGGCGCMTCGAGATCG
DRVHVSVGFRPRVEGFGLEHTGVKLTERGAIE!
1150 . . 1200
ATGATTACATGCGTACCAAI:GTCGATGGCATTTACGCCATCGGTGACGTGACCGCCMGCTTCAGCTTGCTCACGTCGCAGMGCACAGGGCATTGTTGC
DDYHRTHVDGIYAIGDVTAKLQLAHVAEAQG[VA
. 1250 . . 1300
CGCAGAGACTATTGCTGGTGCAGAMCTCAGACrcTTGGTGATTACATGATGATGCCACGTGCMCCTTCTGCAACCCACAGGTTTCTTCCTTTGETTAC
AETlAGAETQTLGDYHHHPRATFCNPQVSSFG\'
1350 1400
ACCGMGAGCAGGCCMGGAWGTGGCCAGATCGTGAGATCAAGGTTGCTTCCTTCCCATTCTCTGCAMCGGTMAGCAGTTGGCCTGGCAGMACTG
TEEQAKETZKUWPIDRETIKTYASFPFSANGTE KAVGLATET
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N . . - 1450 . . . -
ATGGTTTCGCMAGATCGTTGCTGATGBAGAATTCGGTGRGCTGCTCGGTGCACACCTGGTTGGAGCAAATGCATCAGAGCTCATCMTGMTTGG:ggg
b 6 FAKIVADAETFGELTLTGAUHTLTYGAIHNAST SE LT NEL VL
- . - - 1550 . - . . 1600
TGCTCAGAACTGGGATCTCACCACTGAAGAGATCTCTCGTAGCGTCCATATTCACCCAAI:GI:TATCTGAGGCAGTTMGGAAGCTGCACACGGTATCTCT
A QNMDLTTETETISRSVYHTIHPTLSEAVEKTEH AA AH G I S

. . . - 1650 - . . - 1700
GGACACATGATMCTTCT£GAATCCACCTCGTTGGCCCTGTTTCT GTATGGARACAGGGCCARAACCGATTTTCAATCCAAACCRAGTGCTGLTTAGTG

G HMINEF ey e
- 1750 1800

CTCATACTCACACMACTTTTCGATTATCAAAGIGAATTATTTCTMMTTCGGTATCG;CTAAGAMT&AGTTTGECAATAGCTCAGCATCMMTGCT

. . . orfX 1850 . . . . 1900
GTAAAAACTGTCGTGGTACCAGCTGCAGGAATGGRAACACGGTTCOTTCCTRCAACGAAGACAAT TCCAAAGGAGCTTCTTCCTGTAGT TGATACCCCGE
M GTRFLPATEKTIPKELLPVVDTEP
. . . . 1950 . . . . 2000
GTATTGAACTTGY TGCCAAAGAGGCTGCTGATCY TGGTGCAACTCGGY TAGCAAT TATCACTGCTCCEAACAAAGACGEAAT TCTTAAACACT TCEAGEA
G 1 ELVY AKEAADLGATRILATLIITAPDENIKDGTITULTEKTHTETESE
. . . . 2050 . . . . 2100
GTTCCCTGAGCTTGAGECAACTCT TGAGGCTCGCGGTAAGACTGATCAACTGAATAAAGT TCGAGCARCTCOAGAAT TGATTGCAACAGT TCCAGTGRTT
F PELEATULEA BARGETDO LMNIE KV VRAARETULTLIATVEPVY
. . . . 2150 . N . . 2200
CAAGAAAAGCCATTGRGGCTTGGTCACGCTGTTGGCCTTGETGAGTCTGTGC Y COATGATGATGAAGATGT TGTGGCTGYCATGCTGCCAGACGATTTGE
@ E K PLGLGEGHAVGEGLAESVLDDDEDVYAVHNLZPDIDL
. . . . 2250 . . . . 2300
TGCTGCCATTTGRTGTGACCGAGAGAATGECAGAAGTTCGCGCTAAGT TTGGCGGATCTGTTCY TGEAGCAAT TGAGGTRCCTGAAGATGAAGTCTCAAA
VLPFGVTERMKAEVRAMEKTFGGSVLAAIEVAETDETVYSHN
. . . . 2350 . . . . 2400
TTACGGAGTATTTAAGCT CGGTGAACTCGATGCAGAGTCCGARAGTGAAGGCAT TAGGCGTGTTGTAGGAATSGT TRAAAAGCCTGCGCCTRAAGATGCA
YGVFXKLGELDAESESEGIRRVVGHMVEXKPAPETDA
. . . . 2450 . . . . 2500
CCATCAAGHT TTGCCGCAACGGGCCGT TATCTACTTGATCGAGCTATTT T TGATGCACTGCEYCEAATTGAGCCTGGTGLTGRTGGAGAACTGCAATTAA
P S RFAATGRVYLULDRATIL! FDALRRIEPGAGS GTETLSGQL
. . . . 2550 . . . . 2600
CAGATGCCATCGCATTAT TGATCGAAGAAGGCCATCCGGTACACATTGTGGT TCATGAAGGAAAGCGCCATGACCT TGGTAATCCAGETGGGTACATICC
TDA1$1 ALLT1!IEEGHUPVHIVYVYHRETSGIEKRZEDLGIHNZPAGYTIFP
. . . . 2650 . . . . 2700
TGCTGTTGTGTACTTCGGACTTCGTCATGCAGAGTACGGTTCCA_AGATTCABCGTGCGGTGAAGGAMTACTCGCTGAGTTTGMTCTTMAAAGGAAAC
AVYY FGLRUHAEYGSI X! HBRAVEKETILAETFESTS®™*
. . . . 2750 . . . - 2800
CGCCTTCCACATTGTGEGAGGCGGETTTTCTCATGCGAT TAGAATCT TATGCCATRGCTAAGRARGTAGACACCTCGAACGLTACCCCCGCTCTAGCCETT

. . . . 2850 . - . . 2900
CTTACGGAGAGGCAGATTCCT TTTGAGCTGGATGT TCATGATGTAGATCCAAAATCATCAAAGGGCTTTGCAT TGGATGCSTCYGAAGTAATGGGTGTGE

. . - . 2950 . - - - 3000
AGCCGGAAGTGGTGT TTAAAACGETCATGGCAGATAT TGATGGTGAACACGTGGTCGLGAT TGTTCCAGCCAGCAGAACRTTGAATCTCAAGEAGTTGEE

TAAGGCTGRAAAAGGTAAGGGCATG

Abb. 12: Nukleinsiuresequenzen und die davon abgeleiteten Aminosiuresequenzen des
Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase (jpd) aus C. glutamicum und des orf&,
dessen abgeleitete Aminosiuresequenz keine Ahnlichkeit zu in der Genbank abgelegten
Polypeptiden zeigte. » bezeichnet das Stop-Codon der Translation. Der potentielle
Terminator der Jpd-Transkription ist durch antiparalle] verlaufende Pfeile dargestellt.
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2.7. Vergleich der Aminosiuresequenz der Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus

C. glutamicum mit entsprechenden Sequenzen aus anderen Organismen

Die von der DNA-Sequenz abgeleitete AS-Sequenz von der Dihydroliponamid-Dehydro-
genase (E3) aus C. glutamicum wurde mit entsprechenden AS-Sequenzen von Dihydro-
liponamid-Dehydrogenasen anderer Organismen verglichen (Abbildung 13). Dabei zeigte
die B3-AS-Sequenz aus C. glutamicum mit den AS-Sequenzen der NAD™-abhiingigen
Dihydroliponamid-Dehydrogenasen aus E. coli (Stephens ef al., 1983), B. subtilis (Hemild
et al., 1990) und S. cerevisiae (Ross ef al., 1988) 35.9%, 42.1% und 37.2% identische AS-
Reste,

Bei diesen Vergleichen fielen einige stark konservierte AS-Sequenzbereiche auf, die fiir
die Struktur und die katalytischen Eigenschafien der Dihydroliponamid-Dehydrogenasen
verantwortlich sein konnten. So konnte im aminoterminalen Teil des Polypeptids ein
Bereich erkannt werden, der die FAD-Bindestelle darstellt. Ebenfalls aminoterminal liegt der
redoxaktive Bereich um die zwei Cystein-Reste (Cys-Region), Im mittleren Bereich befindet
sich die NAD(H)-Bindestelle und in einer weiteren stark konservierten Region am Carboxy-
Terminus wurde ein Bereich um einen Histidin-Rest identifiziert (His-Region), der allen
verglichenen Polypeptiden gemein ist.
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I..--FAD-Binde-Region-««-I------Cys-Region--~---]

C. glut. -----w-- ne mem—- VT-EH Y----- DVVV LGAGPGGYSA IRAAQLG-KK VAVIEK-YWG GVCLNVGCIP SKSLIKAEVA

E. coli
B. subt.

C. glut.
E. coli
B. subt.
S. cer.

C. glut.
E. colj
B. subt
S. cer.

€. glut.
E. coli
B. subt.
S. cer.

C. glut.
E. coli
B. subt.
S. cer.

€. glut.
E. coli
B. subt.
8. cer.

Abb. 13: Vergleich von Aminosiuresequenzen von Dihydroliponamid-Dehydrogenasen aus
C. glutamicum, E, coli, B. subtilis und S. cerevisioge. Gekennzeichnet sind die FAD-
Bindestelle, die Cys-Region, die NAD(H)-Bindestelle und die His-Region. Legende: * in
allen verglichenen Polypeptiden identische Aminosuren; + in mindestens zwei der vier
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TRKEDGLVIG AQIAGASSDM ISELSLAIEG GMTAEDAMTI HAHPTLGEIT MEAAEAIGSP

-DSKTERILG ABIIGPNGEM IAEAGLALEY GASAEDARVC HAHPTLSEAF KEANMAYDKA
R R 4 R R ARk R

verglichenen Polypeptide identische Aminoséuren.
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2.8. Uberexpression des Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. glu-
tamicum

Die enzymatische Aktivitit der Dihydroliponamd-Dehydrogenase kann einzeln nachge-
wiesen werden, indem synthetisches Dihydroliponamid in Gegenwart von NAD™ oxidiert
wird (van den Broek, 1971). Um zu testen, ob das isolierte Jpd-~Gen in C. glutamicum
funktionsféhig ist, wurde das 5.4kb-BamHI-Fragment aus dem Vektor pUC18 Ipd5.4
isoliert und in die BamHI-Schnittstelle des E. coli/ C. glutamicum-Pendelvektor pEKO
ligiert (Abbildung 14). Durch Elektroporation wurde das rekombinante Plasmid pEKO
lpd5.4 in den C. glutamicum-Wildtyp transformiert,

JBamHI
i Scal

LJEcoR1

lp d o KpnI

10000

: 2000
pEKO Ipd5.4
11500 bps

-

" Sphl

Abb. 14: Restriktionskarte des rekombinanten Plasmids PEKO lpd5.4 mit dem Gen fiir die

Dihydroliponamid-Dehydrogenase (pd) aus C. glutamicum (graver Pfeil). Die Spitze des
grauen Pfeiles deutet auf den C-Terminus des resultierenden Polypeptids hin.
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Tab. 9: Spezifische Aktivititen der Dihydroliponamid-Dehydrogenase in Zellextrakten von
C. glutamicum und der rekombinanten Stamme C. glutamicum (pPEKO) und C. glutamicum
(PEKO 1pd5.4) nach Wachstum auf Komplexmedium ohne Glukose.

Stamm Spezifische Aktivitit
(U/ mg Protein)

C. glutamicum (Wildtyp) 0.15-0.17

C. glutamicum (pEKO) 0.15-0.17

C. glutamicum (pEKO Ipd5.4) 1.80-2.00

Die Aktivitit der Dihydroliponamid-Dehydrogenase wurde in dem Stamm C. glutamicum
(pEKO Ipd5.4) im Vergleich zum Ausgangsstamm und zum Wildtypstamm mit dem Plasmid
pEKO nach Wachstum auf Komplexmedium gemessen, Tabelle 9 zeigt, da die spezifische
Aktivitit der Dihydroliponamid-Dehydrogenase in Zellextrakten vom Wildtypstamm und
vom Stamm C. glutamicum (pEKO) 0,15-0.17 U/ mg Protein betrug. Der rekombinante
Stamm (pEKO Ipd5.4) zeigte mit 1.8-2.0 U/ mg Protein eine ungefihr 12fache Uberex-
pression des lpd-Gens, Das Ergebnis zeigt, daB das auf dem 5.4kb-BamHI-Fragment
isolierte Jpd-Gen in C. glutamicum funktionsfihig ist. Die Aktivitit der Dihydroliponamid-
Dehydrogenase wurde auch in den rekombinanten E. coli Stimmen (pUC18 Ipd5.4) und
(PEKO 1pd5.4) im Vergleich zum E. coli Stamm DHS nach Wachstum auf Komplexmedium
gemessen. Sowohl in den Zellextrakten des Ausgangsstammes DHS als auch der
rekombinanten Derivate betrug die spezifische Enzymaktivitit 1.9-2.2 U/ mg Protein. Die
Aktivitit der Dihydroliponamid-Dehydrogenase in E. coff war damit 10fach héher als in
C. glutamicum, aber es konnte keine Uberexpression mit dem klonierten Fragment
gemessen werden, Das Ergebnis deutet darauf hin, dafB das aus C. glutamicum isolierte lpd-

Gen in E. coli nicht exprimiert wurde.
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2.9. Aktivititen der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase und der Pyruvat-Dehydrogenase
aus C. glutamicum bei Uberespression des Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydro-
genase

Es wurde nun untersucht, ob in C. glutamicum bei Uberexpression des Ipd-Gens die
Gesamtaktivititen der 2-OGDH und der PDH beeinflut wurden. Dazu wurden Zellen von
C. glutamicum und der beiden rekombinanten Stamme C. glitamicum (pEKO) und C. glu-
tamicum (pEKO 1pd5.4) auf Komplexmedium ohne Glukose und auf Glukose-Minimal-
medium geziichtet und die spezifischen Enzymaktivititen der Dihydroliponamid-Dehydro-
genase (E3), der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase und der Pyruvat-Dehydrogenase in den
Zellextrakten bestimmt (Tabelle 10). Nach Wachstum auf Komplexmedium ohne Glukose
betrug die spezifische E3-Aktivitat im Wildtyp und in dem Stamm C. glutamicum (pEKO)
0.15 U/ mg Protein, wihrend in dem Stamm C. glutamicum (pEKO Ipd5.4) eine spezifische
E3-Aktivitat von 1.9 U/ mg Protein gemessen wurde. Im Stamm C. gluzamicum (Wildtyp)
wurde eine spezifische 2-OGDH-Aktivitat von 0.14 U/ mg Protein, in C. glutamicum
(pEKO) von 0.15 U/ mg Protein und in dem Stamm C. glutamicum (pEKO Ipd5.4) von
0.03 U/ mg Protein festgestellt. Die spezifische PDH-Aktivitit betrug in C. glutamicum
(Wildtyp) und in C. glutamicum (pEKO) 0.12 U/ mg Protein. Im Stamm C. glutamicum
(pEKO 1pd5.4) wurde eine spezifische PDH-Aktivitit von 0.025 U/ mg Protein ermittelt.
Diese Messungen zeigten, da nach Wachstum auf Komplexmedium ohne Glukose die
spezifischen Enzymaktivititen sowohl ‘der 2-OGDH als auch der PDH um mehr als 70%
erniedrigt waren, wenn das Jpd-Gen iiberexprimiert wurde. Nach Wachstum auf Glukose-
Minimalmedium wurde im Wildtypstamm und im Stamm C. glutamicum (pEKO) eine
spezifische E3-Aktivitdt von 0.17 und 0.16 U/ mg Protein gemessen. In C. glutamicum
(PEKO Ipd5.4) betrug die spezifische E3-Aktivitit 1.85 U/ mg Protein. Die spezifische
2-OGDH-Aktivitdt war mit 0.05 U/ mg Protein in den Stimmen C, ghrtamicum (Wildtyp)
und C. glutamicum (pEKO) gleich hoch, wihrend sie in C. glhutamicum (pEKO 1pd5.4) mit
0.03 U/ mg Protein etwas geringer war. Im Wildtypstamm und in C. glutamicum (pEKO)
wurde jeweils eine spezifische PDH-Akfivitit von 0.04 U/ mg Protein gemessen. Mit 0.028
U/ mg Protein fiel auch die spezifische PDH-Aktivitat in dem Ipd-iiberexprimierenden
Stamm C. glutamicum (pEKO Ipd5.4) etwas niedriger aus als in den beiden
Vergleichsstimmen.

Diese Enzymmessungen zeigten, daB bei Uberexpression des lpd-Gens die spezifischen
Aktivititen der 2-OGDH und der PDH emiedrigt werden. Die Reduktion der Gesamtaktivi-
taten beider Enzymkomplexe war nach Wachstum auf Komplexmedium ohne Glukose
stirker als nach Wachstum auf Glukose-Minimalmedium, Die spezifische E3-Aktivitit war
nach Wachstum auf Komplexmedium ohne Glukose und nach Wachstum auf Glukose-
Minimaimedium gleich hoch, woraus geschlossen werden konnte, daB in C, glutamicum die
Expression des [pd-Gens auf genetischer Ebene nicht reguliert wird.
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Tab. 10: Spezifische Aktivititen der Dihydroliponamid-Dehydrogenase (E3), der 2-Oxo-
glutarat-Dehydrogenase (2-OGDH) und der Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) in Zellextrak-
ten von C. glutamicum und der rekombinanten Stammen C. glutamicum (pEKO) und
C. glutamicum (pEKO Ipd5.4) nach Wachstum auf Komplexmedium ohne Glukose und
Glukose-Minimalmedium.

Spezifische Aktivitdt (U/ mg Protein)

Komplexmedium Glukose-Minimalmedium
Stamm E3 2-OGDH PDH E3 2-O0GDH PDH
C. g. (Wildtyp) 0.15 0.14 0.12 0.17 0.05 0.04
C. g. (pEKO) 0.15 0.15 0.12 0.16 0.05 0.04
C. g. (pEKO Ipd5.4) 1.9 0.03 0.025 1.85 0.03 0.028

2.10, RNA-Analysen am Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. gluta-

micum

Bestimmung der Transkriptlinge des Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase
Um die genomische Organisation des Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase ({pd)
in C. glutamicum zu bestimmen, wurde die /pd-mRNA durch Northern-Blot-Analyse
untersucht. Fiir die Northern-Hybridisierung wurde eine RNA-Sonde verwendet, weil RNA-
RNA-Hybride stabiler sind als DNA-RNA-Hybride. AuBerdem ist bei einer RNA-Sonde,
anders als bei einer DNA-Sonde, eine Selbsthybridisierung auszuschliefen (Melton et /.,
1984). Zur Herstellung der Sonde wurde ein 1.1kb Scal/ Sacl-Fragment (Abbildung 11)
aus dem Vektor pUC18 1pd5.4 isoliert und in die Smal/ Sacl-Schuittstelle des Transkripti-
onsvektors pGEMA4Z™ vor den Promotor der SP6-RNA-Polymerase ligiert. Mit dem
resultierenden Vektor pGEM Ipd1.1 (Abbildung 15) wurde der E. coli-Stamm DHS trans-
formiert und die Plasmid-DNA aus den Transformanden isoliert. Der rekombinante Vektor
wurde mit BamHEI linearisiert und durch in vitro-Transkription mit der SP6-RNA-
Polymerase konnte eine DIG-UTP markierte [pd-spezifische “antisense"-RNA-Sonde
gewonnen werden, die komplementir zur Jpd-mRNA. war.
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Es wurde dann Gesami-RNA aus dem Wildtypstamm und dem Jpd-iiberexprimierenden
Stamm C. glutamicum (pEKO Ipd5.4) isoliert, durch denaturierende Gelelektrophorese
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Nach Fixierung durch UV-Licht und
Inkubation bei 80°C wurde die RINA gegen die [pd-RNA-Sonde hybridisiert.

Das Ergebnis der Northern-Blot-Analyse ist in Abbildung 16 dargestellt. Spur 1 zeigt das
Ipd-Transkript des Wildtypstammes und Spur 2 das entsprechende Transkript des Ipd-
iiberexprimierenden Stammes C. glutamicum (pEKO lpd5.4). Es wurde in beiden RNA-
Fraktionen ein einzelnes Transkript von ungefihr 1.5kb Linge detektiert, was gut mit dem
offenen Leserahmen des Ipd-Gens von 1407bp und der bis 50bp stromabwirts davon
liegenden Terminationsstruktur iibereinstimmt. Die Intensitit des Signals war mit der RNA
des Ipd-liberexprimierenden Stammes starker als der RNA des Wildtyps. Dies zeigt, daf im
Stamm C. glutamicum (pEKO lpd5.4) erheblich mehr Jpd-mRNA vorliegt als im Wildtyp-
stamm, und daB das erhaltene Signal spezifisch ist. Dartiber hinaus kann man aus der Grofe
des Jpd-Transkriptes ableiten, daB das Jpd-Gen als Monocistron im Chromosom von
C. glhntamicum vorliegt. Die Expression geht demnach von seinem eigenen Promotor aus.

Sacl

xocpGEM Ipd1.1
1000

3846 bps

1500

Abb. 15: Restriktionskarte des Vektors pGEM Ipdl.1, der zur Synthese der "antisense"-
RNA-Sonde fiir die Northern-Blot-Analyse des Transkripts vom Gen fur die Dihydrolipon-
amid-Dehydrogenase aus C. glutamicum verwendet wurde, Der graue Pfeil zeigt das 1.1kb-
Scal/ SacI-Fragment aus dem internen Bereich des Gens, Dieses Fragment wurde in die
Smal/ SacI-Schnittstelle des Vektors ligiert. Die Spitze des grauen Pfeiles deutet auf das 3'-
Ende des Fragmentes. Die in vifro-Transkription wurde mit der SP6-RNA-Polymerase nach

Linearisierung des Vektors mit BamHI durchgefiihrt. Die Sonde wurde durch Digoxigenin-
UTP markiert.
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Abb. 16: Northern-Blot-Analyse vom Transkript des Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehy-
drogenase aus C. glutamicum. Verwendet wurde Gesamt-RNA aus C. glutamicum
(Wildtyp) (Spur 1) und aus dem rekombinanten Stamm C. glutamicum (pEKO lpd5.4)
(Spur 2). Zur Herstellung der RNA-Sonde diente ein 1.1kb Scal/ Sacl-Fragment aus dem
internen Bereich des Gens. Die Sonde wurde mit Digoxigenin-UTP markiert. Die Detektion

erfolgte durch Anfirbung der hybridisierenden Banden.

Bestimmung des Transkriptionsstarts vom Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydro-

genase aus C. glutamicum

Die Transkritionsstartbestimmung des /pd-Gens wurde zundchst mit Hilfe der Primer-
Extension-Methode mit radioaktivem [o-33S]dATP durchgefihrt. Als Primer wurde ein
DNA-Oligonukleotid (Ipd1) verwendet, das dem Bereich von Basenpaar 22 bis Basenpaar
42 stromabwirts vom potentiellen /Jpd-Translationsstart komplementir ist. Dieses Oligonu-
kleotid wurde gegen jeweils gleiche Mengen Gesamt-RNA aus C. glutamicum (Wildtyp)
und aus C. glutamicum (pEKO lIpd5.4) hybridisiert. Als Kontrolle wurde ein Ansatz mit
RNA aus C. glutamicum, jedoch ohne Primer, gewihlt, um unspezifische Signale, die durch
"self-priming" der RNA Molekiile entstehen kdnnten, von spezifischen Signalen zu unter-

scheiden,
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Das gleiche DNA-Oligonukleotid wurde als Primer fiir die parallele DNA-Sequenzreaktion
genutzt. Abbildung 17 stellt das Ergebnis des Primer-Extension-Experimentes neben der
entsprechenden /pd-DNA-Sequenz dar. Spur 1 zeigt den Versuchsansatz mit Wildtyp-RNA,
Spur 2 den Reaktionsansatz ohne Primer und Spur 3 die Reaktion mit RNA aus dem /pd-
iiberexprimierenden Stamm. In Spur 2 waren keine Signale zu sehen, d.h. unspezifische,
durch "self-priming" entstandene Verlangerungsprodukte konnten ausgeschlossen werden.
Der Wildtyp und der Stamm C. glutamicum (pEKO Ipd5 .4) zeigten ein uibereinstimmendes
Signal, das beim /pd-iiberexprimierenden Stamm erheblich intensiver war als beim Wildtyp,
obwohl gleiche Gesamt-RNA-Mengen verwendet wurden. Diese Beobachtung wurde
bereits bei der Northern-Blot-Analyse gemacht und zeigt, daB im Stamm C. glutamicum
(pEKO 1pd5.4) viel mehr Jpd-mRNA vorhanden ist als beim Wildtyp. Das mit Ipd1 erzielte
Ergebnis wurde mit einem zweiten Primer, der dem DNA-Bereich von Basenpaar 50 bis 70
stromabwirts vom potentiellen /pd-Translationsstart komplementar ist (Ipd 2), bestitigt.
Abbildung 18 zeigt den mit den beiden Primern ermittelten Transkriptionsstart des /pd-
Gens.

Erstaunlicherweise stimmte der mit den Primern Ipd] und Ipd2 ermittelte Transkriptions-
start mit dem von der DNA-Sequenz abgeleiteten /pd-Translationsstart {iberein. Das ist ein
Befund, der bis jetzt bei C. glutamicum noch nicht gemacht wurde. Aus diesem Grund
wurde die Bestimmung des Transkriptionsstartes mit einer zum Primer-Extension-Experi-
ment alternativen Methode uberpruft, nimlich mit dem RNase-Protection-Assay. Fiir den
RNase-Protection-Assay wurde eine mit [0-33S]CTP radioaktiv markierte "antisense"-
RNA-Sonde, die den Bereich des potentiellen /pd-Translationsstartes abdeckte, gegen die
Ipd-mRNA hybridisiert. Dabei entstanden vom Anfang des /pd-Transkriptes an RNA-RNA-
Hybride mit einzelstringigen, iiberhingenden Enden. Die Einzelstringe wurden durch
gezielten RNase-Verdau abgebaut, wihrend das doppelstringige Hybrid vor diesem RNase-
Verdau geschiitzt ist. Nach Denaturierung und gelelektrophoretischer Auftrennung gegen
ebenfalls radioaktiv markierte RNA-GroBenmarker wurde die GroBe des geschiitzten RNA-
Fragmentes abgeschitzt, und es konnte der Start der Transkription bestimmt werden.
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Abb. 17: Primer-Extension-Experiment zur Bestimmung des Transkriptionsstartes vom
Gen fir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. glutamicum. Es wurde ein Primer
verwendet, der dem Bereich von Basenpaar 22 bis Basenpaar 42 stromabwirts des von der
DNA-Sequenz abgeleiteten Translationsstartes komplementar ist (Ipd1). Der gleiche Primer
diente fur die entsprechende DNA-Sequenzreaktion (Spuren A-T). Spur 1 zeigt das Signal
aus der Reaktion mit RNA von C. glutamicum (Wildtyp), Spur 2 das Kontrollexperiment
ohne Primer und Spur 3 das Signal von dem iiberexprimierenden Stamm C. glutamicum
(PEKO Ipd5.4). Daneben ist die Sequenz des kodogenen Stranges mit Angabe der Base
gezeigt, an der die Transkription beginnt. Fiir die Bestimmung des Transkriptionsstartes und
die Sequenzreaktion wurde [o-35S]JdATP verwendet. Die Detektion erfolgte durch Auto-

radiographie.

- . . . 50 . . . - 100
GGATCCTCCGCATTCAGTAATCT TTCCCACAGCATCGGCT TGTTCTAAAACAGCACGETGCT TAGACCGTACATAAAACACCTGCATTTCTGTGCCCATT
. . - - 150 . . .35 % "-10"
TGGGCCCGGATGTGGGTGTTTTTCATTTTCY TCCACTCTAAAAT TAAGTATGGAAAACCAACCGCACCCGGATGCACGACAATGACCCACTAAACACGTA
. mRHA . lpdi 250 . Ipd2 . . 300
JCCTTGAATGCGTGACTGAACATTATGACGTAGT T TGGCTATGTCTCCGCCATCCGTGCAGCGCAGCT TGGCAAGAAGGT
VTEMHYDVVVLGAGPGGYVSAIRAAQLESEGEIKTEKYV

350 . 400

TGBTGTMT1.'W;ACTWTGETGTTTGCCTMYGGBCTH:lTTCCTTCClAGTCTCTHTCAAMACGCTGRAGTTGCCCATACCTTT

AV I EKAQVY WGGVCLNVEGEC ]I PSKSLIKNMNAEUVAHTEF
450 500

ACCCATWT;EMTW%WTG&CCTFW!TWTBCTCACMBCGTTCCCGTGECGT"CCGAWMTCGYTGGAG
T HE K KTFGI NGEVTTFMNYEDAMHNKKRSRGVYSDIKTIUVGSE

Abb. 18: Sequenzausschnitt aus dem 5'-Bereich des Gens fur die Dihydroliponamid-Dehy-
drogenase aus C. glutamicum. Der Pfeil zeigt den durch Primer-Extension ermitteiten

Transkriptionsstartpunkt des Gens an. Doppelt unterstrichen sind die potentiellen "-10"-
und "-35"-Promotorregionen.
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Abb. 19: Restriktionskarte des Vektors pGEM 1pd0.77, der zur Synthese der "antisense”-
RNA-Sonde fiir den RNase Protection Assay zur Bestimmung des Transkriptionsstartes des
Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. glutamicum verwendet wurde. Der
graue Pfeil zeigt das 0.77 BamHI/ EcoRI-Fragment, das den 5-Bereich des Gens und
zusitzlich 211 Basenpaare des stromaufwirts liegenden Bereiches umfaBt. Die Spitze des
grauen Pfeiles deutet auf das 3-Ende des Fragmentes. Die in vitro-Transkription wurde mit
der SP6-RINA-Polymerase nach Linearisierung des Vektors mit BamHI durchgefiihrt. Der
Vektor wurde ohne Insert zur Synthese von RNA-Groflenmarkern benutzt. Dazu erfolgte
die in vitro-Transkription mit der T7-RNA-Polymerase nach Linearisierung des Vektors mit
Ndel, Aafl und Sspl. Die resultierenden RNA-Gréflenmarker hatten eine Lénge von 305

(Ndel), 554 (Aarl) und 672 Nukleotiden (SspI). Die Sonde und die Groflenmarker wurden
durch [a-33S]CTP markiert,

Zur Synthese der RNA-Sonde wurde ein 0.77kb-BamHI/ EcoRI-Fragment aus dem Vektor
pUCI8 Ipd5.4 (Nukleotide 1-772 in Abbildung 12) in die EcoRY/ BamHI-Schnittstelle vor
den Promotor der SP6-RNA-Polymerase des Transkriptionsvektors pGEMAZTM Kkioniert
und der rekombinante Vektor in E. coli DH5 transformiert. Die Plasmide pGEM lpd0.77
(Abbildung 19) wurden aus den Transformanden pripariert und mit BamHI linearisiert,
Durch in vitro-Transkription mit der SP6-RNA-Polymerase konnte eine "antisense"-mRNA.
hergestellt werden. Diese bestand aus 778 Nukleotiden, da in dem Vektor pGEM4ZTM
zwischen dem Startpunkt der SP6-Transkription und der EcoRI-Klonierungsstelle 6bp

liegen, die mittranskribiert werden, Nach dem gleichen Transkriptionsprinzip wurden die
RNA-Groflenmarker synthetisiert.
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Der Vektor pGEM4ZT™ wurde in getrennten Restriktionsansiitzen mit den Restriktions-
enzymen Ndel, Aarl und Sspl linearisiert (Abbildung 19) und durch in vitro-Transkription
mit der T7-RNA-Polymerase "runoff’- Transkripte erhalten, die als RNA-GroBenmarker
verwendet wurden. Die GrofBenmarker hatten eine Linge von 305nt (Ndel), 554nt (4atl)
und 672nt (Sspl). Zur Bestimmung des Transkriptionsstartes wurden je 50pug Gesamt-RNA
aus C. glutamicum (Wildtyp) und aus dem rekombinanten Stamm C. glutamicum (pEKO
Ipd5.4) in getrennten Ansitzen gegen 50ng der Ipd-spezifischen Sonde hybridisiert. In
einem Kontrollansatz wurde E. coli-tRNA statt der C. glutamicum-RNA in die Hybridi-
sierung eingesetzt und ebenfalls mit RNasen behandelt. Dadurch sollte das MaB potentieller
Fremdhybridisierungen abgeschiitzt werden. Das Ergebnis des RNase-Protection-Assay ist
in Abbildung 20 dargestellt. In dem Kontrollansatz (Spur 2) wurde kein Signal erhalten,
Daraus ist zu schiieflen, daf} die Jpd-Sonde spezifisch hybridisierte. Bei der Hybridisierung
mit Gesamt-RNA des Wildtyps (Spur 3) und des rekombinanten Stammes C. glutamicum
(pEKO 1pd5.4) (Spur 1) traten Signale auf, von denen das groBte Signal auf ungefihr 550nt
bestimmt wurde. Unterhalb dieses Signals waren weitere Banden zu sehen, die durch die
Hybridisierung der Sonde gegen bereits durch Abbau entstandene /pd-mRNA-Fragmente
entstanden sein kénnten. Da das genaue 5'-Ende der Jpd-spezifischen mRNA-Sonde bekannt
war, konnte durch die GréBe des geschiitzten RNA-Fragmentes der Transkriptionsstart
bestimmt werden. Die Transkription wird aufgrund dieses Experimentes an dem Adenin-
Rest in Position 222 initiiert. Der mit dieser Methode ermitteite Startpunkt liegt 10bp
stromabwirts von dem mit der Primer-Extension-Methode bestimmten Initiationspunkt.
Obwohl beide Bestimmungen nicht zu einer vollkommenen Ubereinstimmung fihrten,
stimmte doch der Bereich der Transkriptionsinitiierung iiberein, und es konnte der Befund
bestatigt werden, daB der Start der Transkription nicht stromaufwirts vom Start der
Translation liegt. Aus Untersuchungen am Transkript des Gens fur die Glyzerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase aus C. glutanticum (Diplomarbeit J. Schwinde, 1991) konnte die
Erfahrung gemacht werden, daf8 der RNase-Protection-Assay nicht die Genauigkeit liefern
kann, wie es bei der Primer-Extension-Methode der Fall ist. Das konnte dadurch bedingt
sein, dal an den Enden eine unvolistéindige Hybridisierung bestand, sodal durch den
RNase-Verdau ein etwas groBerer Bereich als vorhersehbar abgebaut wurde.
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Abb. 20: RNase-Protection-Assay zur Bestimmung des Transkriptionsstartes vom Gen fur
die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. glutamicum. Es wurde eine RNA-Sonde
verwendet, die den 5'-Bereich des Gens und zusitziich 211 Nukleotide des stromaufwirts
liegenden Bereiches umfafite. Spur 1 zeigt das Hybridisierungsergebnis mit RNA aus dem
iiberexprimierenden Stamm C. glutamicum (pEKO lpd5.4), Spur 2 das Kontrollexperiment
mit tRNA aus E. coli und Spur 3 das Ergebnis mit RNA aus C. glutamicum (Wildtyp). In
den Spuren 4-6 sind die RNA-GroBenmarker dargestellt. Spur 7 zeigt die verwendete RNA-
Sonde, die ebenfalls als Grofenmarker genutzt wurde. Die Sonde und die GroBenmarker
wurden durch [a-35S]CTP markiert. Die Detektion ergolgte durch Autoradiographie.

3. Isolierung der Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. glutamicum

Es konnte festgestellt werden, dal der Transkriptionsstart des Jpd-Gens mit dem von der
DNA-Sequenz abgeleiteten Start der Translation (ibereinstimmte, Um den Translationsstart
experimentell zu bestimmen, wurde die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus Extrakten
des rekombinanten Stammes C. glutamicum (pEKO Ipd5 .4) isoliert und der aminoterminale
Bereich ansequenziert. Um die Proteinbande der Dihydroliponamid-Dehydrogenase zu
detektieren, wurden Zellextrakte von C. glufamicum (Wildtyp) und von dem uberexpri-
mierenden Stamm C. glutamicum (pEKO Ipd5.4) auf einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennt.
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Nach Anfirben des Gels mit Serva-Blue konnte in dem Extrakt des tberexprimierenden
Stammes eine Proteinbande identifiziert werden, die erheblich intensiver war als in dem
Zellextrakt des Wildtyps. Es lag nahe, daf es sich um die Bande der Dihydroliponamid-
Dehydrogenase handelte, sodall die weiteren Versuche darauf abzielten, diese Proteinbande
zu isolieren. Die Zellen aus zwei 50ml-Kulturen des Stammes C. glutamicum (pEKO
Ipd5.4) wurden nach Wachstum auf Komplexmedium mit 50 mM Tris-HCI-Puffer, pH 7, in
einem Volumen von 1 ml konzentriert und anschlieBend durch Ultraschall aufgeschlossen,
Nach Zentrifugation wurden von diesem Zellextrakt 0.2 ml fiir die Bestimmung der
Enzymaktivitit und des Proteingehaltes pipettiert. Die restlichen 0.8 ml des Zellextraktes
wurden ebenfalls mit 50 mM Tris-HCI-Puffer, pH 7, auf 5 ml verdiinnt und in einem ersten
Reinigungsschritt einer 2-stiindigen Ultrazentrifugation bei 183000 x g unterzogen. Von
dem Uberstand wurden 1.5 ml wiederum zur Bestimmung der Enzymaktivitit und des
Proteingehaltes pipettiert und danach die verbliebenen 3.5 ml in einem zweiten Schritt durch
FPLC iiber eine MonoQ-Séule, pH 7, aufgereinigt. Alle Schritte wurden bei 4°C
durchgefiihrt. Nach der FPLC wurden 92 Eluatfraktionen erhalten, die auf Enzymaktivitit
der Dihydroliponamid-Dehydrogenase getestet wurden, In den Fraktionen 71, 72 und 73
konnte enzymatische Aktivitit gemessen werden, Die Aufreinigung der Dihydroliponamid-
Dehydrogenase ist zusammenfassend in Tabelle 11 dargestellt. Ihr ist zu entnehmen, daBl
die Aktivititsausbeute nach der Ultrazentrifugation im Vergleich zum Rohextrakt bei 64%
lag und der Reinigungsfaktor 1.4 betrug. Nach der FPLC-Behandlung des Ultrazentri-
fugates betrug die Aktivititsausbeute 50%, und es wurde ein Reinigungsfaktor von 14.5 im
Vergleich zum Rohextrakt erzielt,

Ferner wurden Proben vom Rohextrakt, vom Ultrazentrifugat und von den MonoQ-
Fraktionen 71, 72 und 73 durch SDS-PAGE aufgetrennt. In dem mit Serva-Blue gefirbten
Gel war nach der FPLC-Behandlung in den Fraktionen 71, 72 und 73 jeweils eine cinzige
Proteinbande zu erkennen. Daraus konnte geschlossen werden, daB das Enzym bis zur
Homogenitit gereinigt wurde (Abbildung 21).

Die MonoQ-Fraktion 73 wurde mit Hilfe des Edman-Abbaus ansequenziert, wobei die
ersten 14 Aminosiuren des Polypeptids ermittelt werden konnten. Die Sequenzanalyse
ergab die AS-Sequenz; T-E-H-Y.D-V-V-V-L-G-A-G-P-G. Bis auf die erste Aminoséure
stimmt das Ergebnis mit der von der DNA-Sequenz abgeleiteten Amino-terminalen Region
iiberein (Abbildung 12 und 18). Das Startcodon des Jpd-Gens ist ein GTG-Triplett, das fiir
die Aminosiure Valin codiert. In vivo wird jedoch ¢in Formyl-Methionin an dieser Position
eingebaut, das vom reifen Protein prozessiert wird, sodaB zu erwarten war, es in der

Sequenz nicht zu finden (Ben-Bassat und Bauer, 1987).
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Tab. 11: Isolierung der Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. glutamicum (pEKO
Ipd5.4) nach Wachstum auf Komplexmedium.

Reinigungs- Volumen  Gesamt-  Enzymakti- Spez. Aktivitits- Reinigungs-

schritt (ml) protein vitdt Aktivitit ausbeute faktor
(mg) (U) (U/ mg) (%)

Rohextrakt 0.8 14 30.8 22 100 1.0

Ultrazentri- 5.0 6.7 20 3.0 64 1.4

fugation

MonoQ, 3.5 0.49 15.5 32 50 145

pH7

180
116

1
==
L=
—- — — — 485
=i 36‘5
' — 26.6

i

Abb. 21: SDS-PAGE der bei der Isolierung der Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C.
glutamicum (pEKO lpdS.4) anfallenden Fraktionen. Spur 1: Rohextrakt, Spur 2: Extrakt
nach Ultrazentrifugation, Spuren 3, 4 und 5 Extraktfraktionen 71 , 72 und 73 nach FPLC mit
der MonoQ-Saule bei pH7. Spur M zeigt die Molekulargewichtstandards: o-2-Makro-
globulin (180 kDa), B-Galactosidase (116 kDa), Fructose-6-phosphat-Kinase (84kDa),

Pyruvat-Kinase 58 kDa, Fumarase (48.5 kDa), Lactat-Dehydrogenase (36,5 kDa) und
Triosephosphat-Isomerase (26,6 kDa).
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4. Inaktivierung des Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase im Chromosom
von C. glutamicum

Um nachzuweisen, ob das Produkt des isolierten Ipd-Gens fiir die Aktivitat der
2-Oxoglutarat-DehydTogenase und die Aktivitit der Pyruvat-Dehydrogenase erforderlich
ist, wurde das Jpd-Gen im Chromosom von C. glutamicum durch eine Methode, die als
"Genunterbrechung" bezeichnet wird (Schwarzer und Piihler, 1991), inaktiviert werden. Fiir
die Inaktivierung wurde ein Jpad-internes 0.45 kb Scal/ EcoRI-Fragment (Abbildung 22)
nach Auffiillen der Enden in den mit Kpnl geschnittenen Vektor pEM1, dessen Enden
ebenfalls aufgefiillt worden waren, ligiert. Das rekombinante Plasmid pEM1 1pd0.45 wurde
in den E. coli-Donorstamm S17-1 transformiert und danach iiber Konjugation in
C. glutamicum transferiert. Durch den Einbau des Vektors pEM1 ins Genom erhalt der
Empfiingerstamm eine Resistenz gegentiber Kanamycin. Da der Vektor aber in
C. glutamicum nicht repliziert, wurden nach Selektion auf kanamycinhaltigem Medium
Klone erhalten, bei denen das pEMI1-Derivat ins Chromosom integriert sein mufBte. Das
Transkonjuganden-Medium enthielt auBerdem Nalidixinsiure, um das Wachstum des
Nalidixinséure-sensitiven E. coli-Donorstammes zu verhindern. C. glutamicum ist
unempfindlich gegeniiber Nalidixinsdure, Der Einbau des Vektors ins corynebakterielle
Chromosom erfolgt iiber homologe Rekombination. Da der Vektor pEMI keine
chromosomalen Anteile aus C. glutamicum enthilt, sollte die Rekombination nur zwischen
dem internen Fragment und dem /pd-Gen stattfinden.

BamHI lScaI lEooRI lHindIH i Sacl Kpnl

Abb. 22: Restriktionskarte vom Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. gh-
tamicum. Die Spitze des grauen Pfeiles gibt den Carboxy-Terminus des resuitierenden
Polypeptids an. Mit dem grauen Rahmen ist das interne 0.45kb-Scal/ EcoRI-Fragment
gekennzeichnet, das zur "Unterbrechung" des Gens benutzt wurde.
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Es wurde eine Transkonjugande erhalten, die auf kanamycinhaltigem Medium wuchs.
Obwoh! fiir die Anzucht der Zellen nach der Konjugation mit Acetat und Succinat
supplementiertes BHI-Komplexmedium verwendet wurde, bendtigte die Transkonjugande
zum Wachstum 60-70 Stunden. Die erworbene Kanamycinresistenz deutete auf eine
Integration des Vektors ins Genom hin. Das schlechte Wachstum der Zellen war zudem ein
guter Hinweis, da8 das Ipd-Gen zerstort wurde. Die potentielle Jpd-Mutante wurde als
C. glutamicum JS1 bezeichnet.

Durch einen Plattentest wurde der Phinotyp des Stammes C. gluwtamicum JS1 im
Vergleich zu C. glutamicum (pEKO) analysiert. Das Ergebnis ist in Tabelle 12 dargestellt.
Die Transkonjugande wuchs nur, wenn das Medium Acetat und Succinat als Zusitze
enthielt. Der Bedarf von Acetat wies auf einen Defekt in der Pyruvat-Dehydrogenase und
der Bedarf von Succinat auf einen Defekt in der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase des
Stammes C. glutamicum JS1 hin. Der Phénotyp dieser Mutante entsprach der Erwartung,
wenn im Chromosom nur ein Jpd-Gen vorliegt, dessen Genprodukt Bestandteil beider
Enzymkomplexe ist.

Tab. 12: Plattentest mit den Stimmen C. glutamicum (pEKO) und C. glutamicum JS1, mit
dem die "Unterbrechung" des Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase im Chromo-
som durchgefithrt wurde. Die Anzucht der Zellen erfoligte auf BHI-Komplexmedium, das
Nalidixinsdure (50 pg/ [) und Kanamycin (15 pg/ 1) enthielt. Die Supplemente Acetat und

Succinat waren je in 50 mM Konzentration enthalten, Legende: - = kein Wachstum;
+ = Wachstum.

Medium
C. glutamicum- BHI ohne BHI BHI BHI
Stamm Supplemente + Acetat + Succinat +Acetat
+Succinat
C. g (PEKO) + + + +

C g Js1 -
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Tab. 13: Spezifische Enzymaktivitaten der Dihydroliponamid-Dehydrogenase (E3), der
2-Oxoglutarat-Dehydrogenase (2-OGDH) und der Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) in den
Stammen C. glutamicum (pEKO) und C. glutamicum JS1, mit dem die "Unterbrechung"
des Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase im Chromosom durchgefiirt wurde.
Die Anzucht der Zellen erfolgte auf Kulurplatten mit BHI-Komplexmedium, das Nalidixin-
sdure (50 pg/ I) und Kanamycin (15 pg/ 1)) enthielt. Die Supplemente Acetat und Succinat
waren je in 50 mM Konzentration enthalten.

Spezifische Aktivitit (U/ mg Protein)

C. glutamicum-Stamm E3 2-OGDH PDH
C. g (pEKO) 0.150 0.073 0.065
C. g J81 0.105 0.040 0.044

Aus Flisssigkulturen des Stammes C. glutamicum JS1 wurden Zellextrakte gewonnen, um
die enzymatischen Aktivititen der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase, der Pyruvat-Dehydro-
genase und der Dihydroliponamid-Dehydrogenase im Vergleich zu C. glutamicum (pEKO)
zu bestimmen. Beim Ziichten der Zellen fiel auf, daB der Stamm C. glutamicum JS1 48
Stunden benctigte, um von einer Animpf-ODggy von 0.3 auf eine ODggy von 3 anzu-
wachsen, Erst nach einer langen lag-Phase von 30-36 Stunden wurde ein mit dem Referenz-
stamm C. glutanticum (pEKO) vergleichbares Wachstum beobachtet, der auf dem BHI-
Komplexmedium 3 bis 4 Stunden benétigte, um von einer ODggp von 0.3 auf eine ODgqg
von 3 anzuwachsen. In den sich anschiieBenden Enzymtests waren im Stamm C. glutami-
cum JS1 die Enzymaktivititen der 2-Oxoglurarat-Dehydrogenase, der Pyruvat- und der
Dihydroliponamid-Dehydrogenase mit denen des Referenzstammes vergleichbar. Es gab
aufgrund dieser Messungen keinen Hinweis auf einen Defekt im Jpd-Gen. Gleichwohl
signalisierte der potentielle Mutantenstamm im Plattentest einen Phénotyp, der auf einen
Defekt im {pd-Gen schlieBen lieB. Daher wurden Zellextrakte direkt von auf Kulturplatten
geziichteten Zellen hergestellt und die enzymatischen Aktivititen bestimmt. Das Ergebnis ist
in Tabelle 13 dargestellt.

Es konnte gezeigt werden, daB der Stamm C. glutamicum (pEKO), wie aus einer
Fliissigkultur, eine spezifische Dihydroliponamid-Dehydrogenase-Aktivitét von 0.15 U/ mg
Protein aufwies, wihrend die spezifischen Aktivititen der 2-OGDH (0.073 U/ mg Protein)
und der PDH (0.065 U /mg Protein) um 50% geringer waren als nach Wachstum im

Schiittelkolben (Kapitel 1.1., Tabelle 4).
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Der Stamm C. glutamicum JS1 zeigte im Vergleich dazu eine um 30 % geringere spezifi-
sche Dihydroliponamid-Dehydrogenase-Aktivitat (0.105 U/ mg Protein) und ebenfalls
niedrigere Enzymaktivititen der 2-OGDH (0.040 U/ mg Protein) und der PDH (0.044 u/
mg Protein).

Durch Southern-Blot-Analyse wurde untersucht, ob der Vektor pEM1 Ipd0.45 tatsachlich
in das Jpd-Gen integriert war und, ob eine Korrelation zu den geringeren Enzymaktivititen
im Stamm C. glutamicum JS1 bestand. Chromosomale DNA wurde aus auf Kulturplatten
geziichteten Zellen von C. glutamicum (Wildtyp) und C. glutamicum JS1 isoliert, mit
BamHI restriktionsverdaut und gegen eine homologe Ipd-DNA-Sonde hybridisiert. Es
wurde nur eine DNA-Bande nachgewiesen, dic dem 5.4kb-BamHI-Fragment zugeordnet
werden konnte, auf dem das Ipd-Gen urspriinglich identifiziert wurde. Eine Integration des
Vektors pEM1 1pd0.45 wurde nicht festgestelit. Da der Stamm C. glutamicum JS1 im
Plattentest den fiir einen Defekt im Jpd-Gen charakteristischen Phinotyp gezeigt hatte, liegt
der SchiuB nahe, daf im fiiihen Wachstumsstadium eine Integration des Vektors pEMI
Ipd0.45 und damit Zerstérung des /pd-Gens bestand. Der Grund fiir die Instabilitdt der

Integrationsmutante C. glutamicum JS1 im fortgeschrittenen Wachstumsstadium bedarf
aber weiterer Untersuchungen.

5. Analyse des DNA-Bereiches vor dem Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydro-
genase aus C. glutamicum

Auf dem Ipd-tragenden BamHI/ SphI-Fragment standen zur DNA-~Sequenzanalyse des vom
Ipd-Gen stromaufwirts liegenden Bereichs nur 211bp zur Verfiigung. Das reichte nicht aus,
um Aussagen zu treffen, ob sich noch ein weiteres Gen in der Nachbarschaft zum Jpd-Gen
befindet. Da die genetischen Untersuchungen in E. coli und A. vinelandii zeigten, daB das
Ipd-Gen im Chromosom stromabwirts der aceE/ aceF-Gene (E. coli) oder der sucA/ sucB-
Gene (4. vinelandii) liegt (Einleitung), konzentrierten sich die weiteren Untersuchungen

auf die Identifizierung, Isolierung und Sequenzanalyse des DNA-Bereiches, der stromauf-
wirts vom Jpd-Gen liegt (5'-Bereich).

5.1. Isolierung und Sequenzierung des DNA-Bereiches vor dem Gen fiir die Dihydro-
liponamid-Dehydrogenase aus C, glutamicum

Zur Identifizierung des vor dem Ipd-Gen liegenden DNA-Bereiches wurde eine Southern-
Blot-Analyse durchgeflihrt. Als homologe DNA-Sonde diente das 1.1kb Scal/ Sacl-lpd-
Fragment, das bereits in der in Kapitel 2.5 beschriebenen Southern-Blot-Analyse verwendet
wurde. Mit dieser Sonde konnte aus chromosomaler DNA von C, glutamicum ein 3.4kb-

Kpnl-Fragment detektiert werden, das aufler dem vollstindigen Ipd-Gen ungefihr 1700bp
des davor liegenden DNA-Bereiches umfaBte,
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Zur Isolierung dieses Fragmentes wurde eine partielle Genbank in dem Plasmid pUC18
angelegt. Aus chromosomaler Kpnl-geschnittener DNA von C. glutamicum wurden
Fragmente von 3.0-3.8 kb isoliert und in den Vektor pUC18 ligiert, der ebenfalls mit dem
Restriktionsenzym Kpnl geschnitten worden war. Die Ligationsansitze wurden dann in den
E. coli-Stamm DHS5 transformiert. Es wurden 112 Transformanden erhalten, von denen
Sml-Kulturen mit je 8 Kolonien angelegt wurden. Nach Inkubation iber Nacht bei 37°C
wurden die rekombinanten Plasmidgemische isoliert und mit Kpnl restriktionsverdaut. Die
Verdaus wurden auf eine Nylonmembran transferiert und gegen die homologe /pd-DNA-
Sonde hybridisiert. In einem Plasmidgemisch konnte das hybridisierende Fragment
identifiziert werden. Danach wurden die Einzelplasmide dieses Gemisches nach Kpnl-
Verdau durch Southern-Hybridisierung analysiert und das Plasmid mit dem 3.4kb-Kpnl-
Fragment detektiert, das mit pUC18 Ipd3.4 bezeichnet wurde (Abbildung 23). Das
Fragment wurde mittels eines als "Primer walking" bezeichneten Verfahrens nach der
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) sequenziert.

« 72 kb
« 5.7kb

«— 48 kb

3.4kb— Bham «6kb

«—23kb

Abb. 23: Southern-Blot-Analyse von DNA des rekombinanten Plasmids pUCI8 Ipd3.4
(Spur 1) und chromosomaler DNA aus C. glutamicum (Spur 2). pUCI18 Ipd3.4 enthalt das
chromosomale 3.4kb-Kpnl-Fragment, das das Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydroge-
nase und ungefihr 1700bp des davor liegenden DNA-Bereiches aus C. glutamicum umfaBt.
Die DNA wurde jeweils mit dem Restriktionsenzym Kpnl geschnitten. Als Sonde diente ein
1.1kb-Scal/ Sacl-Fragment aus dem kodierenden Bereich des Gens fur die Dihydrolipon-
amid-Dehydrogenase aus C. glutamicum. Die Sonde wurde mit Digoxigenin-dUTP
markiert. Die Detektion der hybridisierenden Banden erfolgte durch Anfirbung.
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Abbildung 24: Restriktionskarte von dem Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase
aus C. glutamicum (Ipd) und der flankierenden DNA-Bereiche orfY’ und orfX im
Chromosom, Das von orf¥ abgeleitete Polypeptid zeigte Ahnlichkeit zur Galaktosid-
Acetyltransferase aus E. coli (Hediger et al, 1985). Zu dem von orfX abgeleiteten

Polypeptid konnte keine Ahnlichkeit mit in der Genbank abgelegten Sequenzen festgestellt
werden.

Die computergestiitzte Suche nach moglicherweise kodierenden Regionen ergab einen
offenen Leserahmen, der 1137bp stromaufwiirts vom Ipd-Translationsstart beginnt und
492bp stromaufwirts vom Jpd-Gen endet. Eine zusammenfassende Darstellung vom Ipd-

Gen und der flankierenden DNA-Bereiche orf¥ und orfX im Chromosom von C. gluta-
micum ist in Abbildung 24 gezeigt,

Charakterisierung des vor dem Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus
C. glutamicum liegenden DNA-Bereiches (orfY)

Die Nukleinséuresequenz von orfY ist zusammen mit der davon abgeleiteten Aminosiurese-
quenz in Abbildung 25 dargestellt. orfY umfaBt 645bp, die fiir ein Polypeptid von 215 AS
mit einem errechneten Molekulargewicht von 22325 kodieren. Vor dem von der DNA
abgeleiteten Startcodon (ATGsys) befindet sich eine wenig mit einer typischen Ribosomen-
bindungsstelle Ubereinstimmende Sequenz. Die abgeleitete Aminosiuresequenz zeigte
22.3% Identitdt 2ur Galaktosid-Acetyltransferase aus E. coli (Hediger ef al., 1985). Der
Vergleich der Aminoséuresequenzen ist in Abbildung 26 dargestelt,
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. . . . 50 . . . . 100
GGTACCTTGTCTAATTTTTTGCTCGACAATTTTAATGLGTTCATGTTCTT T TACCCATTGGGGAACATCCT TAATGRBCGCCCCGTCCAGAACTAGRACT
. . . . 150 . . . . 200
ATTTGCCAGTTTTCATAGT T ¥ TGTTCGCAAACCGATTTAATAGAT TGACTGCAATATTEGTCATAAGCEAT TGT TGGGAT TACTACACT TAT TAATGGAG
. . . . 250 . . . . 300
CEEAACTAGTCATGETGACT TTCTTTGAGAATATTTTTCGCTGACTGECT T TAATTTACT TRATGGEGCAATAAGCT TACATCGAAATAT TGAAGAATAGE
. . . . 350 . . . . 400
TYCTCCTCTGEGECATAAGAGAAAGAGELAATTTGCTTCTAATTTTATTTTTOCTCTAT TGAACAGGGCTAGCT TEATATCTGGCT CTGAGCAGEATTTA
. . . . 450 . . . . 500
TAGACCCTTTCAGGAT CTTTTTCAAAATGTAATTCATTTATGGTTGCGAATTATGATCGCTATATGCT T TTAGTAAAGAGAAGATGTGT TGAAGGAGAGE
. . . . 550 . RBS . . ofY 600
TTAGAGAGATAAGGCTCTATTTGATCATETGCAGATAGATALGTGTTTTCAAGAACT YGCAAT T AAGAGGGAAGATGOT TGCTCAAAACTCAGTCGTAGT
M VAQDNSVVY
. . . . 650 . . . . 700
GATAGGTGCATCTGGATTCAGTAGGEAGAGTCTAGACET TCTCEAAGCAATCAAGRAAGCCEEACATTCGT TAGAGATAAT TGRAGTAGT TGATGACAAT
1 6ASGFGRESILDVILEAMRKKEAGHTSLETITILI>I GV VYDDAUN
. . - . 750 . . . . 800
CCTGCTGCAATCAATTTGCAGCGTCT TGCGRAGCGAAARAT CGAATATCTAGGAACT TTAAAAGAAT GATTRAGGGATCTCCCAAGTCGTGTARGTATG
P AALI NLQRULAERIKTIETYLGTULEKEUWSWI!EGSPTZKT ST CEI K.Y
. . . . 850 . . . . 900
TGCTTGCGAT TGGAAACCCAALGAT TOGLLATAAGCTFTCTGLTCTTTTAGACAAGTCTGETTTLGATGCATTTACGGCGGTGCATCCCTCTGCAGTGAT
ViAIGHPTIRHEKLSALLDIKSGEGEFDAFTAVHPSAVI
. . . . 950 . . . . 1000
AGGAAGCCAAGTAGTGTTTGGGTCTGRGGCTGTTRTATGT TCTGGGRCCETGATTTCGACCAATGTAAGGCTTGATGTGCATGTGCATATCAACCCAAAT
G S Q VWV FGSE&AVVCSEAVISTNVRLGYHVYHEINPAN
. . . . 1050 . . . . 1100
GTGACAATCGGGCATGATTCAATTCT TEAAGACTATGTTTCEATAAATCCGGCTGCAACAAT T TCEGETRAAGTCCTGATCATGEAAGARACTCTTATTG
VTI1GHD $I LEDYVSIHNPAATISGEVLIMNMETETTL!
. . . . 1150 . . . . 1200
GAGCTGLGACTACAGTATTGCAAGGACTGACTATCGGGAATAGETCETTAGTGGATGCATCTTCGTGCGTCACTAAGGATATTTCTGCAGGRAAGGTAGT
6§ AAATVLQGLTY! GENRSLYGASSCYTEKDPISAGEKVWVY
. . - . 1250 . . . . 1300
TAAGGGTATTCCTGEGCECTAAAARAGTACGAAAT TATCRACCTTTAACGCCATTGTGATTAGTAT TTTGGCGTTGCCYCLTEAGCGACT TGLAAATAGTT
K G I P AR * -

3 - . -

. . . . 1350 . . . . 1400
CATTTCGGCAGAGTGCTAACGGT TAGGCACTATT TTCCATTAGTTCTTTTGTAGTCCCGACGCATCTAAGCCGAAACAGCTAARAGT CGCACAGEGCCET
1450 . . . . 1500

GTAATGCCCGTAAGAGATATTTAAGGAATCTAAACTATGLCAATTCATGAACAGATCATCTTCY TCATCAACGAAATCCTAGGT TACGECCTGCATGCTS

GATCC

Abb, 25; Nukleinsiuresequenz und die davon abgeleitete Aminoséuresequenz des vor dem
Gen fur die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. ghwtamicum liegenden DNA-
Bereiches, der mit orfY bezeichnet wurde. RBS = potentielle Ribosomenbindungsstelle.
* = Stop der Translation. Die Sequenz ist bis zur stromaufwirts vom Ipd-Gen liegenden

BamHI1-Schnittstelle gezeigt (einfach unterstrichen).
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C. glut. MH--VAGNSVV Vi--GASGFR ESIDVLEAMK EAGHSLEIGV VDDNPAAINL QRLAERK-EY LGTLKE--WI
E. coli M---NMPMTE R1--RA---K LFTDMCEGLP E-KRLRGKLM YEFNHSHPSE VEKRESLKEM FATVGENAWYV
+ + o+ + + + o+ + o+

C. glut. E--GSPSCKY VLAIG-NPTI RHKLSLLD-- -KSGFDAFTA --VHSAVIGS QV---VFGSG AVVSGAVIST
E. coli E-PPVYSYGS NIHIGRNFYA NFNLTVDDYT VTIGDNVLIA PNVTS-VTGH PVHHELRKNG EMYFPITIGN
+ - ++ + + o+ * + + 44 * + *
C. glut. HWVRLGVHVHI NPV-=TIG-H DS-I-LEDYV -SINPAATIS GEVLIMEETL GAAATVLOGL TIGNRSLVGS
E. coli  NVWIGSHWI NPV--TIG-D NSYIGAGSIV TDIPPNVVAA G-VPCRVIRE NDRDKHVYFK DYKVESSV--
o+ H b bt + + + 4+ + +
C. glut. SCVTKDISAG KVVKGIPA

m
Q
=]
—
p

Abb. 26: Vergleich der Aminosauresequenzen zwischen dem von orfY kodierten Polypeptid
aus C. glutamicum und der Galaktosid-Acetyltransferase aus E. coli (Hediger ef al., 1985).
Legende: + = identische AS-Reste. Der Bereich, der fir die Ahnlichkeit besonders
signifikant war, ist einfach unterstrichen.

5.2. Untersuchungen zur Funktion des vor dem Gen fiir die Dihydroliponamid-
Dehydrogenase aus C. glutamicum liegenden DNA-Bereiches (orfY)

Da im zweiten Reaktionsschritt der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase und der Pyruvat-
Dehydrogenase auch Acylgruppen iibertragen werden, wurde auf enzymatischer Ebene
untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen dem von orf! kodierten Polypeptid und den
beiden Enzymkomplexen besteht.

Das orf¥-und Ipd-tragende 3.4kb-Kpni-Fragment wurde aus dem Vektor pUC18 lpd3.4
isoliert und in den E. coli/ C. glutamicum-Pendelvektor pEKO kloniert. Der resultierende
Vektor (pEKO orfY) wurde anschlieBend in C. glutamicum (Wildtyp) transformiert. Nach
Wachstum auf Komplexmedium ohne Glukose wurden die Enzymaktivititen der 2-OGDH,
der PDH und der Dihydroliponamid-Dehydrogenase gemessen. Das Ergebnis dieser
Messung ist in Tabelle 14 dargestellt. Es konnte gezeigt werden, daB im Vergleich zum
Stamm C. glutamicum (pEKO) in dem rekombinanten Stamm C. glutamicum (pEKOQ orfY)
das Ipd-Gen ungefihr 15fach iberexprimiert wurde und bei dieser Uberexpression die
jeweilige Gesamtaktivitit der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase und der Pyruvat-
Dehydrogenase auf etwa 25% der Ausgangsaktivitiat sank. Diese Beobachtung wurde
bereits gemacht, wenn das Jpd-Gen allein iiberexprimiert wurde (Kapitel 2.8). Es war bei
diesen Enzymmessungen kein Effekt festzustellen, der auf eine Beteiligung des von orf¥
kodierten Polypeptids mit der 2-OGDH oder der PDH schlieRen lief3.
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Tab. 14: Aktivititen der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase (2-OGDH), der Pyruvat-Dehydro-
genase (PDH) und der Dihydroliponamid-Dehydrogenase (E3) in den Stimmen C. gluta-
micum (pEKO) und C. glutamicum (pEKO orfY), der das Gen fiir die Dihydroliponamid-
Dehydrogenase aus C. glutamicum und orf¥ plasmidgebunden enthilt. Die von orf¥
abgeleitete Aminosiuresequenz zeigte Ahnlichkeit zur Galaktosid-Acetyltransferase aus
E. coli. Die Zellen wurden auf Komplexmedium ohne Glukose geziichtet.

Spezifische Enzymaktivitdt (U/ mg Protein)

C. glutamicum-Stamm 2-OGDH PDH E3
C. g. (pEKO) 0.120 0.110 0.190
C. g. (pEKO orfY) 0.030 0.035 3.000

Die Galaktosid-Acetyltransferase aus E. coli wird durch das JacA-Gen kodiert, das das
distale Gen des lac-Operons ist. Es wurde im Stamm C. glutamicum (pEKO orfY) sowohl
unter IPTG-induzierenden als auch unter nichtinduzierenden Bedingungen versucht, dieses
Enzym zu messen. Es konnte aber keine Galaktosid-Acetyliransferase-Aktivitat festgestelit
werden. Die Funktion von orfY in C. glutamicum bedarf daher weiterer Untersuchungen.
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IV. DISKUSSION

Es wurde lange Zeit angenommen, daf das Glutamat-produzierende C. glutamicum keine
funktionsfihige 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase (2-OGDH) besitzt, 2-Oxoglutarat nicht zu
Succinyl-CoA umgesetzt werden kann, und es folglich keinen vollsténdigen Tricarbonséure-
zyklus in C. glutamicum gibt. Da 2-Oxoglutarat die direkte Vorstufe in der Glutamatbiosyn-
these ist, wurde das Fehlen der 2-OGDH in C. glutamicum als wichtige Voraussetzung
angesehen, Glutamat produzieren zu kénnen (Kinoshita und Tanaka, 1975). Diese Annahme
wurde erstmalig durch den enzymatischen Nachweis einer 2-OGDH in dem nahe
verwandten Bakterium C. glutamicum ssp. flavum widerlegt (Shiio und Ujigawa-Takeda,
1980). Von C. glutamicum existierten weder enzymatische noch genetische Daten beziiglich
der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase.

In der vorliegenden Arbeit wurde die 2-OGDH im Rohextrakt von C. glutamicum mit
einer maximalen spezifischen Aktivitét von 0.14-0.16 U/ mg Protein nachgewiesen. Fir eine
oxidative Decarboxylierungsreaktion sprach, da3 die Umsetzung von 2-Oxoglutarat zu
Succinyl-CoA nur in Gegenwart der Cofaktoren ThDP, CoA und NAD™ erfolgte: ThDP
signalisierte die Decarboxylierung, CoA den Acylgruppen- und NAD™ den
Elekironentransfer (Reed, 1974, Wynn et al,, 1992), Aufierdem wurde festgestellt, daf} die
Enzymaktivitit von Mg?*-Ionen abhing. Dies ist typisch fiir ThDP-abhiingige Reaktionen
im allgemeinen, da die Bindung dieses Cofaktors an die enzymatisch aktive Untereinheit
durch Mg2*-Tonen vermittelt wird (Walsh ef al., 1976). Mg2t-Ionen konnen aber auch zu
den ionischen Wechselwirkungen beitragen, die den Zusammenhalt der Untereinheiten zu
einem Enzymkomplex bewirken (Amarasingham und Davis, 1965). Die 2-OGDH-Aktivitét
in C. glutamicum war ungefihr 3fach héher als in E. coli (Langley und Guest, 1978), 7fach
hoher als in B. subtilis (Ohné, 1975), und sie war vergleichbar mit der aus P. putida (Sykes
et al.,1985). Es ist aber nur bedingt méglich, die Enzymaktivititen unter den verschiedenen
Organismen zu vergleichen, da die Messungen nicht bei einheitlichen Testbedingungen
erfolgten. Gemeinsames Merkmal ist, da8 sie relativ niedrig sind (0.02-0.15 U/ mg Protein).
Die 2-OGDH-Aktivitdten sind moglicherweise in vivo hoher als in den in vifro-Messungen
festgestellt werden kann. Ein Teil der Komplexe konnte bei der Aufarbeitung der Zellen zu
zellfreien Extrakten (Ultraschall-Behandlung) in seine Untereinheiten zerfallen und somit
enzymatisch inaktiv werden.

Es wurde gezeigt, dal} die Enzymaktivitit spezifisch fiir die 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase
ist und keine Nebenaktivitat der Verzweigtkettigen-Aminosiure-Dehydrogenase (VADE)
oder der Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) darstellt. Eine Aktivitit der Verzweigtkettigen-
Aminosiure-Defydrogenase wurde unter den beschriebenen Bedingungen nicht festgestellt,
Messungen an diesem Enzymkomplex in P. pufida ergaben, daB die fir dessen
Untereinheiten kodierenden Gene erst bei Wachstum auf den 2-Oxo-Verbindungen der
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Aminoséuren Leucin, Isoleucin und Valin induziert werden (Sokatch et al., 1981; McCully
et al., 1986). Diese Substrate sind in nur geringen Mengen in dem Komplexmedium
enthalten, das fiir die Anzucht der C. glutamicum-Zellen verwendet wurde.

Die spezifische Aktivitit der Pyruvat-Dehydrogenase aus C. glutamicum betrug maximal
0.11-0.12 U/ mg Protein und lag damit in dem gleichen Bereich wie die spezifische Aktivitat
der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase. Es konnte der SchlufB gezogen werden, daff die
oxidativen Decarboxylierungen von 2-Oxoglutarat und von Pyruvat an zwei separaten
Enzymkomplexen stattfinden, weil mit 2-Oxoglutarat und Pyruvat zusammen als Substraten
eine spezifische Enzymaktivitit gemessen wurde, die sich annghernd aus den
Einzelaktivititen der beiden Enzymkomplexe zusammensetzte. Eine zweifache Rolle wie in
B. subtilis, wo ein Enzymkomplex die Funktion der Pyruvat- und der Verzweigtkettigen-
Aminosaure-Dehydrogenase hat (Lowe ef al, 1983), kann somit fir C. glutamicum
ausgeschlossen werden.

Die Regulationsuntersuchungen auf enzymatischer Ebene zeigten, dafl die 2-Oxoglutarat-
Dehydrogenase in C. glutamicum durch die Endprodukte der Reaktion inhibiert wurde.
Dies ist sowohl bei eukaryotischen als auch bei prokaryotischen 2-OGDH beschrieben
(Yeaman, 1986; Perham, 1991). Von den getesteten Zentralstoffwechsel-Intermediaten
wurde die 2-OGDH durch Glyoxylat, DL-Isocitrat und AMP gehemmt, Untersuchungen an
Thiamin-abhéngigen Enzymreaktionen hatten ergeben, da8 Glyoxylat den Cofaktor ThDP
blockiert (Uhlemann und Schellenberger, 1975). Dadurch kann der Decarboxylierungs-
schritt an der ersten Untereinheit des Enzymkomplexes nicht mehr stattfinden. Isocitrat
kénnte aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zum 2-Oxoglutarat um das aktive Zentrum
der ersten Untereinheit des Komplexes konkurrieren und die Bindung des 2-Oxoglutarates
erschweren.

Die 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase aus C. glutamicum wurde durch Anionen wie Ci-
Ionen drastisch gehemmt. Die GroBe der Ionen muB bei diesem Effekt eine Rolle spielen, da
im Gegensatz zu den CI- -Ionen Glutamat im Enzymtest die 2-OGDH-Aktivitat nicht
signifikant beeintrichtigte. Die Anionen kénnten in hoher Konzentration die Statik des
Multienzymkomplexes storen, sodaB er katalytisch inaktiv wird, Eine weitere Moglichkeit
besteht darin, daB sich die Anionen am katalytischen Zentrum einer der Untereinheiten
anlagern und so die Enzymaktivitt verhindern. Eine solche Hypothese wurde von A. de
Kok gedufert, der dhnliche Befunde an der 2-OGDH von 4. vinelandii hatte.

Die Wachstumsexperimente mit C. glutamicum (Wildtyp) ergaben, daB die spezifische
2-OGDH-Aktivitit nach Anzucht auf Komplexmedium zwei- bis dreimal so hoch war wie
nach Anzucht auf Minimalmedium. Dies deutet auf eine Regulation der Expression der
beteiligten Gene hin. Es wurde festgestellt, daB in C. glutamicum die Expression des {pd-
Gens nicht reguliert wird. Daraus ist zu schlieBen, daB die Gene suc4 und sucB Ziel der

Regulation sind.
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Ein EinfluB auf die Regulation der Expression dieser Gene durch Glukose oder Acetat
konnte ausgeschlossen werden, ein Ergebnis, das auch fir C. glutamicum ssp. flavum
festgestellt wurde (Shiio und Ujigawa-Takeda, 1980). Im Gegensatz dazu zeigten
Messungen an E. coli (Amarasingham und Davis, 1965) und B. subtilis (Ohné, 1975), dafl
auf Glukose-haltigen Medien eine geringere 2-OGDH-Aktivitit gemessen wurde als auf
vergleichbaren Medien ohne Glukose. In B. subtilis wurde gezeigt, dal die Regulation auf
Transkriptionsebene des odhA/ odhB-Operons (kodiert fiir die E1- und E2 der 2-OGDH)
beruht (Resnekov ef al., 1992). In E. coli wurde der Anteil 2-OGDH relativ zum Gesamt-
Protein in der Zelle quantifiziert. Es wurde beobachtet, da3 nach Wachstum auf Glukose-
haltigen Medien weniger E1/ E2-Apo-Komplexe nachzuweisen waren (Smith und
Neidhardt, 1983). Der Grund konnte entweder auf Transkriptions- oder Translationsebene
liegen.

Es konnte gezeigt werden, daB die spezifische 2-OGDH-Aktivitat in C. glutamicum unter
Glutamat-Produktionsbedingungen niedriger war als unter Wachstumsbedingungen. Dieser
Befund pafit zu Ergebnissen aus NMR-Markierungsexperimenten, in denen nach Wachstum
auf 13C-markierter Glukose eine 13C-Anreicherung im Glutamat gemessen wurde (Sonntag
et al, 1995, eingereicht). Die Intensitit der Anreicherung kann als MaB fiir den
KohlenstofffluB durch den Tricarbonsédurezyklus dienen. Unter Glutamat-Produktionsbe-
dingungen wurde eine vergleichsweise geringere 13C-Anreicherung als unter Wachstumsbe-
dingungen gemessen. '

Es ist bemerkenswert, daBB unter Glutamat-Produktionsbedingungen eine signifikante
2-OGDH-Aktivitit festgestelit werden konnte, die fihig ist, einen vollstandigen "turnover"
durch den Tricarbonsiurezyklus zu bewirken, wie die NMR-Markierungsexperimente
zeigten, Die Fahigkeit von C. glutamicum, Glutamat akkumulieren und sezernieren zu
konnen, beruht daher nicht auf einer zu geringen oder gar defizienten 2-OGDH-Aktivitit,
wie lange Zeit angenommen wurde (Kinoshita und Tanaka, 1972; Kinoshita 1985). Die
physiologische Relevanz der 2-OGDH in C. glutamicum liegt nach den Befunden darin,
einen kompletten Tricarbonsdurezyklus zu erméglichen und damit einen entscheidenden
Beitrag zum Energichaushalt und Baustoffwechsel der Zelle zu leisten. Ein unvollstandiger
Tricarbonsaurezyklus ist offensichtlich fiir C. glutamicum ungiinstig, da es nicht méglich
war, Uber die Zerstdrung des Gens fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase-Untereinheit
(Ipd) die 2-OGDH-Aktivitat in stabiler Weise zu beseitigen. Durch diese Mafnahme hitte
der Tricarbonséurezyklus unterbrochen werden kénnen, und der KohlenstofffluB eventuell
vermehrt in Richtung Glutamat geleitet werden kénnen,

Die spezifische PDH-Aktivitat in C. glutamicum war nach Wachstum auf Minimalmedium
um etwa 50% niedriger als nach Wachstum auf Komplexmedium. Der Unterschied weist auf

die gleiche Regulation auf genetischer Ebene hin, wie sie bereits bei der 2-OGDH
festgestelit wurde.
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Die Expression der PDH-Gene wurde im Gegensatz zu E. coli nicht durch Glukose
beeinfluBlt (Langley und Guest., 1978). Ferner wurde im Unterschied zu E, coli festgestellt,
daBl Pyruvat nicht als Induktor bei der PDH-Genexpression wirkt (Dietrich und Henning,
1970; Smith und Neidhardt, 1983). Es kann angenommen werden, daB in C. glutamicum
eine Grundaktivitit der PDH besteht, da nach Wachstum auf Acetat kein Unterschied zur
Aktivitit auf Glukose-Medium gewachsener Zellen festzustellen war.

Durch Southern-Hybridisierungen mit degenerierten, nichtradioaktiv markierten DNA-
Oligonukleotiden gelang es, ein Fragment aus chromosomaler DNA. von C. glutanticum mit
dem Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase zu isolieren. Es wurden neben dem
dominierenden Signal eine ganze Reihe von Hintergrundsignalen festgestellt. Dies mag
daran liegen, dafl degenererte Oligonukleotide benutzt wurden, die unspezifisch
hybridisieren koénnen. AuBerdem wird bei der Digoxigenin-Markierung an den Enden der
Oligonukleotide zuniichst ein Poly(A)-Geriist synthetisiert (Boehringer Mannheim,
Produktinformation), das unspezifisch gegen Poly(T)-Regionen in der chromosomalen DNA
hybridisieren kann.

Es sprachen mehrere Griinde dafiir, zunichst die Isolierung des Jpd-Gens zu forcieren:
1) Homologievergleiche der Aminosiuresequenzen von Dihydroliponamid-Dehydrogenasen
aus pro- und eukaryotischen Organismen zeigten, dafB sich die Enzyme sehr dhnlich sind und
{iber hochkonservierte Bereiche verfiigen. Das bedeutete, daB relativ spezifische
Aminosiuresequenzen zur Translation in die DNA-Oligonukleotid-Sequenzen genutzt
werden konnten. 2) Die Dihydroliponamid-Dehydrogenase kann enzymatisch unabhéngig
vom Enzymkomplex erfaBt werden (Van den Broek, 1971), sodaB durch die Messung der
Uberexpression des /pd-Gens der funktionelle Nachweis des isolierten Gens erbracht
werden konnte. '3) Das Ipd-Gen liegt in den beschriebenen Fillen hinter den sucd/ sucB-
Genen oder hinter den aceE/ aceF-Genen. Unter der Ahnahme, da8 auch in C. glutamicum
die sucA-, sucB- und lJpd-Gene im Chromosom benachbart sind, erméglichte ein isoliertes
Ipd-Gen durch die DNA-Analyse der angrenzenden Bereiche auch zu diesen Genen
vorzudringen.

Das Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. glutamicum kodiert fur ein
Polypeptid mit 469 AS mit einem relativen Molekulargewicht (Mr) von 50619. Die Lénge
des Polypeptids aus C. glutamicum paBt gut zu den Dihydroliponamid-Dehydrogenasen aus
A. vinelandii (476 AS) (Westphal und de Kok, 1988), B. stearothermophilus (469 AS)
(Borges et al., 1990), S. aureus (468 AS) (Hemili, 1991) und zu der Dihydroliponamid-
Dehydrogenase aus P. putida, die mit der Verzweigtkettigen-Aminosiure-Dehydrogenase
asoziiert ist (459 AS) (Burns et al., 1988). Bine Ausnahme unter diesen Enzymen stellt die
an die Pyruvat-Dehydrogenase gebundene Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus
Alcaligenes eutrophus dar, die eine Lange von 594 Aminoséuren hat (Hein und Steinbiichel,

1994).
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Dieses Polypeptid weist neben den typischen Merkmalen fiir Dihydroliponamid-
Dehydrogenasen (Rice ef al., 1984; Schierbeek, 1988) zusitzlich eine aminoterminale
Lipoyl-Domine auf, die eigentlich fiir die Acyltransferase von Multienzymkomplexen
charakteristisch ist (Reed und Hackert, 1990),

Die dem Ipd-Gen benachbarten Bereiche im Chromosom von C. glutamicum zeigten
keine Ahnlichkeit zu den Genen der 2-Oxoglutarat- bzw. der Pyruvat-Dehydrogenase. Der
stromaufwirts vom lpd-Gen liegende orfY war der Galaktosid-Acetyltransferase aus E. coli
ahnlich (Hediger ez al., 1985). In E. coli wird diese Acyltransferase durch das JacA-Gen
kodiert. Das lac4-Gen ist das distale Gen des Lactose-Operons aus E.coli. Weitere Gene
dieses Operons sind /acl, lacZ und lacY, die fiir den Jac-Repressor, die 3-Galaktosidase und
die Lactose-Permease kodieren (Farabaugh, 1978; Buchel e al., 1980; Kalnins ef al,
1983). Die physiologische Bedeutung der Galaktosid-Acetyltransferase in E. coli liegt,
darin, toxische Galaktoside zu acetylieren, worauf diese aus der Zelle entfernt werden
(Fowler et al., 1985; Beckwith, 1987). Mit 22.3% identischen AS-Resten war die
Homologie zur Galaktosid-Acetyltransferase aus E. coli aber sehr gering. An dem Vergleich
der Aminosiuresequenzen beider Polypeptide war zu erkemnen, daf der jeweils
carboxyterminale Bereich eine grofe Ahnlichkeit zeigte. Dieser Bereich wurde in einer
Reihe weiterer Acyl- bzw. Acetyltransferasen gefunden (Downie, 1989; Vaara, 1992,
Annunziato, 1994) und weist ein fiir diese Gruppe neues Motiv auf, namlich den sog.
"isoleucine patch" (Dicker und Seetharam, 1992).

Wenn orfY in C. glutamicum tatséchlich fiir eine Acyltransferase kodieren sollte, ist es
unwahrscheinlich, da diese Bestandteil der 2-Oxoglutarat- oder der Pyruvat-
Dehydrogenase ist, da im Enzymtest mit Rohextrakten des C. glutamicum-Stammes, der
orfY plasmidgebunden enthielt, kein Effekt auf die Gesamtaktivititen der Enzymkomplexe
festgestellt wurde. Ebenso wurde keine Galaktosid-Acetyltransferase-Aktivitit gemessen,
Es bleibt unklar, welche Bedeutung das Genprodukt von orfY im Stoffwechsel von C. gluta-
micum hat.

Die Wachstumsexperimente mit dem rekombinanten Stamm C. glutamicum (pEKO
Ipd5.4), der das Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase iiberexprimierte, zeigten eine
etwa 12fach hohere spezifische Enzymaktivitit als im Wildtyp, Dabei war die Aktivitit
spezifisch fiir NAD™ und das Substrat Dihydroliponamid. Die Uberexpression fithrte zu
einer tiber 50 %igen Eriedrigung der Gesamtaktivititen sowohl der 2-Oxoglutarat- als
auch der Pyruvat-Dehydrogenase. Das 1Bt den SchluB zu, daB das Produkt des Zpd-Gens in
C. glutamicum Bestandteil beider Enzymkomplexe ist. Gestiitzt wird diese Annahme, daf}
die [pd-Mutante, C. glutamicum JS1, am Anfang ihres Wachstums einen Phinotyp zeigte,

der auf Defekte sowohl in der 2-Oxoglutarat- als auch in der Pyruvat-Dehydrogenase
schlieBen lief.
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Ein Grund fiir die Erniedrigung der Gesamtaktivititen ist vielleicht im strukturellen Aufbaun
der Multienzymkomplexe zu suchen (Reed, 1974; Yeaman, 1989; Perham, 1991). Bei einer
drastischen Erhéhung von E3-Untereinheiten konnten diese untereinander um die
Bindungsstelle an der E2-Untereinheit des Enzymkomplexes so konkurrieren, daf sie sich
gegenseitig davon verdringen und eine geordnete Katalyse verhindern, was sich dann in
einer Erniedrigung der Gesamtaktivitit ausdriickt. Die E1-und E3-Untereinheiten binden in
festen stochiometrischen Verhdltnissen an die E2-Untereinheit (Robien et al, 1992;
Machado ef al., 1992) Es wire moglich daB die E3-Untereinheiten bei einer dramatischen
Uberzahl die El-Untereinheiten von ihrer Koordinationsstelle verdringen und der
Eingangsschritt, also geschwindigkeitsbestimmende Schritt, der Katalyse verhindert wird.
Daf ein Ungleichgewicht der Untereinheiten zu einer Erniedrigung der Gesamtaktivitit des
Enzymkomplexes fiihrt, wurde auch bei Pyruvat-Dehydrogenase von E. coli beobachtet und
mit dem VerdringungsprozeB zwischen den El- und E3-Untereinheiten begriindet (Russel
und Guest, 1990).

Es gibt in C. glutamicum keinen Hinweis auf ein weiteres /pd-Gen, da die Southern-
Hybridisierung mit einer homologen Ipd-DNA-Sonde nur ein Signal ergab. Sollte ein
weiteres [pd-Gen existieren, hat es nur eine geringe Ahnlichkeit zu diesem isolierten Jpd-
Gen. AuBlerdem konnte die Jpd-Mutante C. glutamicum JS1 nicht stabilgehalten werden.
Das [46t den SchluB zu, daBl das charakterisierte Jpd-Gen essentiell fiir C. glutamicum ist,
dessen Funktion von keinem weiteren Iso-Gen tibernommen werden kann,

Die Northern-Blot-Analyse des Jpd-mRNA in C. glutamicum ergab ein einziges
Transkript von ungefihr 1.5kb Linge. Da das /pd-Gen einen offenen Leserahmen von
1407bp aufweist und die Jpd-Regulationseinheit inklusive der potentiellen
Terminationsstrukur 1460bp umfaBt, paBt die Transkriptlinge gut zu dem /pd-kodierten
Bereich. Das bedeutet, daBB das Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase in C. gluta-
micum ein Monocistron bildet. Aufgrund der Northern-Blot-Analyse gibt es keinen Hinweis
auf eine Operon-Struktur wie in E. coli, A. vinelandii oder B. subtilis (Darlison et al.,
1984; Spencer ef al., 1984; Schuize ef al., 1990; Resnekov et ai.,1992). Die Expressions-
daten hatten bereits gezeigt, daB das Jpd-Gen unabhingig exprimiert werden kann, also uber
eigene Bxpressionssignale verfiigen muB. Aber selbst bei einer Operon-Struktur liegt vor
dem Ipd-Gen in allen beschricbenen Fillen ein separater Promotor (Spencer und Guest,
1983; Westphal und de Kok, 1988; Quail et &, 1994). Vermutlich wird damit
gewshrleistet, daB liber eine eigenstindige Expression des Jpd-Gens eine Verteilung des
Genprodukts auf mehr als einen Enzymkomplex, unabhéngig von der jeweiligen
Regulationseinheit, moglich ist (Spencer und Guest, 1985).

Die Bestimmung des Transkriptionsstarts vom Jpd-Gen fiihrte zu einem uiberraschenden
Ergebnis; denn dieser stimmte mit dem Start der Translation tberein. Ein solches Befund ist

bisher fur C. glutamicum nicht beschrieben worden.
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Es fithrte zu der Frage, wie die Translation ohne Ribosomen-Bindungsstelle (RBS) (Shine
und Dalgarno, 1974) funktioniert und, ob der von der DNA-Sequenz des Ipd-Gens
abgeleitete Start der Translation stimmte. Dieser konnte bestitigt werden, da die
aminoterminale Aminosduresequenz der zur Homogenitit gereinigten Dihydroliponamid-
Dehydrogenase bis auf die erste Aminosaure mit der theoretischen Sequenz Gibereinstimmte.
Gene, bei denen der Translationsstart mit dem Transkriptionsstart identisch ist, wurden in
der Mehrzahl bei Streptomyceten (Lopez ef al., 1989; Lopes-Crabrera ef al., 1989, Murray
et al., 1989), als Ausnahme auch in E.coli (Ptashne ef al., 1976; Klock und Hillen, 1986)
und Bukaryoten (Adam, 1991) gefunden. Es wurde vorgeschlagen, da3 - im Falle der
Prokaryoten- die 16S rRINA an eine Stelle unmittelbar stromabwérts vom Translationsstart
bindet (Suzuki und Yamada, 1988; Spengart et al,1990). Direkt stromabwirts vom
Translationsstart des Jpd-Gens aus C. glutamicum wurde keine Sequenz identifiziert, die
eine Ahnlichkeit zur RBS aufweist. 75bp stromabwirts vom Jpd-Translationsstart befindet
sich ein Bereich, der einer RBS in C. glutamicum hnlich ist (5“GGC AAG AAG GTT-3).
Moglicherweise kommt es durch die Ausbildung von Sekundérstrukturen im 5'-Bereich des
Ipd-Transkriptes zu einer Anndherung dieser Struktur an den Translationsstart und so zu
einer Bindung der 168 rRNA.

Untersuchungen an E. coli-Promotoren (Rosenberg und Court, 1979; Hawley und
McClure, 1983) und Promotoren einiger Gram-positiver Bakterien (Moran ef al.,1982;
Graves und Rabinowitz, 1986) bildeten die Grundlage fiir die Formulierung gemeinsamer
Strukturen fir Promotoren. Im allgemeinen bestehen sie aus einer "-10"-Region, auch
Pribnow-Box genannt, mit einem stark konservierten DNA-Sequenzmotiv "5'-TATAAT-
3", das 8-10bp vor dem eigentlichen Start der Transkription liegt (Pribnow, 1975). 15-18bp
von diesem Bereich entfernt befindet sich eine sogenannte "-35"-Region "5-TTGACA-3",
deren Nukleotidsequenz jedoch weniger stark konserviert ist. AuBerdem wurde fiir starke
E. coli-Promotoren eine weitere charakteristische AT-reiche “-43"-Region beschrieben
(Bujard, 1980), die auch in Promotoren Gram-positiver Organismen vorkommt (Graves und
Rabinowitz, 1986).

Die Promotoranalyse des /pd-Gens ergab 10bp stromaufwirts vom Gpj, ein DNA-
Sequenzmotiv "5 TAT CCT-3", das bis auf die beiden Cytosin-Reste mit der "-10"-Region
typischer . coli-Promotoren identisch ist. Weiterhin 16bp vor der méglichen "-10"-Region
wurde eine Sequenz "S' -ACG ACA-3" gefunden, die Ahalichkeit zu einer E. coli "-35"-
Region zeigt und gut mit der "-35"-Region des fda-Gens aus C. glutamicum (von der Osten
et al1989) ubereinstimmt. Der Vergleich moglicher Promotorsequenzen aus C. ghita-
micum in Abbildung 27 stellt dar, daB es zwar gute I"Jbereinsti:mnungen zur E, coli "-10"-
Region gibt, dal sich aber die "-35"-Region uneinheitlich darstellt.
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~60 -50 -40 -30 =20 -10 +1
P Ipd GGAAARCCAA CCGCACCCGE ATGCACGACA ATGACCCACT AAACACGTAT CCTTGRATGC GIG

P fda CTTAGGTTGA AGGAAATATC ACACGACAAR AGTTGAGTGA TGCAGGCATA ATTGGCTATA GGC

Pglt 4 GGGAATIGGC TCTCACTTCG GATATGGCTA AACCGCATTT ATCGGTATAG CGTGITARCC GGA
pgap ATGTGTCTGT ATGATITIGC ATCTGCTGCG ARATCTTTGT TTCCCCGCTA ARGITGAGGA CAG
P

pak TTAATCAATA CAATTGAATA CCGGTTGCCA GCGCCACACA ATGTGTGGCA ATCTGGGACA GTG

Pgdh TTCARACAAA TTTTAATTCT TTGIGGICAT ATCTGIGCGR CACTGCCATA ATTTGAACGT GAG

Phom GAAGGTGAAT CGAATTTCGG GGCTITTAAAG CARAAATGAA CAGCTTGGTIC TATAGTGGCT AGE

Pithye CCTITITCAA CATATITGAG ACGGTGTGGG GGAGTATTIGT GTCACCCCTT GGGATAGGGT TAT
P lysa GGATTIGTTA TAAGTATGGG TCGTATTCTG TGCGACGGGT GTACCTCGGC TAGAATTTCT CCC

E. coli/ B. subtilis

Konsensus-Sequenz =—w=—=—wr—-= m=-= TIGACA —~=mm—wm=s —oem——s TAT AAT-—===m—= ——=

Abb. 27: Vergleich von potentiellen Promotorsequenzen von Genen aus C. glutamicum:
Der Transkriptionsstart ist mit +1 bezeichnet. Die Gene kodieren fiir die folgenden
Polypeptide: Ipd (Dihydroliponamid-Dehydrogenase; diese Arbeit), fda (Fruktose-1,6-
bisphosphat-Aldolase; von der Osten et al.,1989), gitd (Citrat-Synthase; Eikmanns ef al.,
1994), gap (Glyzerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; Schwinde et al., 1993), pgk (3-
Phosphoglyzerat-Kinase, Schwinde ef al., 1993), gdh (Glutamat-Dehydrogenase, Bormann
et al, 1992), hom (Homoserin-Dehydrogenase, Peoples ef al., 1988), Iysd
(Diaminopimelat-Decarboxylase, Marcel ef al., 1990). Die potentiellen "-10"- und "-35"-
Regionen sind doppelt unterstrichen. In der letzten Zeile sind die E. coli Sigma 70 und
B. subtilis Sigma 43 Konsensus-Sequenzen dargestellt.

Ob der Promotor des [pd-Gens tatsichlich aus einer E. coli analogen "-10" und “-35"-
Region besteht, miiBten weitere Experimente, z.B. gezielte Austausche einzelner Nukleotide
aus dem potentiellen Promotorbereich zeigen. Eine aktuelle Analyse corynebakterieller
Sequenzen mit moglicher Promotorfunktion zeigt, daf haufig vor der "-10"-Region ein -
GG-Duplett und ein AT-reicher Bereich zu finden sind (Patek et al., 1995, eingereicht).
Beides konnte fiir den potentiellen Jpd-Promotor nicht beobachtet werden. In Uberein-
stimmung mit o.g. Studie und mit der "Bujard-Regel" befindet sich aber vor der "-35"-
Region eine AT-reiche Sequenz, die fiir die Promotorfunktion eine Rolle spielen konnte.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase in dem Glutamat-
produzierenden Corynebacterium glutamicum nachzuweisen, die Regulation zu untersuchen
sowie das Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase, einer Untereinheit dieses Enzyms,
2u isolieren und zu charakterisieren.

1. Die 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase konnte im Rohextrakt von C. glutamicun mit einer
spezifischen Aktivitit von 0.15 U/ mg Protein nach Wachstum auf Komplexmedium und
einer spezifischen Aktivitat von 0.05 U/ mg Protein nach Wachstum auf Minimalmedium
nachgewiesen werden. Die unterschiedlichen Enzymaktivititen nach Wachstum auf den ver-
schiedenen Medien weisen auf eine Regulation der Genexpression hin. Auf enzymatischer
Ebene wurde die 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase durch Succinyl-CoA, NADH, DL-Isocitrat
und Glyoxylat gehemmt.

2. Das Gen fiir die Dihydroliponamid-Dehydrogenase aus C. glutamicum wurde mittels
markierter Oligonukleotid-Sonden auf einem 5.4kb-BamHI-Fragment identifiziert und iso-
liert. Die DINA-Sequenzanalyse ergab, daB das Gen eine GroBe von 1407bp hat und fir ein
Polypeptid mit 469 Aminosduren kodiert. Das Polypeptid besitzt im Vergleich zu Dihydro-
liponamid-Dehydrogenasen aus anderen Organismen bis zu 42% identische Aminoséuren.

3. Untersuchungen auf Transkriptionsebene ergaben, daf das Gen fiir die Dihydrolipon-
amid-Dehydrogenase aus C. glutamicum monocistronisch ist, die Lange des Transkriptes
ungefihr 1.5kb betrdgt, und der Transkriptionsstart mit dem Translationsstartpunkt iden-
tisch ist. Die Dihydroliponamid-Dehydrogenase wurde durch Ultrazentrifugation und FPLC
bis zur Homogenitit gereinigt und der Amino-Terminus ansequenziert. Der experimentell

bestimmte Translationsstart stimmt mit dem aus der DNA-Sequenz abgeleiteten Start der
Translation tiberein.

4. Der Stamm C. glutamicum (pEKO 1pd5.4), der das Gen fir die Dihydroliponamid-Dehy-
drogenase plasmidgebunden enthilt, zeigte eine 12fach héhere Dihydroliponamid-Dehydro-
genase-Aktivitit (1.90 U/ mg Protein) als der Wildtyp {0.16 U/ mg Protein). In den iiberex-
primierenden Stdmmen lagen die Gesamtaktivitéiten der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase und
der Pyruvat-Dehydrogenase um 50-70% niedriger als in den Ausgangsstimmen.

3. Durch "Gen-gerichtete” Mutagenese wurde eine definierte im Gen fiir die Dihydrolipon-
amid-Dehydrogenase defekte Mutante, C. glutamicum JS1, konstruiert. Der Phinotyp wies
auf fehlende Aktivitdten der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase und der Pyruvat-Dehydrogenase

hin. Allerdings erwies sich der Stamm als instabil, was darauf deutet, daB das Dihydrolipon-
amid-Dehydrogenase-Gen fiir C, glutamicum essentiell ist.
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