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Lipidsynthesis in Corynebacterium glutamicum: Genetical and biochemical
investigations of acyl-CoA carboxylases

The Gram-positive soil bacterium C. glutamicum is used for the industrial production of
amino acids as L-glutamate and L-lysine. The cell wall of this bacterium and related
Corynebacterianeae is in addition to the cytoplasmic membrane built up of a second distinct
lipid layer, e.g. the mycolic acid layer. It was shown that these two lipid layers are decisive for
the transport of solutes and are likely to influence the efflux of the amino acids. Since the
lipid synthesis of the bacterium is not entirely known, the present work describes the isolation
of acyl-CoA carboxylases which catalyze the initial reaction of the lipid biosynthesis as well
as the characterization of the enzyme activity.

In addition to the gene accBC coding for a putative a-subunit of an acyl-CoA carboxylase the
four further genes accDA, ditsR1, disR2 and ditsR3 were isolated and sequenced. The
deduced amino acid sequences of the genes exhibit high identities to B-subunits of acyl-CoA
carboxylases. Enzymatic investigations revealed that AccBC and AccDA built up a functio-
nally enzyme complex. The coexpression of accBC and accDA causes a threefold higher
carboxylation of acetyl-CoA to malonyl-CoA, the precursor of the fatty acid biosynthesis, with
a specific activity of 161 mU / mg protein. The enzyme carboxylates propionyl-CoA as well.
The enzyme is also proved to be essential for C. glutamicum since it is not possible to
inactivate accBC or accDA. The inactivation of dtsR1, disR2 or disR3 led to evident growth
limitations, respectively. The growth of each mutant strain is partly restored by
supplementation with different fatty acids. This points to a function of the gene products in
the lipid biosynthesis. The isolation of the biotinylated AccBC protein by avidin affinity
chromatography resulted in the coisolation of proteins identified as DtsR1, DtsR2 and DtsR3.
Thereby it is shown that one o-subunit can interact with several B-subunits. In conclusion
C. glutamicum could have different acyl-CoA carboxylases whose common o-subunit
catalizes the CO,-fixation and whose B-subunits are responsible for different yet unknown
substrate specifities.

The L-glutamate and L-lysine export is influenced by overexpression of the acyl-CoA
carboxylase genes. After mutual overexpression of accBC and dtsR1 only 30 % L-glutamate
has accumulated. The mutual overexpression of accBC and accDA decreased the L-lysine
accumulation by 11 %. Thus the amino acid efflux seems to be correlated with the lipid
composition of the membrane.
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Einleitung 1

. Einleitung

Corynebacterium glutamicum ist ein Gram positives Eubakterium, das 1957 von Kinoshita
etal. aus einer Bodenprobe isoliert und als biotinauxotroph und glutamatproduzierend
charakterisiert wurde. Heutzutage zahlen C. glufamicum und die Subspezies flavum und
lactofermentum zu den bedeutendsten Mikroorganismen bei der industriellen Aminosaure-
produktion (Eggeling & Sahm, 1999; Kircher & Leuchtenberger, 1998; Liebl et al, 1991;
Kinoshita, 1985). Mit diesen coryneformen Stdmmen werden mehr als 1.000.000 Tonnen
L-Glutamat und 400.000 Tonnen L-Lysin pro Jahr hergestellt (Eggeling & Sahm, 2001;
Eggeling et al,, 2001b; Leuchtenberger, 1996; Hodgson, 1994). Dabei findet L-Glutamat
wirtschaftliche Bedeutung als Geschmacksverstarker und Wirzmittel in der Lebens-
mittelindustrie. Die flr Vertebraten essentielle und dadurch haufig limitierende Aminoséure
L-Lysin dient vorwiegend als Futtermitteladditiv (Malumbres et al., 1995; Kleemann et al.,
1985).

Da der Wildtyp dieses Bakteriums auf Komplexmedium kein L-Glutamat ausscheidet, wurde
seit der Entdeckung von C. glutamicum nach Bedingungen zur Induktion und Steigerung der
Glutamatproduktion gesucht. Der Biosyntheseweg von L-Glutamat in C. glutamicum (Abb. 1),
beteiligte Enzyme und regulatorische Effekte sind Uberwiegend aufgeklant (Kinoshita, 1985).
Demnach wird Glukose nach Aufnahme durch das Phosphotransferasesystem (Parche et al.,
2001) Uber die Glykolyse und den oxidativen Pentosephosphatweg bis zum Phosphoenol-
pyruvat und Pyruvat umgesetzt, die Uber Acetyl-CoA als Citrat in den Zyklus gelangen
(Wendisch et al,, 2000; Marx et al, 1997; Kinoshita, 1985). Ausgehend vom Zwischen-
produkt o-Ketoglutarat erfolgt die Synthese von L-Glutamat in einem einzigen Schritt
(Abb. 1). Dieser wird in Form einer reduktiven Aminierung durch die Glutamatdehydrogenase
(gdh) katalysiert (Bérmann et al., 1992; Kimura, 1962). Die Glutamatdehydrogenase steht in
Konkurrenz zum o-Ketoglutaratdehydrogenasekomplex (odhA, lpd) (Usuda et al., 1996;
Schwinde, 1995), der das gemeinsame Substrat o-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA umsetzt
(Shiio & Ujigawa-Takeda, 1980). Reguliert wird die Glutamatsynthese aus o-Ketoglutarat
durch Endproduktinhibition und -repression der Glutamatdehydrogenase (Ertan, 1992; Shiio
& Ujigawa, 1978). Zusatzlich erfolgt eine Repression der Phosphoenolpyruvatcarboxylase
(ppc) (Eikmanns et al,, 1989) und der Citratsynthase (g/tA) (Eikmanns ef al., 1994) durch
erhéhte Glutamatkonzentrationen (Shiio & Ujigawa, 1978; Shiio & Ozaki, 1970). Kirzlich
wurde gezeigt, dass glutamatproduzierende Stdmme mit nur zehn Prozent der
Ausgangsaktivitdt eine stark verringerte a-Ketoglutaratdehydrogenaseaktivitdt aufweisen
(Kawahara et al.,, 1997). Da die Glutamatdehydrogenaseaktivitédt der Stdmme nahezu un-
verandert ist, wird der Stofffluss von o-Ketoglutarat verstéarkt in Richtung L-Glutamat gelenkt.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der wichtigsten Reaktionen im Biosyntheseweg von

L-Glutamat in C. glutamicum und mdogliche Wirkorte L-Glutamat produktionsindu-
zierender Faktoren (—e). Gestrichelte Pfeile (- - -) deuten an, dass mehrere
enzymatische Schritte zwischen den beiden Verbindungen liegen. Strich-Punkt-
Pfeile (- - -) deuten an, dass der Syntheseweg in C. glutamicum nicht bekannt ist.
FAS I: Fettsduresynthasekomplex I; PTS: Phosphotransferasesystem
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Schon bei der Isolierung von C. glutamicum wurde beobachtet, dass die Glutamat-
ausscheidung des natlrlicherweise biotinauxotrophen Stammes effektiv durch Biotinmangel
im Kulturmedium hervorgerufen werden kann (Gutmann et al, 1992; Shiio etal., 1962)
(Abb. 1). GleichermaBen erfolgt eine Induktion der Produktion durch Olséure- oder Glycerin-
mangel im Kulturmedium &lsdure- oder glycerinauxotropher Stdmme (Naji et al., 2000;
Kitano et al., 1972; Nakao et al., 1972). Zudem wurde gezeigt, dass die Glutamatproduktion
durch Zugabe von Fettsdurederivaten (Huchenq etal, 1984, Takinami etal, 1965),
subletalen Mengen Penicillin (Nunheimer et al., 1970) oder Lokalanasthetika (Lambert et al.,
1995) in der exponentiellen Wachstumsphase zum Kulturmedium sowie durch Erhéhung der
Kultivierungstemperatur (Lapujade etal., 1999) induzierbar ist. Fur alle Produktions-
methoden wurde angenommen, dass sie Veranderungen des Membranaufbaus bewirken.
Tatsachlich zeigten Untersuchungen infolge des Biotinmangels eine Reduktion des Gesamt-
phospholipidgehaltes der Cytoplasmamembran um 50 % und eine Zunahme der gesattigten
Fettsduren Myristinsdure und Palmitinsdure bei gleichzeitiger Abnahme der ungesattigten
Fettsaure Olsaure (Hoischen & Kramer, 1990; Bunch & Harris, 1986; Kikuchi & Nakao,
1986).

Zum Zusammenhang zwischen den Lipidveranderungen und der Glutamatexkretion wurden
zwei verschiedene Modelle postuliert, nach denen L-Glutamat entweder passiv durch eine
“l6chrige" Membran diffundiert (Demain & Birnbaum 1968; Shiio et al., 1963) oder durch eine
Inversionsreaktion des von der protonenmotorischen Kraft entkoppelten Glutamataufnahme-
systems exportiert wird (Clement & Lanéelle, 1986; Clement et al., 1984). Beide Hypothesen
wurden widerlegt, da der Export spezifisch, energieabhéngig und auch entgegen eines
Glutamatkonzentrationsgefélles stattfindet (Gutmann et al, 1992). AuBerdem konnte eine
Beteiligung des Glutamataufnahmesystems am Export nach Deletion und Effluxmessungen,
die eine unveranderte Glutamatexkretion in diesem Stamm ergab, eindeutig ausgeschlossen
werden (Kronemeyer et al., 1995). Durch bioenergetische Analysen biotinsupplementierter
und biotinlimitierter Zellen zeigten Hoischen und Kramer (1989, 1990; Kramer, 1994)
stattdessen, dass ein spezifischer Aminosaureexportcarrier den Efflux von L-Glutamat unter
Biotinlimitation vermittelt. Obwohl das Gen fir den Glutamatexportcarrier bisher nicht
identifiziert wurde, konnte das Vorliegen solcher Exporter in C. glutamicum nach vorheriger
Charakterisierung der L-Lysin (Bréer & Kramer, 1991a, 1991b; Broer et al., 1993), L-Isoleucin
(Ebbighausen et al., 1989) und L-Threonin (Palmieri et al., 1996) Effluxprozesse kurzlich
durch die ldentifizierung der Gene fir den Lysin- (LysE), den Isoleucin- (BrnFE) und den
Threoninexporter (Thrk) belegt werden (Vrlji¢ et al., 1996; Kennerknecht, 1999; Simi¢ et al.,
2001). Zusatzlich zur verringerten o-Ketoglutaratdehydrogenaseaktivitat wird die erhéhte
Glutamatausscheidung unter Biotinlimitation derzeit nach einer neuen Hypothese auf eine
verénderte Aktivitat des Exporters durch die Lipidumgebung und das herabgesetzte
Lipid / Protein Verhéltnis der Cytoplasmamembran zurickgefiihrt (Eggeling & Sahm, 2001;
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Eggeling et al., 2001b). Unter anderem ist durch Untersuchungen der Exportaktivitdten des
Leucin-Transportsystems von Lactococcus lactis und Pseudomonas aeruginosa sowie der
Lactose-Permease von E. coli bereits bekannt, dass die Lipidzusammensetzung der
Membran einen Einfluss auf die Aktivitdt von Carriermolekilen hat (Bogdanov & Dowhan,
1998; Le Coutre etf al., 1997; In 't Veld et al., 1991, 1993; Uratani et al., 1987).

Neue Erkenntnisse zum Membranaufbau der Unterordnung Corynebacterineae, der auch
C. glutamicum zugeordnet wird (Stackebrandt et al., 1997), machen deutlich, dass sich eine
Veranderung der Fettsdurezusammensetzung nicht nur auf die Struktur der Cytoplasma-
membran auswirkt, sondern auch einen Einfluss auf andere Komponenten der Zellwand hat.

gmg Phospholipide

Abb. 2:  Schematisches Modell des Zellwandaufbaus von Corynebacterium (nach Puech
et al., 2001). Neben der Cytoplasmamembran besteht die Zellwand aus den drei
kovalent verbundenen Polymerschichten Peptidoglykan, Arabinogalactan und
Mycolsauren, gefolgt von einer im Aufbau noch undefinierten, elektronendichten
Schicht mit extrahierbaren Lipiden sowie der monomolekularen, kristallin-
strukturierten S-Schicht. (EDS: im Elektronenmikroskop elektronendichte Schicht;
ETS: im Elektronenmikroskop elektronentransluzente Schicht)
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Corynebacterineae, zu der auch die Gattungen Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus,
Gordonia, Dietzia und Tsukamurella gehéren (Stackebrandt et al., 1997), ist gemein, dass
sie eine ungewdhnlich komplexe Zusammensetzung und Struktur der Zellwand (Abb. 2) im
Vergleich zu anderen Gram positiven Mikroorganismen aufweisen (Puech et al., 2001; Daffé
& Draper, 1998; Marienfeld et al., 1997).

Die Zellwand dieser Bakterien zeichnet sich vor allem durch die sogenannten Mycolsauren
aus, die kovalent mit den ebenfalls Uber Phosphodiesterbriicken verbundenen
Polymerschichten Arabinogalactan und Peptidoglykan verestert sind (Brennan & Nikaido,
1995; McNeil et al,, 1991). Mycolsduren sind langkettige o-Alkyl-, B-Hydroxyfettséuren der
generellen Struktur R;-CH(OH)-CH(R,)-COOH, wobei R; und R, Fettsdurereste darstellen
(Shimakata et al., 1984; Walker et al., 1973). Mycobacterium besitzt die ldngsten Mycol-
sduren, deren Meromycolatrest (R;) hauptséachlich aus 40-64 Kohlenstoffatomen und der
kirzere a-verzweigte Fettsaurerest (R.) aus 20-26 Kohlenstoffatomen besteht (Kremer et al.,
2000; Kaneda etal., 1995; Minnikin, 1982). Die corynebakteriellen Mycolsauren sind
dagegen innerhalb der Corynebacterineae deutlich kirzer und werden auch als
Corynemycolsauren bezeichnet. Diese Mycolséuren liegen Uberwiegend in der geséttigten
Struktur C32.9 und der einfach ungesattigten Struktur Cg4.4 vor (Collins et al, 1982). In
C. glutamicum betragt die Kettenlange des Meromycolatrestes 16-18 Kohlenstoffatome und
die des a-verzweigten Fettsdurerestes 14-16 Kohlenstoffatome (Jang et al., 1997; Herrera-
Alcaraz et al., 1993; Collins et al., 1982). Zuséatzlich zur Polymerschicht, die die Mycolsauren
durch ihre kovalente Bindung an Arabinogalactan bilden, liegen sie als Trehalosemono-
(TMM) und Trehalosedimycolsauren (TDM) vor (Lanéelle & Asselineau, 1977) (Abb. 2).
Diese sind als extrahierbare, nicht-kovalent gebundene Lipide vermutlich an der Bildung der
auBeren Mycolsdureschicht der Zellwand beteiligt (Liu etal, 1995; Brennan & Nikaido,
1995).

Der gesamte Aufbau der Membran und vor allem der der Mycolsauren wird fiir die geringe
Permeabilitdt sowohl hydrophiler als auch hydrophober Molekile tiber die Membran dieser
Mikroorganismen verantwortlich gemacht (Eggeling etal, 2001a; Puech etal, 2000;
Jackson et al., 1999; Liu et al., 1996; Brennan & Nikaido, 1995; Jarlier & Nikaido, 1990). So
ist gezeigt, dass der Mycolsaureanteil in Mycobacterium tuberculosis die diffusionsbedingte
Aufnahme von Antibiotika beeinflusst (Jarlier & Nikaido, 1994, 1990). Ebenso steigert eine
Verringerung der zellwandgebundenen Corynemycolséduren durch erhéhte Diffusion die
Aufnahme der hydrophilen Verbindungen Glycerin und Acetat (Puech et al,, 2000). Erst
kirzlich konnten Eggeling et al. (2001a) zudem zeigen, dass sich ein Eingriff in die komplexe
Struktur der Zellwand von C. glutamicum auch auf den Efflux von L-Glutamat auswirkt. Durch
die Inaktivierung des alrGens von C. glutamicum, kodierend fur die D-Alaninracemase,
wurde die Glutamatausbeute 25fach gesteigert. Obwohl D-Alanin nur ein Bestandteil des
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Peptidoglykans ist, wirkt sich eine Schwéachung dieses Polymers wahrscheinlich auch auf die
Arabinogalactan- und somit auf die Mycolsdureschicht aus, da diese kovalent miteinander
verbunden sind (Abb.2). Daher wird postuliert, dass der physikalisch-chemische Zustand der
Mycolsaureschicht ebenfalls wesentlichen Einfluss auf den Glutamatefflux nimmt (Eggeling
et al., 2001a). Diese Hypothese wiirde zudem die Glutamatausscheidung durch Fettsaure-,
Glycerinmangel, Penicillinzugabe und weitere Produktionsbedingungen erklaren.

Bisher ist der Biosyntheseweg der Mycolsauren nur teilweise aufgeklart (Kremer et al.,
2000). Auch der Biosyntheseweg ihrer Bausteine, den Fettsauren, ist in C. glutamicum unbe-
kannt. Zur Zeit wird davon ausgegangen, dass die Initiationsreaktion wie in E. coli durch eine
Acyl-CoA Carboxylase katalysiert wird (Cronan & Rock, 1996; Guchait et al., 1974, Albert
und Vagelos, 1972). Die Verlangerung der Startermolekile wird dann aber wahrscheinlich
durch zwei Typ | Fettsauresynthasekomplexe vergleichbar zu Brevibacterium ammoniagenes
katalysiert (Stuible et al., 1997, 1996), da die fiir diese Enzyme kodierenden zwei Gene fasA
und fasBim Genom von C. glutamicum vorliegen (Genomdatenbank der Degussa AG).

Einen molekularen Zugang zur Fettsduresynthese und der damit verbundenen Mycol-
sauresynthese in C. glutamicum kénnte sich durch die Identifizierung der zwei Gene accBC
(acyl-CoA-carboxylase subunits B and C; Jager et al., 1996) und disR1 ergeben (detergent
sensitive rescuer; Kimura et al.,, 1996). AccBC und DitsR1 weisen Aminosaureidentitdten zu
Untereinheiten von biotinabhdngigen Enzymen, den Acyl-CoA Carboxylasen, auf, zu denen
unter anderem die Acetyl-CoA Carboxylase, die Propionyl-CoA Carboxylase, die B-Methyl-
crotonyl-CoA Carboxylase und die Geranyl-CoA Carboxylase gezahlt werden (Knowles,
1989; Moss & Lane, 1971). Hierbei handelt es sich um cytosolische Multienzymkomplexe,
die in ihrer aktiven Form uber eine Amidbindung an die e-Gruppe eines einzigen, konser-
vierten Lysinrestes kovalent mit dem Valerinsdureseitenrest des Coenzyms Biotin
(Vitamin H) verbunden sind (Chapman-Smith & Cronan Jr., 1999; Samols et al., 1988;
Guchait et al., 1974). Das Coenzym Biotin dient als CO,-Carrier bei der Carboxylierung von
Acyl-CoA Verbindungen, die biotinvermittelt in zwei Schritten erfolgt (Knowles, 1989; Moss &
Lane, 1971). Zundchst wird das enzymgebundene Biotin ATP-abhédngig am N1-
Stickstoffatom des Biotinringes carboxyliert, so dass Carboxybiotin entsteht (1). In einem
zweiten Schritt (2) erfolgt die Ubertragung der aktivierten Carboxylgruppe auf das
Akzeptormolekiill  (Acetyl-CoA, Propionyl-CoA, [B-Methylcrotonyl-CoA, Geranyl-CoA)
(Knowles, 1989; Wood & Barden, 1977; Polakis et al., 1974; Alberts & Vagelos, 1972).

(1) Enzym-Biotin + MgATP + HCO3 —>» Enzym-Biotin-CO» + MgADP + Pi
(2) Enzym-Biotin-CO, + Akzeptor —>  Akzeptor-CO» + Enzym-Biotin
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Das ubiquitare Enzym Acetyl-CoA Carboxylase katalysiert die Initiationsreaktion der Fett-
saurebiosynthese durch die Carboxylierung von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA (Wakil et al.,
1983; Alberts & Vagelos, 1972). Das bakterielle Enzym ist sehr gut in E. coli untersucht. Es
besteht aus den vier Polypeptiddoménen Biotincarboxylase (AccB), Biotincarboxylcarrier-
protein (AccC), a-Carboxyltransferase (AccA) und B-Carboxyltransferase (AccD), die neben
der Biotinbindung (AccC) und der Substratbindung (AccA) die beiden zuvor genannten
Teilreaktionen katalysieren (AccB, AccD) (Kondo et al., 1991; Sutton et al., 1977; Li &
Cronan, 1992a; 1992b; Li et al., 1992; Guchait et al., 1974). Bei mehreren Acyl-CoA Carb-
oxylasen von prokaryotischen, Gram positiven Mikroorganismen wie Mycobacterium
tuberculosis (Rainwater & Kolattukudy, 1982), Saccharopolyspora erythraea (Hunaiti &
Kolattukudy, 1982) und Myxococcus xanthus (Kimura et al.,, 1998) finden sich jeweils zwei
der vorstehend genannten Doménen auf einem Polypeptidstrang vereinigt, so dass
Biotincarboxylase und Biotincarboxylcarrierprotein sowie o- und B-Carboxyltransferase
zusammen vorliegen. Diese zwei Untereinheiten werden ebenfalls als o- und B-Unter-
einheiten bezeichnet. Auch AccBC aus C. glutamicum weist Aminosaureidentitaten zur
Biotincarboxylase (AccB) und zum Biotincarboxylcarrierprotein (AccC) von E. coli auf. Daher
kénnte accBC fir die biotinylierte o-Untereinheit einer Acyl-CoA Carboxylase kodieren
(Jager et al., 1996).

Das Gen ditsR1 kénnte fiir eine weitere Untereinheit dieser Enzymfamilie kodieren. DtsR1
weist hohe Identititen zu B-Untereinheiten von Propionyl-CoA Carboxylasen auf, die die
Carboxylierung von Propionyl-CoA zu Methylmalonyl-CoA katalysieren (Kimura et al., 1996).
Die Reaktion findet in Prokaryonten in den verschiedensten Biosynthesewegen statt, in
denen Methylmalonyl-CoA wahrscheinlich hauptséchlich der Synthese methylverzweigter,
langkettiger Fettsduren (Mycocerosesauren, Phthiocerolsduren) oder der Polyketidsynthese
dient (Fernandes & Kolattukudy, 1998; Kimura et al., 1998; Rainwater & Kolattukudy, 1982,
1983; Han et al.,, 2000; Richardson & Khosla, 1999; Staunton & Wilkinson, 1999). Das
dtsR1 Genprodukt von C. glutamicum kénnte ein Bindeglied zwischen der Fettsduresynthese
und dem Export von L-Glutamat darstellen. Das Gen wurde in einem Experiment zur
Komplementation des detergenzsensitiven Phéanotyps einer C. glutamicum ssp. lacto-
fermentum Mutanten isoliert (Kimura et al., 1996). Interessanterweise scheidet der Stamm
nach Deletion des Gens auch ohne Detergenzinduktion L-Glutamat aus (Kimura et al.,
1997a). Zudem ist der Deletionsstamm &lsdureauxotroph, was darauf hindeutet, dass das
Genprodukt mit der Fettsdurebiosynthese zusammenhéangt (Kimura et al., 1999).
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Ziel der vorliegenden Arbeit war die Aufklarung der Funktion von zu Acyl-CoA Carboxylasen
homologen Proteinen im Lipidstoffwechsel von C. glutamicum und deren Einfluss auf die
Aminoséaurebildung. Nach ldentifizierung der entsprechenden Gene sollte die funktionelle
Charakterisierung zum einen durch eine gezielte Inaktivierung der Gene und Untersuchung
der Auswirkung von Fettsaduren auf das Mutantenwachstum erfolgen. Zum anderen sollte ein
enzymatisches Testsystem etabliert werden, das die Messung der von diesen Enzymen
katalysierten Reaktionen ermdglicht. Proteinbiochemische und massenspektrometrische
Untersuchungen sollten Interaktionen zwischen den Proteinen aufdecken und zur
Identifizierung noch unbekannter Proteine der Fettsduresynthese beitragen.
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II. Material und Methoden

1. Bakterienstamme und Plasmide

Die Bakterienstimme, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, sind unter Angabe
ihrer Stammeigenschaften in Tabelle 1 aufgefiihrt. Die verwendeten Plasmide sind in
Tabelle 2 aufgelistet.

Tab.1: Bakterienstimme und ihre relevanten Eigenschaften

Bakterienstamm Genotyp / Phanotyp Referenz

E. coli

DH50aMCR F endA1 supE44 thi-1 A" recA1 gyrA96 relA1  Grant et al., 1990
deoR A(lacZYA-argF) U169 ¢80d/acZAM15
merA A(mrr hsdRMS mcerBC)

S17-1 thi-1 F'endAR1 hsdR17 supE44 A" pro Simon et al., 1983

M15 [pREP4]

C. glutamicum

K12 Derivat; Nal® Str® Rif® Thi Lac Ara* Gal*
MtlT F- RecA* Uvr" Lon*; enhalt das Plasmid
pREP4

Qiagen, Hilden

R127 Restriktionsdefekt, res Liebl et al., 1989
ATCC13032 Wildtypisolat Abe et al., 1967
MH20-22B Lysinproduzent, AEC', leuD Schrumpf et al,,
1992
ATCC13032Apyc Pyruvatcarboxylase Deletionsmutante Peters-Wendisch
et al., 1998
ATCC13032disR1  dtsR1 disruptiert durch Integration des Vektors  diese Arbeit
:pK18mob'disRT pK18mob'disR1'
ATCC13032dtsR2  dtsR2 disruptiert durch Integration des Vektors  diese Arbeit

;:pK18mob'disR2

pK18mob'disR2
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Tab.1(ff): Bakterienstimme und ihre relevanten Eigenschaften

Bakterienstamm Genotyp / Phanotyp Referenz
ATCC13032dtsR3  disR3 disruptiert durch Integration des Vektors  diese Arbeit
::;pK18mob'dtsR3 pK18mob'ditsR3
Tab. 2: Plasmide, ihre Marker und ihre Eigenschaften
Plasmid Marker / Eigenschaft Referenz
pWJ71 pK18mob mit 3,2 kb Hindlll-Insert, enthalt Jager et al., 1996
accBC
pUC18/pUC19 Klonierungsvektor, oriVe, AmpR Norrander et al., 1983;
Yannisch-Perron
et al., 1985
pUC18accDA pUC18 mit 2,1 kb PCR-Fragment aus diese Arbeit
chromosomaler DNA von ATCC13032,
enthalt accDA
pUC19accBCaccDA pUC19 mit 2,6 kb Sall/Agel accBC-Insert diese Arbeit
aus pWJ71 und 2,1 kb Xhol/EcoRIl accDA-
Insert aus pUC18accDA
pUC18disR1 pUC18 mit 1,9 kb PCR-Fragment aus diese Arbeit
chromosomaler DNA von ATCC13032,
enthalt disR1
pUC18disR2 pUC18 mit 1,9 kb PCR-Fragment aus diese Arbeit )
chromosomaler DNA von ATCC13032,
enthalt disR2
pUC18dtsR3 pUC18 mit 1,9 kb PCR-Fragment aus diese Arbeit
chromosomaler DNA von ATCC13032,
enthalt disR3
pK18mob Integrationsvektor, oriVe.,oriT, mob, Kan® Schéfer et al., 1994
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Tab. 2(ff): Plasmide, ihre Marker und ihre Eigenschaften

Plasmid Marker / Eigenschaft Referenz

pK18mob'accBC'siy pK18mob mit internem 510 bp EcoRlI/Sacl- diese Arbeit
Fragment aus pUC19accBCaccDA

pK18mob'aceBCse9 pK18mob mit internem 599 bp EcoRl- diese Arbeit
Fragment aus pUC19accBCaccDA

pK18mob'accDA7s1  pK18mob mit internem 761 bp Hindll- diese Arbeit
Fragment aus pUC18accDA

pK18mob'accDA'sos  pK18mob mit internem 509 bp diese Arbeit
Hindlll/EcoRI-Fragment aus pUC18accDA

pK18mob'dtsRT pK18mob mit internem 555 bp disR1- diese Arbeit
Fragment

pK18mob'dtsR2 pK18mob mit internem 508 bp disR2- diese Arbeit
Fragment

pK18mob'disR3 pK18mob mit internem192 bp disR3- diese Arbeit
Fragment

pEKO C. glutamicum / E. coli shuttle Vektor, Eikmanns et al.,
Kan®, oriVe,., oriVe, 1991b

pEKOaceBC pEKO mit 2,6 kb Sall/Nael accBC-Insert diese Arbeit
aus pUC19accBCaccDA

pEKOaccDA pPEKO mit 2,4 kb Pstl/EcoRIl accDA-Insert diese Arbeit
aus pUC19accBCaccDA

pEKOdisR1 pPEKO mit 2,1 kb Ndel/Kpnl disR1-Insert diese Arbeit
aus pUC18dtsR1

pEKOdisR2 pEKO mit 2,2 kb BamHI/Sapl disR2-Insert diese Arbeit
aus pUC18dtsR2

pPEKOdtsR3 pEKO mit 1,9 kb EcoRI disR3-Insert aus diese Arbeit
pUC18disR3

pEKOaccBCaccDA pEKO mit 2,6 kb Sall/Nael accBC-Insert diese Arbeit ")

und 2,4 kb Pstl/EcoRIl accDA-Insert aus
pUC19accBCaccDA
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Tab. 2(ff): Plasmide, ihre Marker und ihre Eigenschaften

Plasmid Marker / Eigenschaft Referenz
pEKOaccBCdtsR1  pEKO mit 2,6 kb Sall/Nael accBC-Insert diese Arbeit R
aus pUC19accBCaccDA und 2,1 kb
Ndel/Kpnl dtsR1-Insert aus pUC18disR1
pEKOaccBCdisR2  pEKO mit 2,6 kb Sall/Nael accBC-Insert diese Arbeit

pPCR-ScriptAmpSK
(+)

pPCR-ScriptAmpSK
(+)dtsR1

pPCR-ScriptAmpSK
(+)dtsR2

pPCR-ScriptAmpSK
(+)dtsR3

pREP4

pQE30

pPQE30dtsR1

PQE30ditsR2

pPQE30disR3

pEC7

aus pUC19accBCaccDA und 2,2 kb
BamHI/Sapl disR2-Insert aus pUC18disR2

Klonierungsvektor, oriVe ., oriVe., lacZo.,

Amp"

pPCR-ScriptAmpSK(+) mit 1,7 kb PCR-
Fragment des Plasmides pUC18dtsR1,
entspricht dem orf des dtsR71 Gens

pPCR-ScriptAmpSK(+) mit 1,7 kb PCR-
Fragment des Plasmides pUC18dtsR2,
entspricht dem orf des dfsR2 Gens

pPCR-ScriptAmpSK(+) mit 1,6 kb PCR-
Fragment des Plasmides pUC18dtsR3,
entspricht dem orf des dtsR3 Gens
oriVe ;, lacl, Kan®

Expressionsvektor, oriVe ., T5-Promotor,
zweifacher Lac-Operator, Hiss-Tag
kodierende Sequenz, Amp"

pQE30 mit 1,7 kb BamHI/Kpnl dtsR1-Insert
aus pPCR-ScriptAmpSK(+)dtsR1

pQE30 mit 1,7 kb BamHI dtsR2-Insert aus
pPCR-ScriptAmpSK(+)dfsR2

pQE30 mit 1,6 kb Sphl disR3-Insert aus
pPCR-ScriptAmpSK(+)dfsR3

C. glutamicum / E. coli shuttle Vektor,
Cam®, oriVe,, oriVcg, aus pECS5, singulare
BamHI-Schnittstelle, trp-Terminator in Xhol
integriert

Stratagene, Heidel-
berg

diese Arbeit R

diese Arbeit 1)

diese Arbeit R

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

Eikmanns et al.,
1991b
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Tab. 2(ff): Plasmide, ihre Marker und ihre Eigenschaften

Plasmid Marker / Eigenschaft Referenz
pEC7dtsR1 pEC7 mit 1,9 kb BamHI/Kpnl dtsR1-Insert diese Arbeit
aus pUC18ditsR1
pEC7dtsR2 pPEC7 mit 1,8 kb Bsgl/BamHI disR2-Insert diese Arbeit
aus pUC18disR2
pZ1 C. glutamicum / E. coli shuttle Vektor, Menkel et al., 1989
Kan®, oriVe,., oriVe,
pZiaccBC pZ1 mit 2,3 kb Pvul/Nael accBC-Insert aus  diese Arbeit
pUC19accBCaccDA

Die Restriktionskarten der in dieser Arbeit konstruierten Plasmide sind in Anhang 2. aufge-
fahrt. R Sequenzierte Plasmide.

2. Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen

2.1 Nahrmedien

Nahrmedien fur Escherichia coli

Zur Kultivierung der E. coliStdmme wurde ausschlieBlich das LB Vollmedium nach
Sambrook et al., 1989, verwendet. Auch die Stammhaltung erfolgte in LB Medium. Die
Anzucht zur Erzeugung kompetenter E. coli Zellen erfolgte in SOB Volimedium (Hanahan,
1985).

Nahrmedien fiir Corynebacterium glutamicum

Die Kultivierung von C. glutamicum Stdmmen zur DNA-Isolierung erfolgte in LB Vollmedium.
Zur Stammhaltung wurde das C. glutamicum spezifische CGlIl Vollmedium (Menkel et al,,
1989) verwendet. Zur Bestimmung von Enzymaktivitditen und Isolierung von Proteinen
wurden die Stdmme ebenfalls in CGllIl Medium angezogen. Die Anzucht zur Erzeugung
kompetenter C. glutamicum Bakterien erfolgte in LBHIS Vollmedium (Liebl et al., 1989). In
allen Kultivierungen zur Quantifizierung der Aminosaureproduktion und zur Charakterisierung
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fettsdureauxotropher Insertionsmutanten wurde das aminosdure- und fettsdurefreie
Minimalmedium CGXII (Keilhauer et al., 1993) mit 4 % Glukose (w/v) benutzt. Durch den
Zusatz der Puffersubstanz 3-(N-Morpholino)propansulfonsdure (MOPS) zeichnet sich dieses
Medium durch sehr gute Puffereigenschaften im pH-Bereich um 7,2 aus.

Medienzusatze

Die Selektion auf rekombinante E. coli Stdmme erfolgte durch Supplementation der Medien
mit Antibiotika in folgenden Enkonzentrationen:

Kanamycin 50 pg/mL
Carbenicillin 50 pg/mL.

Die Selektion auf rekombinante C. glutamicum Stdmme erfolgte durch Zusatz von:

Kanamycin / Carbenicillin 50 pg/mL
25 pg/mL

(frei replizierbarer Vektor)
(

15ug/mL  (nach Elektroporation und Konjugation)
(
(

Integration eines Vektors in das Genom)
Chloramphenicol 15 ug/mL  (frei replizierbarer Vektor)
6 ng/mL  (nach Elektroporation).

Zudem wurde Nalidixinsdure in einer Endkonzentration von 50 ug/mL nach Konjugations-
versuchen eingesetzt, um das Wachstum der E. coli Donorzellen zu verhindern.

Zur Kultivierung von fettsdureauxotrophen Stdmmen enthielten die Medien Fettsduren
(Natriumoleat / Palmitinsédure; Merck, Darmstadt) oder Fettsaurederivate (Tween 20, Tween
40, Tween 60, Tween 80; Merck, Darmstadt) in den folgenden Endkonzentrationen:

Olsaure c18:1 20 uM (100 %; C18:1)

Palmitinsédure C16:0 20 uM (100 %; C16:0)

Tween 20 Cc12:0 30 mg/L (50 % Laurinsaure; C12:0)
Tween 40 C16:0 30 mg/L (90 % Palmitinsaure; C16:0)
Tween 60 C18:0 30 mg/L (50 % Stearinsaure; C18:0)
Tween 80 c18:1 30 mg/L (70 % Olsaure; C18:1)
Butterhydrolysat 300 mg/L  (undefinierte Zusammensetzung).

Das Butterhydrolysat wurde nach den Angaben von Prof. Dr. E. Schweizer (Universitat
Erlangen-Nurnberg) hergestellt, indem 100 g Butter in einer Kaliumhydroxid / Methanol-
Lésung (25 g KOH in 50 mL Methanol gelést) fur 1,5 h unter RickfluB gekocht wurden. Zum
Lésen der Palmitinsdure und des Butterhydrolysates wurde den Medien 400 mg/L des
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Emulgators Brij58 (Sigma, Deisenhofen) zugegeben. Zur Herstellung von Agarplatten
wurden die Medien mit 1,5 % (w/v) Agar (Difco Laboratories, Detroit, USA) versetzt.

2.2 Kultivierung von Escherichia coli und Corynebacterium glutamicum

Kulturen von E. coli und C. glutamicum, die zur Aufnahme von Wachstumskurven, fir
Enzymtests oder Plasmidpraparationen angezogen wurden, wurden in 500 mL Erlenmeyer-
kolben mit zwei seitlichen Schikanen inkubiert. Sie enthielten fur Vorkulturen 100 mL
Vollmedium und fir Hauptkulturen 60 mL Voll- oder Minimalmedium. Kulturen, die zu protein-
chemischen Untersuchungen angezogen wurden, wurden in 2.000 mL Erlenmeyerkolben mit
zwei seitlichen Schikanen inkubiert. Sie enthielten 800 mL Vollmedium. 5 mL Kulturen
wurden in 20 mL Reagenzgldsern angezogen. Die Schittlergeschwindigkeit fir 2.000 mL
Erlenmeyerkolben betrug 100 Upm, fiir 500 mL Erlenmeyerkolben 130 Upm und fur
Reagenzglaser 180 Upm. E. coli Kulturen wurden bei 37 °C, C. glutamicum Kulturen bei
30°C inkubiert. Zur Aufnahme von Wachstumskurven, Quantifizierung der
Aminosédureproduktion oder Bestimmung von Enzymaktivitdten wurden die Bakterienzellen
auf Komplexmedium vorkultiviert und daraus eine Hauptkultur mit Voll- oder Minimalmedium
beimpft. Dazu wurden berechnete Volumina der Vorkulturen steril enthommen, die Zellen
durch Zentrifugation fiir 8 min bei 4 °C mit 4.000xg sedimentiert, mit steriler 0,9 %iger (w/v)
NaCl-Lésung gewaschen und in die Hauptkultur Gberfihrt. Das berechnete Volumen aus der
Vorkultur entsprach einer anfénglichen Zelldichte von ODegy = 0,5 in der Hauptkultur.
Grundsatzlich wurden Kulturen, die zur Bestimmung von Enzymaktivitadten, zur Reinigung
oder zur Trennung von Proteinen angesetzt wurden, bei einer optischen Zelldichte von
ODegoo = 9,5 - 11 geerntet.

Dauerkulturen zur Stammhaltung wurden angelegt, indem 60 % (v/v) einer unter optimalen
Bedingungen angezogenen Kultur mit 40 % (v/v) Glycerin gemischt und Aliquots bei -20 °C
und -70°C gelagert wurden. Bei Bedarf wurden diese Zellen auf Agarndhrbdden
ausgestrichen, unter den erforderten Bedingungen fir den jeweiligen Stamm inkubiert und
bei 4 °C nicht langer als zwei Wochen aufbewahrt.
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3. Molekulargenetische Methoden

3.1 Transformation von Escherichia coli und Corynebacterium glutamicum

Transformation von Escherichia coli

Die Transformation von chemisch, rubidiumchlorid-kompetenten E. coli Zellen (Hanahan,
1983) erfolgte mittels Hitzeschock in modifizieter Form nach Hanahan (1985). Die
Praparation der Zellen sowie die Durchfiihrung der Transformation von E. coli durch
Elektroporation erfolgte nach Dower etal (1988). Eine Alternative zu diesen
Transformationsmethoden, fiir die die kompetenten Zellen langwierig erzeugt werden
mussen, bietet eine Methode von Chung et al. (1989). Danach wurden die Bakterienzellen
Uber Nacht angezogen und die Kompetenz durch eine kurze Behandlung mit
Dimethylsulfoxid und Polyethylenglykol erzeugt. Die erhaltenen Zellen wurden durch
Hitzeschock transformiert.

Transformation von Corynebacterium glutamicum

Die Transformation von C. glutamicum erfolgte durch Elektroporation (Dower et al., 1988,
Dunican und Shirvnan, 1989, Wolf et al., 1989) bzw. durch Elektroporation mit anschlieBen-
dem Hitzeschock nach einer neuen Methode van der Rest etal. (1999), durch die eine
100fach héhere Transformationsrate erreicht wird. Beide Methoden nutzen ein Medium mit
Wachstumsinhibitoren nach Haynes und Britz (1989; 1990) in modifizierter Form: LB Voll-
medium mit 4 mg/mL Isonicotinsdurehydrazid, 2,5 % (w/v) Glycin und 0,1 % (v/v) Tween 80.
Nach Dower et al. wurde die Hauptkultur Gber Nacht bei 30°C inkubiert und bei einer
Zelldichte von ODggo = 0,5 bei 4 °C durch Zentrifugation (4.000xg) geerntet. Die Zellen
wurden viermal mit eiskaltem 10 %igem Gilycerin (v/v) gewaschen, in 0,5 mL eiskaltem
10 %igem Glycerin (v/v) resuspendiert und in 100 uL Aliquots bei -70 °C gelagert. Zur
Transformation der Zellen wurde ein 100 uL Aliquot mit der zu transformierenden DNA
gemischt und in eine Elektroporationskiivette (Typ 16 S 2086, Biorad, Miinchen) Gberfiihrt.
Die Elektroporation wurde bei einer Spannung von 2,5 kV, einem Widerstand von 200 Q und
einer Kondensatorkapazitat von 25 pF durchgefithrt (BIORAD GENE PULSER™, Biorad,
Muinchen). Nach Beendigung des elektrischen Pulses wurde die Zellsuspension in 1 mL
BHIS-Medium (BHI Komplexmedium mit 0,5 M Sorbitol) aufgenommen, in ein 1,5mL
Eppendorfreaktionsgefa3 tberfihrt und fiir 60 min bei 30 °C unter Schiitteln regeneriert. Die
Zellsuspension wurde dann auf antibiotikahaltigen und gegebenenfalls fettsdurehaltigen
(0,0006 % der reinen Fettsduren Natriumoleat (v/v) und Palmitinsédure (w/v) sowie 0,003 %
Tween 80 (v/v) oder 0,03 % Butterhydrolysat (w/v) und 0,04 % Emulgator Brij58 (w/v))
Agarnahrbdden (LBHIS-Medium) ausplattiert. Nach van der Rest et al. wurde die Hauptkultur
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fir 28 h bei 18 °C inkubiert und nach Erreichen einer Zelldichte von ODgy = 1,0
entsprechend der vorstehend beschriebenen Methode geerntet, gewaschen und gelagert.
Die Elektroporation wurde bei einer Spannung von 2,5 kV, einem erhéhten Widerstand von
600 Q und einer Kondensatorkapazitdt von 25 uF durchgefihrt. Die Zellsuspension wurde
direkt nach Aufnahme in 1 mL BHIS-Medium einem Hitzeschock fiir 6 min bei 46 °C
unterzogen und die Zellen wie bereits beschrieben regeneriert und ausplattiert.

3.2 Konjugativer Plasmidtransfer von E. coli nach C. glutamicum

Der Transfer von mobilisierbaren Plasmiden vom Donorstamm E. coli S17-1 zum Rezipien-
tenstamm C. glutamicum durch Konjugation wurde nach einer Methode von Schéfer et al.
(1990) durchgefiihrt. Dazu wurde eine 20 mL LB Hauptkultur mit 1 mL einer LB Vorkultur des
Donors beimpft (100 mL Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen), bis zu einer
optischen Dichte von ODgy = 0,8 - 1,1 inkubiert und auf Eis gestellt. Der Rezipient wurde in
einer 100 mL LB Ubernachtkultur bis zu einer optischen Dichte von ODgy = 5 - 8 inkubiert,
3mL der Kultur pro Konjugationsansatz in ein Reagenzglas Uberfiihrt und einem
Hitzeschock fur 9 min bei 48,5 °C unterzogen. Flr die Konjugation wurde 1 mL Donorkultur
mit 3 mL Rezipientenkultur im Reagenzglas gemischt und die Zelldichte durch Zentrifugation
und Abnahme des Uberstandes maximiert. Dann wurde ein steriler Nitrozellulosefilter (Typ
HAWP, Porengréf3e 0,45 um, Millipore, Eschborn) auf eine LB Agarplatte gelegt und die Zell-
suspension auf diesen Ubertragen. Um die Konjugation zu erméglichen, wurde der Filter 20 h
bei 30 °C inkubiert. Die Zellsuspension wurde dann mit 600 pL LB Medium vom Filter
geschwemmt und je 300 pL auf BHI-Agarplatten mit 50 pg/mL Nalidixinsdure, 15 pg/mL
Kanamycin und Fettsduren (0,0006 % der reinen Fettsduren Natriumoleat (v/v) und
Palmitinséure (w/v) sowie 0,003 % Tween 80 (v/v) oder 0,03 % Butterhydrolysat (w/v) und
0,04 % Emulgator Brij58 (w/v)) ausplattiert. Die Platten wurden bei 30 °C inkubiert.

3.3 Plasmid-DNA Préaparation aus E. coliund C. glutamicum

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde die Methode der alkalischen Lyse,
modifiziert nach Birnboim und Doly (1979), angewandt. Eine hohe Ausbeute hochreiner
Plasmid-DNA, die zur Sequenzierung verwendet oder zur préparativen Restriktion eingesetzt
werden sollte, wurde mit dem Midi Plasmid Purification Kit erhalten (Qiagen, Hilden). Die
Préaparation erfolgte hier nach der Vorschrift des Herstellers. Plasmid-DNA aus
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C. glutamicum wurde nach einem modifizierten Protokoll zur alkalischen Lyse von E. coli
isoliert (Schwarzer und Plhler, 1991).

3.4 Restriktion, Modifikation und Ligation von DNA

Die Techniken zur Restriktion, Préazipitation, Phenol-Extraktion, Klenow- und alkalischen
Phosphatasebehandlung erfolgten nach Sambrook etal. (1989). Fir analytische
Restriktionsansétze wurde die DNA 1 h mit 2 U Restriktionsenzym pro pug DNA inkubiert,
praparative Restriktionen wurden fir mindestens 2,5h mit 6 U Restriktionsenzym pro
Mg DNA inkubiert. In Abhangigkeit von der DNA-FragmentgréBBe erfolgte die gelelektro-
phoretische Auftrennung in 0,8 - 2,0 %igen Agarosegelen (Sambrook et al., 1989). Fur die
Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der NucleoSpin Extract 2 in 1 Kit
(Macharey & Nagel, Diiren) genutzt. Zur Modifikation Gberhdngender 5'-Enden wurden diese
mittels Klenow-Polymerase unter Zugabe von Desoxynukleotiden zu glatten Enden aufgefullt
oder Uberhdngende 3'-Enden mit demgleichen Enzym zu glatten Enden abgebaut
(Sambrook et al., 1989). Linearisierte Vektor-DNA wurde mit Phosphatase behandelt, um
den Phosphatrest am 5'-Ende abzuspalten und somit eine Rezirkularisierung in einer
Ligation zu verhindern. Ligationen wurden entweder mit dem Rapid Ligation Kit (Roche
Diagnostic, Mannheim) fir 5 min bei Raumtemperatur oder Gber Nacht bei 16 °C mit T4-
DNA-Ligase durchgefiihrt. Zur Aufreinigung und Ligation von PCR-Fragmenten wurde der

tTM

SureClone Ligation Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) oder der PCR-Script'™ Amp

Cloning Kit (Stratagene, Heidelberg) verwendet.

3.5 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR), eine Technik zur exponentiellen Vermehrung von DNA
in vitro (Saiki et al., 1988; Tindall und Kunkel, 1988), wurde zur Vervielféltigung definierter
Abschnitte der chromosomalen DNA und zur analytischen Uberpriifung von Insertions-
mutanten genutzt. Dabei wurden synthetische Oligonukleotide als Primer eingesetzt, die den
zu amplifizierenden chromosomalen DNA Bereich flankierten. Als Matrize zur Amplifikation
von Genen, die nachfolgend charakterisiert werden sollten, wurde chromosomale DNA von
C. glutamicum 13032 eingesetzt. Zum Nachweis einer Insertionsmutation, die die Unter-
suchung von mehreren Kolonien parallel erforderte, wurde die chromosomale DNA
zuganglich gemacht, indem die Bakterienkolonien in je 100 pL sterilem Wasser fiir 10 min
bei 95 °C aufgeschlossen wurden. Die Durchfihrung der PCR erfolgte mit Hilfe eines
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Thermocyclers der Firma Biozym Diagnostik (Oldendorf). Die Denaturierung der DNA wurde
bei 94 °C durchgefiihrt. Die Anlagerungstemperatur der verwendeten Primer (siehe Anhang
3.) wurde in Abhéngigkeit ihrer Basenzusammensetzung nach Sambrook et al., (1989)
berechnet: Pro A- und T- Basenpaarung mit der Matrizen-DNA wurden 2 °C und pro C- und
G-Basenpaarung 4 °C addiert und von der Gesamtsumme 4 °C subtrahiert. Um das
Auftreten von unspezifischen Banden zu vermeiden, wurden sie vorzugsweise soO
ausgewahlt, dass sie eine Anlagerungstemperatur > 60 °C besafBen. Die Polymerisation der
DNA erfolgte in analytischen Ansatzen bei 72 °C mit der Tag-Polymerase (Qiagen, Hilden)
oder zur Vervielfaltigung von fehlerfreien Gensequenzen bei 68 °C mit dem Pwo/ Tag-
Polymerase Gemisch des Expand™ High Fidelity PCR System (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim), das die Pwo-Polymerase mit 3'-5' Exonukleaseaktivitat zur Fehlerkorrektur nutzt
(Barnes, 1994). Generell wurden 30 Zyklen mit der Tag-Polymerase und 21 Zyklen mit dem
Pwo/ Tag-Polymerasegemisch durchgefihrt. 5 puL von jedem Ansatz wurden nach
Beendigung der Reaktion entnommen und durch Agarosegelelektrophorese analysiert.

3.6 DNA-Sequenzierung und computergestiitzte Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten mit corynebakteriellen Gensequenzen, die in
dieser Arbeit untersucht und charakterisiert wurden, erfolgten doppelstrdngig nach der
Kettenabbruchmethode von Sanger etal. (1977). Die Sequenzierung wurde mit den in
Anhang 3. aufgeflihrten Primern von der Firma AGOWA (Berlin) durchgefiihrt. Die so
erhaltenen DNA-Sequenzen wurden mit dem Programm Clone Manager 5 for Windows
(Version 5.02; Scientific & Educational Software) analysiert, wodurch Restriktions-
schnittstellen und offene Leseraster identifiziert wurden. Zudem wurden mit dem Programm
Plasmidkarten (siehe Anhang 2.) erstellt und offene Leseraster translatiert. Die abgeleitete
Aminosauresequenz wurde mit Hilfe des Programms Protean (Programmpaket Lasergene,
Biocomputing Software for Windows, DNASTAR, Madison, USA) analysiert, durch das die
Aminosdurezusammensetzung eines Proteins, dessen molare Masse, der pl-Wert, die
antigene Wirksamkeit (James und Wolf, 1988) und Oberflachenwahrscheinlichkeit von
Proteinsequenzabschnitten (Emini et al., 1985) bestimmt wurde. Datenbankrecherchen, zur
Ermittlung von DNA- und Proteinsequenzen mit Ahnlichkeiten zu den in dieser Arbeit
untersuchten Sequenzen, wurden am National Center for Biotechnology Information (NCBI,
Washington, USA) mit den Programmen BLASTN, BLASTX und BLASTP (Altschul et al.,
1997) durchgefuhrt. Der Sequenzvergleich von Proteinen erfolgte mit dem Multiple
Sequence Alignement Programm ClustalW 1.8 (Jeanmourgin et al., 1998). Zur Berechnung
der theoretischen Massen tryptisch verdauter Proteine dieser Arbeit unter Berlicksichtigung
posttranslationaler Modifikationen oder Veradnderungen durch die Aufarbeitung wurde der
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ExPASy (Expert Protein Analysis System) Molecular Biology Server am Schweizerischen
Institut fir Bioinformatik (Genf, Schweiz) verwendet.

4. Quantifizierung von Aminosauren und Coenzym A-Derivaten

4.1 Quantitative Bestimmung von Aminosauren mittels reversed phase HPLC

Die quantitative Aminoséaurebestimmung in Kulturlberstdnden erfolgte mittels reversed
phase Chromatographie (Jones & Gilligan, 1983) in einer HPLC Serie 1100 der Firma Agilent
Technologies (Béblingen). Dafiir wurde einer Kultur eine Probe entnommen, die darin
enthaltenen Bakterienzellen fir 5 min mit 16.000xg pelletiert und der extrazellulare
Aminosauregehalt im Uberstand analysiert. Die Aminosauren wurden mit o-Phthaldialdehyd
in einer automatischen Vorsaulenderivatisierung zu fluoreszierenden, thiosubstituierten
Isoindolen umgesetzt (Sternson et al., 1984). Die Trennung erfolgte anschlieBBend aufgrund
der unterschiedlichen Hydrophobizitat der Aminoséaure-Derivate durch ein System bestehend
aus einer Hypersil Vor- (4 x 40 mm, Hypersil ODS 5 um) und einer Hypersil Hauptséule
(4 x 120 mm, Hypersil ODS 5 um; CS-Chromatographie Service GmbH, Langerwehe) bei
40 °C, indem ein Gradient mit zunehmend unpolarer Phase (100 % Methanol) erzeugt
wurde. Als polares Laufmittel diente 0,1 M Natriumacetat (pH 7,2). Die Fluoreszenz der
derivatisierten Aminosduren wurde mit einer Wellenlange von 230 nm angeregt und bei einer
Emissionswellenlange von 450 nm detektiert. Die Auswertung der Daten erfolgte mit einer
HP ChemStation (Agilent Technologies). Die Aminoséurekonzentration wurde durch
Vergleich mit dem Aminoséurestandard berechnet.

4.2 Quantitative Bestimmung von CoA und CoA-Derivaten mittels reversed
phase HPLC

Die quantitative Bestimmung von CoA und CoA-Derivaten wurde analog zu der in Abschnitt
4.1 beschriebenen Aminosaurequantifizierung mittels reversed phase HPLC (Jones &
Gilligan, 1983) nach einer modifizierten Methode von Wendisch et al. (1997) sowie King und
Reiss (1985) durchgefuhrt. Die CoA-Verbindungen wurden aufgrund ihrer unterschiedlichen
Hydrophobizitaten auf einer polaren reversed phase Hypersil ODS-5 Saule (siehe Abschnitt
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4.1) bei 40 °C getrennt und im UV-Bereich bei einer Wellenldnge von 254 nm durch einen
Multiwellenlangendetektor (G1365A) der HP Serie 1100 detektiert. Zur Trennung von
Malonyl-CoA bzw. Methylmalonyl-CoA von CoA, Acyl-CoA-Derivaten und adenosinhaltigen
Metaboliten wurde folgender Gradient aus Natriumphosphatpuffer (50 mM NaH,PO,, pH 5,0)
und Acetonitril (100 %) erzeugt: 0 - 27 min linear zunehmender Gradient von 2 % - 26 %
Acetonitril mit einer Flussrate von 0,3 mL/min, 27 - 28 min linear abnehmender Gradient auf
2 % Acetonitril mit einer Flussrate von 0,8 mL/min und 28 - 32 min konstantbleibend
2 % Acetonitril mit einer Flussrate von 0,8 mL/min. Als Standards wurden 0,1, 0,25, 0,5 und
1,0 mM Lésungen von CoA, Acetyl-, Malonyl-, Propionyl-, Methylmalonyl-, Succinyl-, Butyryl-
und B-Methylcrotonyl-CoA in 0,2 M Natriumphosphatpuffer pH 3,0 einzeln oder in einem
0,2 mM Gemisch eingesetzt. Die Retentionszeit betrug fir Malonyl-CoA 9,60 min, fir
Methylmalonyl-CoA 11,31 min, fir Succinyl-CoA 11,48 min, fir CoA 13,30 min, fir Acetyl-
CoA 14,43 min, fur Propionyl-CoA 17,41 min, fir Butyryl-CoA 21,14 min und fur -
Methylcrotonyl-CoA 23,48 min. Die Abweichung von diesen Retentionszeiten betrug
+ 0,15 min.

5. Messung von Enzymaktivitaten

5.1 Herstellung von Zellrohextrakten zur Messung von Enzymaktivitaten

Zur Herstellung von zellfreien Extrakten, die zur Messung von Acyl-CoA Carboxylase-
aktivitaten eingesetzt wurden, wurden Uber Tag in CGlll Medium kultivierte C. glutamicum
Stamme in der exponentiellen Wachstumsphase bei einer ODgy von 9,5 - 11 geerntet, zwei
Mal mit einer 0,9 %igen NaCl Lésung gewaschen und in 5,0 mL pro 360 mL Kulturvolumen
des im Enzymtest eingesetzten Reaktionspuffers (60 mM Tris-HCI pH7,2) resuspendiert. Die
Bakteriensuspension wurde in ein 10 mL Glashérnchen gefillt und mit Hilfe eines
Ultraschalldesintegrators (Branson Sonifier W-250, Branson Sonic Power, Danbury, USA) fir
6 min mit Ultraschallstufe 2,5 und 100 % Pulsmodus bei 4 °C aufgeschlossen. Durch
Zentrifugation (25 min, 16.000xg, 4 °C) wurden Zelltrimmer und unaufgebrochene Zellen
aus dem Aufschluss entfernt. Der Uberstand wurde direkt zur Bestimmung der
Enzymaktivitat eingesetzt.
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5.2 Bestimmung der spezifischen Acetyl- und Propionyl-CoA Enzym-
aktivitaten der Acyl-CoA Carboxylasen von C. glutamicum

Acyl-CoA Carboxylasen katalysieren die irreversible Carboxylierung von Acyl-CoA Derivaten
zu o-Carboxyacyl-CoA Derivaten in Abhéngigkeit von ATP und HCOx™:

M 2+
Acyl-CoA + ATP + HCO3 —g) ‘O0C-Acyl-CoA + ADP + P;

Die Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitdten wurden in Anlehnung an eine Methode
von Kimura et al. (1998) in einem diskontinuierlichen Enzymtest mit folgendem Reaktions-
ansatz durchgefihrt:

Reaktionsansatz: 100,0 L Tris-HCI (600 mM, pH 7,2)
100,0 uL  KHCO3; (650 mM)
10,0 uL ATP (100 mM)
150,0 uL  MgCl, (10 mM)
100,0 L Substrat (CoA-Derivat, 20 mM)
250,0 uL Rohextrakt* (in 60 mM Tris-HCI Puffer, pH 7,2)
190,0 uL H,O (bidestilliert)
> 1000 pL.

(* ~ 3,5 - 4,5 mg Protein)

Die Reaktion im Testansatz wurde nach 1-minltiger Vorinkubation bei 30 °C durch Zugabe
definierter Substratkonzentrationen gestartet. Nach einer Inkubationszeit von 10, 20, 30 und
40 Sekunden wurden dem Ansatz je 200 uL Volumen entnommen, die Reaktion in je 20 pL
30 %iger Perchlorsaure (v/v) abgestoppt und geféllte Proteine durch Zentrifugation
sedimentiert (5 min, 16.000xg, 4°C). Je 100 pL des Uberstandes wurden durch Ubertragung
in 25 uL einer 1 M Natriumcarbonat-Lésung auf pH 5,0 eingestellt. Die Proben wurden bis
zur HPLC-Analyse zur Quantifizierung des entstandenen Produktes bei - 20 °C aufbewahrt.
Enzymtests mit Proteinen aus durch GrdBenausschlusszentrifugation konzentrierter
Gelfiltrationsfraktionen wurden in einem Volumen von 100 pL mit den vorstehend genannten
Molaritdten durchgefiihrt. Jeder Ansatz wurde 5 min bei 30 °C inkubiert und durch den
Zusatz von 2 Ul 30 %iger Perchlorsdure gestoppt (Endproduktbestimmung). Die Proben
wurden anschlieBend wie bereits beschrieben weiterbehandelt.

Enzymtests mit Proteinen, die durch Avidinaffinititschromatographie isoliert und durch
GroéBenausschlusszentrifugation konzentriert worden waren, wurden in einem Volumen von
500 uL mit den vorstehend angefiihrten Molaritdten durchgefiihrt. Die Reaktion wurde nach
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1-mindtiger Vorinkubation bei 30 °C durch Zugabe des Substrates gestartet. Nach einer
Inkubationszeit von 0,5, 1, 2, 5 und 10 Minuten wurden dem Ansatz je 95 uL Volumen
entnommen und die Reaktion in je 9,5 uL 30 %iger Perchlorsaure gestoppt. Die Proben
wurden anschlieBend wie bereits beschrieben weiterbehandelt.

6. Proteinbiochemische Methoden

6.1 Herstellung von Zellrohextrakten zur Isolierung von Proteinen

Zur Aufreinigung von Proteinen und zur Bestimmung des Molekulargewichtes von Protein-
komplexen wurden zellfreie Extrakte des Stammes C. glutamicum 13032Apyc (Peters-
Wendisch ef al.,, 1998) hergestellt, indem 1,6 L in CGlll Medium Uber Tag kultivierter Zellen
in der exponentiellen Wachstumsphase bei einer ODgyo von 9,5 - 11 geerntet wurden. Die
Bakterienzellen wurden zwei Mal mit einer 0,9 %igen NaCl Lésung gewaschen und in 5,0 mL
pro 360 mL Kulturvolumen 50 mM Natriumphosphat/ 175 mM NaCl-Puffer pH 7,2 auf-
genommen. Um den Abbau der Proteine wahrend der Isolierung zu verhindern, wurden dem
Puffer zwei Tabletten des Proteaseinhibitorgemisches complete EDTA-free (Roche
Diagnostics, Mannheim) zugesetzt. Die Zellen wurden wie unter 5.1 beschrieben durch
Ultraschall aufgeschlossen und die erhaltene Suspension in offene Ti50 Ultrazentrifugen-
réhrchen (Beckmann, Minchen) tberfuhrt. Die Zentrifugation erfolgte in einer Beckmann L8-
70M Ultrazentrifuge mit 190.000xg fir 1,25 h bei 4 °C, um Zelltrimmer und Zellmembranen
abzutrennen. Der Uberstand wurde durch Ultrafiltration in AMICON Centriprep YM-30
Konzentratoren (Millipore, Eschborn) mit einer AusschlussgréBe von 30 kDa fur 3-3,5h
10fach eingeengt. Analog wurde der Zellrohextrakt des Stammes C. glutamicum 13032Apyc
pZ1accBC zur lsolierung des AccBC Proteins (siehe Anhang 6.) prépariert. Das Kultur-
volumen betrug 1,0L. Die Zentrifugationszeit in der Ultrazentrifuge betrug 1,0 h mit
100.000xg bei 4 °C. Der Uberstand wurde direkt auf die Avidinaffinitatssaule (siehe 6.5)
aufgetragen.
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6.2 Proteinbestimmung und SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach einer modifizierten Methode von Bensadoun und
Weinstein (1976). Es wurden verschiedene Verdiinnungen eines Proteinextraktes mit einem
Kupferreagenz versetzt, durch das Proteinkonzentrationen in geringen Mengen von 2,5 ug
bis 12,5ug nachgewiesen werden konnten. Der Nachweis beruhte auf einer
Kupfer Farbreaktion, bei der die Reduktion des oxidierten, blaulichen Kupferkomplexes
(Cu®) zum violetten Kupferkomplex (Cu*) bei einer Wellenlange von 750 nm photometrisch
bestimmt wurde. Als Standard wurden 2,5 pug, 5 pg, 7,5 ug, 10 ug und 12,5 ug BSA ein-
gesetzt.

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Coomassie-Farbung

Die Trennung von Proteinen in Abhédngigkeit ihres Molekulargewichtes unter
denaturierenden Bedingungen erfolgte elektrophoretisch in diskontinuierlichen, 10 %igen
Bis-Tris Polyacrylamidgelen (Fling und Gregerson, 1986) des NuPAGE Systems der Firma
NOVEX Elektrophoresis (Frankfurt). Die Elektrophorese wurde im MOPS-SDS Laufpuffer
(50 mM MOPS, 50 mM Tris, 1 % SDS, 1 mM EDTA; pH7,7) fir 1 - 2 h mit 30 - 60 mA/Gel in
einer XCell II"™ Mini-Cell (NOVEX Elektrophoresis, Frankfurt) durchgefiihrt. Die Proteine
wurden in einer Serva Blau Farbelésung (0,05 % Coomassie Brilliant Blue R-250 (w/v), 25 %
Isopropanol (v/v) und 10 % Essigsaure (v/v)) fur 1,5 h oder Gber Nacht gefarbt und in einer
Lésung aus 10 % Essigsdure und 30 % Ethanol entfarbt. Zur GréBenabschétzung der
Proteine wurden die Molekulargewichtstandards Mark 12" (16 -250 kDa) und der
vorgefarbte Standard See Blue™ (14 - 200 kDa) der Firma NOVEX Elektrophoresis genutzt.
Gele, die nachfolgend zur Western Blot Analyse eingesetzt wurden, wurden nicht gefarbt.

6.3 Synthese spezifischer Peptidantikérper und Western Blot
Analysen zum Nachweis einzelner Untereinheiten von Acyl-

CoA Carboxylasen

Um die Acyl-CoA Carboxylasen aus C. glutamicum in Western Blot Analysen zu charak-
risieren, wurden spezifische Peptidantikdérper gegen die putativen Untereinheiten der Acyl-
CoA Carboxylase AccDA, DtsR1 und DtsR3 synthetisiert. Dafiir wurden die abgeleiteten
Proteinsequenzen auf Strukturelemente mit antigener Wirkung untersucht (James und Wolf,
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1988; Emini et al., 1985) und von diesen aus 10 - 20 Aminosauren bestehenden Sequenz-
abschnitten synthetische Peptide (siche Anhang 4.) hergestellt. Jedes Peptid wurden an
BSA gekoppelt und in ein Kaninchen injiziert, um Antikérper zu erhalten. Die aufgearbeiteten
Blutseren der Kaninchen enthielten polyklonale Peptidantikérper und Antikdrper gegen das
BSA-Protein. Die Synthese wurde von NEOSYSTEM Laboratoire (Strasbourg) durchgefihrt.
Zum Nachweis der biotinylierten Untereinheit AccBC wurde ein Streptavidin-AP Konjugat
(Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet. Streptavidin bindet spezifisch und mit sehr
hoher Affinitat (10™"° mol™) Biotin oder Biotinverbindungen.

Zur Durchfihrung von Western Blots wurden in einem SDS-Gel elektrophoretisch getrennte
Proteine unter Verwendung einer SemiDry Blotapparatur (Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg) auf eine Immobilon-P Membran (PVDF, 0,45 um PorengréBe, Millipore, Eschborn)
Ubertragen. Dazu wurde ein Transferpuffer bestehend aus 25 mM Tris, 200 mM Glycin und
10 % Methanol (v/v) eingesetzt. Die Transferzeit betrug 1,25 h bei einer Stromstéarke von
0,8 mA/cm® Membranfliache. Die Abdeckung freier Membranflachen erfolgte fiir 1 h durch
Inkubation mit 3 % BSA (w/v) in TBST-Puffer (0,5M NaCl, 0,05 % Tween 20 (v/v) und
20 mM Tris-HCI pH 7,5). Die spezifische Markierung der biotinhaltigen Untereinheit bzw. der
Carboxyltransferaseuntereinheiten wurde 1 h mit dem Streptavidin-AP Konjugat bzw. mit den
primdren Peptidantikérpern in TBST-Puffer durchgefiihrt. Das Streptavidin-AP Konjugat
wurde 1:6.000 bis 1:10.000 verdinnt eingesetzt, der AccDA Antikdrper 1:150, der DtsR1
Antikérper 1:10.000 und der DtsR3 Antikérper 1:2.000 verdinnt eingesetzt. Durch die an
Streptavidin gekoppelte alkalische Phosphatase (AP) (Haneji und Koide, 1989), die den
Umsatz des Substrates BCIP/NBT (0,15 mg/mL 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat,
0,3 mg/mL Nitroblau-Tetrazoliumchlorid, 0,1 M Tris, 5 mM Magnesiumchlorid in 10 mL H,O
bidestilliert) zu einem unldslichen, violettblauen Farbstoff katalysiert (Blake et al., 1984),
wurden biotinylierte Proteine nachgewiesen. Der Nachweis der primaren Antikérper (aus
Kaninchen) erfolgte nach 1stiindiger Inkubation mit dem sekundéaren Antikérper, einem
gegen Kaninchen-IgG gerichteten AP-Antikérperkonjugat (1:15.000 verdiinnt), in TBST-
Puffer durch den Zusatz des Substrates BCIP/NBT. Die Farbreaktion wurde durch das
Waschen der Membran in Wasser gestoppt.

6.4 Bestimmung der GroBe von Proteinen durch Gelfiltrationschromato-
graphie mittels FPLC

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes der nativen Acyl-CoA Carboxylasen wurde eine
Gelfiltrationschromatographie mit einer HiLoad® 26/60 Superdex 200 prep grade Séule
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) durchgefiihrt. Die Saule wurde an ein AKTA
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Explorer 100 FPLC System (Amersham Pharmacia Biotech) angeschlossen und mit Hilfe
des Molecular Weight Gel Filtration Kit (Amersham Pharmacia Biotech) mit folgenden
Standardproteinen nach den Angaben des Herstellers kalibriert: Ribonuklease A (13,7 kDa),
Chymotrypsin A (25 kDa), Ovalbumin (43 kDa), Albumin (67 kDa), Aldolase (158 kDa),
Katalase (232 kDa), Ferritin (440 kDa) und Thyroglobulin (669 kDa). Bei allen Anwendungen
wurde ein 50 mM  Natriumphosphat/ 175 mM  Natriumchlorid-Puffer (pH 7,2) zur
Equilibrierung und als Laufmittel eingesetzt. Zur Proteintrennung mittels FPLC wurden
jeweils 2 mL eines konzentrieten Rohextraktes von C. glutamicum 13032Apyc (siehe
Abschnitt 6.1) eingesetzt und isokratisch mit einer Flussgeschwindigkeit von 1,5 mL/min tber
die Superdex 200 Séaule aufgetrennt. Die Proteine wurden in 3 bis 4 mL Fraktionen
gesammelt. Die Bestimmung von Fraktionen mit Acyl-CoA Carboxylaseenzymen erfolgte
anschlieBend in Western Blot Analysen zum Nachweis der biotinhaltigen Untereinheit (siehe
Abschnitt 6.3) und in Enzymaktivititsmessungen (siehe Abschnitt 5.2). Das
Molekulargewicht wurde dann durch Vergleich des Elutionsvolumens der Acyl-CoA
Carboxylasen mit denen der Standardproteine berechnet. Die erhaltenen Chromatogramme
wurden im UNICORN® Evaluation Programm (Version 3.0) bearbeitet und ausgewertet.

6.5 Isolierung biotinhaltiger Enzymkomplexe durch Avidinaffinitdtschroma-
tographie mittels FPLC

Biotinylierte Proteine aus C. glutamicum 13032Apyc oder C. glutamicum 13032Apyc
pZ1accBC wurden durch AKTA Explorer 100 FPLC Avidinaffinitatschromatographie (Cronan
Jr., 1990) mit dem SoftLink™ Soft Release Avidin Resin (Promega, Mannheim), einem Harz
mit kovalent gebundenem monomerem Avidin, isoliert. Mit diesem Material wurde eine
Amersham Pharmacia Biotech XK-Saule (5 mL) gepackt und mit dem FPLC-System
verbunden. Vor der ersten Anwendung wurden irreversible Bindungsstellen des
Avidinsaulenmaterials mit freiem Biotin (5 mM) abgeséttigt, reversibel bindendes Biotin durch
Denaturierung mit 10 %iger Essigsaure (v/v) entfernt und das Avidin in 0,1 M Natrium-
phosphatpuffer (pH 6,8) renaturiert. Entsprechend dem Probenpuffer erfolgte die Equili-
brierung der Séaule mit einem 50 mM Natriumphosphat/ 175 mM Natriumchlorid-Puffer
(pH 7,2). Die Auftragung und Elution der Proteine erfolgte mit einer Flussrate von
0,5 mL/min. Die Elution wurde durch den Zusatz von Biotin in einer Endkonzentration von
5mM zum vorstehend genannten Natriumphosphat/ Natriumchlorid-Puffer in einem
Einstufengradienten erzielt. Es wurden 1 mL Fraktionen gesammelt. Das S&ulenmaterial
wurde nach den Angaben des Herstellers regeneriert.



Material und Methoden 27

6.6 Konstruktion der Expressionsvektoren pQE30disR1, -disR2, -dtsR3 und
Isolierung des Histidin-DtsR1 Fusionsproteins mittels Ni-NTA Affinitéts-
chromatographie

Die Isolierung von DtsR1 erfolgte als Fusionsprotein mit spezifisch angehéangter Peptid-
sequenz aus sechs Histidinresten (Hiss) mittels Nickel-Nitriltriessigsdure (Ni-NTA) Agarose
Saulenaffinitdtschromatographie. Dazu wurde das System der Firma Qiagen (Hilden)
genutzt, das auf dem Prinzip der immobilisierten Metallaffinitdtschromatographie (Porath
et al., 1975) beruht. Das Uber Nitriltriessigséure an ein Sepharose®CL-6B (Qiagen, Hilden)
gebundene Nickelkation dient als Chelatbildner mit zwei freien Ligandenbindungsstellen.
Durch Komplexierung der Histidinimidazolringe kdénnen pro Nickelkation zwei Fusions-
proteine gebunden und dadurch isoliert werden (Janknecht et al., 1991; Hochuli, 1989). Die
Genexpression der in diesem System verwendeten pQE30 Klonierungsvektoren unterliegt
der Kontrolle von zwei /ac-Operatorsequenzen. Im verwendeten Stamm E. coli M15 wird die
Expression des Gens dadurch verhindert, dass das den Lacl-Repressor kodierende
pREP4 Plasmid vorliegt. Nach Induktion der Expression mit IPTG werden sehr hohe Trans-
kriptionsraten durch den starken T5 Promotor erzielt.

Zur Konstruktion des Vektors, kodierend flir das rekombinante Protein, wurde der
Expressionsvektor pQE30 verwendet, der zur N-terminalen Fusion von Hisg mit dem Protein
fuhrt. Dazu wurde das dtsR71Gen in einer Polymerasekettenreaktion (PCR) mit dem
Primerpaar CgdtsR1HisF,, - CgdtsR1HisR,; (siehe Anhang 3.) und dem Plasmid
pUC18disR1 als Matrize amplifiziert. Das erhaltene, glattendige 1.652 bp Sequenzfragment
wurde in die glatten Enden des Srfl linearisierten Plasmides pPCR-ScriptAmpSK(+)
(Stratagene, Heidelberg) kloniert. Mit Hilfe der in der PCR angefligten Restriktions-
schnittstellen BamHI| und Kpnl wurde dann genau der fur DitsR1 kodierende Sequenzbereich
ausgeschnitten und in frame zur pQE30-Vektorsequenz, kodierend fur die sechs
Histidinreste, ligiert (sieche Anhang 2.). Auch ditsR2 und dtsR3 wurden in PCR-Reaktionen mit
den Primerpaaren CgdtsR2HisFa, - CgdisR2HisRs; und CgdisR3 HisFa, - CgdtsR3HisRas
(siehe Anhang 3.) sowie pUC18dtsR2 und pUC18disR3 als Matrizen-DNA amplifiziert. Nach
beschriebener Zwischenklonierung im pPCR-ScriptAmpSK(+) Vektor wurde das ditsR2 Gen
als BamHI-Fragment und das ditsR3Gen als Sphl-Fragment in die komplementéren
Schnittstellen des pQE30-Vektors in frame zur histidinkodierenden Sequenz ligiert (siehe
Anhang 2.). Die Ligationsprodukte wurden in den E. coli Stamm M15 eingebracht. Der
Nachweis der Expression von HisgDtsR1, HissDtsR2 und HissDtsR3 erfolgte mittels
Kolonieblotanalyse nach den Angaben des QlAexpressionist 01/2000 (Qiagen, Hilden). Dazu
wurde das Ni-NTA AP Konjugat (Qiagen, Hilden) verwendet. Um Sequenzfehler durch die
PCR-Reaktion auszuschlieBBen, wurde die Plasmid-DNA positiver Klone prapariert und
einzelstréngig sequenziert.
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Die native Aufreinigung von HisgDtsR1 erfolgte ebenfalls in Anlehnung an den QlAexpres-
sionist 01/2000. Dazu wurde zunéchst eine 50 mL LB Vollmedium Kultur Gber Nacht mit
75 pg/mL Carbenicillin und 25 pg/mL Kanamycin bei 37 °C inkubiert. Mit 5 mL dieser
Vorkultur wurden zwei 100 mL LB Hauptkulturen mit 2 % Glukose (w/v) und Antibiotika
angeimpft. Bei einer ODgoo von etwa 0,6 wurde die Genexpression durch Zugabe von 1 mM
IPTG (Endkonzentration) induziert. Nach 5 h wurden die Zellen durch Zentrifugation mit
4.000xg far 12 min bei 4 °C geerntet. 1 g Zellpellet wurde in 5 mL Lysispuffer (50 mM
NaH,PQO,, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0) resuspendiert und fiir 30 min mit Lysozym
(1mg/mL Endkonzentration) bei 4 °C inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde in ein
10 mL Glashérnchen gefillt und mit Hilfe eines Ultraschalldesintegrators (Branson Sonifier
W-250, Branson Sonic Power, Danbury, USA) fir 6 min mit Ultraschallstufe 2,5 und 10 %
Pulsmodus bei 4 °C aufgeschlossen. Durch Zentrifugation (25 min, 16.000xg, 4 °C) wurden
Zelltrimmer und unaufgebrochene Zellen aus dem Aufschluss entfernt und der Uberstand
auf eine 1 mL Ni-NTA Agaroseséule aufgetragen. Die Saule wurde mit 12 mL Waschpuffer
gewaschen (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0) und das isolierte
His¢DtsR1 Protein mit Elutionspuffer (50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol,
pH 8,0) in flnf Fraktionen zu je 0,5 mL eluiert. Die Isolation wurde durch Auftragung von
Proben der einzelnen Reinigungsschritte auf ein 10 %iges NuPAGE Bis-Tris Poly-
acrylamidgel dokumentiert (siche Anhang 5.).

6.7 Identifizierung von Proteinen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie
und Datenbankvergleich

Die Identifizierung mittels Avidinaffinitidtschromatographie isolierter Proteine erfolgte mit Hilfe
der MALDI-TOF Massenspektrometrie modifiziert nach Fountoulakis und Langen (1997)
sowie Nouwens et al. (2000). Alle proteinhaltigen Elutionsfraktionen der
Avidinsaulenchromatographie wurden durch Ultrafiltration in AMICON Centricon-30
Konzentratoren (Millipore, Eschborn) mit einer AusschlussgréBe von 30 kDa ~40fach
angereichert und auf einem 10 %igen NuPAGE Bis-Tris Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach
Coomassie-Farbung wurden die Proteine aus dem Gel ausgeschnitten, mit 30 % Acetonitril
(v/v) in 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat entfarbt und in der Vakuumzentrifuge getrocknet.
Die Gelstiicke wurden in 3 mM Tris-HCI (pH 8,8) rehydratisiert und 11 h bei 22 °C mit
Trypsin (12 ng/puL Endkonzentration) inkubiert. Die Elution der Peptide aus dem Gel erfolgte
durch Zusatz von 30 % Acetonitril (v/v), 0,1 % Trifluoressigsaure (v/v). 0,5 uL jeder Probe
wurde mit 0,5 pL Matrixlésung (20 mg o-Zyan-4-hydroxyzimtséure in 1 mL 50 % Acetonitril
(v/v), 0,1 % Trifluoressigsaure (v/v)) (Vorm et al., 1994) auf eine Tragerplatte aufgebracht
und mit einem PerSeptive Biosystems Voyager-DE™ STR Massenspektrometer (PerSeptive
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Biosystems, Langen) analysiert. Zur Massenkalibrierung wurde der Sequazyme™ Peptide
Mass Standard Kit (PerSeptive Biosystems, Langen) verwendet. Basislinienkorrektur,
Rauschunterdriickung und Isotopierung erhaltener Chromatogramme wurde mit dem
Data Explorer™ Programm (Version 3.5.0.0) durchgefiihrt. Monoisotopische Peptidmassen
wurden mit den theoretischen Massen der durch das corynebakterielle Genomprojekt der
Degussa AG zugéanglichen Datenbank tryptisch geschnittener Proteine verglichen und
ausgewertet. Dafiir wurde das Programm Gpmaw (Version 4.0) verwendet.
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lll. Ergebnisse

1. Isolierung und Charakterisierung von Genen fiur putative
Untereinheiten von Acyl-CoA Carboxylasen in C. glutamicum

Es war bekannt, dass die Gene accBC (Jager et al.,, 1996) und disR1 (Kimura et al., 1996),
die vermutlich Untereinheiten von Acyl-CoA Carboxylasen kodieren, einen Einfluss auf die
Aminoséaureproduktion von C. glutamicum ausliben kénnen. Um Hinweise auf den Zusam-
menhang dieser an der Lipidsynthese beteiligten Enzyme mit dem Aminosdureexport zu
erhalten, sollte die noch unbekannte enzymatische Funktion der Genprodukte aufgeklart
werden. Dazu wurden zunachst Gene, die flir Untereinheiten dieses Enzyms kodieren
kdnnten, isoliert. Da die Gene funktionelle und strukturelle Gemeinsamkeiten aufweisen, sind
die wesentlichen Eigenschaften zusammenfassend dargestellt.

1.1 Isolierung und Sequenzanalyse des Gens fiir eine mogliche Carboxyl-
transferase der Acetyl-CoA Carboxylase (accDA)

Die Sequenzierung flankierender chromosomaler DNA Bereiche des gltA Gens (Citrat-
synthase) aus C. glutamicum ATCC13032 (Eikmanns et al., 1994) ergab einen 1.800 bp
stromabwarts liegenden offenen Leserahmen, dessen abgeleitete Aminoséuresequenz
Identitdten zur B-Carboxyltransferaseuntereinheit der Acetyl-CoA Carboxylase von E. coli
aufwies (unveréffentlicht). Um die Funktion dieses Genproduktes untersuchen zu kénnen,
wurde zuerst die vollstandige Gensequenz mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) aus dem
Genom von C. glutamicum ATCC13032 amplifiziert. Dazu wurde das Primerpaar
CgaccDAF; - CgaccDAR; (siehe Anhang 3.) aus der durch das corynebakterielle Genom-
projekt der Degussa AG zugénglichen chromosomalen Nukleotidsequenz ausgewahlt und in
eine PCR-Reaktion mit chromosomaler DNA aus C. glutamicum ATCC13032 als Matrize und
einer Anlagerungstemperatur von 58 °C eingesetzt. Mit diesem Ansatz wurde ein
spezifisches Sequenzfragment von 2.122 bp amplifiziert, das in die Smal-Schnittstelle des
Vektors pUC18 kloniert (sieche Anhang 2.) und anschliessend doppelstréangig sequenziert
wurde. Eine Analyse der Nukleotidsequenz ergab, dass ein offener Leserahmen von
1.473 bp (Nukleotid 508 - 1.980) beginnend mit einem GTG Startcodon (siehe Anhang 1.)
vorlag. Die daraus abgeleitete Aminosauresequenz (siche Anhang 1.) von 491 Aminoséuren
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Homologievergleich der abgeleiteten Aminosauresequenz von C. glutamicum
accDA (C.g. accDA) mit den o- und B-Carboxyltransferasesequenzen aus Esche-
richia coli (E.c. accA bzw. E.c. aceD) unter Verwendung des Multiple Sequence
Alignement Programms ClustalW 1.8 (Jeanmourgan et al.,, 1998). ldentische
Aminosduren sind schwarz, &ahnliche Aminosduren grau hinterlegt. Der
Domaéanenubergang zwischen Carboxyltransferase- und Acetyl-CoA Binde-
domane ist durch die Markierung | eingegrenzt.

und einem kalkulierten Molekulargewicht von 52.207 wurde mit den Sequenzen der Protein-

Datenbanken verglichen. Es wurden Sequenzidentititen von 50 % (65 % &hnliche

Aminoséuren) zur putativen Acetyl-CoA Carboxylase Carboxyltransferaseuntereinheit AccD3

von Mycobacterium tuberculosis (Cole et al., 1998a), von 34 % (47 % &hnliche Aminosauren)

zur putativen Acetyl Carboxylase ZuhF von Streptomyces sp. R1128 (Marti et al., 2000) und

von 30 % (41 % ahnliche Aminosauren) zur putativen Acetyl-CoA Carboxylase Carboxyl-

transferaseuntereinheit PccB von Streptomyces coelicolor A3(2) (Redenbach et al., 1996)
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gefunden. Die Funktion der Genprodukte war jedoch nicht untersucht. Der Vergleich ergab
aber auch, dass im carboxylterminalen Sequenzbereich des corynebakteriellen Proteins
33 % identische Aminoséauren (50 % ahnliche Aminoséauren) zur a-Untereinheit der Carboxyl-
transferase (AccA) von E. coli (Li & Cronan, 1992a) vorlagen, der aminoterminale Sequenz-
abschnitt dagegen 35 % identische Aminosduren (55 % ahnliche Aminoséuren) zur
B-Untereinheit der Carboxyltransferase (AccD) von E. coli (Li et al., 1992) aufwies (Abb. 3).
Die Identitdten im aminoterminalen Sequenzbereich wurden berwiegend von Aminoséure
50 bis 216 zu AccD und im carboxylterminalen Sequenzbereich von Aminosaure 259 bis 451
zu AccA des E. coli Proteins gefunden. Offensichtlich handelt es sich bei dem abgeleiteten
Protein von C. glutamicum also um ein Fusionsprotein aus Carboxyltransferase- und Acyl-
CoA Bindedoméane einer Acetyl-CoA Carboxylase (Kimura et al.,, 2000). Der dazwischen
liegende Sequenzabschnitt mit geringeren ldentitaten stellt den Domé&nenlbergang dar.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das klonierte Gen aus C. glutamicum die
Carboxyltransferaseuntereinheit einer Acyl-CoA Carboxylase kodiert. In Anlehnung an die
E. coli Genbezeichnungen wurde dieses Gen accDA genannt.

1.2 Isolierung und Sequenzanalyse der Gene fir mogliche Carboxyltrans-
ferasen von Acyl-CoA Carboxylasen (disR1, disR2, dtsR3)

Die Sequenz des mdglicherweise fiur die Carboxyltransferase einer Acyl-CoA Carboxylase
kodierenden Gens disR1 (detergent sensitive rescuer) aus C. glutamicum ssp. lacto-
fermentum war im Zusammenhang mit der bekannten detergenzinduzierten Glutamat-
ausscheidung coryneformer Bakterien (Shiio et al., 1962) veréffentlicht worden (Kimura et
al., 1996). Um die bislang unbekannte Funktion des Genproduktes untersuchen zu kénnen,
sollte das Gen nach Vervielféltigung in einer Polymerasekettenreaktion (PCR) isoliert
werden. Zur Amplifikation von dtsR71 wurden aus der Genomsequenz von C. glutamicum
zwei verschiedene forward- und drei verschiedene reverse-Primer ausgewéhlt. Dabei wurde
festgestellt, dass 341 bp stromabwaérts von disR7 ein Gen mit 70 % &hnlicher Nukleotid-
sequenz (dtsR2) vorliegt (Abb. 4). Dieses Gen wurde daher ebenfalls isoliert (siehe unten).
110 bp stromaufwérts von disR171 liegt zudem ein weiteres Gen mit Bezug zu Acyl-CoA
Carboxylasen, birA, das vermutlich die Biotin-Protein-Ligase kodiert. Das homologe Enzym
in E. coli katalysiert die kovalente Bindung von Biotin an die Apoform des Biotincarboxyl-
carrierproteins (Roberts et al., 1999; Eisenberg et al., 1982).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Anordnung des disR7 und disR2 Gens im Genom
von C. glutamicum und Anlagerungspositionen der Primer zur Amplifikation von
dtsR1 und disR2. birA: mégliche Biotin-Protein-Ligase; X : kein Fragment in der
PCR; F7, Fi2, Rs, Ris, Fis, Roo: Primer (siehe Anhang 3.)

Da repetitive Nukleotidsequenzen stromauf- und stromabwérts des dtsR71 Gens die Auswahl
geeigneter Primer erschwerte, wurden mehrere Primer ausgewahlt. Vier Primerkombi-
nationen wurden in PCR-Reaktionen mit einer Anlagerungstemperatur von 60 °C eingesetzt.
Mit zwei Primerkombinationen wurde kein Fragment der erwarteten GréBe amplifiziert, mit
den beiden anderen Primerkombinationen gelang es dagegen spezifische Sequenz-
fragmente zu erhalten. Das gréBere Sequenzfragment von 1.867 bp, das mit der
Primerkombination CgdtsR1F7 - CgdtsR1Rs (sieche Anhang 3.) amplifiziert wurde, wurde fur
die weiteren Arbeiten ausgewéhlt. Das Fragment wurde in die Smal-Schnittstelle des Vektors
pUC18 kloniert und das Insert doppelstrangig sequenziert. Die Sequenzanalyse zeigte, dass
das gesamte dtsR1Gen (1.632 bp) mit 49 bp stromaufwéarts und 188 bp stromabwérts
liegender DNA-Sequenz vorlag. Daraus wurde ein Protein mit 543 Aminoséuren und einem
kalkulierten Molekulargewicht von 58.460 abgeleitet (sieche Anhang 1.). Im Vergleich zur
bekannten Nukleotidsequenz von C. glutamicum ssp. lactofermentum (Cgsspl) unter-
schieden sich die beiden kodierenden Bereiche in 17 Basenpaaren voneinander, die aber in
lediglich drei Féllen zu einem Aminosdureaustausch im abgeleiteten C. glutamicum (Cg)
Protein flhrten. Hierbei handelte es sich um den Austausch Cgssp/Thr,71-CgAlasz,, Cgsspl
Leuy7s-CgMeto7s und Cgssplleuyy-CgProg. Da die veranderten Basen meist zu keinem
Aminoséureaustausch fuhrten, wurde bestétigt, dass es sich hier um ein Protein mit stark
konservierter Aminosauresequenz handelt. Dies wurde von Toh et al. (1993) auch flr andere
Acyl-CoA Carboxylasen gezeigt. Ein Aminosduresequenzvergleich des abgeleiteten Proteins
zeigte hohe Identitdten zu Propionyl-CoA Carboxylase (PCC) Carboxyltransferaseunterein-
heiten. Die héchsten Ubereinstimmungen wurden zu den putativen Sequenzen von
C. glutamicum ssp. lactofermentum DtsR2 (70 % ldentitédt) (EMBL-Gendatenbankeintrag),
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Mycobacterium tuberculosis AccD5 (67 % ldentitat) (Cole et al., 1998a) und Mycobacterium
leprae AccD5 (65% Identitéat) (Doukhan etal, 1995) sowie zu den charakterisierten
Proteinen von Saccharopolyspora erythraea PccB (61 % ldentitat) (Donadio et al., 1996) und
S. coelicolor A3(2) PccB (60 % Identitat) (Rodriguez & Gramajo, 1999) gefunden.
Darlberhinaus wurden hohe ldentitadten von DtsR1 (> 50 %) zu bakteriellen Methylmalonyl-
CoA Decarboxylasen erhalten. Wie AccDA weist auch DtsR1 Sequenzidentitaten zur o- und
B-Carboxyltransferaseuntereinheit von E. coli auf. Diese betragen in kleineren
Sequenzabschnitten etwa 26 %.

Zur Isolation des dtsR2 Gens aus C. glutamicum, wurde das Primerpaar CgdtsR2Fs -
CgdtsR2R2 (siehe Anhang 3.) in eine PCR-Reaktion mit einer Anlagerungstemperatur von
55 °C und chromosomaler DNA aus C. glutamicum ATCC13032 als Matrize eingesetzt.
Dadurch wurde ein spezifisches Fragment der erwarteten Gré3e von 1.886 bp amplifiziert.
Dieses wurde in die Smal Schnittstelle des Vektors pUC18 kloniert und doppelstrangig
sequenziert. Durch einen Vergleich der erhaltenen Sequenz mit der von der Degussa AG zur
Verfligung gestellten wurde belegt, dass das dtsR2 Gen (1.614 bp) mit 180 bp stromaufwarts
und 93 bp stromabwaérts liegender DNA-Sequenz vorlag. Wiederum unterschieden sich
7 Basenpaare von der bekannten C. glutamicum ssp. lactofermentum Nukleotidsequenz, die
aber lediglich zu einem einzigen Aminoséaureaustausch von Valin in der C. glutamicum ssp.
lactofermentum zu Alanin in Position 82 der abgeleiteten Proteinsequenz von C. glutamicum
fuhrten. Die abgeleitete Aminosduresequenz des dtsR2 Gens mit 537 Aminoséuren und
einem kalkulierten Molekulargewicht von 57.997 (siehe Anhang 1.) ergab wiederum die
héchste Sequenziibereinstimmung zur putativen PCC Carboxyltransferase von M. tubercu-
losis AccD5 (74 % ldentitaten), M. leprae AccD5 (72 % ldentitédten) und C. glutamicum ssp.
lactofermentum DtsR1 (70 % Identitdten) sowie den oben genannten, charakterisierten
Proteinen von S. erythraea PccB (67 % ldentitaten) und zu S. coelicolor A3(2) PccB (67 %
Identitéaten). Auch fiir DtsR2 wurden hohe Identitdten von > 50 % zu bakteriellen Methyl-
malonyl-CoA Decarboxylasen gefunden und auch DitsR2 weist Sequenzidentitdten zur o-
und B-Carboxyltransferaseuntereinheit von E. coli auf. Diese betragen in ebenfalls kleineren
Sequenzbereichen etwa 30 %.

Der Homologievergleich in Abbildung 5 verdeutlicht die starken Ubereinstimmungen
zwischen DtsR1 und DtsR2 und die Ubereinstimmung beider Proteine mit der funktionell
charakterisierten PCC Carboxyltransferase von S. coelicolor. Die Unterschiede in den
Aminosauresequenzen von DtsR1 und DtsR2 kdénnten allerdings auf eine unterschiedliche
Substratspezifitdt hindeuten, die der Carboxyltransferaseuntereinheit zugeschrieben wird (Li
& Cronan, 1992b; Vuorio etal., 1991; Fall etal., 1975). Auch die geringen Aminoséaure-
sequenzidentitdten von DtsR1 und DtsR2 zur méglichen Carboxyltransferase AccDA von nur
15 % lassen den Umsatz eines anderen Substrates vermuten.
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Bei der proteinbiochemischen Isolation von Acyl-CoA Carboxylaseproteinen aus C. glutami-
cum ATCC13032Apyc (siehe Abschnitt 5.3) wurde eine weitere Enzymuntereinheit gefunden.
Das flr dieses Protein kodierende Gen wurde als orf313 in der Genomdatenbank von
C. glutamicum identifiziert und ditsR3 benannt. Auch dieses Gen wurde mittels Polymerase-
kettenreaktion aus dem Genom isoliert. Daflir wurde aus der Sequenz der forward-Primer
CqgdtsR3F5, und der reverse-Primer CgdtsR3Rs; (siehe Anhang 3.) ausgewahlt. Durch eine
PCR-Reaktion mit diesem Primerpaar und chromosomaler DNA aus C. glutamicum
ATCC13032 als Matrize wurde ein spezifisches Fragment der erwarteten GréBe von
1.864 bp amplifiziert. Mit Hilfe der angefligten Restriktionsschnittstelle EcoRl wurde das
Fragment in den mit EcoRIl linearisierten Vektor pUC18 kloniert und doppelstrangig
sequenziert. Die Analyse der erhaltenen Sequenz ergab, dass disR3 (1.551 bp) mit 247 bp
stromaufwérts und 66 bp stromabwarts liegender DNA-Sequenz vorlag. Das seltenere
Codon TTG (Leucin) wurde als Startpunkt des offenen Leserahmens bestimmt (siehe
Anhang 1.). Ausgehend von diesem Startcodon wurde eine Peptidsequenz mit 516 Amino-
sduren und einem kalkulierten Molekulargewicht von 55.796 abgeleitet.

Interessanterweise ergab ein Aminosauresequenzvergleich von DtsR3 héchste Uberein-
stimmungen zur putativen Propionyl-CoA Carboxylase (PCC) Carboxyltransferase-
untereinheit AccD4 von Mycobacterium tuberculosis (54 % identische Aminoséauren) (Cole
et al., 1998a) und AccD4 von Mycobacterium leprae (54% ldentitéat) (Cole et al., 2001) sowie
den charakterisierten Proteinen PccB von Streptomyces coelicolor A3(2) (49 % ldentitat)
(Gramajo et al., 1998, Sequenzverdffentlichung) und PccB von Saccharopolyspora erythraea
(48 % ldentitat) (Donadio et al., 1996). Bei den Proteinen von M. tuberculosis und M. leprae
handelte es sich also nicht um diejenigen mit den héchsten ldentitdten zu DtsR1 und DtsR2,
sondern um eine getrennte Gruppe homologer Proteine. Die Aminoséureidentitdten von
DtsR3 zu DtsR1 betragen 43 %, die zu DtsR2 46 % und die zu AccDA 23 %. Der
Aminosduresequenzvergleich in Abbildung 5 verdeutlicht die geringeren Identitdten der
vierten Carboxyltransferaseuntereinheit DtsR3 zu den homologen Proteinen DtsR1 und
DtsR2 und die geringeren ldentitadten von DtsR1, DtsR2 und DtsR3 zu AccDA. Daraus wurde
geschlossen, dass DitsR3 zwar derselben Proteinfamilie wie DtsR1 und DisR2 angehért,
aber mdoglicherweise eine Reaktion mit einem anderen Substrat im Stoffwechsel von
C. glutamicum katalysiert.



36

Ergebnisse

Cg
Cg
Sc
Cg
Cg

Cg
Cg
Sc
cg
Cg

Cg
Cg
Sc
cg
Cg

Cg
Cg
Sc
Cg
cg

Cg
Cg

Cg
Cg

Cg
Cg
Sc
cg
Cg

Cg
Cg
Sc
Cg
Cg

cg
cg
Sc
Cg
Cg

dtsR1
dtsR2
pccB

dtsR3
accDA

dtsR1
dtsR2
pccB

dtsR3
accDA

dtsR1
dtsR2
pccB

dtsR3
accDA

dtsR1
dtsR2
pccB

dtsR3
accDA

dtsR1
dtsR2
pccB

dtsR3
accDA

dtsR1
dtsR2
pccB

dtsR3
accDA

dtsR1
dtsR2
pccB

dtsR3
accDA

dtsR1
dtsR2
pccB

dtsR3
accDA

Abb. 5:

141
135
136
123
112 &

210
204
205
192
182

280
274
270
255 F/APTHEEIAVMEX
245 -T-PGVATP

350
344
340
325
311

420
414
410
395
378

490
484
477
463
444

Homologievergleich der abgeleiteten Aminosauresequenzen von C. glutamicum
ditsR1 (Cg dtsR1), dtsR2 (Cg dtsR2), disR3 (Cg dtsR3) und accDA (Cg accDA)
mit der Propionyl-CoA Carboxylase Carboxyltransferaseuntereinheit von Strepto-
myces coelicolor A3(2) (Sc pccB) unter Verwendung des Multiple Sequence
Alignement Programm ClustalW 1.8 (Jeanmourgan etal., 1998). ldentische
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Aminosduren sind schwarz, &hnliche Aminosauren grau hinterlegt. Der
Doménenubergang zwischen Carboxyltransferase- und Acyl-CoA Bindedoméne
ist durch die Markierung | = eingegrenzt.

Im Rahmen einer Transposonmutagenese in C. glutamicum ATCC13032 gelang es Jager et
al. (1996) das Gen accBC kodierend fiir ein Protein mit dem hochkonservierten Biotinbinde-
Motiv Ala-Met-Lys-Met (Shenoy et al.,, 1992; Samols et al., 1988) zu klonieren. Homologie-
studien ergaben Identitdten von 46 % zur Biotincarboxylase (AccB) (Kondo et al., 1991) bzw.
43 % zum Biotincarboxylcarrierprotein (AccC) von E. coli (Sutton et al., 1977; Li & Cronan,
1992a). Bei dem Protein AccBC handelt es sich also sehr wahrscheinlich um die o-Unter-
einheit einer Acyl-CoA Carboxylase in C. glutamicum. AccBC kdnnte daher zusammen mit
den in diesem Abschnitt als B-Untereinheiten identifizierten Proteinen AccDA, DtsR1, DtsR2
und DtsR3 funktionelle Acyl-CoA Carboxylasen in C. glutamicum bilden.
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2. Konstruktion und Charakterisierung definierter Carboxyltrans-
ferase-negativer Mutanten von C. glutamicum

Durch eine gerichtete Inaktivierung der Gene accBC, accDA, ditsR1, dtsR2 und ditsR3 sollte
gepruft werden, ob die Genprodukie Reaktionen im Fettsdure- bzw. Lipidstoffwechsel in
C. glutamicum ATCC13032 katalysieren. Obwohl es zuvor nicht gelang, eine Integrations-
mutante von accBC zu erhalten (Jager etal., 1996), konnte eine Deletionsmutante des
disR1 Gens bei Kultivierung in einem fettsduresupplementierten Medium erzeugt werden
(Kimura et al., 1996). Folglich wurde angenommen, dass die Inaktivierung der Gene generell
nur dann mdglich ist, wenn fettsdurehaltige Medien bei der Durchfihrung der Mutagenese
eingesetzt werden. Daher wurde zunéachst das Wachstum von C. glutamicum auf Fettsduren
untersucht.

2.1 Einfluss von Fettsduren auf das Wachstum von C. glutamicum R127

Es ist bekannt, dass Fettsduren das Wachstum von C. glutamicum beeintrachtigen kénnen
(Haynes & Britz, 1989, 1990; Kinoshita et al., 1972), so dass zunachst das Wachstum von
C. glutamicum R127 in fettsdurehaltigen Medien untersucht wurde. Da die Literaturangaben
der eingesetzten Fettsdurekonzentrationen stark voneinander abwichen (Kimura et al.,
1997a; Stuible et al., 1996; Harder et al., 1974), wurde das Wachstum von C. glutamicum
R127 reprasentativ auf zwei der zur Supplementation ausgewaéhlten Fettsduren in
Abhangigkeit verschiedener Konzentrationen untersucht. Dazu wurde eine Flussigkulti-
vierung des Stammes R127 in CGXIlI Minimalmedium mit 4 % Glukose (w/v) als C-Quelle
und zusétzlich einer Fettsdurequelle durchgefiihrt. Zuerst wurden dem Medium verschiedene
Konzentrationen Tween 80 zugesetzt, einem vorwiegend mit Oleat (cis-A9-Oktadecenat)
veresterten Detergenz, und das Wachstum Uber einen Zeitraum von 34 h verfolgt (Abb. 6).
Es zeigte sich, dass nach anfanglich gleichem Wachstum die Wachstumsrate des Stammes
und auch die End-ODgg durch den Zusatz von Tween 80 deutlich beeintrachtigt waren. Erst
bei der geringen Detergenzkonzentration von 3 mg/L war das Wachstum mit dem Wachstum
des Stammes im Kontrollmedium ohne Tween 80 vergleichbar.



Ergebnisse 39

3
5
I
0 10 20 30 40
Kultivierungszeit [h]

—a—  C., glutamicum R127 ohne Tween 80
wen G, glutamicum R127 3 g/L Tween 80

- C. glutamicum R127 0,3 g/L Tween 80
—#~  C. glutamicum R127 0,03 g/L Tween 80
—&—  C. glutamicum R127 0,003 g/L Tween 80

Abb. 6:  Wachstum von C. glutamicum R127 in CGXIl Minimalmedium mit verschiedenen
Tween 80 Konzentrationen (Oleatverbindung). Aufgetragen wurde die optische
Dichte (ODeg) in Abhéngigkeit von der Kultivierungszeit.

Analog zu diesen Experimenten wurde untersucht, wie sich der Zusatz der reinen, einfach
ungesattigten Fettsdure Natriumoleat (C18:1) auf das Wachstum des Stammes
C. glutamicum R127 auswirkt. Auch hier flhrten bereits geringe Mengen der Fettsaure zur
Hemmung des Wachstums (Abb. 7). Eine Oleatkonzentration von 0,5 mM im Medium
bewirkte sogar eine Abnahme der optischen Dichte in der Bakterienkultur. Mit einer 25fach
geringeren Oleatkonzentration von 0,02 mM war das Wachstum im Vergleich zum Kontroll-
stamm aber auch hier nicht mehr beeintrdchtigt. Ein Vergleich mit den Literaturwerten ergab,
dass die corynebakterielle Subspecies lactofermentum in einer 30fach hdéheren Konzen-
tration Tween 80 von 1 g/L kultiviert worden war (Kimura et al., 1997a) und C. glutamicum
ssp. ammoniagenes sogar in einer 50fach héheren Olsaurekonzentration von 0,3 g/L mit
zusétzlich 10 g/L Tween 40 kultivierbar war (Stuible et al., 1996). Die Ergebnisse wurden
nachfolgend in Inaktivierungsexperimenten und bei der phénotypischen Charakterisierung
von Mutanten berucksichtigt.
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Abb.7:  Wachstum von C. glutamicum R127 in CGXIl Minimalmedium mit verschiedenen
Konzentrationen der reinen Fettsdure Natriumoleat. Aufgetragen wurde die
optische Dichte (ODgg) in Abhéngigkeit von der Kultivierungszeit.

2.2 Versuche zur Inaktivierung der Gene des Biotincarboxylase-Biotin-
carboxylcarrierproteins (accBC) und der Carboxyltransferase (accDA)

Nach Inaktivierung der Gene fur das Biotincarboxylase-Biotincarboxylcarrierprotein accBC
und fur die Carboxyltransferase accDA sollte in Wachstumsversuchen auf verschiedenen
Fettsauresupplementen untersucht werden, ob die Genprodukie an der Fettsdure- bzw.
Lipidsynthese von C. glutamicum beteiligt sind. Die Mutation sollte durch die gerichtete
Integration eines Vektors durch homologe Rekombination in das Gen accBC und in das Gen
accDA des Chromosoms von C. glutamicum ATCC13032 und R127 erfolgen. Dazu wurden
zunachst zwei Disruptionsvektoren mit verschiedenen internen Sequenzabschnitten des
accBC Gens konstruiert, indem ein 510 bp EcoRl/Sacl-Fragment und ein 599 bp EcoRl-
Fragment aus dem Vektor pUC18accBC isoliet und in die jeweils komplementaren
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Restriktionsschnittstellen des mobilisierbaren, in C. glutamicum nicht replizierbaren Vektors
pK18mob (Schéfer et al,, 1994) ligiert wurden (pK18mob'accBC's1o / pK18mob'accBC'sy).
Die Konstruktion zweier weiterer Disruptionsvektoren zur Inaktivierung des accDA Gens
erfolgte, indem ein internes 761 bp Hindlll-Fragment und ein internes 509 bp Hindlll/EcoRlI-
Fragment aus dem Vektor pUC18accDA isoliert und ebenfalls in die jeweils komplementéaren
Schnittstellen des Vektors pK18mob ligiert wurden (pK18mob'accDA'ze / pK18mob
‘accDA'sp9). Zum Einbringen der vier erhaltenen Plasmide in den Stamm C. glutamicum
ATCC13032 und in den restriktionsdefizienten Stamm R127 wurden mehrere Konjugationen
mit Hilfe des Donorstammes E. coli S17-1 (Simon et al., 1983) und Elektroporationen pro
Plasmid durchgefiihrt. Anschliessend wurden die Bakterienzellen auf BHI-Agarndhrbdden mit
0,003 % Tween 80, 0,0006 % Oleat, 0,0006 % Palmitat, 400 mg/L des Emulgators Brij58,
50 pg/mL Nalidixinsdure und 15 ug/mL Kanamycin inkubiert (BHI-Agarplatten Typ I).
Nachdem aus diesen Versuchen keine kanamycinresistenten Kolonien hervorgingen, wurden
weitere Konjugationen und Elektroporationen durchgefiihrt. Diesmal wurden die Bakterien
auf BHI-Agarplatten inkubiert, die statt Tween 80 0,03 % des Fettsduregemisches Butter-
hydrolysat (BHI-Agarplatten Typ Il) enthielten (Tab. 3). Aber auch unter diesen Bedingungen
hatte kein Bakterienklon das Plasmid ins Chromosom integriert.

Aus diesen Experimenten wurde geschlossen, dass eine Inaktivierung der beiden Gene
accBC und accDA nicht méglich ist und diese Gene somit fur C. glutamicum essentiell sind.
Offensichtlich kann der Verlust der Herstellung von Ausgangsverbindungen der Fett-
sauresynthese durch die Acetyl-CoA Carboxylase von der Zelle nicht durch den Zusatz der
Fettsduren ins Medium kompensiert werden. Da accBC bisher nur in Mikroorganismen
ausgeschaltet werden konnte, in denen noch eine zweite a-Untereinheit vorlag (Kimura
et al.,, 2000; Rodriguez & Gramajo, 1999; Donadio et al., 1996), ist dieses Ergebnis ein
Hinweis darauf, dass keine weitere a-Untereinheit in C. glutamicum gibt. Auch kann die
Funktion des accDA Gens nicht durch die Genprodukte von ditsR1, disR2 oder dtsR3 ersetzt
werden. In Mycobacterium bovis BCG (Norman et al., 1995), Bacillus subtilis (Perez et al.,
1998) und E. coli (Alberts & Vagelos, 1972) war eine Inaktivierung der Acetyl-CoA
Carboxylase ebenfalls nicht moglich. Harder et al. (1972) gelang es lediglich, temperatur-
sensitive Mutanten von E. coli zu isolieren, die Punktmutationen im Biotincarboxyl-
carrierprotein der Acetyl-CoA Carboxylase (Li etal, 1992) und in der Carboxyl-
transferaseuntereinheit AccA (Li & Cronan, 1992a) trugen. Bekannt sind zudem Integrations-
mutanten der Acetyl-CoA Carboxylase von Saccharomyces cerevisiae, die aber aus-
schlieBlich in diploiden Stdmmen erhalten wurden, in denen eines der Allele noch intakt
vorlag (HaBlacher etal., 1993). In diesen Stdmmen betrug die Acetyl-CoA Carboxylase-
aktivitat nur noch 50 % der Aktivitat des Ausgangsstammes.
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Plasmid Inaktivierung Konjugations- und Plattentyp
von Elektroporationsansitze

C. glutamicum

ATCC13032 R127

pK18mob'accBC'so 10 11
accBC
pK18mob'accBC'sgg 13 10 BHI-Agar-
platten Typ 1 /1l
pK18mob'accDA' 76 11 12
accDA
pK18mob'accDA’see 8 10
Tab. 3: Anzahl der Konjugations- und Elektroporationsanséatze, die zur Integrations-

mutagenese des Biotincarboxylase-Biotincarboxylcarrierproteins AccBC und der
Carboxyltransferase AccDA durchgefiihrt wurden. Die Anséatze wurden auf zwei
verschiedenen Plattentypen inkubiert. Typ | enthielt zusatzlich 0,003 % Tween
80; Typ Il stattdessen 0,03 % Butterhydrolysat. Der Index der Plasmide gibt die
Lénge des internen Fragmentes an.

2.3 Inaktivierung der Gene fir die putativen Carboxyltransferasen DtsR1,
DtsR2 und DtsR3 in C. glutamicum ATCC13032 und R127

Da es mdéglich war, eine fettsdureauxotrophe disR7 Deletionsmutante von C. glutamicum zu
erhalten (Kimura et al., 1997a), sollte sowohl eine Inaktivierung dieses Gens als auch eine
Inaktivierung der paralogen Gene disR2 und disR3 durchgefiihrt werden. Anschliessend
sollte durch eine Komplementation mit Fettsduren Uberprift werden, ob alle drei Gen-
produkte an der Fettsdurebiosynthese von C. glutamicum beteiligt sind. Die Inaktivierung
sollte durch die gerichtete Integration geeigneter Plasmide in das Chromosom von C. gluta-
micum ATCC13032 und R127 erfolgen.

Zur Konstruktion der dazu bendtigten Vektoren wurde zuerst ein internes 555 bp
Genfragment aus disR7 mit dem Oligonukleotidpaar CgdtsR1F,; - CgdisR1F, (siehe
Anhang 3.) und dem Vektor pUC18dtsR1 als Matrize in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Mit
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Hilfe der angefligten Restriktionsschnittstelle Hindlll gelang es, das spezifische Fragment in
die komplementére Schnittstelle des Plasmides pK18mob (Schéfer et al., 1994) zu ligieren.
GleichermaBBen wurde ein internes 192 bp Fragment des disR3 Gens mit dem Oligo-
nukleotidpaar CgdtsR3Rs, - CgdtsR3Rs3 (siehe Anhang 3.) und dem Vektor pUC18dtsR3 als
Matrize amplifiziert. Die Enden dieses Fragmentes wurden mit Klenow-Polymerase geglattet
und in die Smal-Schnittstelle des Vektors pK18mob ligiert. Die Konstruktion von
pK18mob'disR2' wurde durchgefiihrt, indem der Vektor pUC18dtsR2 mit EcoRl und Sacl
geschnitten, die Enden des erhaltenen internen 508 bp disR2 Fragmentes gegléttet und in
die Smal-Restriktionsschnittstelle des Vektors pK18mob ligiert wurde. Daraus resultierten die
drei mobilisierbaren Vektoren pK18mob'disR1', pK18mob'ditsR2 und pK18mob'disR3' (siehe
Anhang 2.). Das Plasmid pK18mob'disR1' wurde durch Kkonjugativen Transfer in
C. glutamicum ATCC13032 und R127 Uberfiihrt. Die Ansatze wurden auf fettsdurehaltigen
BHI-Volimediumplatten (siehe Abschnitt 11.3.1/3.2) kultiviert, denen Kanamycin und Nalidixin-
saure zur Selektion auf Integrationsmutanten zugesetzt wurde. Von beiden Stdmmen wurden
mehrere Transkonjuganten erhalten, die das Plasmid Uber homologe Rekombination ins
Genom integriert haben mussten. Dagegen wurden in den Konjugationsansétzen mit den
Plasmiden pK18mob'disRZ2 und pK18mob'disR3 zunéchst keine Mutanten erhalten. Erst in
mehrfach durchgefiihrten Elektroporationen gelang es, einige Klone der beiden Mutanten-
stdmme von C. glutamicum ATCC13032 und R127 auf fettsdurehaltigen Medien zu isolieren.
Abbildung 8 zeigt beispielhaft die Konstruktion des Plasmides pK18mob'disR2 und die
resultierende Genanordnung nach Integration.

Es fiel auf, dass sich alle Integranten phéanotypisch durch kleine KoloniegréBen aus-
zeichneten und dass sich die Zellen schlecht vereinzeln lieBen, da sie aneinander haften
blieben. Zudem war eine matte Oberfache der Kolonien und ein rundlicheres Aussehen der
Zellen im Mikroskop zu beobachten. Daher wurde zunachst die Stammidentitat dieser Klone
untersucht, indem unter anderem das corynespezifische thrE Gen (Ziegler, 2000), das bisher
nur in C. glutamicum, M. tuberculosis und S. coelicolor gefunden wurde, mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert wurde. In allen Klonen lie3 sich aber das
erwartete 1.850 bp groBe DNA Fragment spezifisch amplifizieren.
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Abb. 8: Schematische Darstellung zur Konstruktion der Carboxyltransferase-Integrations-
mutanten am Beispiel von C. glutamicum ATCC13032dtsR2::pK18mob’disRZ.
Die Integration ins Genom des Stammes ATCC13032 erfolgte tber homologe
Rekombination. Mit dem vektorspezifischen Universal-Primer (Univ) und zwei
ausserhalb des Integrationsortes gewahlten, genspezifischen Primern (MuRgz:
CgdtsR2 MuRsp; MuR3,: CgditsR2MuRs,) erfolgte der Nachweis der Integration
mittels PCR. Die erwarteten PCR FragmentgréBen sind angegeben.
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Die korrekte Integration von pK18mob'dtsR T, pK18mob'disR2 und pK18mob'dtsR3 in den
jeweils kodierenden Bereich des chromosomalen Genortes von C. glutamicum ATCC13032,
wurde dann in allen erhaltenen Klonen durch weitere PCR-Reaktionen Uberprift (Abb. 9).
Dazu wurden jeweils genspezifische Primer von disR1, ditsR2 und disR3 zusammen mit den
vektorspezifischen Primern Universal und RSP (siehe Anhang 2.3) sowie der chromo-
somalen DNA der Klone zur PCR eingesetzt. Durch Integration von pK18mob'disR1' wurde
die Amplifizierung eines 650 bp groBen DNA-Fragmentes erwartet, wéahrend in den
Ausgangsstammen ATCC13032 und R127 kein Fragment amplifiziert werden sollte. Wie
Abbildung 9 A zeigt, wurde der Vektor erfolgreich ins Chromosom der Klone integriert
(Spur 2-5). Dagegen wurde in der Negativkontrolle kein Fragment vervielfaltigt (Spur 1).

Aufgrund des bereits genannten ungewdéhnlichen Phanotyps der erhaltenen dtsR2 und dtsR3
Insertionsstdmme, wurde die Integration von pK18mob'disRZ2' und pK18mob'disR3 mit je
zwei verschiedenen Primerkombinationen kontrolliert. Dadurch sollte im Falle einer
Integration von pK18mob'disR2 ein 700 bp bzw. ein 1.260 bp groBes DNA-Fragment
vervielfaltigt werden, bei Integration von pK18mob'disR3 ein 870 bp bzw. ein 370 bp
Fragment. Abbildung 9 B stellt jeweils beispielhaft das Ergebnis eines Klons zur Inaktivierung
des dtsR2 Gens und eines Klons zur Inaktivierung des disR3 Gens im Stamm ATCC13032
dar. Das Agarosegelfoto belegt, dass alle erwarteten Fragmente nachweisbar waren
(Spur 2+4 / Spur 7+9), wohingegen in den Negativkontrollen (Spur 1+5 / Spur 6+10) keine
PCR-Fragmente erhalten wurden. Insgesamt wurden zwei Integrationsstimme von
ATCC13032 bzw. drei von R127 mit dem inaktivieten dtsR2Gen und drei
Integrationsstdmme von ATCC13032 bzw. sechs von R127 mit dem inaktivierten dtsR3 Gen
isoliert. Durch diese Analysen wurde gezeigt, dass die gewlnschten Inaktivierungsmutanten
vorlagen.
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Abb. 9: Verifikation der Inaktivierungsstamme C. glutamicum ATCC13032disR1::pK18

mob'disR1 (A) sowie ATCC13032dtsR2::pK18mob'disR2 und ATCC13032
dtsR3::pK18mob'dtsR3 (B). Gezeigt sind die PCR Produkte zum Nachweis der

jeweiligen Plasmidintegration ins Chromosom der Stamme.

A Spur1: amplifizierte DNA aus ATCC13032 (Negativkontrolle; Pp1*)
Spur 2-5: amplifizierte DNA aus ATCC13032disR1::pK18mob'dtsR1' (Pp1)
Spur 6:  GroéBenstandard (A-DNA BstEll geschnitten)

B Spur1: amplifizierte DNA aus ATCC13032 (Negativkontrolle; Pp2)
Spur2: amplifizierte DNA aus ATCC13032disR2::pK18mob'disR2 (Pp2)
Spur 3:  GrdéBenstandard (100 bp - Leiter)
Spur 4: amplifizierte DNA aus ATCC13032dtsR2::pK18mob'dtsR2 (Pp3)
Spur 5:  amplifizierte DNA aus ATCC13032 (Negativkontrolle; Pp3)
Spur 6: amplifizierte DNA aus ATCC13032 (Negativkontrolle; Pp4)
Spur7: amplifizierte DNA aus ATCC13032dsR3::pK18mob'dtsR3 (Pp4)
Spur 8: GréBenstandard (100 bp - Leiter)
Spur 9:  amplifizierte DNA aus ATCC13032disR3::pK18mob'dtsR3 (Pp5)
Spur 10: amplifizierte DNA aus ATCC13032 (Negativkontrolle; Pp5)

*) Pp: Primerpaar; 1: CgdisR1MuF,, - RSP; 2: CgdtsR2MuR3, - Universal;

3: CgdtsR2MuRs;, - Universal; 4: CgdisR3MuF;5 - Universal;
5: CgdtsR3MuF 4 - Universal.
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24 Wachstumsexperimente zur Charakterisierung der Carboxyltransferase
Integrationsmutanten

In einer Untersuchung zur Charakterisierung der Carboxyltransferase Integrationsmutanten
C. glutamicum ATCC13032dtsR1::pK18mob’dtsR1, ATCC13032dtsR2::pK18mob’dtsR2 und
ATCC13032disR3::.pK18mob’disR3 sollte Uberprift werden, ob die Inaktivierung der Gene
eine Fettsdureauxotrophie zur Folge hat. Dazu wurde zunéchst das Wachstum auf
CGXIl Minimalmediumplatten mit 4 % Glukose (w/v) als C-Quelle jedoch ohne einer
zusatzlichen Fettsdurequelle im Vergleich zum Ausgangsstamm untersucht. Nach
50stiindiger Inkubation bei 30 °C wurde das Wachstum der Stamme anhand der Gré3e von
Einzelkolonien bewertet. Abbildung 10 A zeigt, dass alle drei Integrationsstimme auf
Minimalmedium im Vergleich zum Ausgangsstamm erheblich schlechter oder nicht gar mehr
wuchsen. Ein auffallend geringes Wachstum wurde bei den Integrationsmutanten
C. glutamicum ATCC13032dtsR1::pK18mob'disR1 und ATCC13032 dtsR2::.pK18mob'dtsR2
festgestellt, deren KoloniegréBen mit einem Durchmesser von < 0,025 mm weniger als
einem zehntel des Wildtyps (& 2,5 mm) entsprachen. Da die Kolonien von fettsdurehaltigen
Platten abgeimpft worden waren, handelt es sich hierbei vermutlich nur noch um ein
Restwachstum. Die Inaktivierung der Gene hatte demnach zu einem Defekt im Stoffwechsel
von C. glutamicum gefihrt.

Um zu Uberprifen, ob der urspriingliche Phéanotyp durch Supplementation mit einer
bestimmten Fettsdure wiederhergestellt werden kann, wurde das Wachstum der
Mutantenstdmme wiederum auf CGXIl Minimalmediumplatten mit 4 % Glukose (w/v) als C-
Quelle sowie einer zusétzlichen Fettsdurequelle (Natriumoleat, Palmitat, Tween 80,
Tween 60, Tween 40 und Tween 20 sowie Butterhydrolysat; siehe Abschnitt 11.2.1) im
Vergleich zum Ausgangsstamm untersucht. Abbildung 10 B stellt eine Auswahl derjenigen
Fettsdureminimalmediumplatten dar, die einen Einfluss auf das Wachstum der Mutanten-
stdmme auslbten. Es zeigte sich, dass die Wachstumsdefekte der Integrationsmutanten
durch keine der Fettsduren komplett aufgehoben werden konnten, was gleichermafBen fir
eine dtsR1 Deletionsmutante bekannt war (Kimura et al, 1997a). Allerdings konnte das
Wachstum der Stamme partiell wiederhergestellt werden. So entsprach das Wachstum von
C. glutamicum ATCC13032disR1::pK18mob'dtsR1" mit einem Koloniedurchmesser von
0,75 mm durch den Zusatz von Butterhydrolysat fast der Hélfte des Ausgangsstammes
(2 1,75 mm). Das Wachstum von C. glutamicum ATCC13032dtsR2::pK18mob'dtsR2 wurde
durch Oleat, Tween20 (C12:0) und insbesondere Tween 80 (C18:1) (< 1,45 mm;
Ausgangsstamm & 2,5 mm) verbessert, das Wachstum von C. glutamicum ATCC13032
dtsR3::pK18mob'disR3 vorwiegend durch die Fettsdure Oleat (< 1,15 mm; Ausgangs-
stamm & 2,75 mm).
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C. glutamicum ATCC13032
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Abb. 10: Wachstum der Carboxyltransferase Integrationsmutanten C. glutamicum ATCC

13032dtsR1::pK18mob'disR1’, ATCC13032dtsR2::pK18mobdisR2° und ATCC
13032dtsR3::pK18mob’'dtsR3’ im Vergleich zum Ausgangsstamm auf CGXII

Minimalmediumplatten ohne bzw. mit verschiedenen Fettsduresupplementen:
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0,02 mM Oleat, 30 mg/L Tween 80, 0,3 g/L Butterhydrolysat und 30 mg/L
Tween 20. Die Bakterienkolonien sind 4fach vergréBBert dargestellt.

Aus dem Wachstum der Mutanten auf verschiedenen Fettsduren wurde geschlossen, dass
die disR1, disR2 und disR3 Genprodukte jeweils Reaktionen des Fettsadure- bzw. Lipid-
stoffwechsels von C. glutamicum katalysieren, zu denen es keine alternativen Reaktionen
oder Reaktionswege gibt. Hierbei kénnte es sich um die Synthese spezieller Fettsduren oder
Lipide handeln, die nicht bzw. nur in geringen Mengen in den zugesetzten Fettsduren
vorhanden sind oder die von der Zelle nicht aufgenommen werden kénnen. Die Genprodukte
kénnen sich aber offensichtlich trotz ihrer hohen Identititen auf Aminosdureebene nicht
vollstandig gegenseitig komplementieren. Das beobachtete Restwachstum der Mutanten-
stimme kdnnte auch auf die in der Literatur beschriebene multiple Substratspezifitat einiger
Acyl-CoA Carboxylasen zurlckgefihrt werden (Kimura et al,, 1997; Hunaiti & Kolattukudy,
1982; Rainwater & Kolattukudy, 1982). Diese sind in der Lage, verschiedene Acyl-
CoA Derivate, wenn auch mit geringerer Aktivitat, umzusetzen.
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3. Uberexpression der Gene fiir Acyl-CoA Carboxylaseunter-
einheiten und Untersuchungen zur Aminosaurebildung

Untersuchungen zur detergenzabhangigen Glutamatproduktion sowie zur Lysinproduktion
nach Uberexpression von dtsR7 bzw. Transposoninsertion neben dem accBC Gen deuteten
darauf hin, dass verdnderte Acyl-CoA Carboxylaseaktivititen die Akkumulation von
Aminosauren durch C. glutamicum beeinflussen kénnen (Kimura ef al., 1997a, 1997b; Jager,
mindliche Mitteilung). Um zu Uberprifen, ob es einen Zusammenhang zwischen den in
dieser Arbeit untersuchten Genen und der Aminosaurebildung gibt, wurde die Glutamat- und
Lysinproduktion in C. glutamicum ATCC13032 und dem Lysinproduktionsstamm MH20-22B
(Schrumpf et al., 1992) nach Uberexpression der Acyl-CoA Carboxylasegene analysiert.

3.1  Untersuchungen zur Glutamatbildung nach Uberexpression von Acyl-
CoA Carboxylasegenen im Stamm ATCC13032

Die Glutamatproduktion von C. glutamicum kann durch Biotinmangel hervorgerufen werden
(Gutmann et al.,, 1992; Shiio et al., 1962). Da gezeigt wurde, dass der Biotineffekt mit der
Fettsdurebiosynthese in C. glutamicum zusammenhéngt (Hoischen & Kramer, 1990) und
moglicherweise eine Folge veranderter Aktivitit der biotinabhdngigen Acetyl-CoA
Carboxylase (Eggeling & Sahm, 1999; Eggeling et al., 2001a) und des Membranaufbaus ist
(Hoischen & Kramer, 1990; Kinoshita ef al., 1972), sollte untersucht werden, ob es einen
Einfluss der accBC, accDA, dtsR1, dtsR2 und disR3 Genprodukte unter Biotinmangel auf die
Glutamatausscheidung in C. glutamicum gibt. Da die funktionelle Acyl-CoA Carboxylase aus
o~ und B-Untereinheiten aufgebaut ist, wurden die Gene sowohl einzeln als auch in den
Kombinationen accBCaccDA, accBCdtsR1 und accBCdtsR2 iberexprimiert.

Zur Konstruktion der Plasmide wurden die Gene accBC und accDA als 2,6 kb Sall/Nael-
Fragment bzw. 2,4 kb Psfl/EcoRI-Fragment aus dem Vektor pUC18accBC und dem Vektor
pUC18accDA isoliert. Das Gen dtsR1 wurde als 2,1 kb Ndel/Kpnl-Fragment aus dem Vektor
pUC18disR1, das Gen disR2 als 2,2 kb BamHl/Sapl-Fragment aus dem Vektor pUC18disR2
und das Gen dtsR3 als 1,9 kb EcoRI-Fragment aus dem Vektor pUC18disR3 isoliert. Das
Fragment mit dem dfsR3 Gen wurde in die komplementare EcoRI-Schnittstelle des Vektors
pEKO ligiert. Die Enden der tbrigen Fragmente wurden gegléttet und in die geglattete Sall-
Schnittstelle des Vektors pEKO ligiert. Die Konstruktion der Plasmide zur Uberexpression der
Genkombinationen erfolgte, indem das Plasmid pEKOaccBC Kpnl-linearisiert, die Enden
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geglattet und mit den zuvor genannten Fragmenten des accDA, dtsR1 und dtsR2 Gens ligiert
wurden. Die so konstruierten Plasmide pEKOaccBC, pEKOaccDA, pEKOdisR1, pEKOdtsR2
und pEKOdtsR3 sowie pEKOaccBCaccDA, pEKOaccBCdtsR1 und pEKOaccBCdtsR2 (siehe
Anhang 2.) wurden durch Elektroporation in den Stamm C. glutamicum ATCC13032 einge-
bracht.

Die erhaltenen acht Stimme wurden Uber Nacht in Cglll Vollmedium vorkultiviert und mit
einer ODggo von 0,5 in CgXIl Minimalmedium mit 10 pg/L Biotin Gberimpft. Die Zellen wurden
anschliessend Uber Tag kultiviert und nach 6 Stunden zwei Mal mit Saline gewaschen. Zur
Erzeugung des Biotinmangels wurden sie dann nochmals in CGXIl Minimalmedium mit einer
geringeren Biotinkonzentration von 0,1 ug / L tGberimpft. Ausgehend von einer anfanglichen
ODggo von 0,5 wurde das Wachstum Uber einen Zeitraum von 50 h verfolgt. Nach 24 h und
48 h wurde die extrazellulare Glutamatkonzentration bestimmt. Abbildung 11 zeigt das
Wachstum der Stdmme und die Glutamatakkumulation im Medium. Es wurde beobachtet,
dass das Wachstum der Stdmme ATCC13032pEKOaccBC, ATCC13032pEKOaccDA und
ATCC13032pEKO0disR2 dem des Kontrollstammes ATCC13032pEKO entsprach. Das
Wachstum der Stdmme ATCC13032 pEKOdtsR7 und ATCC13032pEKO0dtsR3 war dagegen
verringert. Generell war das Wachstum bei allen Stdmmen durch die geringe
Biotinkonzentration auf eine End-ODgy, von etwa 17 limitiert (Abb. 11 A/ B).

Bei der Glutamatakkumulation (Abb. 11 C/ D) zeichneten sich bereits nach 24 h Kultivierung
Unterschiede ab, die im Verhéltnis denjenigen nach 48 h Kultivierung entsprachen.
Besonders auffallend war eine deutlich geringere Glutamatbildung durch den Stamm
ATCC13032pEKOaccBCdtsR1, der mit 13,1 mM ca. 67 % weniger L-Glutamat ausschied, als
der Vergleichsstamm ATCC13032pEKO mit 40,2 mM (Abb. 11 D). Auch die Uberexpression
der Gene accBC, dtsR1 und dtsR2 verringerte die Glutamatausbeute um etwa 15 % (Abb. 11
C/D). Die Glutamatkonzentrationen nach Uberexpression von accDA, dtsR3 und der
Genkombinationen accBCaccDA und accBCdtsR2 war wenig verandert. Dabei wurden die
Untersuchungen mit Stimmen, in denen die Gene disR2 und disR3 lberexprimiert wurden,
zwei Mal durchgefiihrt. Die Gbrigen Werte ergeben sich aus Vierfachbestimmungen.

Die Untersuchungen zeigen, dass es bereits einen Einfluss der einzeln Uberexprimierten
Acyl-CoA Carboxylasegene accBC, ditsR1 und disR2 auf die Glutamatakkumulation von
C. glutamicum ATCC13032 unter Biotinmangel gibt. Die gemeinsame Uberexpression der
mdglicherweise flir eine funktionelle Acyl-CoA Carboxylase kodierenden Gene accBC und
dtsR1 fuhrte ebenfalls zur verdnderten externen Glutamatkonzentration. Dabei wirkte sich
die héhere Expression der Gene negativ auf die Glutamatakkumulation aus. Dies ist ein
starker Hinweis, dass nicht das Enzym AccBCDA sondern das AccBCDtsR1 Enzym ein
Target der Biotinlimitation sein kénnte.
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Abb. 11: Wachstum und externe Glutamatakkumulation von C. glutamicum ATCC13032
nach Uberexpression der Gene accBC, accDA, dtsR1, dtsR2 und dtsR3 sowie
accBCaccDA, accBCdtsR1 und accBCdtsR2 im Vergleich zum Kontrollstamm
ATCC13032pEKO. Gezeigt ist das Wachstum Uber einen Zeitraum von 50 h
(A/B) und die externen Glutamatkonzentrationen nach 24 h und 48 h (C /D).
Die Werte ergaben sich aus Vierfachbestimmungen, fiir Stimme mit den Genen
dtsR2 und disR3 aus Doppelbestimmungen.

3.2 Untersuchungen zur Lysinbildung nach Uberexpression von Acyl-CoA
Carboxylasegenen im Stamm MH20-22B

Bei den C. glutamicum Stammen MH20-22B (Schrumpf et al., 1992) und DG52-5 (Menkel
et al.,, 1989) handelt es sich um unterschiedlich gute Lysinproduzenten. Es wurde gezeigt,
dass sich die Aktivitdt des LysE vermittelten Lysinexports (Vrlji¢ etal, 1996) in diesen
Stammen unterscheidet. Da aber weder das Membranpotential, der pH-Gradient oder der
Lysingradient veréndert war (Bréer et al., 1993) noch Sequenzveranderungen im lysE Gen,
im Regulatorgen oder deren Promotoren (Eggeling & Sahm, 2001; Vrljié, 1997) vorlagen,
blieb unklar, was den Lysinefflux in diesen Stimmen verandert. Auch im Stamm 35/48 (Vrlji¢
et al., 1995), der Uberhaupt kein L-Lysin ausscheidet, waren die Gensequenzen unverandert.
Vrlji€ (1997) vermutete daher, dass der Lysinexporter durch die Lipidumgebung beeinflusst
wird. Eine Verbindung des Lysinexports mit der Lipidsynthese besteht durch das Gen dtsR1,
da dessen Uberexpression zur erhéhten Lysinproduktion fiihrt (Kimura et al., 1997b). Daher
sollte untersucht werden, ob die Uberexpression der Acyl-CoA Carboxylasegene die
Lysinakkumulation verandert.

Dazu wurden zundchst die bereits konstruierten Plasmide pEKOaccBC, pEKOaccDA,
pEKOdtsR1, pEKOdisR2, pEKOdisR3, pEKOaccBCaccDA, pEKOaccBCdisR1 und
pEKOaccBCdtsR2 (siehe Abschnitt 111.3.1 und Anhang 2.) durch Elektroporation in den Lysin-
produzentenstamm MH20-22B eingebracht. Die so erhaltenen Stdmme wurden uber Nacht
in Cglll Vollmedium vorkultiviert, mit einer anfanglichen ODgyo von 0,5 in CGXII
Minimalmedium Uberimpft und das Wachstum Uber einen Zeitraum von 68 h verfolgt
(Abb. 12 A/ B). Im Vergleich zum Kontrollstamm MH20-22BpEKO war das Wachstum der
Stamme MH20-22BpEKOaccBC, MH20-22BpEKOaccDA und MH20-22BpEKOdisR1 nahezu
identisch, wahrend bei MH20-22BpEKOdtsR2, MH20-22BpEKOdtsR3 und MH20-22B
pEKOaccBCdtsR1 eine leichte Wachstumsverzégerung zu beobachten war (Abb. 12 A/ B).
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Eine deutliche Wachstumsverzégerung war beim Stamm MH20-22BpEKOaccBCaccDA
erkennbar. Aufféllig war auch das Wachstumsverhalten des Stammes MH20-22BpEKO
accBCdisR2, der anfangs schneller als der Kontrollstamm wuchs, aber eine geringere End-
ODgqo erreichte.

Nach 45 h und 68 h wurden die extrazelluldren Lysinkonzentrationen bestimmt (Abb. 12
C / D). Danach war in den Stimmen MH20-22BpEKOaccDA und MH20-22BpEKOdtsR1 zwar
eine leicht erhéhte Lysinakkumulation von 2,4 mM (3,3 %) und 4,0 mM (5,6 %) im Vergleich
zum Kontrollstamm MH20-22BpEKO mit 71,0 mM messbar, was aber nicht als signifikante
Zunahme betrachtet werden kann. Die Akkumulation von L-Lysin durch den Stamm MH20-
22BpEKOaccBCdtsR2 war mit 4,2 mM ebenfalls nur um 5,9 % erhéht. Der Stamm MH20-
22BpEKOaccBCaccDA zeichnete sich dagegen durch eine um 7,8 mM (11,0 %) verringerte
Lysinkonzentration im Vergleich zum Kontrollstamm aus. Dies wurde auch in Unter-
suchungen mit einem Lysinproduzentenstamm der Degussa AG gezeigt, ebenso wie die
leicht erhdhte Lysinakkumulation bei erhdhter accDA Expression (Daten nicht gezeigt).
Dabei wurden die Untersuchungen mit Stdmmen, in denen die Gene dtsR2 und disR3 liber-
exprimiert wurden, zwei Mal durchgefihrt. Die U(brigen Werte ergeben sich aus
Vierfachbestimmungen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass es geringfugige Einfllisse einiger Uberexprimierter Acyl-CoA
Carboxylasegene auf die Lysinbildung von C. glutamicum MH20-22B gibt. Signifikant wirkte
sich jedoch nur die gemeinsame Uberexpression der fiir die funktionelle Acyl-CoA Carboxy-
lase kodierenden Gene accBC und accDA aus.
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Abb. 12:  Wachstum und externe Lysinakkumulation von C. glutamicum MH20-22B nach
Uberexpression der Gene accBC, accDA, dtsR1, disR2 und dtsR3 sowie
accBCaccDA, accBCdtsR1 und accBCdisR2 im Vergleich zum Kontrollstamm
MH20-22BpEKO. Gezeigt ist das Wachstum (ber einen Zeitraum von 50 h (A / B)
und die externen Lysinkonzentrationen nach 45 h und 68 h (C /D). Die Werte
ergaben sich aus Vierfachbestimmungen, fiir Stimme mit den Genen dfsR2 und
disR3 aus Doppelbestimmungen.

4. Enzymatische Untersuchungen zum Nachweis von Acyl-CoA
Carboxylaseaktivitidten in C. glutamicum ATCC13032

Die Aminosauresequenzidentitdten der Genprodukte von accBC und accDA zu Acetyl-CoA
Carboxylaseuntereinheiten von E. coli (Abb. 3) (Jager et al., 1996) deuteten darauf hin, dass
die beiden Polypeptide eine funktionelle Acyl-CoA Carboxylase in C. glutamicum bilden und
wahrscheinlich die Initiationsreaktion der Fettsdurebiosynthese katalysieren. Auch die
Ergebnisse zum Wachstum der dfsR1, dtsR2 und disR3 Integrationsmutanten (Abb. 10) und
die Aminoséaureidentitdten der Genprodukte zu Carboxyltransferasen weisen darauf hin,
dass es sich bei den Genprodukten um Untereinheiten von Acyl-CoA Carboxylasen handelt.
Um zu Uberprifen, ob die Genprodukte von accBC, accDA, disR1 und disR2 Untereinheiten
dieser Enzyme darstellen, sollten die Gene in C. glutamicum ATCC13032 iberexprimiert und
Acyl-CoA Carboxylaseaktivititen gemessen werden.

4.1 Nachweis und Trennung von CoA-Derivaten und Etablierung eines dis-
kontinuierlichen Enzymtests

Trennung von CoA-Derivaten

Um die Produkte der Acyl-CoA Carboxylasereaktion mittels HPLC nachweisen und quanti-
fizieren zu kdénnen, wurde zuerst die Trennung von CoA und CoA-Derivaten durch das
Analyseprogramm von Spies (1996) validiert. Dazu wurde die Trennung von CoA und CoA-
Verbindungen einzeln sowie eines 0,2 mM Standardgemisches aus CoA und den Derivaten
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Acetyl-, Malonyl-, Propionyl-, Methylmalonyl-, Butyryl-, Succinyl- und B-Methylcrotonyl-CoA
durch die HPLC untersucht. Es zeigte sich, dass sich die Signale des Methylmalonyl-CoA-
und des Succinyl-CoA-Peaks unter den gewahlten Bedingungen vollstéandig tberlagerten. Da
Methylmalonyl-CoA ein Produkt der Acyl-CoA Carboxylase bei der Umsetzung von
Propionyl-CoA ist, war es wichtig, das Trennsystem zu verandern und zu optimieren. Dazu
wurden nacheinander das anfangliche Mischungsverhéltnis von polarer und apolarer Phase,
das apolare Laufmittel, der Gradient und die Aquilibrierungszeit der Saule zwischen zwei
Trennlaufen variiert. Nachdem auch die Sensitivitdt und Selektivitdt des UV-Detektors
angepasst war, gelang es, das Signal von Methylmalonyl- und Succinyl-CoA konstant in zwei
Signale aufzutrennen, die dann eine separate Integration zulieBen (Abb. 13). Das erstellte
Programm und die gewéhlten Trennbedingungen sind in Abschnitt I1.4.2 beschrieben.
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Abb. 13: HPLC-Chromatogramm der Trennung eines Standardgemisches aus CoA und
den CoA-Derivaten Malonyl-CoA (MCoA), Methylmalonyl-CoA (MMCoA),
Succinyl-CoA (SCoA), Acetyl-CoA (ACoA), Propionyl-CoA (PCoA), Butyryl-CoA
(BCoA) und B-Methylcrotonyl-CoA (MCCoA). Jede Substanz lag in einer
Konzentration von 0,2 mM vor. Die Verbindungen wurden bei einer Wellenldnge
von 254 nm mittels UV-Detektor nachgewiesen.
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Die Zuordnung definierter Retentionszeiten erméglichte die ldentifizierung jeder CoA-Ver-
bindung in einem Gemisch, so dass eine wichtige Voraussetzung fiir die enzymatischen
Untersuchungen geschaffen war.

Etablierung eines diskontinuierlichen Enzymtests

Acyl-CoA Carboxylasen (AcylCC) katalysieren die in Abbildung 14 am Beispiel von Acetyl-
CoA gezeigte Carboxylierung von Acyl-CoA Derivaten zu o-Carboxyacyl-CoA Derivaten
unter Verbrauch von ATP und Bicarbonat (Polakis et al., 1974; Alberts & Vagelos, 1972). Die
Reaktion ist abhéngig von der prosthetischen Gruppe Biotin und verlauft in zwei Teilschritten
(Knowles, 1989; Samols ef al., 1988). Im Gegensatz zum E. coli Enzym, das nur Acetyl-CoA
aber nicht Propionyl-CoA umsetzt (Alberts & Vagelos, 1968), katalysieren nahezu alle bisher
charakterisierten bakteriellen AcylCCs sowohl den Umsatz von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA
als auch den Umsatz von Propionyl-CoA zu Methylmalonyl-CoA (duale Substratspezifitat)
(Rodriguez & Gramajo, 1999; Kimura et al., 1997; Wheeler et al., 1992; Hunaiti & Kolattu-
kudy, 1982; Henrikson & Allen, 1979; Erfle, 1973). In seltenen Fallen ist gezeigt, dass Acyl-
CoA Carboxylasen auch Butyryl- und Succinyl-CoA umsetzen kénnen (Kimura ef al., 1998;
Hunaiti & Kolattukudy, 1982; Rainwater & Kolattukudy, 1982).

(1) Biotin-
carboxylase

AcylCC-Biotin + HCO 4’ ‘ﬁ} AcylCC-Biotin-CO,

Acetyl-CoA
MgZ* ATP ADP + P,

Carboxyl-
@) transferase

Malonyl-CoA + AcylCC-Biotin

Abb. 14: Schematische Darstellung der beiden von Acyl-CoA Carboxylasen (AcylCC)
katalysierten Teilreaktionen (1) und (2) durch die Untereinheiten Biotincarboxy-
lase-Biotincarboxylcarrierprotein  und Carboxyltransferase am Beispiel des
Substrates Acetyl-CoA.
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Zunéachst wurde versucht, eine AcylCC-Aktivitat im Rohextrakt des Wildtyps C. glutamicum
ATCC13032 zu messen. Daflir wurde der Stamm in CGlll Medium mit 2 % Glukose und
2 mg /L Biotin kultiviert und die Bakterienzellen in der exponentiellen Wachstumsphase
geerntet. Es wurde ein diskontinuierlicher Enzymtest mit dem Substrat Acetyl-CoA durch-
gefiihrt. Die HPLC Analyse ergab, dass das Produkt Malonyl-CoA entstanden war, zudem
aber unbekannte Substanzen des Rohextraktes zuséatzliche Signale ergaben. Zur sicheren
Identifizierung des Produktpeaks Malonyl-CoA im Chromatogramm wurde die Probe nach
Zusatz einer definierten Menge Malonyl-CoA nochmals mittels HPLC analysiert. Durch die
Erhéhung des zuvor bestimmten Signales wurde dieses dann eindeutig als Malonyl-
CoA Peak ermittelt. Durch Optimierung der Parameter ATP-, Substrat- und Gesamtprotein-
konzentration wurde ein Testsystem etabliert, das die Bestimmung einer AcylCC-Aktivitat
ermdglichte. Es stellte sich heraus, dass die in der Literatur beschriebenen Inkubationszeiten
variierend zwischen 15 Minuten und 1 Stunde (Rodriguez & Gramajo, 1999; Kimura et al.,
1997) langst nicht mehr im linearen Messbereich lagen. Diese Beobachtung ist méglicher-
weise auf eine geringe Stabilitit des Enzymkomplexes zuriickfihrbar. Um eine lineare
Zunahme des Produktes zu erhalten, wurden die Inkubationszeiten daher auf 40 Sekunden
begrenzt und zur Aufnahme einer Kinetik Proben nach 10, 20, 30 und 40 Sekunden
entnommen (vergleiche Abschnitt Il 5.2). Die spezifische Enzymaktivitit des Wildtyps mit
Acetyl-CoA betrug 55+ 5 mU/ mg Protein. Anschliessend wurde Gberprift, ob auch der
Umsatz von Propionyl-CoA durch den Rohextrakt messbar ist. Die Quantifizierung des
gebildeten  Methylmalonyl-CoAs ergab eine spezifische AcylCC-Aktivitdt von
105 £ 4 mU / mg Protein.

Diese Ergebnisse zeigten, dass es in C. glutamicum ATCC13032 eine Acetyl-CoA
Carboxylase- und eine Propionyl-CoA Carboxylaseaktivitat gibt, die durch ein oder mehrere
Enzyme katalysiert werden kénnten. Die Bestimmung der Enzymaktivititen nach Uber-
expression der mdglicherweise fir Acyl-CoA Carboxylasen kodierenden Gene sollte im
Folgenden zeigen, ob die Genprodukte an der enzymatischen Reaktion beteiligt sind.

4.2 Bestimmung der spezifischen Enzymaktivititen bei Uberexpression von
Acyl-CoA Carboxylasegenen

Alle bislang funktionell charakterisierten Acyl-CoA Carboxylasen bestehen aus biotinylierten
o-Untereinheiten, AccBC, und B-Untereinheiten, vermutlich AccDA, DtsR1, DtsR2 und DtsR3
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in C. glutamicum (Kimura et al.,, 1998; Haase etal., 1982; Hunaiti & Kolattukudy, 1982;
Rainwater & Kolattukudy, 1982). Daher sollten die Gene accBC, accDA, dtsR1 und disR2
nicht nur einzeln sondern auch in Kombinationen aus Biotincarboxylase-Biotincarboxyl-
carrierproteingen accBC und je einem der putativen Carboxyltransferasegene liberexprimiert
und die spezifischen Acyl-CoA Carboxylaseaktivititen gemessen werden.

Die bereits konstruierten Stdmme (siehe Abschnitt 3.1 und Anhang 2.) wurden in CGlll Me-
dium mit 2 % Glukose und 2 mg /L Biotin kultiviert. Durch den Zusatz von Biotin sollte
sichergestellt werden, dass die Uberexprimierte o-Untereinheit AccBC vollstandig biotinyliert
vorliegt (Chapman-Smith & Cronan, 1999).
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Abb. 15: Umsatz von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA und von Propionyl-CoA zu Methyl-
malonyl-CoA durch den Stamm C. glutamicum ATCC13032pEKOaccBCaccDA im
Vergleich zum Kontrollstamm C. glutamicum ATCC13032pEKO.
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C. glutamicum Stamm Spezifische Acyl-CoA Carboxylaseaktivitét
ATCC13032
Acetyl-CoA Propionyl-CoA
[mU / mg Protein] [mU / mg Protein]
pEKO 55+5 105+ 4
pEKOaceBC 48+ 6 112+7
pEKOaccDA 56+ 4 99+5
pEKOdtsR1 51+£5 101+£5
pEKOdisR2 50+ 4 106 £ 4
pEKOaccBCaccDA 161+ 9 408 + 12
pEKOaccBCdisR1 54+ 4 135+ 5
pEKOaccBCdtsR2 45+ 3 116 £ 6

Tab. 4: Spezifische Acyl-CoA Carboxylaseaktivititen im Rohextrakt von C. glutamicum
ATCC13032pEKO und im Rohextrakt bei Uberexpression von Acyl-CoA Carboxy-
lasegenen in Abhangigkeit der Substrate Acetyl- und Propionyl-CoA. Erhéhte
Aktivitdten sind durch Fettdruck hervorgehoben.

Die Acyl-CoA Carboxylaseaktivitdt wurde anhand des Umsatzes von Acetyl-CoA zu Malonyl-
CoA und von Propionyl-CoA zu Methylmalonyl-CoA gemessen und die Produktmenge mittels
HPLC quantifiziert. Es zeigte sich eine deutliche Erhéhung beider Aktivitdten durch die
gemeinsame Uberexpression der Gene accBC und accDA im Vektor pEKOaccBCaccDA
(Abb. 15). Die Berechnung der spezifischen Acyl-CoA Carboxylaseaktivititen ergab, dass
sowohl die Uberexpression des Biotincarboxylase-Biotincarboxylcarrierproteingens (accBC)
als auch der Carboxyltransferasegene (accDA, disR1, disR2) keine Veranderung der im
Wildtyp gemessenen Enzymaktivitdten bewirkte (Tab. 4). Im Vergleich zum Kontrollstamm
mit dem Leerplasmid pEKO wurde aber eine ca. dreifach gesteigerte spezifische Acyl-CoA
Carboxylaseaktivitit nach pEKOaccBCaccDA Uberexpression von 55 +5 mU / mg Protein
auf 161 £ 9 mU / mg Protein mit dem Substrat Acetyl-CoA und von 105 £ 4 mU / mg Protein
auf 408 £ 12 mU / mg Protein mit dem Substrat Propionyl-CoA gemessen. Diese fir ein in
etwa 20facher Kopienzahl vorliegendes Plasmid eher geringfligige Aktivitatssteigerung war
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auch nach Uberexpression der Biotincarboxylase und des Biotincarboxylcarrierproteins von
E. coli messbar (Li & Cronan, 1993). Sie wird dort auf eine Transkriptionskontrolle durch
einen positiven Aktivator zuriickgefilhrt (Magnuson et al., 1993). Die gemeinsame Uber-
expression der Gene accBC und disR71 sowie der Gene accBC und disR2 hatte keinen
Effekt auf die Acyl-CoA Carboxylaseaktivitaten.

Eine alternative Acyl-CoA Carboxylasereaktion, die auch bei Mycobacteriaceae gefunden
wurde, stellt der Umsatz von -Methylcrotonyl-CoA zu B-Methylglutaconyl-CoA dar (Lynen
et al., 1961). Um zu Uberprifen, ob die Gene dtsR1 oder dtsR2 fiir Carboxyltransferasen mit
einer solchen Substratspezifitat kodieren, wurde ein Enzymtest mit Wildtypextrakt und dem
Substrat -Methylcrotonyl-CoA durchgefiihrt. Es stellte sich aber heraus, dass eine solche
Aktivitat in C. glutamicum nicht messbar war.

Durch diese Untersuchungen konnte erstmals belegt werden, dass AccBC zusammen mit
AccDA einen Acyl-CoA Carboxylasekomplex bildet. Dieser Enzymkomplex setzt sowohl
Acetyl-CoA als auch Propionyl-CoA um und weist somit eine duale Substratspezifitat auf. Da
die Uberexpression von accBC und accDA alleine keine Aktivitatssteigerung ergab, missen
zudem beide Untereinheiten (o./ B) zur Bildung eines aktiven Enzymkomplexes vorliegen.
Die Funktion der Genprodukte von dtsR1 und disR2 bleibt ungeklart.

5. Proteinbiochemische Untersuchungen 2zum Aufbau der
nativen Acyl-CoA Carboxylasen

Die Ergebnisse der Enzymaktivititsmessungen haben gezeigt, dass es mindestens eine
Acyl-CoA Carboxylase in C. glutamicum gibt, die durch die biotinylierte Untereinheit AccBC
und durch die Untereinheit AccDA gebildet wird. Um diesen Enzymkomplex zu
charakterisieren und um zu Uberprifen, ob das Biotincarboxylase-Biotincarboxyl-
carrierprotein auch mit einer der anderen Carboxyltransferasen interagiert, wurden
proteinbiochemische  Untersuchungen  mittels  Gelfiltrationschromatographie  und
Western Blot Analysen durchgefiihrt. Fir die Versuche wurde der Stamm C. glutamicum
ATCC13032Apyc (Peters-Wendisch et al.,, 1998) verwendet, in dem das zweite biotinylierte
C. glutamicum Protein, die Pyruvatcarboxylase (Peters-Wendisch, 1996), deletiert ist.
Dadurch wurde verhindert, dass dieses Protein coisoliert oder als Kreuzreaktion mit dem
Streptavidinkonjugat nachgewiesen wird. Um zudem keine Effekte durch die Uberexpression
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einzelner Untereinheiten zu erhalten, wurde ausschlieBlich im Wildtyp ohne Uberexpression
von Acyl-CoA Carboxlasegenen gearbeitet.

5.1 Bestimmung der GroBe des biotinhaltigen Enzymkomplexes mittels Gel-
filtrationschromatographie

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes der Acyl-CoA Carboxylase mittels Gelfiltrations-
chromatographie wurde zunéchst ein zellfreier Extrakt des Stammes C. glutamicum
ATCC13032Apyc hergestellt. Dazu wurden 1,6 L Bakterienzellen in der exponentiellen
Wachstumsphase geerntet und in einem mit Proteaseinhibitor versetzten Natriumphosphat-
Natriumchloridpuffer aufgenommen. Nach Ultraschallaufschluss der Zellen und Ultrazentrifu-
gation erfolgte eine zehnfache Einengung des Extraktes durch GréBenausschlusszentri-
fugation (AusschlussgréBe: 30 kDa; vergleiche Abschnittll. 6.1). Mit dem Rohextrakt-
konzentrat wurde eine Gelfiltrationschromatographie mit einer Superdex 200 Saule durch-
gefuhrt und die in Abhangigkeit ihres Molekulargewichtes getrennten Proteine fraktioniert.
Das Elutionsprofil des Rohextraktes (Abb. 16 A - Liniendiagramm) ergab, dass ein grof3er
Teil der im Rohextrakt vorliegenden Proteine in Enzymkomplexen mit Molekulargewichten
zwischen 270.000 und Molekulargewichten gréBer als 700.000 vorliegen.

Um herauszufinden, in welchen Fraktionen die Acyl-CoA Carboxylase eluiert worden war,
wurde eine Gelfiltration durchgefihrt, von der die Enzymaktivitat jeder zweiten Fraktion
gemessen wurde. Daflir wurden 26 Fraktionen zwischen 100 mL (Proteinkomplexe
> 700 kDa) und 230 mL (Proteine um 20 kDa) Elutionsvolumen ausgewéhlt und zehnfach
eingeengt. Je 20 uL der Proteinkonzentrate wurden anschliessend in Enzymtests mit den
Substraten Acetyl-CoA (ACoA) und Propionyl-CoA (PCoA) eingesetzt und das entstandene
Produkt mittels HPLC quantifiziert. Das Ergebnis in Abbildung 16 A (Balkendiagramm) zeigt,
dass beide CoA-Substrate zu den entsprechenden Produkten Malonyl- und Methylmalonyl-
CoA umgesetzt wurden. Es fiel auf, dass die gemessenen ACoA und PCoA Carboxylase-
aktivitdten nicht proportional zueinander waren. Die Auswertung ergab ein
Aktivitdtsmaximum fir den Umsatz von ACoA in Fraktionen mit Enzymkomplexen einer
GroBe von 625 + 60 kDa. Das Aktivitditsmaximum fir den Umsatz von PCoA wurde hingegen
in Fraktionen gemessen, in denen Proteine einer Gréf3e von 440 + 30 kDa eluiert worden
waren. Daraus wurde geschlossen, dass es sich bei den Messwerten um (iberlagernde und
méglicherweise auch addierende Aktivitdten mehrerer Enzymkomplexe unterschiedlichen
Molekulargewichtes handelt. Vorstellbar ist, dass ein Enzymkomplex aus AccBC und AccDA
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die bereits in Enzymtests gemessenen Acetyl- und Propionyl-CoA Carboxylaseaktivitaten
katalysiert (siehe Tab. 4). Da noch keine Untersuchungen zur Funktion des dtsR3 Gens in
Enzymtests durchgefiihrt wurden, kénnten Uberlagernde Acyl-CoA Carboxylaseaktivitdten
durch einen Enzymkomplex aus AccBC und DtsR3 katalysiert werden.

Diese Ergebnisse fuhrten zu dem Schluss, dass es mehrere Acyl-CoA Carboxylasekomplexe
in C. glutamicum gibt. Der 625 + 60 kDa Proteinkomplex kdénnte sich aus der o-Untereinheit
und einer der vier bzw. verschiedener B-Untereinheiten im molaren Verhéltnis von 6:6
zusammensetzen. Der 440 + 30 kDa Proteinkomplex kénnte sich aus einer 043, Anordnung
ergeben. Um welche der vier B-Untereinheiten es sich jeweils handelt, konnte aufgrund
deren ahnlicher Molekulargewichte nicht bestimmt werden.

5.2 Immunologischer Nachweis der Untereinheiten der Acyl-CoA Carboxy-
lasen nach gelfiltrationschromatographischer Trennung des Proteinroh-

extraktes

Im Folgenden wurde untersucht, welche Acyl-CoA Carboxylaseuntereinheiten in den
Fraktionen, in denen Enzymaktivititen messbar waren, vorliegen. Dadurch sollte gezeigt
werden, welche Untereinheiten den 625 kDa und den 440 kDa Enzymkomplex aufbauen
kénnten. Da der Nachweis der Enzymuntereinheiten in Western Blot Analysen erfolgen
sollte, wurden Peptidantikdrper gegen die Carboxyltransferasen AccDA, DtsR1 und DtsR3
hergestellt und getestet (siehe Abschnitt Il 6.3, Anhang 1./4.). Die Uberpriifung der
Peptidantikdrper ergab, dass der gegen AccDA gerichtete Antikérper in hoher Konzentration
(1:150) eingesetzt werden musste, um das Protein nachweisen zu kénnen, und dass zudem
mehrere Proteine von dem Antikérper erkannt wurden. Da das Signal nach Uberexpression
von accDA verstarkt werden konnte, wurde gefolgert, dass AccDA nur in geringen Mengen
im Rohextrakt von C. glutamicum vorliegt. Der Antikdérper gegen DtsR1 ergab einen
deutlichen Nachweis des Proteins in einer 1:10.000 Verdlinnung, detektierte zudem aber vier
weitere Proteine. Der Antikdérper gegen das DtsR3 Protein ergab in einer Verdiinnung von
1:2.000 ein deutliches Signal, detektierte aber insgesamt zehn Proteine.

Zum Nachweis von AccBC, AccDA, DitsR1 und DtsR3 wurde zunachst eine weitere
Gelfiltrationschromatographie unter Einhaltung der zuvor beschriebenen Bedingungen
durchgefuhrt. Die Proteine aus Aliquots der 45 Fraktionen wurden auf 10 %igen SDS Gelen
aufgetrennt und das Vorliegen der Acyl-CoA Carboxylaseuntereinheiten in Western Blot
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Die Hauptmenge der Carboxyltransferaseuntereinheit DtsR1 wurde mit dem gegen diese
Untereinheit gerichteten Antikérper spezifisch in Fraktionen mit hochmolekularen Protein-
komplexen eines Molekulargewichtes von 500.000 £+ 40.000 nachgewiesen (Abb. 16 D). In
diesen Fraktionen war auch das AccBC Protein detektiert und Enzymaktivitdten gemessen
worden. Zusétzlich wurde DisR1 in geringerer Menge in den Fraktionen 58-66 bestimmt, in
denen Proteinkomplexe mit einem Molekulargewicht von 113.000 £ 9.000 eluiert wurden.
Das Vorliegen eines Dimers dieser Untereinheit (M,: 117.000) oder eine Verbindung des
DtsR1 Monomers mit AccBC (M,: 121.900) wirden dieses Molekulargewicht ergeben. Da die
Messung der Enzymaktivititen nach gemeinsamer Expression von accBC mit disR1 (siehe
Tab. 4) zu keinen erhéhten Acyl-CoA Carboxylaseaktivitdten fihrten, ist es unwahr-
scheinlich, das AccBC mit DisR1 den 625 kDa oder den 440 kDa Komplex bildet. Die
Untersuchung wurden aber als Hinweis gewertet, dass AccBC mdglicherweise mit DtsR1
einen Enzymkomplex bildet, der ein bisher unbekanntes Substrat umsetzen kénnte.

Zuletzt wurde untersucht, in welchen Fraktionen die B-Untereinheit DtsR3 vorliegt. Abbildung
16 E zeigt, dass auch DtsR3 in Fraktionen mit nativen Proteinkomplexen eines hohen
Molekulargewichtes von 400.000 + 32.000 und in Fraktionen mit Proteinkomplexen eines
geringeren Molekulargewichtes von 125.000 £ 10.000 detektierbar war. Das Molekular-
gewicht von 125.000 + 10.000 deutet auf eine Dimerbildung von DtsR3 (M,: 112.000) oder
einem Komplex aus DtsR3 und AccBC (M;: 119.400) hin. Zudem stimmen die Fraktionen, in
denen DtsR3 detektiert wurde, mit denjenigen Uberein, in denen AccBC nachgewiesen und
in denen Enzymaktivitdten gemessen wurden. Daher kénnte DtsR3 zusammen mit AccBC
den 440 kDa Komplex bilden.

Zusammenfassend wurde durch diese Versuche gezeigt, dass die biotinylierte a-Untereinheit
AccBC und die B-Untereinheiten DtsR1 und DtsR3 nativ in hochmolekularen, multimeren
Enzymkomplexen im Rohextrakt von C. glutamicum ATCC13032Apyc vorliegen und daher
miteinander interagieren kénnten. Dabei kénnte DtsR3 mit AccBC den 440 kDa Enzym-
komplex bilden. Der Aufbau des 625 kDa Komplexes ist dagegen noch unklar. Da nach
gemeinsamer Uberexpression der Gene accBC und dtsR1 bzw. accBC und dtsR2 weder
mehr ACoA noch mehr PCoA umgesetzt wurde (siehe Tab. 4), ist es unwahrscheinlich, dass
DtsR1 oder DtsR2 diesen Komplex mit AccBC bilden. AccDA wurde aber nur als Monomer
detektiert, so dass auch fir diese Untereinheit eine Beteiligung am Aufbau dieses
Komplexes unwahrscheinlich ist. Eventuell gelingt die Detektion mit dem Antikdérper gegen
das AccDA Protein in den hochmolekularen Fraktionen aufgrund dessen Konzentration nicht.
Grundsétzlich deutet das Vorliegen von Dimeren der Proteine AccBC, DtsR1 und DtsR3 auf
einen teilweisen Zerfall der Acyl-CoA Carboxylasekomplexe hin, da in diesen Fraktionen
keine Enzymaktivitaten gemessen wurden.



Ergebnisse 69

5.3 Isolierung der biotinylierten Acyl-CoA Carboxylaseuntereinheit und
Identifizierung coisolierter Proteine

Da AccBC das einzige Biotincarboxylase-Carboxyltransferaseprotein in C. glutamicum ist
(Peters-Wendisch, 1996), aber vier Carboxyltransferasen identifiziert wurden, wurde von
Anfang an postuliert, dass AccBC mit mehreren Carboxyltransferasen interagiert. Darauf
deutete auch das durch den immunologischen Nachweis gezeigte Vorliegen der Acyl-CoA
Carboxylaseuntereinheiten AccBC, DtsR1 und DtsR3 in hochmolekularen Enzymkomplexen
hin. Um zu Uberpriifen, welche der vier B-Untereinheiten mit AccBC wechselwirken, wurde
die Moglichkeit genutzt, dass das biotinylierte AccBC Protein und mit ihm verbundene
Proteine spezifisch (iber Avidin isoliert werden kénnten. Die Coisolation des zweiten
biotinylierten Proteins aus C. glutamicum, der Pyruvatcarboxylase (pyc) (Peters-Wendisch,
1996), wurde vermieden, indem der Stamm C. glutamicum ATCC13032Apyc (Peters-
Wendisch etal.,, 1998) als Ausgangsstamm zur Reinigung gewdahlt wurde. Mit AccBC
verbundene Proteine sollten dann mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie identifiziert
werden.

Zu diesem Zweck wurden zunachst die Proteine des Rohextraktes von C. glutamicum
ATCC13032Apyc mittels Gelfiltrationschromatographie getrennt und diejenigen Fraktionen,
in denen in vorhergehenden Experimenten der Hauptteil der biotinhaltigen Untereinheit
AccBC immunologisch detektierbar war (Fraktion 30-36; Abb. 16 B), zu einer Probe vereinigt.
Diese Probe wurde auf eine Avidinaffinititssdule aufgetragen. Die Elution der Proteine
erfolgte unter nativen Bedingungen, um so an AccBC gebundene Untereinheiten zu
isolieren. Alle proteinhaltigen Fraktionen der Affinitdtssdule wurden vereinigt und durch
GréBenausschlusszentrifugation vierzigfach eingeengt. Anschliessend erfolgte die Trennung
der isolierten Enzymkomplexe in einzelne Untereinheiten mittels SDS Gelelektrophorese. Die
Coomassiefarbung des Geles zeigte, dass im wesentlichen vier Proteine mit molaren
Massen von 64 kDa, 58 kDa, 56 kDa und 52 kDa vorlagen (Abb. 17 A). Diese Proteine,
deren Molekulargewichte mit denen der Acyl-CoA Carboxylaseuntereinheiten Uberein-
stimmen, wurden isoliert, mit Trypsin gespalten und mittels MALDI-TOF Massenspektro-
metrie analysiert. Die erhaltenen Massen wurden mit denen der Degussa AG Datenbank
(Abb. 17 B) verglichen. Der Vergleich ergab, dass es sich bei dem 64 kDa Protein um AccBC
handelte, dessen Aminosauresequenz zu 44 % durch die erhaltenen Massen erfasst wurde.
Das 58 kDa Protein wurde als DtsR2 identifiziert (18 %ige Proteinsequenzerfassung).
Uberraschend war, dass das 56 kDa Protein als Propionyl-CoA Carboxylase B-Untereinheit
identifiziert wurde, die weder dem bis dahin bekannten Protein AccDA noch DtsR1 oder
DtsR2 entsprach. Stattdessen wurde dieses unbekannte 56 kDa Protein (20 %ige
Proteinsequenzerfassung) als vierte Carboxyltransferaseuntereinheit ermittelt.
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A B
Protein Identifiziertes | Erfassung des
Nummer Protein Proteins
o 1 (M,) (%)
191 — 1 AccBC 44
(63.400)
2 DtsR2 18
(58.000)
3 DtsR3 20
(55.200)
4 ___N o

Abb. 17: Nachweis und Identifizierung der mit der biotinylierten o-Untereinheit AccBC
nach Avidinaffinitdtschromatographie coisolierten Proteine. Gezeigt ist die
Trennung isolierter Enzymkomplexe in einzelne Untereinheiten (1-4) auf einem
SDS Gel (A) und die durch MALDI-TOF Massenspektrometrie und Datenbank-
vergleich identifizierten Proteine (B). ") Die erhaltenen Massen konnten keinem
Protein zugeordnet werden. Auftragung des Geles:

A Spur1:

Spur 2-5: Probe des konzentrierten Proteinextraktes

Molekulargewichtsstandard (GréBenangabe in kDa)

Aufgrund der hohen Identitaiten zwischen den Aminosduresequenzen dieser
Carboxyltransferase und DtsR1 von 44 % wurde das Protein DtsR3 genannt. Eine eindeutige
Zuordnung des 52 kDa Proteins war anhand der detektierten Massen nicht méglich. Obwohl
zuvor mehrere Banden paralleler Spuren des Geles vereinigt worden waren, war die Protein-

konzentration wahrscheinlich immer noch zu gering.

Diese Experimente belegen, dass AccBC Enzymkomplexe mit DitsR2 und DtsR3 bildet,
wodurch erstmals gezeigt werden konnte, dass eine einzelne Biotincarboxylase-Biotin-
carboxylcarrierproteinuntereinheit mit mehreren Carboxyltransferaseuntereinheiten wechsel-
wirken kann. Dabei ist die Intensitdt der Banden im coomassiegefédrbten SDS Gel
(Abb. 17 A), in dem AccBC in wesentlich héherer Konzentration als DtsR2 oder DtsR3
vorliegt, méglicherweise ein Hinweis darauf, dass AccBC getrennte Acyl-CoA Carboxylase-
komplexe mit DtsR2 und DtsR3 bildet. Noch nicht bekannt sind die von diesen Acyl-CoA
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Carboxylasekomplexen katalysierten Reaktionen bzw. umgesetzten Substrate. Uber-
raschend war, dass in diesen Untersuchungen kein DtsR1 Protein gefunden wurde. Eine
mdgliche Erkldrung ist, dass DtsR1 keinen Enzymkomplex mit AccBC bildet und deshalb
nicht durch die Avidinaffinitatsséule isoliert wurde oder dass die Verbindung zwischen den
Untereinheiten so labil ist, dass DisR1 wéahrend der Aufreinigung verlorenging.

5.4 Messung der Enzymaktivititen von isolierten Proteinkomplexen einer
GroéBe von 700 kDa und 400 kDa

Durch Messung der Enzymaktivitaten in den Gelffiltrationsfraktionen (Abb. 16 A-Balkendia-
gramm) war gezeigt worden, dass es sehr wahrscheinlich zwei Acyl-CoA Carboxylase-
komplexe einer GréBe von 625 kDa und 440 kDa im Rohextrakt von C. glutamicum gibt, die
den Umsatz von Acetyl-CoA (ACoA) und Propionyl-CoA (PCoA) katalysieren. Um diese
Annahme zu verifizieren, sollten im folgenden Experiment biotinhaltige Enzymkomplexe
einer Gréfe von 700 kDa und 400 kDa durch Avidinaffinititschromatographie isoliert werden
und die Enzymaktivitaten dieser Komplexe gemessen werden.

Um genligend Acyl-CoA Carboxylaseprotein zu erhalten, wurde zunéchst soviel (6 mL) einer
hochkonzentrierten Rohextraktsuspension von C. glutamicum ATCC13032Apyc (Peters-
Wendisch et al, 1998) unter den beschriebenen Bedingungen prapariert (siche Abschnitt
I16.1), dass direkt nacheinander zwei Gelfiltrationschromatographieldufe durchgefihrt
werden konnten. Anschliessend wurden Fraktionen mit Proteinen der molaren Masse von
700 kDa und gréBer vereinigt (F7gp) und Fraktionen mit Proteinen molarer Massen von 350-
450 kDa (F400) (siehe Abb. 16 A).

Biotinhaltige Proteine aus denen mit F7gg und F4q0 bezeichneten Fraktionen wurden dann
jeweils mittels Avidinaffinitdtschromatographie isoliert. Die aus den beiden Affinitéts-
chromatographien erhaltenen Fraktionen wurden jeweils durch GréBenausschlusszentrifu-
gation achtzigfach konzentriert, auf ein Volumen von 120 pL eingestellt und in diskonti-
nuierliche Enzymtests eingesetzt. Die gemessenen Aktivititen sind in Abbildung 18 dar-
gestellt. Es war zu beobachten, dass die Enzymaktivititen mit gereinigtem Enzym
gegenuber den Messungen im Rohextrakt Uber einen Zeitraum von zwei Minuten linear
waren. Zudem zeigte sich, dass sich die Acyl-CoA Carboxylaseaktivititen mit den beiden
Substraten in F7gg (Abb. 18 A) und F4g0 (Abb. 18 B) auffallend voneinander unterschieden.
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Abb. 18:
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Umsatz von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA und von Propionyl-CoA zu Methyl-
malonyl-CoA mit isolierten Enzymkomplexen unterschiedlichen Molekulargewich-
tes. (A) Enzymkomplexe mit einem M, von 700.000 und grdéBer (F7qo).
(B) Enzymkomplexe mit einem M, von 350.000 - 450.000 (F4qg). Dargestellt ist

die Zunahme der Produkte Uber einen Zeitraum von zehn Minuten.
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Die spezifische Acetyl-CoA Carboxylaseaktivitat, die mit den héhermolekularen Protein-
komplexen aus F7g9 gemessen wurde, betrug 6,2 U/mg Protein (Tab.5) und war
anndhernd doppelt so hoch wie die spezifische Aktivitat, die mit isolierten Proteinkomplexen
aus F400 gemessen wurde (3,7 U/ mg Protein). Das bedeutet, dass in diesen Fraktionen ein
Enzym vorliegt, das ein hbéheres V,.x mit Acetyl-CoA als mit Propionyl-CoA besitzt, oder
dass ein zusétzliches Protein vorliegt, das Acetyl-CoA umsetzt und dadurch die Aktivitat
erhéht. Die Propionyl-CoA Carboxylaseaktivitat war dagegen mit Enzymkomplexen aus F4q9
mit 10,7 U / mg Protein etwa doppelt so hoch wie die Aktivitat mit Proteinkomplexen aus F7gg
(6,4 U/ mg Protein). Der deutliche Unterschied des Quotienten aus den in Fraktion F7gg und
F400 gemessenen Aktivitaten zeigt, dass unterschiedliche Acyl-CoA Carboxylasekomplexe in

diesen hochmolekularen Proteinextrakten vorliegen.

Spezifische Acyl-CoA Proteine Quotient
Carboxylaseaktivitat aus Enszsﬁqzeilflijic\:/ [ilz:en
F700 Faoo _Fro0
Fa00
Acetyl-CoA
6,2 3,7 2,3

[U/ mg Protein]

Propionyl-CoA

[U / mg Protein] 6.4 10,7 0.6

Tab. 5: Spezifische Acetyl- und Propionyl-CoA Carboxylaseaktivititen von Enzym-
komplexen unterschiedlicher GréBe und Quotient der Aktivitdten (F7gg:F400)-
F7o0: Enzymkomplexe mit einem M, von 700.000 und gréBer; F00: Enzym-
komplexe mit einem M, von 350.000 - 450.000.

5.5 Identifizierung von Acyl-CoA Carboxylaseuntereinheiten in isolierten

Proteinkomplexen unterschiedlicher GroBe

Im Folgenden wurde Uberprift, ob verschiedene Acyl-CoA Carboxylaseuntereinheiten am
Aufbau der in F7gp und F490 vorliegenden Enzymkomplexe (siehe Abschnitt 5.4) beteiligt
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sind, indem mit AccBC coisolierte Proteine aus F7gg und F400 mittels MALDI-TOF Massen-
spektrometrie identifiziert wurden. Um zuséatzliche Hinweise auf den Aufbau der nativen
Komplexe zu erhalten, wurde zudem untersucht, ob die Acyl-CoA Carboxylaseabbau-
produkte in den niedermolekularen Gelffiltrationsfraktionen mit Proteinen einer Gréf3e um
125 kDa (siehe Abschnitt 5.2 Abb. 16) nur aus AccBC Dimeren oder auch aus Dimeren von
AccBC verbunden mit DtsR1, DitsR2 oder DitsR3 bestehen. Dazu waren parallel zur
Praparation von F7gg und F400 (siehe Abschnitt 5.4) biotinhaltige Proteine einer molaren
Masse von 95 kDa - 155 kDa (Abb. 16 B) durch Avidinaffinitdtschromatographie isoliert
worden (Fi25). Um die in F7gg, F400 und Fi25 vorliegenden Acyl-CoA Carboxylaseunter-
einheiten identifizieren zu kénnen, erfolgte zunéchst eine Trennung der isolierten Proteine in
einzelne Untereinheiten mittels SDS Gelelektrophorese. Die Coomassiefarbung der Gele
ergab, dass in jedem der drei Proteinextrakte eine unerwartet hohe Anzahl coisolierter
Proteine vorlag (Abb.19-21). Da es sich bei diesen um Proteine von mit Acyl-
CoA Carboxylasen interagierenden Enzymen mit Hinweisen auf die Funktion handeln
kdnnte, wurden nicht nur Banden in der GréBe mdglicher Acyl-CoA Carboxylase-
untereinheiten, sondern mehrere in ausreichender Konzentration vorliegende Banden aus
jedem Gel ausgewahlt (Abb. 19 A-21 A Nr. 1-32), die anschliessend mittels MALDI-TOF
Massenspektrometrie untersucht wurden. Die Auswertung der Massenspektren ist in den
drei Tabellen in Abbildung 19 B - 21 B zusammengefasst.

Es zeigte sich, dass als Hauptbande im Proteinextrakt F7gg (Abb. 19 A Nr. 4), entsprechend
der Préparation Uber Avidin, die biotinhaltige o-Untereinheit AccBC vorlag. Die Amino-
sduresequenz von AccBC war zu 34 % durch die analysierten Massen erfasst. Zusétzlich lag
AccBC in mehreren Banden als Abbauprodukt vor. In zwei weiteren intensiv geféarbten
Banden lagen zudem die B-Untereinheiten DtsR2 (23 %ige Proteinsequenzerfassung) und
die zuvor in MALDI-TOF Analysen (siehe Abschnitt 5.3) nicht nachgewiesene B-Untereinheit
DtsR1 (22 %ige Proteinsequenzerfassung) vor. Es war zu beobachten, dass das relative
Molekulargewicht von DtsR1 um ca. 2.500 des kalkulierten Molekulargewichtes abwich, was
auf einen proteolytischen Abbau des Proteins hindeutet. Bei den Ubrigen Proteinen, die in
geringeren Mengen coisoliert wurden, kdénnte es sich aufgrund von Aminoséaureidentitaten
um die GTP Pyrophosphokinase (Wehmeier etal, 1998), die Translationselongations-
faktoren FusA und Tuf (Ovchinnikov et al.,, 1982; Bosch et al, 1983), einer cytosolisch
lokalisierten Untereinheit der H*-abhéngigen ATP-Synthase (Ludwig et al., 1993-94) und um
eine Untereinheit der Magnesium-Protoporphyrin-Chelatase (Gibson et al., 1995) handeln.
Diese Proteine wurden hdéchstwahrscheinlich unspezifisch isoliert, da bisher kein Zusam-
menhang zum Fettsaurestoffwechsel bekannt ist. Von Schaffer et al. (2001, unverdffentlicht)
wurde mittels 2D-Gelelektrophorese gezeigt, dass Translationselongationsfaktoren in groBen
Mengen im Rohextrakt von C. glutamicum vorliegen, so dass es zu einer unspezifischen
Bindung des Proteins kommen kann.
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Im Proteinextrakt F400 (Abb. 20) wurde in der Hauptbande wiederum das AccBC Protein
(31 %ige Proteinsequenzerfassung) nachgewiesen und eine groBe Anzahl Abbauprodukte
dieser Untereinheit in mehreren Nebenbanden detektiert. Auch in diesem Isolat wurde DtsR2
(24 %ige Proteinsequenzerfassung) gefunden. Zudem war diesmal die -Untereinheit DtsR3
(25 %ige Proteinsequenzerfassung) nachweisbar. Im Verhéltnis lag wesentlich mehr DtsR2
als DtsR3 Protein in Fy4qp vor. Die prozentuale Abdeckung der Proteine entspricht nahezu
derjenigen in F7gg. In diesem Isolat waren keine anderen Proteine coisoliert worden.

Neben AccBC und dessen Abbauprodukten lagen DtsR2 und DtsR3 auch im Proteinextrakt
Fi25 vor (Abb. 21 Nr. 24-26). In diesem war aufgrund der niedrigeren Konzentration der
Proteine zwar eine geringere, aber ausreichende prozentuale Proteinsequenzerfassung zu
beobachten. Wie bereits in F7gg war die unspezifische Isolierung von vier weiteren Proteinen
erfolgt, die in nahezu gleichen Mengen die Hauptbanden des Geles ausmachten (Abb. 21 A
Nr. 23, 29, 31, 32). Die Proteine zeigten hohe Identitdten zur Transketolase von
C. glutamicum (lkeda etal., 1999), zur Succinyl-CoA:CoA-Transferase von Clostridium
kluyveri (S6hling & Gottschalk, 1996), zur Ketolsaurereduktoisomerase llvC von C. glutami-
cum (Keilhauer et al., 1993; Cordes et al., 1992) und zur L-2,3-Butandioldehydrogenase von
Brevibacterium saccharolyticum (Ui et al., 1998). Bis auf die Ketolsdurereduktoisomerase
wurden diese Proteine wiederum von Schaffer et al. (2001, unveréffentlicht) in groBen
Mengen im Rohextrakt von C. glutamicum nachgewiesen und kénnten daher ebenfalls
unspezifisch coisoliert worden sein.

Durch diese Untersuchungen wurde gezeigt, dass im Proteinextrakt F7gop die Acyl-CoA
Carboxylaseuntereinheiten AccBC, DtsR1 und DtsR2 vorliegen, in F49g die Untereinheiten
AccBC, DtsR2 und DtsR3. Der 625 kDa Acyl-CoA Carboxylasekomplex kénnte also von der
o-Untereinheit AccBC und den B-Untereinheiten DtsR1 oder DtsR2 gebildet werden. Der
440 kDa Komplex kénnte von AccBC und den B-Untereinheiten DtsR2 oder DtsR3 gebildet
werden. Durch die Isolation der Proteine aus Fq25 wurde gezeigt, dass Dimere aus AccBC
und DisR2 oder DtsR3 vorliegen, da DtsR2 bzw. DtsR3 sonst nicht mit AccBC coisoliert
worden waren. Da es sich bei den Dimeren also offensichtlich um Abbauprodukte der
nativen Komplexe handelt, muss davon ausgegangen werden, dass diese Komplexe instabil
sind. Alle anderen coisolierten Proteine konnten in keinen Zusammenhang zu den Acyl-CoA
Carboxylasen oder zur Fettsduresynthese gebracht werden.
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IV. Diskussion

Biotinabhangige Enzyme katalysieren in Eu- und Prokaryoten essentielle Reaktionen im
Aminosduremetabolismus und in Stoffwechselwegen wie der Glukoneogenese, der Poly-
ketid- und der Fettsduresynthese (Knowles, 1989; Wood & Barden, 1977; Moss & Lane,
1971). Meist liegen mehrere Biotinenzyme in einem Organismus vor, die Uberwiegend der
Gruppe der Carboxylasen angehéren (Fall et al., 1975). So wurden auch im Rohextrakt von
C. glutamicum zwei biotinhaltige Proteine nachgewiesen, bei denen es sich um die Pyruvat-
Carboxylase und um die Untereinheit AccBC einer Acyl-CoA Carboxylase handelt (Peters-
Wendisch et al.,, 1998; Peters-Wendisch, 1996; Jager et al., 1996). Da die Sekretion von
L-Glutamat durch das biotinauxotrophe Bakterium C. glutamicum durch Biotinlimitation
induziert werden kann, was mit einem reduzierten Lipidgehalt und einer veranderten Lipid-
zusammensetzung einhergeht, wurde vermutet, dass die biotinhaltige Untereinheit AccBC
und damit eine Acyl-CoA Carboxylase das Targetprotein dieser Limitation sein kdnnte
(Eggeling et al., 2001a; Jager et al., 1996; Hoischen & Kramer, 1990; Hoischen, 1990).
Durch ldentifizierung und Isolierung der vier Gene accDA, disR1, dfsR2 und dfsR3 und
Analyse der Genprodukte in Homologievergleichen wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass
zusammen mit acceBC (Jager et al.,, 1996) insgesamt funf Gene in C. glutamicum vorliegen,
die flr a- und B-Untereinheiten von Acyl-CoA Carboxylasen kodieren. Damit kommt sehr
wahrscheinlich nicht nur ein Enzym, sondern mehrere, bisher unbekannte Enzyme als Target
der biotinlimitierten Glutamatausscheidung in Frage.

Die abgeleiteten Proteinsequenzen der Gene weisen Sequenzéhnlichkeiten zu
charakterisierten Acyl-CoA Carboxylasen wie der Acetyl-CoA Carboxylase von E. coli, der
Acyl-CoA Carboxylase von Myxococcus xanthus und den Propionyl-CoA Carboxylasen von
Saccharopolyspora erythraea, Streptomyces coelicolor A3(2) und M. xanthus auf (Kimura
et al., 2000; Rodriguez & Gramajo, 1999; Kimura et al.,, 1998; Li & Cronan, 1992a, 1992b;
Rainwater & Kolattukudy, 1982). Bei diesen Carboxylaseenzymen handelt es sich um
homologe Proteine, die sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten einen Aufbau aus vier funktio-
nellen Doméanen aufweisen (Toh et al., 1993). So wurde fir AccBC gezeigt, dass es aus den
zwei Doménen Biotincarboxylase und Biotinbindeprotein besteht und dass AccBC die
einzige biotinhaltige a-Untereinheit der Acyl-CoA Carboxylasen in C. glutamicum darstellt
(Jager etal, 1996) (Abb.22). Die vier Polypeptide AccDA, DtsR1, DtsR2 und DtsR3
bestehen hingegen aus den amino- bzw. carboxylterminalen Doménen Carboxyltransferase
und Acylbindeprotein und stellen somit -Untereinheiten von Acyl-CoA Carboxylasen dar
(Abb. 22). Diese vier Doménen sind im Modellorganismus E. coli und anderen Mikro-
organismen wie Pseudomonas citronellolis und Bacillus subtilis auf einzelnen Polypeptiden
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ATP CO

) CB Acyl-CoA

| AccB

| [ AccC ] [ AceD ] [ AccA ] E. coli (ACC)

CB Acyl-CoA
[ AccDA | C. glutamicum (ACC/PCC)
CB Acyl-CoA
[ DtsR1 |
CB Acyl-CoA
| DtsR2 |
CB Acyl-CoA
1 1
[ DtsR3 |
ATP CO, CB Acyl-CoA
| | i ]
| ACCA | H. sapiens (ACC)
S. cerevisiae
ATP CO, CB Acyl-CoA
| PCCA [ PCCB | H. sapiens (PCC)
Abb. 22: Schematische Darstellung der Untereinheitenstruktur und Lokalisation der

Domanen von Acyl-CoA Carboxylasen in verschiedenen Organismen. Die fir die
Untereinheiten kodierenden Gene sind angegeben. Die Biotinbinderegion mit
dem konservierten Lysinrest ist durch ein Pentagon markiert. BC: Biotincarboxy-
lase; BCCP: Biotincarboxylcarrierprotein; CB: Carboxybiotin; CT-B: Carboxyl-
transferase, CT-o: Acylbindeprotein.

lokalisiert, die durch vier getrennte Gene kodiert werden. Dies sind die in einem Operon

organisierten Gene accB und accC sowie die einzeln im Genom vorliegenden Gene accA

und acceD (

Li & Cronan, 1992a, 1992b; Guchait, 1974; Kondo et al., 1991; Best & Knauf,

1993; Hector & Fall, 1976; Marini et al., 1995).
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Fur C. glutamicum wurde dagegen in dieser Arbeit gezeigt, dass die vier Doméanen auf zwei
Polypeptiden kodiert durch zwei Gene vorliegen, indem accBC eine Kombination mit accDA,
disR1, dtsR2 oder disR3 eingeht (Abb. 22). Damit nimmt die Acyl-CoA Carboxylase von
C. glutamicum, die den ersten Schritt der langkettigen Fettsduresynthese katalysiert, eine
Stellung zwischen der Acyl-CoA Carboxylase von E. coli und den in eukaryotischen wie
Saccharomyces cerevisiae, Rattus norvegicus und Homo sapiens vorkommenden ein, die
nur durch ein einziges Gen kodiert werden und somit alle Doménen auf einem Polypeptid
vereint haben (Al-Feel et al., 1992; Lopez-Casillas et al.,, 1988; Abu-Elheiga et al., 1995).
Eine Anordnung der Doménen auf zwei Polypeptiden kodiert durch zwei Gene ist ferner von
Propionyl-CoA Carboxylasen bekannt, die in allen bisher untersuchten Organismen durch
zwei Gene kodiert werden und aus zwei Untereinheiten bestehen (Rodriguez & Gramajo,
1999; Browner et al., 1989; Samols et al., 1988; Kraus et al., 1986; Lamhonwah et al., 1986).

Zur funktionellen Analyse der Acyl-CoA Carboxylasegene wurde ein Enzymtest etabliert.
Durch die Erhdhung der Acyl-CoA Carboxylaseaktivititen im Rohextrakt von C. glutamicum
nach accBCaccDA-Uberexpression wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass diese
beiden Gene gemeinsam firr eine Acyl-CoA Carboxylase kodieren. Die Acyl-CoA Carboxy-
lase AccBCDA setzt sowohl Acetyl-CoA als auch Propionyl-CoA um. Die spezifischen
Aktivitdten betrugen 161 mU / mg Protein mit dem Substrat Acetyl-CoA und 408 mU / mg
Protein mit dem Substrat Propionyl-CoA. Die homologe Uberexpression einer Acyl-CoA
Carboxylase ist bisher fiir kein Bakterium gezeigt. Meist wurde die Funktion von Acyl-CoA
Carboxylasen durch die Isolierung der Enzyme oder die Inaktivierung der entsprechenden
Gene charakterisiert. Die im Rohextrakt von C. glutamicum gemessenen Aktivitdten ohne
Uberexpression der Gene betrugen 55 mU / mg Protein mit Acetyl-CoA und 105 mU/ mg
Protein mit Propionyl-CoA. Diese sind geringer als die Aktivitdten, die im Rohextrakt des
phylogenetisch eng verwandten Organismus M. smegmatis gemessen wurden. Die
spezifischen Aktivitadten betrugen mit dem Substrat Acetyl-CoA 370 mU / mg Protein und mit
dem Substrat Propionyl-CoA 710 mU / mg Protein (Erfle, 1973). Geringer im Vergleich zu
C. glutamicum sind die spezifischen Aktivititen bei M. xanthus und S. erythraea, die mit
Acetyl-CoA 0,63 mU/ mg Protein bzw. 1,12 mU / mg Protein betrugen, mit Propionyl-CoA
4,3 mU/ mg Protein bzw. 2,62 mU/mg Protein ergaben (Rodriguez & Gramajo, 1999;
Kimura et al., 1997). Generell unterscheiden sich die in mehreren Organismen gemessenen
Aktivitdten auffallig voneinander. Dies kénnte zum einen an den unterschiedlichen
Messmethoden liegen, die teils radioaktiv, teils chromatographisch oder photometrisch
durchgefuhrt wurden und so zu verschiedenen Ergebnissen fihren kénnten (Bramwell et al.,
1996; HaBlacher et al., 1993; Wheeler, 1992). Zum anderen kdnnten cytosolische Enzyme,
die die Abspaltung von CoA am Produkt katalysieren kénnten, wie die Malonyl-CoA
Decarboxylase von S. erythraea, oder Enzyme, die die weitere Umsetzung des Produktes
katalysieren, wie die in C. glutamicum vorkommende Methylmalonyl-CoA Mutase, die die
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Umsetzung des Isomers L-Methylmalonyl-CoA zu Succinyl-CoA katalysiert, die
Produktbildung beeinflussen (Hsieh & Kolattukudy, 1994; Rainwater & Kolattukudy, 1982;
Birch et al., 1993). Neben der erhéhten Aktivitat nach Uberexpression der Gene fiir die Acyl-
CoA Carboxylase AccBCDA sprechen die beiden folgenden Befunde dafir, dass AccDA die
B-Untereinheit ist, die zusammen mit AccBC die Eingangsreaktion der langkettigen
Fetts&duresynthese in C. glutamicum katalysiet: (1) AccDA ist diejenige B-Untereinheit, die mit
35 % im amino- und mit 33 % im carboxylterminalen Sequenzbereich die héchsten Amino-
saureidentitdten zur o- und B-Carboxyltransferaseuntereinheit der Acetyl-CoA Carboxylase
von E. coli aufweist. (2) Obwohl weitere Gene (disR1, disR2, disR3), deren Genprodukte
Sequenzidentitdten zu Acyl-CoA Carboxylase B-Untereinheiten aufweisen, isoliert wurden,
handelt es sich bei accDA um das einzige Gen, das nicht inaktiviert werden konnte. Auch
aus Untersuchungen anderer Bakterien wie E. coli, S. coelicolor A3(2), S. erythraea und
Mycobacterium bovis sowie dem Pilz S. cerevisiae ist bekannt, dass die Gene fir die Acetyl-
CoA Carboxylase, fiir ein normales Wachstum dieser Organismen essentiell ist und dass die
Gene nicht inaktivierbar sind (Rodriguez et al., 2001; Perez et al., 1998; Donadio et al.,
1996; Guan & Wourtele, 1996; Norman et al., 1995; HaBlacher et al., 1993; Li & Cronan,
1992, 1993).

Es ist nicht klar, warum AccBCDA in C. glutamicum Acetyl-CoA und Propionyl-CoA umsetzt.
Von Albert und Vagelos (1968) wurde gezeigt, dass das entsprechende E. coli Enzym nur
Acetyl-CoA jedoch kein Propionyl-CoA carboxyliert. Die duale Substratspezifitét ist aber auch
fur die Acyl-CoA Carboxylasen aus M. xanthus, S. erythraea, und mehreren myco-
bakteriellen Enzymen, unter anderem von M. tuberculosis und M. smegmatis, gezeigt
(Kimura et al.,, 1997; Hunaiti & Kolattukudy, 1982; Rainwater & Kolattukudy, 1982; Erfle,
1973). Auch fur den Nematoden Turbatrix aceti ist eine Acyl-CoA Carboxylase beschrieben
(Meyer & Meyer, 1978). In M. tuberculosis und M. bovis ist gezeigt, dass das aus Propionyl-
CoA gebildete Methylmalonyl-CoA als Ausgangsverbindung zur Synthese multimethyl-
verzweigtkettiger Fettsduren wie Mycoceroseséduren oder Phthienoséuren dient (Rainwater &
Kolattukudy, 1982, 1983, 1985). Bis auf die Tuberculostearinsdure, die eine einfach
methylierte Octadecanfettsdure darstellt, sind diese speziellen Fettsduren fir C. glutamicum
aber bisher nicht bekannt (Collins et al., 1982). Stattdessen kénnte Methylmalonyl-CoA in
C. glutamicum nach Isomerisierung durch die Methylmalonyl-CoA Mutase zu Succinyl-CoA
umgesetzt werden, das dann im Tricarbonsaurezyklus verstoffwechselt wird. Die Gene mutA
und mutB, die eine Methylmalonyl-CoA Mutase kodieren kénnten, wurden auch in der
Genomsequenz von C. glutamicum gefunden (Genomdatenbank der Degussa AG). Erfle
(1973) vermutete ebenfalls, dass das gebildete Methylmalonyl-CoA im Bakterium
M. smegmatis, das keine verzweigtkettigen Fettsduren bildet (Minnikin et al., 1985), vor-
wiegend durch die von Stjernholm et al. (1962) in diesem Organismus entdeckte Methyl-
malonyl-CoA Mutase zu Succinyl-CoA metabolisiert wird. Unterstiitzt wurde die Annahme
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dadurch, dass radioaktiv markiertes Methylmalonyl-CoA durch die isolierte Fettsaure-
synthase von M. smegmatis nicht in langkettige Fettsduren eingebaut wurde. Wahrscheinlich
ist die Aktivitat aber auf eine unspezifische Bindung mehrerer Substrate zuriickzufiihren. So
wurde fir M. xanthus und S. erythraea gezeigt, dass das gereinigte Enzym die Substrate
Propionyl-CoA, Acetyl-CoA, Butyryl-CoA und Succinyl-CoA mit abnehmender Aktivitat von
Propionyl-CoA zu Succinyl-CoA umsetzt (Kimura et al., 1997; Hunaiti & Kolattukudy, 1982).

Die Funktion der Genprodukte von ditsR1, ditsR2 und disR3 bleibt ungeklart. In den
durchgefuhrten Enzymtests wurde weder ein Umsatz von Acetyl- oder Propionyl-CoA noch
von B-Methylcrotonyl-CoA durch AccBCDtsR1 oder AccBCDtsR2 gemessen; AccBCDtsR3
wurde nicht untersucht. Offensichtlich entspricht das von diesen Enzymen umgesetzte
Substrat nicht dem angebotenen. Das deutet darauf hin, dass es sich bei den beiden
Enzymen nicht um Propionyl-CoA Carboxylasen handelt. Die verschiedenen Phanotypen der
Integrationsmutanten zeigen wahrscheinlich stattdessen, dass die drei B-Untereinheiten
verschiedene Funktionen im Lipidstoffwechsel von C. glutamicum auslben und jede B-
Untereinheit eine eigene Substratspezifitdt aufweist. Ein Vergleich mit den Genomsequenzen
der Corynebacterineae M. tuberculosis und M. leprae zeigt, dass in diesen Bakterien eine
gréBere Anzahl von Genen, die fir putative Acyl-CoA Carboxylasen kodieren, vorhanden
sind. So wurden in beiden Mikroorganismen die drei Gene accA1, accA2 und accA3
(a-Untereinheiten), sowie die sechs Gene accD1, accD2, aceD3, accD4, aceD5 und accD6
(B-Untereinheiten) identifiziert (Cole et al., 1998; Cole et al., 2001). Die Sequenzidentitaten
zwischen den corynebakteriellen Genprodukten und den mycobakteriellen ergaben eine
Zuordnung von accBC zu accA3, accDA zu accD3, dtsR1/dtsR2 zu accD5 sowie disR3 zu
accD4 (Abb. 23). Zu jedem Gen liegt folglich ein homologes Gen in Mycobacterium vor.
Selbst in M. leprae, dessen Genomsequenz im Vergleich zu M. tuberculosis zu mehr als
50 % degeneriert ist und aus vielen Pseudogenen besteht, sind die homologen Gene als
funktionelle Gene vorhanden (Cole et al., 2001). Das macht nochmals deutlich, dass es sich
um essentielle Gene des Lipidstoffwechsels handelt. Die Funktion der Genprodukte im
Fettsdurestoffwechsel von Mycobacterium ist bisher unbekannt. Die Anordnung der Gene im
Genom von C. glutamicum und Mycobacterium ist aber sehr dhnlich. Von den fiinf Genen ist
das Gen dtsR3 in einem putativen Operon zusammen mit pks13, méglicherweise kodierend
fur eine Polyketidsynthase bzw. Mycoceroseséure-Synthase (Hutchinson, 1999; Fernandes
& Kolattukudy, 1997) und fadD32, méglicherweise kodierend fir eine Acyl-CoA Synthase
(DiRusso & Black, 1999), organisiert. Mycocerosesaure-Synthasen sind multifunktionale
Enzyme, die die Verldngerung von unverzweigten Fettsduren unter Verwendung von
Methylmalonyl-CoA katalysieren (Fernandes & Kolattukudy, 1997). Flir das homologe Gen
pks2 aus M. tuberculosis wurde Kurzlich gezeigt, dass es fur ein Enzym kodiert, das die
Synthese von diesen Fettsdurederivaten der Zellwand katalysiert (Sirakova et al., 2001).
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Abb. 23: Schematische Darstellung der Genumgebung von accBC, accDA, disR1, disR2

und dtsR3 im Genom von C. glutamicum (Cg) sowie deren homologer Gene
accA3, accD3, accD4 und accD5 im Genom von M. tuberculosis (Mf). Gene ohne
Annotation sind hypothetisch. Gene, die flir Proteine der Fettsduresynthese, der
Lipidsynthese und der Zellwand kodieren, sind farblich hervorgehoben.
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Somit kénnte das disR3 Genprodukt die Funktion der Bereitstellung von
Ausgangsverbindungen fir die Polyketidsynthase Pks13 ausliben. Eine Verdnderung in der
Zellwandstruktur bei den dtsR3 Integrationsmutanten wiirde die beobachtete Flockenbildung
des Stammes in Flissigkultur bzw. das Zusammenhaften der Zellen beim Ausstreichen
erklaren. Eine Funktion von dtsR1 oder disR2, zu denen in M. tuberculosis nur ein
homologes Gen vorliegt (Abb. 23), kénnte eine von Walker etal. (1973) postulierte
Carboxylierungsreaktion im Biosyntheseweg der Mykolsduren sein. In diesen Unter-
suchungen wurde gezeigt, das die Verknipfung der zwei zur Mykolsauresynthese not-
wendigen Acyl-CoA Reste durch Avidin gehemmt werden kann. Das bedeutet, dass in
diesem Reaktionsweg sehr wahrscheinlich ein biotinabhdngiges Enzym involviert ist. Um
welchen Reaktionsschritt es sich genau handelt, ist aber momentan noch umstritten, da das
carboxylierte Zwischenprodukt nach neueren Untersuchungen nicht nachgewiesen werden
konnte (Lee et al., 1997). Cole et al. (1998) vermuteten, dass AccD3 (accDA), AccD4 (disR3)
und AccD5 (ditsR1/dtsR2) aufgrund ihrer konservierten Sequenzen an der Carboxylierung
einer einzigen wichtigen Ausgangsverbindung beteiligt sind. Durch die Untersuchungen in
dieser Arbeit scheint es jedoch eher unwahrscheinlich, dass die Genprodukte die
Carboxylierung einer einzigen Verbindung katalysieren. Stattdessen ist anzunehmen, dass
alle Acyl-CoA Carboxylasen individuelle Enzyme mit verschiedenen Funktionen sind.
Generell gibt es noch keinen Organismus aus der Unterordnung Corynebacterineae, von
dem ein Uberblick Giber die in vivo Funktion einzelner Enzyme oder Gene, die die Ausgangs-
verbindungen der Lipidsynthese bereitstellen, gegeben ist. Durch die vorliegende Arbeit
besteht somit erstmals ein Uberblick (iber die Gene der Acyl-CoA Carboxylasen in
C. glutamicum. Uberraschend sind die hohen Aminosauresequenzidentitdten der Carboxyl-
transferaseuntereinheiten. Wie bereits erwéahnt, kénnen sich die Genprodukte aber trotz
dieser hohen ldentitdten nicht gegenseitig komplementieren. Dieser unerwartete Befund
erdffnet moglicherweise einen véllig neuartigen Zugang zum Verstandnis der Lipidsynthese
in den Corynebacterineae.

Da auBer AccBC keine weitere o-Untereinheit in der Genomsequenz von C. glutamicum
gefunden wurde, ist davon auszugehen, dass AccBC auch mit den drei B-Untereinheiten
DtsR1, DtsR2 und DtsR3 interagiert. Tatsachlich konnte durch Avidinaffinititschromato-
graphie AccBC und mit ihr verbundene Proteine coisoliert werden, die nach MALDI-TOF
Analysen als DtsR1, DtsR2 und DtsR3 identifiziert wurden. Damit ist durch diese Arbeit zum
ersten Mal gezeigt, dass eine biotinhaltige Acyl-CoA Carboxylaseuntereinheit mit mehreren
Carboxyltransferaseuntereinheiten interagieren kann. Dies bedeutet auch, dass die Substrat-
spezifitat allein von der Carboxyltransferaseuntereinheit vermittelt wird. Schon lange wurde
vermutet, dass eine biotinhaltige Untereinheit aufgrund des Ubereinstimmenden Reaktions-
mechanismus mit verschiedenen Carboxyltransferasen wechselwirken kann (Samols et al.,
1988; Hector & Fall, 1976; Moss & Lane, 1971; Alberts & Vagelos, 1969). Mehrere homologe
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Acyl-CoA Carboxylasen sind auch in Pseudomonas citronellolis in Abhéngigkeit ver-
schiedener Wachstumsbedingungen sowie in Pflanzen nachgewiesen (Hector & Fall, 1976;
Wourtele & Nikolau, 1990). So konnten Hector & Fall (1976) zeigen, dass es in P. citronellolis
neben einer Acetyl-CoA Carboxylase eine induzierbare Geranyl-CoA Carboxylase gibt, die
einen Schritt im Abbau acyclischer Terpene katalysiert, eine 3-Methylcrotonyl-CoA
Carboxylase, die eine Funktion im Leucin Abbauweg Ubernimmt, und eine Propionyl-CoA
Carboxylase, die beim Wachstum auf Valin als C-Quelle exprimiert wird. In Bakterien ist
Uberwiegend das Vorkommen von ein oder zwei Acyl-CoA Carboxylasen nachgewiesen
(Rodriguez et al., 2001; Han et al., 2000; Kimura et al., 2000, 1998, 1997; Perez et al., 1998;
Donadio et al., 1996; Hunaiti & Kolattukudy, 1982; Fall et al., 1975).

Es wurde gezeigt, dass die Sekretion der Aminosduren L-Glutamat und L-Lysin durch
C. glutamicum carriervermittelt ist (Gutmann et al., 1992; Hoischen & Kramer, 1989; Vrlji¢
et al., 1996). In noch unbekannter Weise wird diese Ausscheidung durch Verénderungen in
der Lipidsynthese bzw. dem Zellwandaufbau des Bakteriums beeinflusst (Eggeling et al.,
2001a; Kimura et al., 1997a, 1997b; Hoischen & Kramer, 1990; Jager, mindliche Mitteilung).
Ein Gen, das damit in Zusammenhang steht, ist dtsR7, das sehr wahrscheinlich die -
Untereinheit einer Acyl-CoA Carboxylase darstellt (Kimura et al., 1996). Nach Deletion von
disR1 im Wildtyp wurde beobachtet, dass auch ohne Zugabe des Detergenz eine
Ausscheidung von 230 mM L-Glutamat erfolgte (Kimura et al., 1997b). Dagegen fiihrte die
Uberexpression von dtsR1, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, zur Reduktion der biotin-
abhangigen Glutamatbildung. Dies bedeutet, dass die disR71 Expression mit der Glutamat-
bildung korreliert. Auch die einzeln Gberexprimierten Gene accBC und dtsR2 verringerten die
Glutamatakkumulation um etwa 15 %. Eine besonders deutliche Abnahme der durch
Biotinlimitation induzierten Glutamatakkumulation bewirkte die Uberexpression von accBC in
Kombination mit dtsR1. Dies fuhrte zu einer 67 %igen Verringerung der Glutamatausbeute.
Damit handelt es sich bei AccBCDtsR1 sehr wahrscheinlich um eine funktionell aktive Acyl-
CoA Carboxylase, die in Hinblick auf die dtsR1 Inaktivierungsmutante die Lipidsynthese
verandert und infolge die Glutamatausscheidung beeinflusst. In der vorliegenden Arbeit
wurde ferner gezeigt, dass nicht nur die Inaktivierung von ditsR1 sondern auch die von disR2
und disR3 mdglich ist. Unter Berlcksichtigung der Ergebnisse, die nun zu disR1 bekannt
sind, kénnte auch in diesen Inaktivierungsmutanten die Glutamatbildung erhdht sein. Da
AccBCDA keinen Effekt auf die Glutamatbildung hatte, kann dieses Enzym, das bisher als
Target der Biotinlimitation galt, sehr wahrscheinlich als solches ausgeschlossen werden.

Neben der Akkumulation von L-Glutamat wird auch die Sekretion von L-Lysin durch die Acyl-
CoA Carboxylasegenexpression beeinflusst. Obwohl in der Patentliteratur eine signifikante
Erhéhung der Lysinausbeute von 15 g/L auf 25 g/L bei Uberexpression von dtsR1 im Lysin-
produktionsstamm C. glutamicum ssp. lactofermentum AJ12435 berichtet wurde (Kimura



Diskussion 87

et al., 1997b) erscheinen die Effekte nicht so ausgepragt, wie bei der Ausscheidung von L-
Glutamat. Geringfligig erhdht war die Lysinakkumulation nach Uberexpression von dtsR1
oder accDA im Lysinproduktionsstamm MH20-22B (Schrumpf et al., 1992). Die gemeinsam
Uberexprimierten Gene accBC und accDA flhrten zu einer 11 %igen Verringerung der Lysin-
bildung. Der entsprechende rekombinante Stamm zeigte auch ein verzégertes Wachstum, so
dass mdoglicherweise auch Wachstumseffekte die veranderte Lysinbildung erklaren kénnten
(An et al.,, 1999). Hinweise zur Lysinbildung und Expression von mutmaflich an der Lipid-
synthese beteiligten Genen ergaben sich kirzlich auch aus einem microarray-Ansatz. So
wurde unter Lysinproduktionsbedingungen eine 2,8fache Zunahme der Expression von
dtsR1 in C. glutamicum ATCC21253 beobachtet (Loos etal, 2001). Von den derzeitig
durchgefuhrten Mykolsdureanalysen der disR1, disR2 und dtsR3 Inaktivierungsmutanten
werden Hinweise erwartet, ob der Lysin- oder Glutamatefflux durch die von diesen Fettsaure-
derivaten gebildete Polymerschicht beeinflusst wird und wie die Mykolsduresynthese in
C. glutamicum ablaufen kénnte.
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V. Zusammenfassung

Die Zellwand des Gram-positiven, aminosaureproduzierenden Bakteriums C. glutamicum
und verwandter Corynebacterianeae ist neben der Cytoplasmamembran aus einer zweiten,
distinkten Lipidschicht aufgebaut. Diese Lipidschichten sind maBgeblich am Stofftransport
beteiligt und beeinflussen sehr wahrscheinlich auch den carriervermittelten Efflux von Amino-
sauren. Wie die Lipidsynthese erfolgt, ist aber weitgehend unbekannt. Daher war es das Ziel
dieser Arbeit, die Gene fir Acyl-CoA Carboxylasen, die Initiationsreaktionen der Lipid-
synthese katalysieren, zu isolieren und die entsprechenden Enzymaktivititen zu charak-
terisieren.

1. Die Acyl-CoA Carboxylasegene accBC, accDA, disR1, ditsR2 und dfsR3 wurden aus
C. glutamicum isoliert. Aufgrund von Aminoséaureidentitaten lasst sich ableiten, dass es
sich bei AccBC (591 AS) um die a-Untereinheit, bei AccDA (491 AS), DtsR1 (543 AS),
DtsR2 (537 AS) und DtsR3 (516 AS) um vier B-Untereinheiten von Acyl-CoA Carboxy-
lasen handelt.

2. Die Etablierung eines Enzymtests erméglichte zu zeigen, dass AccBC zusammen mit
AccDA eine funktionelle Acyl-CoA Carboxylase bildet. Durch die gemeinsame Uber-
expression von accBC mit accDA erfolgte eine etwa dreifach erhéhte Carboxylierung von
Acetyl-CoA zur Vorstufe der Fettsauresynthese Malonyl-CoA. Die spezifische Aktivitat
betrug 161 mU / mg Protein. Das Enzym carboxyliert auch Propionyl-CoA. Die Acyl-CoA
Carboxylase ist vermutlich essentiell fir C. glutamicum, da die Inaktivierung der Gene
accBC und accDA nicht méglich war.

3. Die Inaktivierung von disR1, disR2 oder disR3 fiihrte zur starken Beeintrachtigung des
Wachstums. Dadurch ist gezeigt, dass die Genprodukte sich trotz ihrer hohen Identitaten
von bis zu 70 % nicht gegenseitig komplementieren kénnen. Die Wachstumslimitierung
konnte durch Supplementation mit Fettsduren teilweise aufgehoben werden, was darauf
hindeutet, dass die Genprodukte Funktionen in der Lipidsynthese ausiben.

4. Die Isolierung des biotinhaltigen AccBC Proteins Uber Avidinaffinitdtschromatographie
ergab die Coisolierung von Proteinen, die als DtsR1, DtsR2 und DtsR3 identifiziert
wurden. Das zeigt erstmals, dass eine a-Untereinheit mit verschiedenen B-Untereinheiten
interagieren kann. Zudem weist dieses Ergebnis darauf hin, dass verschiedene Acyl-CoA
Carboxylasen in C. glutamicum vorliegen, deren gemeinsame o-Untereinheit AccBC die
CO,-Fixierung katalysiert, deren B-Untereinheiten hingegen unterschiedliche und noch
unbekannte Substratspezifitdten vermitteln.

5. Die L-Glutamat- und L-Lysinausscheidung wird durch Uberexpression der Acyl-CoA
Carboxylasegene beeinflusst. Nach gemeinsamer Uberexpression der Gene accBC und
dtsR1 wurden nur noch 30 % L-Glutamat akkumuliert. Die gemeinsame Uberexpression
der Gene accBC und accDA verringerte die Lysinakkumulation um 11 %. Das deutet
darauf hin, dass die Aminosaureakkumulation von der Lipidzusammensetzung abhéngt.
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VIl. Anhang
1. Sequenzen

Die Nukleotidsequenzen in dieser Arbeit isolierter Gene sind in 5’ — 3’ Richtung dargestellt.
Die abgeleiteten Aminosauresequenzen kodierender Bereiche sind im Einbuchstabencode
gezeigt. Putative Start- und Stopcodons sind in der Nukleotidsequenz durch Fettdruck
hervorgehoben. Ebenso sind die zur Synthese von Peptidantikdérpern ausgewéhlten Bereiche
der Aminosauresequenz durch Fettdruck gekennzeichnet.

accDA

PCR amplifizierte Sequenz (2.122 bp) mit dem accDA Gen (508 - 1980) und der abgeleiteten
Aminosduresequenz (491 AS).

1 CTCGAGCGGéAGTCGGTGA%CGGCCACTCfCTAAGCAATéCCGGCTTTAAAATAAAGCAA

61 CTTATATGT%TCTCACCACATCTGGCCGAéGACCACGAAéTATGTTGTCéATCACAGCTA
121 AACGTGTGAATGTGAAGTTACCTAACTCAéATTGCAATGéGATAGCGATfTGGAAAACTé
181 ACTCCCCCCAATATCTTAAéTTAAACTTAAAAGTAGTGT%TTACCTGCA%TTATAAAAG%
241 TCCCGATCTACCCCCTCTT%ACCCCGAAA%ACCCCTTTTéCAAAGATTGéAAACACAACA
301 GTGCAATAG%TAACGGGCT%CACACGTCA&CATTCTGTCéGGTTTTAGGéTATGTTCGGé
361 ACGTCTAGGéAAAAAGTAGfTTTGTGAGAfGAAACGCATAATCCGTCAT%TTTTACGCAA
421 TCGATAGCC%AAATTGGGC%TAGATCTTCéGCCTCTAAA%AGGTATGCAéAGACATTCGA

481 ATTAATTAACAAAGCCATTTTTCGGCCGTGGAGAAGCGTTTTCCGACTATGGTGTGGGGC
VvV E K R F P T M V W G

541 ATGGAACACACTTCAGCATTGACGCTCATAGACTCGGTTTTGGACCCTGACAGCTTCATT
M E H T s A L T L I D 8 VvV L. D P D S F I

601 TCTTGGAATGAAACTCCCCAATATGACAACCTCAATCAAGGCTATGCAGAGACCTTGGAG
s W N E T P Q ¥ D N L N Q G Y A E T L E

661 CGGGCTCGAAGCAAGGCCAAATGCGATGAATCGGTAATTACTGGAGAAGGCACCGTGGAG
R A R S K A K CDE S V I T G E G T V E

721 GGCATTCCGGTAGCCGTTATTTTGTCCGATTTTTCCTTCCTCGGCGGTTCTTTGGGCACG
G I p VAV I L &§ D VF & F L G G s L G T

781 GTCGCGTCGGTGCGCATCATGAAGGCGATTCACCGCGCCACAGAGCTGAAACTCCCACTG
v A § v R I M K A I H R ATEL K L P L



110 Anhang
841 CTGGTCTCCCCTGCTTCCGGTGGTGCGCGCATGCAGGAAGACAATCGAGCTTTTGTCATG
L V S PA S GG AURMMOQETDNT RATF V M
901 ATGGTGTCCATAACCGCGGCTGTGCAGCGTCACCGCGAGGCGCATTTGCCGTTCCTGGTG
M Vv 8 I T A AV QRHREA AUHTLUZPTFLV
961 TATTTGCGCAATCCCACGATGGGTGGCGCCATGGCCTCGTGGGGTTCATCTGGGCATCTC
Y L R N P T MGG AMUA ASTWG S S G H L
1021 ACTTTTGCGGAACCCGGCGCGCAGATAGGTTTCCTGGGTCCTCGCGTGGTGGAGTTAACC
T F A E P G A Q I G F L G P RV V E L T
1081 ACTGGGCATGCGCTTCCAGACGGTGTGCAGCAGGCGGAGAATTTGGTGAAAACTGGTGTG
T G H AL PDG GV Q Q A ENTULV K T G V
1141 ATTGATGGAATTGTGTCGCCACTCCAATTGCGTGCAGCGGTGGCAAAAACCCTCAAGGTT
I DG I VS P L Q L RAAV A K TL K V
1201 ATTCAGCCGGTAGAGGCAACGGATCGTTTTTCTCCAACAACTCCTGGCGTGGCACTTCCG
I QP VEATUDT RTFS?PTTU®PGVATULP
1261 GTGATGGAGGCGATTGCGCGTTCTCGTGACCCGCAGAGGCCTGGAATCGGGGAGATTATG
V M EAIARST®RDZPUGQT RUPGTIGTEI M
1321 GAAACGTTGGGGGCAGACGTCGTCAAGCTTTCTGGTGCGCGTGCTGGCGCATTGAGCCCG
E T L GADV V KL S GA AR AGA ATL 8§ P
1381 GCTGTGCGCGTTGCCCTGGCGCGCATCGGGGGCCGGCCCGTGGTGCTGATTGGGCAGGAT
AV RV A L AR I G GR PV VLI G QD
1441 CGCCGCTTCACGCTTGGGCCGCAGGAGCTGCGTTTTGCGCGTCGTGGCATTTCGCTGGCG
R R F T L G P Q ETLRVFAIRI RGTI S L A
1501 CGCGAGCTAAACCTGCCGATCGTGTCCATCATCGACACCTCCGGCGCCGAATTGTCGCAG
R E L N L P I V S8 I I DT S G A E L S8 Q
1561 GCGGCTGAGGAGCTCGGCATCGCAAGCTCGATTGCGCGCACCTTGTCCAAGCTTATCGAC
A A EEL G I AS S IARTTULS KL ID
1621 GCTCCCCTCCCCACCGTTTCGGTCATTATTGGTCAGGGCGTTGGCGGTGGCGCGCTGGCC
A P L P TV S VI I GOQGV GGG AL A
1681 ATGCTGCCCGCCGATCTGGTCTACGCGGCCGAAAACGCGTGGCTGTCCGCATTGCCACCA
M L P ADULV Y AAZENUNU ATWTL S AL P P
1741 GAGGGCGCCTCGGCCATCCTCTTCCGCGACACCAACCACGCCGCGGAAATCATAGAGCGA
E G A S A I L F RDTNUHA AA ATETI I ER
1801 CAAGGCGTGCAGGCGCACGCACTTTTAAGCCAAGGGCTTATCGACGGGATCGTCGCCGAA
Q 6 V Q A HA L UL S Q G L I DG I V A E
1861 ACCGAGCACTTTGTTGAAGAAATTCTCGGCACAATCAGCAACGCCCTCTCCGAATTGGAT
T EHF V EZE I L G TTI S N ATUL S E L D
1921 AACAATCCGGAGAGGGCGGGACGCGACAGTCGCTTCACACGATTTGAGCGTTTAGCGCAG

1981

N N P E R A G R D S R F T R F E R L A Q

TAAAGAAAATTATGCGCTGATCAAATCGATGATGAACACCAGGGTACGGCCAGACAGTGG



Anhang

2041

2101

ditsR1

PCR amplifizierte Sequenz (1.867 bp) mit dem dtsR7 Gen (50 - 1681) und der abgeleiteten

GTGGCCGGAACCCTCAGGGCCGTAAGCAGCCTCTGGCGGAATGGTCAGCTGACGACGTCC

GCCGACCTTCATGCCTGGAATT

Aminoséuresequenz (543 AS).

1

61l

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

GCGGAAATATTGTGGACGTTACCCCCGCCTACCGCTACGATTTCAAAACATGACCATTTC
M T I S

CTCACCTTTGATTGACGTCGCCAACCTTCCAGACATCAACACCACTGCCGGCAAGATCGC
s P L I DV A NL P DI N T T A G K I A

CGACCTTAAGGCTCGCCGCGCGGAAGCCCATTTCCCCATGGGTGAAAAGGCAGTAGAGAA
D L K A R R A E A H F P M G E K A V E K

GGTCCACGCTGCTGGACGCCTCACTGCCCGTGAGCGTTTGGATTACTTACTCGATGAGGG
vV H A A G R L T A R E R L D Y L L D E G

CTCCTTCATCGAGACCGATCAGCTGGCTCGCCACCGCACCACCGCTTTCGGCCTGGGCGC
s ¥ I E T D @ L A R H R T T A F G L G A

TAAGCGTCCTGCAACCGACGGCATCGTGACCGGCTGGGGCACCATTGATGGACGCGAAGT
XK R P A T D G I V T GG W G T I D G R E V

CTGCATCTTCTCGCAGGACGGCACCGTATTCGGTGGCGCGCTTGGTGAGGTGTACGGCGA
¢c I F 8 Q D ¢ T V F G G A L G E V Y G E

AAAGATGATCAAGATCATGGAGCTGGCAATCGACACCGGCCGCCCATTGATCGGTCTTTA
x M 1T K I M E L A I D T G R P L I G L Y

CGAAGGCGCTGGCGCTCGTATTCAGGACGGCGCTGTCTCCCTGGACTTCATTTCCCAGAC
E G A G A R I Q D G AV S L D F I S Q T

CTTCTACCAAAACATTCAGGCTTCTGGCGTTATCCCACAGATCTCCGTCATCATGGGCGC
F Yy 0 N I Q9 A & G Vv I P Q I 8 VvV I M G A

ATGTGCAGGTGGCAACGCTTACGGCCCAGCTCTGACCGACTTCGTGGTCATGGTGGACAA
c A G G N A Y G P A L T D F V V M V D K

GACCTCCAAGATGTTCGTTACCGGCCCAGACGTGATCAAGACCGTCACCGGCGAGGAAAT
T s X M F v T 6 P D V I K T VvV T G E E I

CACCCAGGAAGAGCTTGGCGGAGCAACCACCCACATGGTGACCGCTGGTAACTCCCACTA
T Q ¥ E L G G A T T H M V T A G N S H Y

CACCGCTGCGACCGATGAGGAAGCACTGGATTGGGTACAGGACCTGGTGTCCTTCCTCCC
T A A T D E E A L D W V Q DL V 8 F L P

ATCCAACAATCGCTCCTACGCACCGATGGAAGACTTCGACGAGGAAGAAGGCGGCGTTGA
S N N R S Y A P M E D F D E E E G G V E
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901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

AGAAAACATCACCGCTGACGATCTGAAGCTCGACGAGATCATCCCAGATTCCGCGACCGT
E N I T ADDL KL D E I I P D S A T V

TCCTTACGACGTCCGCGATGTCATCGAATGCCTCACCGACGATGGCGAATACCTGGAAAT
p Yy b v R DV I E CUL T DD G E Y L E I

CCAGGCAGACCGCGCAGAAAACGTTGTTATTGCATTCGGCCGCATCGAAGGCCAGTCCGT
Q A D R A E NV V I A F G R I E G Q S8 V

TGGCTTTGTTGCCAACCAGCCAACCCAGTTCGCTGGCTGCCTGGACATCGACTCCTCTGA
G F V AN Q P T Q F A G C¢C L D I D sSs S E

GAAGGCAGCTCGCTTCGTCCGCACCTGCGACGCGTTCAACATCCCAATCGTCATGCTTGT
K A A R F V R T CDAPF NI P I V M L V

CGACGTCCCCGGCTTCCTCCCAGGCGCAGGCCAGGAGTACGGTGGCATTCCGCGTCGTGG
p v P G F L P G A G Q E Y G G I P R R G

CGCAAAGCTGCTCTACGCATACGGCGAAGCAACCGTTCCAAAGATCACCGTCACCATGCG
A K L L Y A Y G EATV P K I TV T MR

TAAGGCTTACGGCGGAGCGTACTGCGTGATGGGTTCCAAGGGCTTGGGCTCTGACATCAA
K A Y G G A Y C VM G S K G UL G S D I N

CCTTGCATGGCCAACCGCACAGATCGCCGTCATGGGCGCTGCTGGCGCAGTTGGATTCAT
L A w P T A Q I A V M G A A G A V G F I

CTACCGCAAGGAGCTCATGGCAGCTGATGCCAAGGGCCTCGATACCGTAGCTCTGGCTAA
Yy R X ¢ L. M A A DA K G L D T V A L A K

GTCCTTCGAGCGCGAGTATGAAGACCACATGCTCAACCCGTACCACGCTGCAGAACGTGG
s F E R E Y E D H M L N P Y H A A E R G

CCTGATCGACGCCGTGATCCTGCCAAGCGAAACCCGCGGACAGATTTCCCGCAACCTTCG
L T p AV I L P S E TR G Q I S R N L R

CCTGCTCAAGCACAAGAACGTCACTCGCCCTGCTCGCAAGCACGGCAACATGCCACTGTA
L L K H K N VvV T R P A R K H G N M P L -

AATCGGCGAATCCATAAAGGTTCAAAAGAATTCAATAAGAATTCAATAAGAATTCAATAA
GGGTTCAATAAGGGCCGTCTTAAATGATTGGGTGTAAAGAAATACCAATGAAAATTGGCA
ACTCTTTACACCCAATCTTTAAGACATGGGGGGTGGCGCTGGGCTAATATAACCGGTTAG

CGAAACG
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ditsR2

PCR amplifizierte Sequenz (1.886 bp) mit dem disR2 Gen (181 - 1794) und der abgeleiteten
Aminoséuresequenz (537 AS).

1 GGCTAATATAACCGGTTAGCGAAACGATTAGTCCCTTGTTAGGGGGATTAACCCTCGAAG
61 TGGGTCGTATTTTGGCGTTTGTATGTTCACACAAGAACCCTGCACAACGCCTTCAAAGTA
121 CGTCGACCACGACCAAGCGCATTATTCACTCTCACCCTTCAGGATTTAGACTAAGAAACC

181 ATGACTGCAGCACAGACCAAACCTGACCTCACCACCACGGCTGGAAAGCTGTCCGATCTT
M T A A Q T K P D L T T T A G K L S D L

241 CGCTCCCGTCTTGCAGAAGCTCAAGCTCCAATGGGCGAAGCAACTGTAGAAAAAGTGCAC
R S R L AE A Q A P M G E A T V E K V H

301 GCTGCTGGCAGGAAGACTGCCCGCGAACGTATCGAGTATTTGCTCGATGAGGGCTCTTTC
A A G R K TAIREUR I E Y L L D E G 8 F

361 GTAGAGATCGATGCTCTTGCTCGTCACCGTTCCAAGAACTTCGGCCTGGATGCCAAGCGT
v E I D A L A R H R S KNVF G L D A K R

421 CCAGTTACTGACGGTGTTGTGACTGGTTACGGCACCATCGATGGCCGTAAGGTCTGTGTG
P v T D G V V T G Y GG T I D G R K V C V

481 TTCTCCCAGGACGGCGCTGTATTCGGTGGCGCTTTGGGTGAAGTTTATGGTGAAAAGATC
F 8§ QO D G A V F G G A L G E V Y G E K I

541 GTTAAGGTTATGGATCTTGCGATCAAGACCGGTGTGCCTTTGATCGGAATCAATGAGGGT
vV K vM™M DL A I XK T GG V P L I G I N E G

601 GCTGGTGCGCGTATCCAGGAAGGTGTTGTGTCTCTGGGTCTGTACTCACAGATCTTCTAC
A G A R I Q E GV YV s L 6L Y & Q I F Y

661 CGCAACACCCAGGCGTCTGGCGTTATCCCACAGATCTCTTTGATCATGGGTGCCTGCGCT
R N T Q A s GV I P Q I § L I M G A C A

721 GGTGGTCACGTGTACTCCCCTGCTCTGACTGACTTCATCGTCATGGTGGATCAGACTTCC
G G H VY S p AL TDVF I V M YV D Q T 8

781 AAGATGTTTATCACCGGCCCTGATGTCATCAAGACTGTCACCGGTGAAGATGTCACCCAG
xKx M P I T G P D V I K T V T G E D V T Q

841 GAGGAGCTCGGTGGCGCTCACACCCACATGGCTACCTCCGGTACCTCCCATTACTCTGCT
EF EF L G G A H T HMA AT S G T S H Y S A

901 TCTGATGATTCAGATGCTTTGGATTGGGTTCGCGAGCTGACCTCTTATCTTCCATCCAAC
s Db bp s DAL D WV R E L T S Y L P S N

961 AACCGTGCGGAAACTCCTCGCCAGGAGGCCGACATCATGATCGGTTCCATCCAGGAAAAC
N R A E T P R Q E A DI M I G & I Q E N

1021 ATCAACGATGTGGATCTGGAATTGGACACCATCATCCCGGATTCCCCGAACCAGCCTTAT
I ~n D VD L E L D T I I P D S P N Q P Y

1081 GACATGAAGGAAGTTATTTCCCGCATCGTCGACGACGCCGAGTTCTTCGAGATCCAGGAA
b M XK E v I 8§ R I VvV D D A E F F E I Q E
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1141 GACTACGCAGAGAACATCCTGTGTGGCTTCGCTCGCGTTGAGGGCCGTTCTGTTGGCATC
D Y A E NI L ¢C G F A R V E G R S V G I

1201 GTGGCTAACCAGCCAACCCAGTTCGCTGGCTGCTTGGATATTAAGGCATCTGAGAAGGCT
v A N Q P T Q F A G C L D I K A S E K A

1261 GCCCGTTTCATCCGCACCTGCGATGCCTTCAACATCCCAATCCTTGAGTTCGTGGACGTT
A R F I R T ¢C D A F NI P I L E F V D V

1321 CCAGGCTTCCTGCCTGGCACCAACCAGGAATTCGACGGCATCATCCGCCGCGGCGCAAAG
P G F L P G T N Q E F D G I I R R G A K

1381 CTGCTTTACGCTTACGCTGAAGCAACCGTCGGCAAGATCACCGTCATCACCCGCAAGTCC
L L. Y A Y A E A TV G K I T V I T R K S

1441 TACGGCGGAGCGTACTGCGTGATGGGTTCCAAGGATATGGGCGCTGACCTCGTATTCGCT
Yy 6 6 A Y C VMG S K DM GAUDL V F A

1501 TGGCCTACCGCACAGATCGCCGTCATGGGCGCTTCAGGTGCTGTTGGATTTATCTACCGT
w p T A Q I AV M G A 8 G A V G F I Y R

1561 AAGGAACTCAAGCAGGCTGCCACCGAAGGCAAGGACGTTGCTGAGGTCATGAAGGGCTAC
K E L K Q A A T E G K D V A E V M K G Y

1621 GAGCAGGAGTACGAAGAAACTCTGGTCAACCCTTATGTCGCAGCTGAGCGTGGCCTGGTT
E ¢ E Y E E T L V N P Y V A A E R G L V

1681 GATGCCGTTATCCCACCTTCTGAGACCCGCGGCCAGATCATTGAGGGTCTGCGTCTGCTG
D AV I P P S E TR G @Q I I E G L R L L

1741 GATCGCAAGGTGGTCAATGTTCCTGCTAAAAAGCACGGTAACATTCCACTATAGAAACTG
b R K v v NV P A K KHGNTI P L -

1801 TTTTTTAAAGGAGAACCATGTCTGAAGAAACCACTCAGGACACCAAGGCTGCAGAGAAGC

1861 CTTTTCTGCAGATCGTATCTGGCAAC

disR3

PCR amplifizierte Sequenz (1.864 bp) mit dem ditsR3 Gen (248 - 1798) und der abgeleiteten
Aminoséduresequenz (516 AS).

1 AAGCCCCTG%CATCCTGTTéCGCGCGGAAéGCATGCATGATGGAGCTATéGAACTTGAAé
61 CAAACTATGéCAAGATTGA%CAAGATGGA&GATGGTCCGéAATTGTCAAéGATTTGGAAA
121 TTGTTCAGC%GAATGGTGA&CACCTGGCAéTTGTCGATGAACCAGAAATéGGCACAGTCé
181 GAGCTCATTfGAGTCGCCGéATTGATGAGATTTCTCGGAAGAATTAGTAACGGAGAGCTé

241 ACGGAAGTTGAGTAACACCACTACTGCAGAGAAGCTAGCGGATCTGCGCGCACGCCTGGA
M s N T T T A E K L A D L R A R L E
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301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

GATTGCCAAAGACCCAGGTAGTGAACGCGCACGTAAAAAGCGCGACGAGGAAGGCCGAAC
I A XK D P G S ERAUR K KURDEE G R T

CACCCCTCGTCAGCGTATTGATGCTCTGCTTGATGCCGGATCCTTTGTGGAGATCGGCGC
T P R ¢ R I D A L L D A G S F V E I G A

ACTAGGCCGTACCCCGGATGAACCCGATGCGCCTTACTCTGACGGTGTGGTGACTGGTTA
L 6 R T P DE P D AP Y S D GV V T G Y

TGGTCGCATCGATGGTCGCCCAGTGGCCATCTACGCCCATGACAAGACCGTTTACGGTGG
G R I D G R P V A I Y A H D K T V Y G G

TTCCGTGGGCATGACTTTCGGACGTAAAGTCAGCGAAGTCATGGACATGGCTATCCGCAT
s v 6 M T F G R KV S E V M DM ATTI R I

TGGTTGCCCAGTTATCGGTATTCAGGATTCCGGCGGAGCCCGCATTCAGGATGCGGTGAC
G ¢ p VI G I Q D S G GG A R I Q D A V T

CTCCTTGGCGATGTACTCAGAGATCGCGCGTCGTCAGCTTCCGCTGTCTGGCCGCAGCCC
s L.A MY S E I A RR QL P L &8 G R & P

TCAGATTTCCATCATGCTGGGTAAATCGGCAGGTGGCGCAGTGTATGCACCTGTGACCAC
Q I s I M L G K $S A G G A vV Y A P V T T

TGACTTTGTTATCGGCGTTGATGGTGAAACAGAAATGTATGTCACCGGCCCAGCCGTGAT
b r VvV I G VD GETEMY YV T G P A V I

CAAGGAAGTCACCGGCGAGCAGATCACTTCCGCAGACCTCGGTGGCGGTGCGCAGCAGAT
K E V T G E Q I T S A D UL G G G A Q QO M

GCAAAACGGCAACATTTCCTATTTGGCGTCCTCTGAAGAAGAGGCCCTGAATATGGTCAA
Q N G N I 8 Y L A § S E E E A L N M V K

GGATTTGCTCGACTTCCTGCCTTTGACCTGCAATGATCCAGCCCCTGTGTTTGCAGCACC
b L L. b FfF L P L T CND P AP YV F A A P

AACGGATGAAGAGATCGCCTACGACGAAGCTCTGAACTCGTTCATGCCTGACGACACTAA
T D E E I A Y D E A L N S F M P D D T N

CCAGGGCTACGACATGCATGACCTGCTGGACAAGCTTTTCGACGACGCCAACCTGCTGGA
Q G Y p M HDUL L D XKL F DDA ANTUL L E

AATCCAAGAGGAGTACGCCCCCAACCTGATCACTACCTTCGCCCGCGTTGATGGCAAGGC
I @ E E Yy A P N L I T T F A R V D G K A

AGTCGGTGTGGTGGCCAACCAACCAATGGATAAGGCAGGCTGCATCGACGCTGACGCCGC
v 6 vV VvV A NQ P M D K A G C I DA D A A

CGACAAGGGCGCCCGCTTCATCCGTATCTGCGACGCCTACAACATCCCGATCATCTTCGT
D K 6 A R F I R I €C D A Y NI P I I F V

CGTGGACACCCCTGGCTACCTGCCTGGCGTGGACCAAGAGAAGGTCGGTTTGATTCACCG
v pD T P G Y L. P GV D Q E K V G L I H R

TGGCGCAAAGCTAGCCTTCGCAGTGGTGGAATCGACCGTCCCTAAGATTTCCTTGATCGT
G A X L A F AV V E SsS TV P K I s L I V

GCGCAAGGCCTACGGCGGAGCATATGCCGTGATGGGTTCCAAGAACCTCACCGGTGACCT
R K A Y G G A Y A V M G S K N L T G D L
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1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

CAACTTCGCATGGCCAACCGCACAGATCGCCGTGATGGGCGCAGCCGCAGCTGTCGTGAT
N F A W P T A Q I A V M G A A A AV V M

GATCCAGGGCAAGCAGCTCGAAGCCGCCCCACCTGAGCAGCGTGAATACATGAAGAAACT
I ¢ 6 K ¢ L E A A P P E Q R E Y M K K L

GTTCATGGACTTCTACGATGAGAACATGACCAGCCCATATGTGGCCGCCGAGCGTGGTTA
F M D F Y D ENMT S P Y V A A E R G ¥

CATCGACGCCATGATCGAACCTGCAGAGACCCGTTTGGTGCTTCGCCGAGCAGTCCGCCA
I b A M I E P A E TR L V L R R A V R Q

GCTGGAAACCAAGGCTGTGCGAGACCTCGACAAGAAGCACACGATCATGCCGATGTAACG
L E T K A v R DL D K K HTTI MP M -

TCCAAAGAATTATCCAGATAGAAATCCTGTAACTAATTCACCAGAGGAGACCGCAATGGC

AACC
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2. Restriktionskarten der konstruierten Plasmide
4225
Hindlll
Sphl
Sal
al
H>I<rl>c€” 43‘%"‘3\"5\@'? Nnel? Pvull,237
BSEN b 1 | grvul
BamH 4020501 Boll, 334
Smal 3
Kpnl 3854,Ndel,
Sacl b Pvull,597
i
accB{C
3575,EcoRl. 4000
Kan
3397,Pvull.._.
pK18mob’accBC’ ,, —
) 4392 bps
A oriv BstBI, 1174
) " Tatl, 1410
2905, Alwdd!
5 499,BspHIi Sacl,1840
Abb. 24: Plasmid pK18mob'accBC (pK18mob mit internem 599 bp accBC-Fragment)
4514,Pvul,
4484,Pvull }
4391,Hindlll, i
4385,Sphl i
4379,Pstl }
4378,5bfl§ Nhel,7
4373 Hindllg 1§ i ,Pwull, 237
1 i Bcll,334
Pwull,597
3608 3813,Sphl
Hindll
Xbal
BamHI
Xmal
Pt
Kpnl
o pK18mob’accDA’ i ~
Apol
3575 3397,Pvull 4558 bps
" Tatl, 1410
o
2905,Alw44|
\Sacl,1840
Abb. 25: Plasmid pK18mob'accDA (pK18mob mit internem 761 bp accDA-Fragment)
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4336,Bgll.
4310,Pvul, |
4280,Pwull, |
4187, Hindlll,
4179,Bcll}
4143,Sapl Nhel,7
4117, Dralll, Pwull, 237
4114,BstEIl} ,Balll329
H # Boll, 334
3626
Hindill
p
Fsti 3673,Sall, Pvull,597
Hincll 3673,Hincll} ’dtsR\’
D] I——
BamHI 4000
Xmal _.Sapl,842
Smal
Kent 3397, Puuill..
EcoRI| 3341,Sapl...
3575 o pK18mob’dtsR1’ .Sapl, 1052
4354 bps
" Sapl, 1388
AY
Sacl,1840
Abb. 26: Plasmid pK18mob'dtsR1 (pK18mob mit internem 555 bp dtsR1-Fragment)
4130
Hindlll
'Sphl 4279 Bgll, ;Nhel.7 Ehel 244
Pstl 4253,Pvul, | | N 544
Sall 3563 B5IXI; : Ll f Bglll,329
H)'(’LC': 3853,5all, i _Ehel,492
Bopal 3853, Hincll} {Narl,492
00 3740,BspHI, §_Drdl,514
3625,Kpnl, % g
3587,Kpnl, }
3581,Sacly i
3575,EcoRl.%
,Dsal, 925
£ Ncol,925
pKi8mob’dtsR2’ _
1000
i onv 4297 bps
311 1,Dl‘d|m 9000 “BStB|,1 174
2499,BspHI’ *sacl,1840
Abb. 27: Plasmid pK18mob'dtsRZ (pK18mob mit internem 508 bp dtsR2-Fragment)
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3818 3967,Bgll,
ks st ||
Puull,
Pstl 3668, Hindlll ¢ 1] Nhel,7
Sall $E87Rpnl. y i ,Pwull,237
H)i(r;)cli 3581,Sacl} i ,Bglll329
a '.‘5_‘ A I
p 2l 3575,EcoRl}
3788
3397,Pvull Pvull,597
_BstDI, 719
_Dsal,925
£.Ncol,925
pK18mob’dtsR3’
— 3000 o0 __
3985 bps
2905,Alw44!”
" BstBI, 1174
“
Tatl, 1410

2499,BspHI’

"Sacl, 1840

Abb. 28: Plasmid pK18mob'disR3 (pK18mob mit internem 192 bp disR3-Fragment)

Pwull,52
,EcoRI,230
i Sacl,236

£ Kpnl,242

# Aval,249

£ Xhol,249
& Dral,204

,Hincll,557
.Bglll,690

3925,Dral,

3906,Dral .
_..Bpml,949

-

3704,Bpml... pUC18accDA ™ ..Sphl,1117
4808 bps “"Narl, 1233
“wHincll, 1322
3422,Pvul” Sphl, 1334
3311,Scal
“Hindlll, 1593

3214,Dral’

\ %% Pvul, 1765
% % Narl, 1791
i Sacl,1818 2373

. Hindll}, 1857 BamH|
soronaol 11 ] Narl,1992 Xbal
,Ndel | ii b Hincll
2567,Narl 1 Pvull,2334 Sall
2596,Pvul | Psl
2496, Pvull Sphl
Hindl!
2403

Abb. 29: Plasmid pUC18accDA (pUC18 mit 2,1 kb PCR-Fragment aus chromosomaler
DNA von C. glutamicum ATCC13032, enthalt accDA)
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.EcoRI,230
i Kpnl,
4549,Sapl, g EcoRi381

{, EcoRI,392
if EcoRl,403
,Sacll,517
¢ Pstl,563

,Sacl,660
_.Ball,723

_Hincll,912
£5all,912

.. Xmalll, 1054
pUC18dtsR1
3415,Bgll...
4553 bps
“.BstEIl, 1353
P 3 »BstEll,
3167,Pul %, Dralll, 1356
- Sapl,1382
3056,Scal Bglll, 1532
“Xmalll, 1654
2112
Sacll
BamHI
P i Nael,2004 Xbal
2364,Ndel i Pvul,2271 Hinell
2312,Narlii sall
2312,Kasl | Pstl
2297,Bgll Sphl
Hindlll
2148

Plasmid pUC18disR1 (pUC18 mit 1,9 kb PCR-Fragment aus chromosomaler

Abb. 30:
DNA von C. glutamicum ATCC13032, enthalt dfsR7)
.EcoR1,230
4568,Sapl. { Sacl,236
i g,",KpnI,242
_Clal,615
,Clal,705
_.Bglll,898
"~ Bgll,940
- .Sacl,1092
3434,B]l.. pUC1 8dtsR2 1000 :.K?)ﬁm 092
4572 bps
3186,Pvul”
3075,5cal”
. EcoRl,1596
Sacll,1616
\
H i Sacll, 1955
2383,Ndel  § §iBamH|,2137
2331,Narl} § Xbal,2143
2331,Kasl i | 1Sphl,.2161
2316,Bgll | Hindlll,2167
2290,Pvul
Abb. 31: Plasmid pUC18disR2 (pUC18 mit 1,9 kb PCR-Fragment aus chromosomaler

DNA von C. glutamicum ATCC13032, enthélt dtsR2)
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,ECoRI,230

4438,Aflll RN
Pstl, 414
/' Ndel 459

Ndel,654

.Kasl,847
£ Narl, 847

_Hindlll,1003
pUC18disR3
4564 bps
3067,Scal”
4 BamH1,1717 %12%|
\,  Pstl,1851 CO
] B Sacl1osd Bamdl
i - Hinc5610 [
2 A arl spl2084 S
2323 Kasl Pstl
Sphl
Hindlll
2159

Plasmid pUC18dtsR3 (pUC18 mit 1,9 kb PCR-Fragment aus chromosomaler

Abb. 32:
DNA von C. glutamicum ATCC13032, enthélt disR3)
Pvul,342
11062,BStEIl, i [EcoRl,446
10812,Pstl, | i Ndel,725
10562,Pvul, % i A i ,Clal,796
i i I BetEll,945
¢ .EcoRl, 1045
9912,Xbal, Pstl, 1288
’.Sacl,1555
_Sacl, 1975
9042,BstEll.,_ -
..Pstl,2306
8732,Ndel... 2000 _Xbal,2638
£BamH|,2648
pEKOaccBCaccDA ¢ Smal,2658
_ 8000 11112 bps .
8122,BstEll Nael,2984
" Clal,3364
7412, Hindlll
6802,Hindlll” / ; \ % Hindll 4289
6712,Pvul { {Fsel,4355
6602,Smal i Nael,4356
6352,Clal £ i Pyul, 4461
F i Sacl, 4514
§i Hindli,4553
3 'Clal,4949
4 EcoR1,5062
{ sacl,5072
EcoRI,5082
Abb. 33: Plasmid pEKOaccBCaccDA (pEKO mit 2,6 kb Sall/Nael accBC-Insert aus

pUC18accBC und 2,4 kb Pstl/EcoRIl accDA-Insert aus pUC18accDA)
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10535,Pstl, ,Pvul,342
10285,Pvul, i ,Ndel,725
3  Clal,796
;17 BstEl,945

9635,Xbal, Pstl, 1288

8455,Ndel..., ...Pstl,2306

,Xbal,2638
/BamH1,2648
#.Smal,2658

2000

pEKOaccBCdtsR1

8000

10835 bps

"~ Pvul,2760

% Hindll,2883

%, Pstl, 2895

i Xbal,2907
BamHI,2913

7135,Hindlll” "BstEIl, 3677

L4 s
6525,Hindlll 7
6435,Pvul §
6325,Smal H
6075,Clal

"Pstl, 4468

Abb. 34: Plasmid pEKOaccBCdisR1 (pEKO mit 2,6 kb Sall/Nael accBC-Insert aus

pUC18accBC und 2,1 kb Ndel/Kpnl disR1-Insert aus pUC18dtsR1)

10814,BstEll,
10764,Xhol, |
10560 et ;Pvul,342
e T i Xnol,659

10314,Pvul,

i Ndel, 725

¢ BstEll,945
9664,Xbal, Pstl, 1288
_Xhol, 1456

8794,BstEIl, ,Xhol,2236

£ Pstl,2306

/£, Xhol,2341

i/ Xhol,2587
#Xbal, 2638

# BamH|,2648

¥ Smal,2658

8484,Ndel_, -

2000

pEKOaccBCdtsR2

8000

10864 bps )
7874,BstENl Kpnl,2919

"Pstl,3110

7164, Hindlll " .
Kpnl, 3805

£
6554, Hindlll ¢ ¢

6464,Pvul { ! %
6354,Smal H i Pstl, 4774
6024, Xhol { Pstl, 4791
BamHI,4814

Abb. 35: Plasmid pEKOaccBCdisR2 (pEKO mit 2,6 kb Sall/Nael accBC-Insert aus
pUC18accBC und 2,1 kb BamHI/ Sapl disR2-Insert aus pUC18dtsR2)
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Abb. 36:

8668,Bstell, I PM2R o
8618,Xhol, | | i EcoRI,446
8418,Pstl, i} P Xhol,659
8168,Pvul, i - ::,Ndé|,725
i{ Clal,796
/" BSEI,945

4 EcoRI,1045

Pstl, 1288

_Xhol, 1456
"~ .Sacl,1555

7518,Xbal,

7068,Bcll
Sacl, 1975

pEKOaccBC
8718 bps

6648,BstEIL...

. Xhol,2238

. Pstl,2306

6338,Ndel Xhol,2341
.. Xhol,2587

€. Xbal, 2638

% BamH1,2648

& Smal,2658

$Kpnl,2668

1Sacl,2678

5728 BSEIlS
EcoRl,2688

5718,Mlul

HEAY
i it Xhol,3878
i Nrul,3938

H Clal, 3958
Smal,4208

"Pvul,4318

4
5018, Hindlll

4408,Hindlll

Plasmid pEKOaccBC (pEKO mit 2,6 kb Sall/Nael accBC-Insert aus pUC18accBC)

8402,Xhol, ;X“°"‘f§<ho,,291
8302,Bgll, | i Nael,330
8202,Pstl, i i ¢ i Hpal,599
7952,PVU|\ ii .' ,,Clal,710
i JPacl772
7302, Xbal, -Sphl, 1159
Hpal, 1364
/.Sphl,1376
,Stul, 1587
¢ Hindlll, 1635
/ Nael, 1702
< ,Pwul, 1807
,Sacl, 1860
" Hindlll, 1899
pEKOaccDA
8502 bps
Clal,2295
6122,Ndel b Xbal,2422
£.BamHI,2432
%Smal, 2442
7 % Kpnl,2452
g%%gpm 7/ 156012462
,Sphl
ey el EcoRl,2472
5352,Sphl
4802,Hindlll : 1 Xhol,3662
: Clal,3742
i i ‘smal3992
i Pvul, 4102
Hindlll, 4192
Abb. 37: Plasmid pEKOaccDA (pEKO mit 2,4 kb Psti/EcoRl accDA-Insert

pUC18accDA)

aus
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9
Kasl65 Hindlll
iNarl,65 ggtql

i :PVL,MO.*G"“: 373 Hincll

8175,BStEIl,
8125,Xhol, |

7925Pstl, |
7675,Pvul,

,Sapl,994

{,Dralll,1018
,f, BstEIl, 1023 565
7025,Xbal,,

|Hincll, 1465
£ sall, 1265

,Sacl,1717
7 ,Pstl,1814
* ¢,Sacll,1860
#f EcoRI,1974
#,ECOoRI, 1985
¢" EcoRI,1996

ey

pEKOdtsR1
8225 bps

2000
6155,BstEIl

i Xbal,2145

% BamHI,2155

. Smal,2165

2Kpnl,2175

1Sacl,2185
EcoRI,2195

5845,Ndel”

(;n
5495,Sphl/

g

5485,5phl /
5395,5phl
5235, BstEl
5075,Sphl
Y ""CXhoI,3385
4525 Hindlll LY Pomaiarigtos
i Pvul,3825
Hindll, 3915

Abb. 38: Plasmid pEKOditsR1 (pEKO mit 2,1 kb Ndel/Kpnl dtsR1-Insert aus pUC18disR1)

Sapl,19
.EcoRl,253
iSacl,259
8154, Xhol, Kpnl,265
7954,Pstl, ,Pstl,456
7704,Pvul, i { Clal,638

§ Clal,728

Sacl,1115

7054,Xbal /-Kpnl, 1151

.EcoRI,1619
~.Sacll,1639

pEKOdtsR2
8254 bps

..Sacll, 1978

. Pstl,2120

5874,Ndel .Smal,2194

fKpnl,2204
y iSacl,2214
5524,Sphl? ; EcoRI,2224
5514,Sphl /
5424,Sphl

'/
5104,Sphl

\ % Xhol,3414
Py Clal, 3494
it Smal3744

i Pwul,3854
Hindl11,3944

!
4554,Hindlll

Abb. 39: Plasmid pEKOdisR2 (pEKO mit 2,2kb BamHI/Sapl dtsR2-Insert
pUC18dtsR2)

aus
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Hincll, 10
iSall,10

i Xbal,20
£.BamHI,30
§éSmaI,4O

# Kpnl,50
Sacl,60
EcoRI,70++

[Ndel,474++
Narl,667
",Hindlll,823

7920,BStEIl,
7870,Xhol

7670,Pstl,
7420,Pvul,

6770,Xbal,,

_.BstEIl, 1279

,Clal,1447

# BamHI, 1537
S Pstl, 1671
/.,Sacl,1754
'j',BStEII,1799
/ Hincll, 1830
“ Sphl, 1904
<..EcoRI,1940

pEKOdtsR3
7970 bps

5900,BstENl"
5590,Ndel”

5240,Sphl? ;

Eooh -
2980 BSEI Dral, 2961
4820,Sphl \ Xhol,3130
. Clal,3210
{ i % Smal,3460
4270,Hindlll i Pvul,3570
Hindll1,3660
Abb. 40: Plasmid pEKOdtsR3 (pEKO mit 1,9 kb EcoRlI dtsR3-Insert aus pUC18disR3)
JAval
iXhol
.EcoRI
i ,BamHI|
H ,Ncol
i
Scal, Xmalll
Pvul,\ ¢
Bgll _.BstEll
000 Xmalll
pQE30dtsR1 '
5085 bps Hincll
Sall
Ball
Sacl
Kpnl
Aval
.................................. Smal
Xmal
Hincll
Sall
Pstl
) Hindlll
Xbal HEE
i Ball
Scal Ncc?l
Abb. 41:

Plasmid pQE30ditsR1 (pQE30 mit 1,7 kb BamHI/Kpnl dtsR1-Insert aus pPCR-
ScriptAmpSK(+)dtsR1)
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Xhol,1
i, Apol,17
it Apol,88
iEcoRI,88
.BamHl,145
| {Pstl,155
4685,Xmnl,
4457, Pvul\ Bell 671
4310,Fspl,, .Sacl,814
4204,Bgll,, < Kpnl,850
4157,Bsal,_™
,Hincll, 1078
£ sall, 1078
«o  pQE30dtsR2
5082 bps S Apol,1318
EcoRl, 1318
1765
X BamHI
. Hincll, 1615  |Sphl
% Pwull,1631  |Sacl
38811672 ... Kpnl
Smal
. Xmal
y Nhel,1927 Hincll
3074,Sapl 7 , Sall
3019,Ndel Pvull,2077 Pstl
H 1 Apol,2179 Hindlll
2784, Xbal § 'aalloaad 1807
"Ncol,2480
Abb. 42: Plasmid pQE30dtsR2 (pQE30 mit 1,7 kb BamHI disR2-Insert aus pPCR-Script
AmpSK(+)dtsR2)
Xhol,1
,EcoRl,88
i BamHI, 145
i i isphl,151
5012,Bbs Pstl, 173
i i BamHI,307
{7 Clal, 397
4394,Pvul,
4247,Fspl Fspl, 798
4141,Bgll
_Hindlll, 1021
=~ 1000
“*  pQE30dtsR3
5019 bps
~.Fspl, 1349
.. Ndel,1370
Pvull, 1457 13708
"Ndel, 1565 phl
Pstl. 1610 ﬁgg'l
-Bull1648...... | 5P
Xmal
Hincll
3134,Afllll Sall
'y . Pstl
3011,Sapl / Pvull,2014 Hindlll
2956,Ndel / 1744
2721,Xbal *Nool,2417
Abb. 43: Plasmid pQE30disR3 (pQE30 mit 1,6 kb Sphl dtsR3-Insert aus pPCR-Script

AmpSK(+)dtsR3)
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,EcoRI,250
i Pwll450
8884,Pstl, i i ,EcoRl550
i {  Scal660
/
_.EcoRl,1660
£ Puull, 1950

pEC7dtSR1 2000~
9084 bps

oriE

6704,Ndel”

£, Hindll1,2928
i 8.Sphl,2934
stl,2940

i Xbal,2952
BamHI,2958
i Nael,3072
Pvull, 3225
1 Sapl,3693

BstEll, 3722

4844,EcoRI] ; | {saciddte

4834,Kpnl i
4635,ECORIE panaBiD
4684,EcoRl ’
4673,EcoRl

Abb. 44: Plasmid pEC7dtsR1 (pEC7 mit 1,9kb BamHIl/Kpnl dtsR1-Insert
pUC18disR1)

pEC7dtsR2

9036 bps
Ndel

Kpnl i EcoRl
Saclli Sacll
Bsal |
Pvull

Abb. 45: Plasmid pEC7disR2 (pEC7 mit 1,8kb Bsgl/BamHl disR2-Insert
pUC18disR2)

aus

aus
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Xhol,39
[ Xhol285
§.Hindl1,306
i}, Pstl 320

8399,Dral,
8199,Dra|,_ H

8000,Pvul
s s ,Sacl,651
7970,Sacl._‘ H £ Hindl1,663
¥ ,Sphl,791

.Sacl, 1071
/ Hindll,1164
/7 Xhol, 1170

_Pstl, 1338

7299,EcoRiI,
7283,Sacl.},

_EcoRl, 1581
6769.5ph _BStEIl, 1680
=P _Clal, 1830
- Ndel, 1901
“ Xhol, 1967
pZiaccBC o — .Dral, 2065
8499 bps “EcoRl,2180
~Pvul,2394
5999, Hindll “Pstl, 2520
5799, Hindlll” .
5699, Hindlll
5499,BstEll \Dral,3039

{

4699,Hindlll
4572,Pvul
4447,Smal H
4262,Clal

| Xhol,4173

Abb. 46: Plasmid pZ1accBC (pZ1 mit 2,3 kb Pvul/Nael accBC-Insert aus pUC19accBC
accDA)
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3. PCR-und Sequenzierprimer
Standardprimer zur Sequenzierung
Universal 5 -CGCCAGGGTTTT CCC AGT CAC GAC- 3
RSP 5 -GGA AAC AGC TAT GACCAT G- 3
Primer zum Erhalt des accDA-Gens
CgaccDAF; 5 -CTCGAG CGG GAGTC-3
CgaccDAR; 5 -CTT CATGCCTGG AATT-3
Primer zum Erhalt des disR1-Gens
CgdtsR1F; 5 -GCG GAAATATTG TGG ACG TTACCC-3
CgdtsR1Rg 5 -CGT TTC GCT AACCGG TTATATTAG CC-3’
CgdtsR1F;, 5 -CCTGTT CAGTGATGT AAATCACCG C-3
CgdtsR1R;; 5’ -CCG GTT ATATTA GCC CAG CG- 3
Primer zum Erhalt eines internen disR1 -Fragmentes

Hindlll
CgadtsR1F; 5 -ACT GTG AAG CTT CGT GAT CAA GAC CGT CAC CGG-3

CgdtsR1R> 5 -GTC ATC AAG CTT CCA CCATAC TCC TGG CCT GC- 3

Primer zum Nachweis der disR1-Insertionsmutanten

CgdtsR1MuF;, 5 -GCA TGT GCA GGT GGC AAC GC-3
CgdtsR1MuRy; 5 -GGT AAT CTT TGG AAC GGT TGC- 3

Primer zum Erhalt von dfsR1 zur Klonierung und Expression von HisgDtsR1

BamHI
CgdtsR1HisF., 5’ -CGG GAT CCATGA CCATTT CCT CACCTT TG-3
Kpnl
CgdtsR1HisR.; 5 -CGG GGT ACC GAT TTA CAG TGG CAT GTT GCC- 3
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Primer zum Erhalt des ditsR2-Genes

CgdtsR2F 3 5 -GGC TAA TAT AAC CGG TTA GCG- 3
CgdtsR2Rx, 5 -GTT GCC AGATAC GAT CTG C-3

Primer zum Nachweis der disR2-Insertionsmutanten

CgdtsR2MuF3;; 5 -CAA GCG AAT ACG AGG TC- 3’

CgdtsR2MuR;, 5 -GTC ACG TGT ACT CCC CT- 3

CgdtsR2MuF;, 5 -CGG GAT CCA TGA CTG CAG CAC AGA CCAAACCTG AC-3
CgdtsR2MuR3; 5 -CGG GAT CCC TAT AGT GGAATG TTACCG TGC TTT TTAGC-3’

Primer zum Erhalt von dtsR2 zur Klonierung und Expression von HisgDtsR2

BamHI
CgdtsR2HisF;, 5 -CGG GAT CCA TGA CTG CAG CAC AGA CCAAACCTGAC-3
CgdtsR2HisRz; 5 -CGG GAT CCC TAT AGT GGAATG TTACCG TGC TTT TTA GC- 3’

Primer zum Erhalt des dtsR3-Gens

EcoRlI
CgdtsR3Fs, 5 -GGAATTCGG TTG CCATTG CGG TCT CC- 3
CgdtsR3Rs; 5 -GGA ATT CAAGCC CCT GTCATCCTGTTCC-3

Primer zum Erhalt eines internen dtsR3 -Fragmentes

CgdtsR3Fs, 5 -TCA ACG CGG GCG AAG GTA GTG ATC-3’
CgdtsR3Rs3 5 -AGC CCC TGT GTT TGC AGC ACC AAC- 3’

Primer zum Nachweis der dtsR3-Insertionsmutanten

CgdtsR3MuF;, 5 -CAT GCATGC TTG AGT AAC ACC ACT ACT GCAG-3
CgdtsR3MuR;s 5 -CAT GCA TGC TTA CAT CGG CAT GAT CGT GTG C- 3
CgdtsR3MuF,, 5 -GTT GTA GGC GTC GCA GAT AC- 3

CgdtsR3MuR,; 5 -GCG TCC TCT GAA GAA GAG- 3’
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Primer zum Erhalt von dfsR3 zur Klonierung und Expression von HissDtsR3
Sphl

CgdtsR3HisF;; 5 -CAT GCATGC TTG AGT AAC ACC ACT ACT GCAG-3

CgdtsR3HisR;s 5 -CAT GCA TGC TTA CAT CGG CAT GAT CGT GTG C-3

4. Peptidsequenzen zur Synthese der Peptidantikérper
Peptidsequenz aus AccDA: R-A-G-R-D-S-R-F-T-R-F-G-R-K-A-Q
Peptidsequenz aus DtsR1: M-T-1-S-S-P-L-1-D-V-A-N-L-P-D-Y

Peptidsequenz aus DtsR3: C-F-A-A-P-T-D-E-E-I-A-Y-D-E-A
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5. Dokumentation der Isolierung von HisgDtsR1 mittels Ni-NTA
Affinitatschromatographie

pQE30disR1
BamHI 333 Kpnl 1974

CAT.CAC.CAT.CAC.CAT.CAC
His,

191 kDa

64 kDa

51 kDa

L
L \\\
e
39 kD -

\\

28 kDa

Abb. 47: Schematische Darstellung zur Klonierung des disR71 Gens in frame zur Sequenz
kodierend fur sechs Histidine im Expressionsvektor pQE30 (A).
Isolierung von HisgDtsR1 unter nativen Bedingungen mittels Ni-NTA Affinitats-
chromatographie (B). R: Rohextrakt; D: Durchfluss; W,,: Waschfraktionen; M:
Molekulargewichtsstandard der angegebenen molaren Massen; E;3: Elutions-
fraktionen.
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6. Dokumentation der Isolierung von AccBC mittels Avidin-
affinitatschromatographie

RDW WMF,F F, Fg,

191 kDa

64 kDa

51 kDa

39 kDa

28 kDa

Abb. 48: Dokumentation der Isolierung von AccBC unter nativen Bedingungen. R: Rohex-
trakt; D: Durchfluss; W,,: Waschfraktionen; M: Molekulargewichtsstandard der
angegebenen molaren Massen; F.qo: Elutionsfraktionen.
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