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1. Aminosauren

Abkiirzungen

Aminosédure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode
Alanin Ala A
Cystein Cys C
Asparaginsiure Asp D
Glutaminsdure Glu E
Phenylalanin Phe E
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Hle 1
Lysin Lys K
Leucin Leu L
Methionin Met M
Asparagin Asn N
Prolin Pro P
Glutamin Gin Q
Arginin Arg R
Serin " Ser S
Threonin Thr T
Valin Val \Y%
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y




2. Nukleinsiure-Basen und Nukleotide

< -0 o0 »

ATP
CTP
GTP
TTP
UTP

Adenin

Cytosin

Guanin

Thymin

Uracil
Adenosintriphosphat
Cytidintriphosphat
Guanosintriphosphat
Thymidintriphosphat
Urndintriphosphat

(mit dem Prifix 'd": 2'-Desoxy-)

DNA
RNA
mRNA

Desoxyribonukleinsiure
Ribonukieinsdure

Messenger RNA

3. Substrate, Produkte und Coenzyme enzymatischer Reaktionen

Acetyl-CoA
ADP

CoA

NAD
NADH
NADP
NADPH
PEP

MHET

Acetyl-Coenzym A -

Adenosin-5"-diphosphat

Coenzym A

Nikotinamid-Adenin-Dinukieotid, oxidierie Form
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid, reduzierte Form
Nikotinamid-Adenin-_-Dinuldeotid-Phosphat, oxidierte Form. -~
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, reduzierte Form
Phosphoenolpyruvat
4-Amino-5-Hydroxymethyl-2-Methylpyrimidinphosphat
4-Methyl-5(B-Hydroxyethy) Thiazol




4. Enzvme

ACS Acetyl-CoA-Synthetase
AK Acetat-Kinase

IC-DH Isocitrat-Dehydrogenase
ICL Isocitrat-Lyase

LDH Lactat-Dehydrogenase
MSY Malat-Synthase

PTA Phosphotransacetylase

5. Chemikalien und Puffer

EDTA Ethylendiaminotetraessigsdure
MES Morpholinoethansulfonséure
MOPS Morpholinopropansulfonséure
PMSF Phenylmethylsulfonyl-Fluorid

RIDN Natriumdodecylsulfat

SSC Sodium Saline Citrate

Tris Tris-{hydroxymethyl-)aminomethan
6. Technische Geriite und Verfahren

FPLC Fast performance liquid chromatography. .-

HPLC High pressure liquid chromatography =~




7. MaBeinheiten

pm
RT

sec

(v/v)
{(wiv)

Basenpaar

Curie

Gramm

Stunde

Kilobasen

Liter

Mol pro Liter

Minute

Milligramm
Molekulargewicht
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur
Sekunde

Enzymeinheit (mol/min/mg Protein) -
Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

8. Sonstige Abkiirzungen

S

C-Terminus
MM
N-Terminus
ORF

uv

Aminosdure
Carboxyterminus von Proteinen
Minimalmedium

Aminoterminus von Proteinen. - = -
offenes Leseraster

Ultraviolettes Licht
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I EINLEITUNG

Acetat stellt eine in der Natur weit verbreitete Kohlenstoffquelle dar, die durch
Fermentation aus Kohlenhydraten gebildet wird {(Gottschalk, 1985) und vielen Organismen
als Kohlenstoff- und Energiequelle zum Wachstum dient (Cioni et o/, 1981). Um Acetat in
den Zentralstoffwechsel einzuschleusen, wird dieses zunichst zu Acetyl-CoA aktiviert. In
Eukaryoten erfolgt die Aktivierung des Acetats durch ein als Acetyl-CoA-Synthetase (ACS)
bezeichnetes Enzym (Salzmann und Schomburg, 1990). Die ACS bildet von Acetat, ATP
und freiem CoA ausgehend Acetyl-CoA, AMP un.d freies Phosphat. In Prokaryoten kann die
Aktivierung des Acetats entweder tiber eine ACS oder mit Hilfe der beiden Enzyme Acetat-
Kinase (AK) und Phosphotransacetylase (PTA) erfolgen (Shiio et a/., 1969; Brown et al.,
1977; Ferry 1992, Grundy et of., 1993; 1994). Die AX bildet aus Acetat und ATP die
Produkte ADP und Acetylphosphat, von denen letzteres durch die PTA mit freiem CoA zu
Acetyl-CoA und freiem Phosphat umgesetzt wird (Abbildung 1).

Nach Aktivierung des Acetats wird der vom Acetyl-CoA stammende Acetyl-Rest in den
Citrat-Zyklus eingeschleust. Der Citrat-Zyklus nimmt eine Schlisselposition sowohl im
Energie- als auch im Baustoffwechsel der Zelle ein. Zur Energiegewinnung wird der Acetyl-
Rest in zwel oxidativen Schritten vollstdndig m COy oxidiert (Abbildung 1). Die dabei
freigesetzte Energic wird in Form von Reduktionsiquivalenten bzw. ATP konserviert.
Dartiberhinaus dienen Metabolite des Citrat-Zyklus als Ausgangssubstanzen fur anabole
Reaktionen und flieBen in den Baustoffwechsel des Organismus (Abbildung 1). Aufgrund
der dualen Rolle des Citrat-Zyklus im Energie- und Baustoffwechsel besteht die
Metabolite neu zu synthetisieren. Abhingig von der Art der zur Verfiigung stehenden
Kohlenstoffquelle werden dabei unterschiedliche Wege beschritten. Bei Wachstum auf
thj_eﬁhydraten wel.'d_en. diese zu C3;K6_r_pérﬁ in Form ';ron Phosphoenolpyruvat _(PEP) Bzw.
_Pyruya__f L_imge'setzt.und dienen &en Enzymen PEP{&b_oxylase -b#w. _.Eyi.'uvat_-Car_boxylase als
_Substrate zﬁr Synthese des Citrat-Zyklus-Metaboliten Oxalacetat tKornberg, .1966b). ‘Bei

Wachstum auf Ethanol, Acetat oder Fettsguren, die direkt zu Acetyl-CoA metabolisiert
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Abbildung 1. Schematische Darstellung des Citrat-Zyklus als Schaltstelle zwischen Energie-
und Baustoffwechsel der Zelle. Zusatzlich zum Citrat-Zyklus sind die Acetat-aktivierenden
'Enzyme Acetat-Kinase ilrid .Phosphotran'sacetylase sowie die 'Sch]usselenzyme des
Glyoxylat-Zyklus Isocitrat-Lyase und Malat- Synthase dargestellt. Das in der Abbﬂdung
gezeigte Schema entspricht dem Stoffwechsel von C. glutamicum.
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werden, kénnen weder PEP-Carboxylase noch Pyruvat-Carboxylase den Citrat-Zyklus mit
Kohlenstoff auffiillen, da sie auf das Vorhandensein von C3-Korpern angewiesen sind. Um
unter diesen Wachstumsbedingungen Metabolite des Citrat-Zyklus neu zu synthetisieren,
bedienen sich viele Organismen des Glyoxylat-Zyklus (Abbildung 1). Der Glyoxylat-Zyklus
stellt eine Modifikation des Citrat-Zyklus dar (Kornberg, 1966b). Beide Zyklen haben die
Enzyme Succinat-Dehydrogenase, Fumarat-Hydratase, Malat-Dehydrogenase, Citrat-
Synthase sowie Aconitase gemeinsam. Schlitsselenzyme des Glyoxylat-Zyklus sind Isocitrat-
Lyase (ICL) und Malat-Synthase (MSY). Durch die ICL wird Isocitrat zu Succinat und
Glyoxylat gespalten (Campbell et /., 1953) und mit Hilfe der MSY wird von Glyoxylat und
Acetyl-CoA ausgehend freies CoA und Malat gebildet (Wong und Ajl, 1955). Auf diese

Weise werden die beiden COy-freisetzenden Schritte des Citrat-Zyklus umgangen und aus

zwei Acetyl-Resten ein C4-Korper des Citrat-Zyklus synthetisiert.

Der Glyoxylat-Zyklus ist in der Natur weit verbreitet. Seine Existenz wurde in Bakterien,
Pilzen, Pflanzen, Protozoen sowie in den Organen einiger Sdugetiere wie Raite,
Meerschweinchen und Mensch nachgewiesen (Cioni et af., 1981; Vanni et /., 1990; Davis
und Goodman, 1992). In zahlreichen Organismen unterliegen die Enzyme ICL und MSY
einer Regulation durch die Kohlenstoffquelle des Mediums. Fur Escherichia coli,
Salmonella  typhimurium, Nocardia = salmonicolor, Acinetobacter  calcoaceticus,
Saccharomyces cerevisiae und Aspergillus nidulans konnte eine Erhchung der spezifischen
Aktivitit von ICL und MSY bzw. eine Steigerung der Synthese beider Enzyme bei
Wachstum auf Acetat gezeigt werden (Vanderwinkel et af., 1963; Sariaslani et of., 1975;
Armitt et al., 1976; Reeves et al., 1983; Fernandez et @/, 1993a; 1993b). Der Pilz Yarrowia
lipolytica zeigt erhohte Enyzmaktivitaten von ICL und MSY bei Wachstum auf Alkanen,
Fettsduren, Acetai und Ethanol (Kujau et o/, 1992} In einigen Organismen koanten
dariiberhinaus Isoenzyme von ICL und MSY nachgewiesen werden. So wurden Isoenzyme
der ICL fir Yersinia pestis, Newrospora crassa, Chlovella vulgaris, Brassica napus und
einer Pseudomonas species beschrieben (Bellion und Woodson, 1975; Hillier und
Charnetzky, 1981; Cioni et al.,, 1981; Gainey et a/., 1991), Isoenzyme der MSY sind von
Candida tfropicalis, S. cerevisice und E. coli bekannt (Vanderwinkel und De Vlieghere,

1968; Okada et al., 1987; Hartig et af., 1992; Fernandez et al., 1993b}.-+ -
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Da Glyoxylat-Zyklus und Citrat-Zyklus einen Teil ihrer Enzyme gemeinsam besitzen, wird
eine Regulation des C-Flusses am Verzweigungspunkt zwischen beiden Zyklen notwendig.
Die Verzweigung zwischen beiden Zyklen erfolgt auf der Stufe des Isocitrats. Um dieses
Substrat konkurriert das Glyoxylat-Zyklus-Enzym ICL mit dem Citrat-Zyklus-Enzym
Isocitrat-Dehydrogenase (IC-DH). In zahlreichen Organismen ist die ICL an der Regulation
des C-Flusses zwischen beiden Zyklen beteiligt, da sie durch verschiedene Metabolite des
Zentralstoffwechsels in ihrer Aktivitdt gehemnmt wird (Vanni et al, 1991). In E. coli
hingegen wird der C-FluB zwischen beiden Zyklen durch reversible Phosphorylierung der
IC-DH reguliert (LaPorte und Ikeda, 1991). Bei Wachstum auf Acetat liegt in E. coli der
uberwiegende Teil der IC-DH in der inaktiven, phosphorylierien Form vor, und daher flief3t
ein groBer Teil des Kohlenstoffs in den Glyoxylat-Zyklus (Garnak und Reeves, 1979; Walsh
und Koshland, 1985). In Gegenwart von Glucose wird die IC-DH dephosphoryliert, ist
somit wieder aktiv und lenkt aufgrund ihrer hohen Affinitdt zu Isocitrat den C-FluB in die
Richtung des Citrat-Zyklus (Walsh und Koshland, 1985; LaPorte und Ikeda, 1991). Sowohl
Phosphorylierung als auch Dephosphorylierung der IC-DH erfoigt in E. coli durch ein als
IC-DH-Kinase/Phosphatase bezeichnetes Enzym (Garnak und Reeves, 1979; Edlin und
Sundaram, 1989).

Aufgrund der Bedeutung des Glyoxylat-Zykius fiir den Baustoffwechsel der Zelle wurden
die Gene fiir ICL und MSY in zahireichen Eukaryoten sowie in E. coli sequenziert (Rieul et
al., 1988; Byrne et o, 1988; Hikida et o/, 1991; Barth und Scheuber, 1993; Fernandez et
al., 1992, 1993b}. In E. coli liegt das ICL-Gen (aced) mit dem MSY-Gen {aceB) und dem
aceK-Gen, das fir die IC-DH-Kinase/Phosphatase kodiert, in Form eines Operons vor,
welches als ace-Operon bezeichnet wird (Maloy und Nunn, 1982; LaPorte et af., 1985}). Die
Expression des ace-Operons unterliegt in £. coli sowohl einer globalen als auch einer
spezifischen Regulation. An der globalen Regulation ist ‘ein Zweikomponentensystem aus
den arcA- und arcB-Genprodukten beteiligt (Tuchi et @/, 1988; 1989). Unter anaeroben
Bedingungen reprimiert dieses System in E. coli die Expression von Genen des Citrat-
Zyklus, des Glyoxylat-Zyklus, des Fettsdureabbaus und des Cytochrom o-Komplexes. Die
spezifische Regulation des ace-Operons erfolgt in £. coli mit Hilfe der Genprodukte der
betden Gene iciR und fadR (Maloy und Nunn, 1982). Beide Gene kodieren fiir Repressoren,
Welche in additiver Weise die Expression des ace-Operons regulieren. Durch das ic/R-

Genprodukt wird die Expression des ace-Operons vermindert, wenn sich kein Acetat im
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Medium befindet (Maloy und Nunn, 1982), und durch das fadR-Genprodukt erfolgt eine
reduzierte Expression des ace-Operons, wenn keine Fettsduren zum Wachstum zur
Verfiigung stehen (Simons et a/, 1980; Maloy und Nunn, 1982). Die Bindung beider
Repressoren im Promotorbereich des ace-Operons bewirkt, daB die Expression des ace-

Operons vollstindig abgeschaltet wird (Maloy und Nunn, 1982).

Neben vielen anderen Organismen ist auch Coryneba.creriw_n glutamicum in der Lage, auf
Acetat als alleiniger Kohlenstoffquelle zu wachsen. Dieser Gram-positive, nicht-
sporenbildende Organismus wurde erstmalig von Kinoshita et al. beschrieben (1957).
Aﬁfgrund seiner Fahigkeit, unter Biotinmangel grofe Mengen an Glutamat in das Medium
éﬁszuscheiden, wird C. glutamicum zu den "Glutaminsdure-Bakierien’ gezahlt. Zu dieser
Grﬁ.i;_pe xgehtjren auBerdem die beiden Unterarten C. glutamicum ssp. flavum und C.
glutamicum ésp. lactofermentum, die- friher als Brevibacierium flovum bzw. B.
lactofermentum Klassifiziert wurden (Liebl et al., 1991). Trotz der nahen Verwandtschaft
der genannten 'Glutaminsaure-Bakterien” ist deren Unterscheidung sowohl durch Analyse
von Zellwandlipiden (Liebl, 1991) als auch durch ein spezifisches DNA-Restriktions-
fragment-Muster (Eikmanns et a/., 1991b) méglich. Charakteristisch fur alle C. glutaniicum
Stamme ist ihre Unbeweglichkeit und ihre keulenformige Gestalt (Liebl, 1991).
Dariiberhinaus weisen sie einen GC-Gehalt von 53-36% auf und zeigen eine Auxotrophie fur
Biotin (Liebl, 1991). Chemotaxonomisch zeichnen sich C. glutamicum-Stdmme durch den
Besitz einer rigiden Zellwand aus, die tiber meso-Diaminopimelat quervernetzt ist (Keddie

und Cure, 1977).

C. | gluldmicum wird heute weltweit fiir die gfoﬁtechrﬁsche Hersteliung zahlreicher
Aminosiuren emgesetzt Neben der Produkiion von Glutamat werde'l Vutamen voti diesem
Organismus fiir die Hersteliung c&er essentielien Aminosiuren Lysm, 1rypt0pnan und
Threonin verwendet (Kleemann et af., 1985 Kinoshita, 1985; Shiio et a/., 1989). Wihrend
Glutamat . als Geschmackverstarker in der Nahrungsmittelindustrie Verwendung findet
(Kleemann et al, 1985) werden dle anderen Aminosiuren als Suppiemente in der
Futtenmttehndustrle als Bestandteile von Inﬁ131onslosungen und ais Ausgangssubstanzen
bei der Synthese von Medlkamenten emgesetzt (Nakayama et al 1972, Leuchtenberger
1984 Kieemann et al 1985)
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In der Regel dienen Kohlenhydrate als Substrate bei der fermentativen Herstellung der
Aminosduren durch C. glutamicum (Kindshita, 1985}, Es wurde jedoch auch beschrieben,
dal C. glutamicum mit Acetat als C-Quelle zur Herstellung von Aminosiuren eingesezt
werden kann (Shiio, 1960; Nakayama, 1972; Kinoshita, 1985). Fiir die Produktion von
Threonin durch C. glutamicum ssp. flavum konnte sogar gezeigt werden, daB bei Wachstum
auf Acetat groBere Threonin-Mengen als bei Wachstum auf Glucose gebildet werden
(Akashi et al, 1979). Aufgrund der Bedeutung des Acetat-Stoffwechsels bei der
Aminosaure-Produktion von C. glutamicum wurden bereits 1969 die Schiiisselenzyme des
Acetat-Stoffwechsels AK, PTA, ICL und MSY in diesem Organismus nachgewiesen (Shiio
et al., 1969). Dariiberhinaus wurden aus C. glutamicum ssp. flavunm sowohl ICL als IC-DH
partiell gereinigt und fir biochemische Untersuchungen herangezogen (Ozaki und Shiio,
1968; Shiio und Ozaki, 1968). Fur die partiell gereinigte IC-DH konnte eine signifikante
Hemmung der Aktivitdt durch ein Gemisch aus Oxalacetat und Glyoxylat nachgewiesen
werden, wihrend die partiell gereinigte ICL nur schwach durch physiologisch relevante
Effektoren wie 2-Oxoglutarat, Succinat, Malat und Oxalacetat in ihrer Aktivitat gehemmt

wurde.

Obwohl coryneforme Bakterien bereits seit langem zur Aminosidure-Produktion eingesetzt
werden, wurden erst in jiingster Zeit molekularbiologische Verfahren fiir diese Organismen
entwickelt, mit deren Hilfe sie genetisch untersucht werden kénnen. Durch Verwendung
spezieller Vektor- und Transformationssysteme (Martin, 1989; Wohlleben et al, 1993)
konnten bereits zahlreiche Gene aus coryneformen Bakterien isoliert und analysiert werden.
A_ufg_r_u_nd der_ Bedeutung von C. glutamicum fiir die Aminosiure-Produktion wurden in
diesem Orgaﬁjsmus vorwiegend Gene, .die fiur Enzyme aus Aminosiure-Biosynthesewegen
ko&ieren,_ untersucht. So wurden in C. glwamicum die Gene der Biosynthese von Lysin,
Threonin, .Phen_ylaia_nin und Glutamat isoliert und charakterisiert (Peoples et ql_, 1688; Han
et él., 1990, Ho et al, .1990; Cremer et al, 1991; Bormann et al, 1992). Durch
Uberexpression éinzelner Gene fiir Schlisselenzyme aus der Aminoséiure-Biosynthese wurde
der KohlenstoifluB} in C. glutamicum gezielt in die Richtung der Lysin-, Threonin-, Tyrosin-
bzﬁv_.__Phenylalanin-Biosynthese umgeleitet (Morinaga et al. ..19__8_7; Eikmanns et al., 1991a;
Cremer et al., 1991; Tkeda und Katsumata, 1992). Gene aus der Aminosiure-Biosynthese,
die in hoher Kopienzahl in C. glufamicum toxisch waren, konnten durch Verwendung von

Vektoren mit niedriger Kopienzah! bzw. durch Integration in das Chromosom von C.
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ghitamicum in diesem Organismus exprimiert werden (Reinscheid et al, 1994)
Dariiberhinaus wurden mittels eines als "Genunterbrechung’ bezeichneten Verfahrens Gene
aus der Aminosiure-Biosynthese inaktiviert und der Effekt auf die Produktion einzelner
Aminoséuren untersucht {Schwarzer und Puhler, 1991; Schrumpf et af., 1991; Bérmann-El

Kholi et al., 1993).

Erst in jingster Zeit wurden molekularbiologische Arbeiten zur Rolle des
Zentralstoffwechsels bei der Aminosaurebildung von C. glutamicum begonnen. So konnten
bisher aus C. glutamicum die Gene fur PEP-Carboxylase, Fructose-1,6-bisphosphat-
Aldolase, Triosephosphat-Isomerase, Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase und
Phosphoglycerokinase isoliert und sequenziert werden (Eikmanns et af., 1989; von der-
Osten et al, 1989, Eikmanns, 1992} Die Inaktivierung des PEP-Carboxylase-Gens im
Chromosom von C. glutamicum und Analyse der entsprechenden Mutanten fiihrte zu dem
tiberraschenden Ergebnis, daB3 C. gluta:ﬁiczmz dieses Enzym weder zum Wachstum auf
Glucose noch zur Lysinproduktion benétigt (Peters-Wendisch et af., 1993). Daraus konnte
geschlossen werden, dafl in C. glutgmicum bei Wachstum auf Glucose eine alternative
anaplerotische Reaktion zur PEP-Carboxylase existieren muf. Eine mogliche Alternative zur
PEP-Carboxylase ist der Glyoxylat-Zyklus. So wurde z. B. fir £ coli gezeigt, daBl durch
diesen Zyklus ein Defekt in der PEP-Carboxylase supprimiert werden kann (Vanderwinkel et
al., 1963). Da bisher nur wenige Daten zum Glyoxylat-Zyklus in C. gluiamicum vorlagen
(Kinoshita, 1985), war dic Untersuchung dieses Zyklus in C. gletamicum von besonderem
Interesse, um anaplerotische Reaktionen in diesem Organismus sowie deren Bedeutung
besser zu verstehen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die physiologische und genetische Charakterisierung des
Acetat-Stoffwechsels in C. glwiamicum. Schwerpunkt der Arbeit war die Isolierung und
Analyse der Gene fur Isocitrat-Lyase und Malat-Synthase sowie die biochemische
Charakterisierung der entsprechenden Enzyme. Durch Inaktivierung der isolierten Gene im
Chromosom von C. ghitarnicum wurde der Frage nachgegangen, ob diese fiir das Wachstum
von C. glutamicum auf unterschiedlichen Kohlenstoffquellen essentiell sind. Dariberhinaus
erfolgten Untersuchungen zur Regulation des Acetat-Stoffwechsels und zur Regulation des -
Kohlenstofflusses zwischen Citrat- und Glyoxylat-Zyklus in C. glutamicum. Mit Hilfe der
gewonnenen Daten wurde ein Modell zur Regulation des ‘Kohlenstoffflusses 'zwischen_i

Glyoxlylat- und Citrat-Zyklus in C. glutamicum entworfen.
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H MATERJIALIEN UND METHODEN

1. Bakterienstimme und Plasmide

In der vorliegenden Arbeit wurden die in. TabeHe 1 aufgelisteten £ coli- und C.

glutamicum-Staimme verwendet. .

Tabelle 1. Verwendete £. coli und C. glutamicum Stdmme mit ihren genetischen Markern.

Stamm genetischer Marker Referenz
. cofi
DHS5 - {thi-1, endAR1, hsdR17 r-, m™), relA 1, Hanahan, 1985

supEd4, recAl, gyrA96

“K8-5m lacZ4, oder lacY 1, isx-6, supF44, galK2, Vinopal und
e VPspL159, xyl-5, met-24, aceA3, iclR13 Fraenkel, 1974

DV21AO5 | lacZ43, reld1, (speC-glc)63, spoTi, ppe-2, | Vanderwinkel und

thi-1, aceB6, Hir _ o De Viieghere, 1968
$17-1 thi-1, endARI, hsdR17, supE44,pro . - | Simon et al, 1983
C. glutamicuii |
_._._ATCC 13032 {Wikdtyp B | ATCCA
“MH20-22B - {ABCR fewp - oo I Schrumpfet al, 1992
.'AS.Kl_ : 13032::éS{}P301::q¢eA—Fragment | diese Arbeit -
.A_LBI oo 113032::pSUP301::aceB-Fragment - - - | diese Arbeit -
JAAI )  : | 13032::pSUP301::thiX-F_ragment R diese Arbeit
:EGSI 1 13032::pSUP301::0rfZ-Fragment diese Arbeit

a American Type Culture Collection
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In Tabelle 2 sind dic fur genetische Arbeiten verwendeten Vektoren aufgelistet.

Tabelle 2. Verwendete Cosmide und Plasmide mit thren Markern und Eigenschafien

Vektor Marker/Eigenschafi2 Referenz
pHC79 AmpR TetR cos, ori ColE1 Hohn und Collins, 1980 |
pACYC184 CmR, TetR 0ri P15A Chang und Cohen, 1978
pUC18 AmpR, ori colE1 Vieira und Messing, 1982
pGEM3Z / 47 AmpR, ori colE1, Promotoren fiir SP6- Promega, Heidelberg

und T7-RNA Polymerasen
pSUPR301 AmpR KmR, oriT, oriV Simon et al., 1983
pEKO KmR, ori pBL1, ori colEl Eikmanns et a/., 1991c¢

pHCB1, pHCB2 | AmpR, pHC79-Derivate mit 40 kb diese Arbeit
und pHCB3 chromosomalen Sau3 A-Inserts
pACB-17 und CmR pACYC184-abgleitete Plasmide, die | diese Arbeit
pACB-35 das aceB-Gen aus C. glutamicum auf
verschiedenen Sau3 A-Inserts tragen
pEKBO KmR, pEKO-Derivat mit promotorlosem | diese Arbeit
aceB-Gen als 3,8 kb Bs7EIl-Asp700-Insert
pEKB1 KmR, pEKO-Derivat mit 4,9 kb aceB- diese Arbeit
tragendem Insert
pEKB2 KmR, pEK0-Derivat mit dem aceB-Gen | diese Arbeit
auf einem 3,0 kb BfiI-Pyul-Fragment '
pEKAI KmR, pEK0-Derivat mit dem aced-Gen | diese Arbeit
auf einem 2,1 kb Hpal-Bglll-Fragment
pEKAB KmR, pEKO0-Derivat mit den Genen aced diese Arbett
und aceB (siche Abbildung 13)
a AmpR:  Ampicillin-Resistenz
KmR - Kanamycin-Resistenz
TetR : Tetracyclin-Resistenz
CmR :  Chloramphenicol-Resistenz
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2. Chemikalien

Restriktionsendonukleasen und andere Enzyme wurden von der Firma Boehringer
Mannheim bezogen. Analysenreine Chemikalien wurden mit Ausnahme der unten
aufgefihrten Substanzen von der Firma Merck AG, Darmstadt bezogen. 4-Amino-5-
Hydroxymethyl-2-Methylpyrimidinphosphat wurde freundlicherweise  von der Firma

Hoftmann-La Roche (Basel, Schweiz) zur Verfligung gestellt.

Amersham
o-[33S]-dATP
Bethesda Research Laboratories, Gaithersburg
Agarose '
Phenol
Bochringer Mannheim, Mannheim
Ampicillin Nap- Salz
Kanamycindisulfat
DIG DNA Labeling and Deteciion Kit
DIG RNA Labeling Kit
Difco Lab., Deiroit, USA
Bacto-Agar
Bacto—Yeast;Extract
Bacto-Pepton
Bacto-Trypton
Brain-Heart-Infusion-Medium
Pharmacia, Freiburg '
AutoRead-Sequenzierungs-Kit
Promega '
Erase-A-Base-Exonuclease-Kit
Serva Feinbiochemica GmbH, Heidelberg
- Nalidixinsdure
Serdolit

Seva-Blue
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Schieicher und Schueli
Nytran-Nylonfilier N13

Sigma Chemie GmbH, Miinchen
Ethidiumbromid
N-Laurylsarcosin, Na-Salz
4-Methyl-5(B-Hydroxyethy!)Thiazol
threo-(Dg)-Isocitrat
threo-(I2,L)-Isocitrat

United States Biochemicals

Sequenase-Sequenzierungs-Kit

3. Nihrmedien und Kultivierungsbedingungen

Zur Kultivierung von £. coli wurden folgende Medien eingesetzt:

Minimalmedium M9 (Sambrook et al, 1989)

M9 - Stammiosung 100 ml |

Agua dest. 867 ml

Der pH wurde mit 1 N NaOH auf 7,3 eingestelit. Nach dem_Au_t‘.oquyi_ercr_l_ wurden folgende

Substanzen steril zugesetzt:

CaCl, (1M) 0,1 ml
MgSO4 (1 M) 2,0 ml
Thiamin (170 mg/ml) 1,0 ml
C-Quellen:

Glucose (20%) (w/v) 30,0 mi
Acetat- (15%) (w/v) 30,0 ml.
Zur Kultivierung des E. coli Stammes -K8-5m wurde dem Medium 5 ml-200 mM
L-Methionin hinzugefugt. Bei Wachstum von E coli DV21A0OS5 ‘auf _ Glucose wurde dem

Medium 0,3% Succinat zusetzt.
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M9 - Stammlosung;

NapHPO4 60 g/l
KH»PO4 30 g/l
NHyCl 10 g/l
NaCl 5 g/l

Die Salze wurden in 1 1 Aqua dest. gelost und der pH mit 10 N NaOH auf 7,25 eingestellt.

Vollmedium 2xTY (Sambrook et al., 1989)

Bacto-Trypton 16 g/l
Bacto-Yeast-Extract 10 g/l
Na(Cl 5¢/

Vollmedium LB (Luria-Broth-Medium) (Sambrook et a/., 1989)

Bacto-Trypton 10 g/t
Bacto-Yeast-Extract 5 g/l
Na(l 10 g/l

Zur Kultivierung von C. glutamicunm wurden folgende Medien verwendet:

Vollmedium 2 x TY (Sambrook et a/., 1989)

zur Zusaminensetzung siche bei Nahrmedien fir E. coli

Fermentationsmedium C.g.X. (modifizieri nach Kase et o/, 1972) '

{(NH4)2504 26 g

KH)POy4 0,5 gl
KoHPO4 0,5 gl

MgS04 x THrC 0,25 gl
Spurenelemente 1 ml Stammldsung
Biotin 1 ml StammlGsung

Die Substanzen wurden in 800 ml Aqua dest. gelost, der pH auf 6,8 eingestelit und die
Losung zu je 85 ml auf 500 ml-Erlenmeyerkolben verteilt. Nach dem Autoklavieren wurden
je '8 ml einer 50%igen (W/v) steriten Glucoselosung -und 2% (w/v) steriles CaCO3

hinzugegeben. Die Losung wurde mit 5 ml gewaschenen Zellen inokuliert.
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Minimalmedium C.g.C. + MOPS (modifiziert nach Kase et al,, 1972)

(NH4)2804 5 gl
Harnstoff 5 g
MOPS 42 g/l
KoHPO4 3 gl
KHyPO4 1 gl
MgSO4 x 7THoO 0,4 g/l
CaCly x 2HyO 0,1 gfl
Spurenelemente 1,0 ml
Biotin (0,2 mg/ml) 1,0 mi

Die Substanzen wurden in 970 ml Agua dest. gelost, der pH mt 1 N NaOH auf 6,2
eingestellt und je 54 ml auf 500 ml-Erlenmeyerkolben verteilt. Nach dem Autoklavieren
wurden jeweils 6 ml 40%ige (w/v) sterile Glucose, bzw. 6 mi 20%iges (w/v) Acetat
zugesetzt. Sollte das Medium beide C-Quellen enthalten, so wurden je 3 mi der beiden C-
Quellen zugegeben.

Zur Kultiviefung von C. glutamicum MH20-22B sowie den von diesen abgeleiteten

Stammen wurde jedem Kolben L-Leucin in einer Endkonzentration von 2 mM zugesetzt.

Spurenelemente:

FeSOy4 x THgO 10 g
MnSO4 x H40 10 gl
CuSO4 021
ZnSCy4 x THHO 1 g
NiClp, 002 gl

BHIS {Bram-ﬁean—infusmn Sorbitel) (Liebl et al 1989)
Dleses Medium diente zur Regeneratlon von C glutamzcum Zeilen nach Elektroporatlon

und Zur Selek’aon nach Konjugatlon

Brain-Heart-Infusion 37 gl
Sorbitol 102 g/l
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Zur Herstellung von BHIS-Platten wurden die folgenden Substanzen zugesetzt:

Bacto-Trypton 5 gl
Bacto-Yeast-Extract 2,5 gl
NaCl 5 gl
Bacto-Agar 18 g/l

BHI-Agar wurde getrennt vom Sorbitol autoklaviert. Den Platten wurde Kanamycin in einer

Konzentration von 15 mg/m! und gegebenenfalls Nalidixinséure in einer Konzentration von

50 mg/ml zugesetzt.

Antibiotika
Falls zur Selektion Antibiotika notwendig waren, wurden diese in Form von sterilfiltrierten

Stammiosungen den auf 60°C abgekihlten, autoklavierten Medien zugesetzt.

Ampicillin-Stammldsung: 50 mg/ml
. Endkonzentration im Medium: 50 pg/ml
Kanamycin-Stammlésung; 50 mg/mi
Endkonzentration im Medium: 50 pg/ml
Nahdixin-Stammlidsung: 50 mg/ml in 0,4 N NaOll
Endkonzentration im Medium: 50 ug/ml

Chloramphenicol-Stammlésung: 30 mg/mi in 100%igem Ethanol
Endkonzentration im Medium: 30 pg/m!

Die Kultivierung von E. coli erfolgte als Flussigkultur in Reagenzrohrchen oder in
Erlenmeyerkolben mit Schikanen unter Schiitteln bei 37°C. C glutamicuin wurd_e in den
gleichen Gefillen unter Schiitteln bel '30°C inkubiert. Zur Stammhaltung von Bakterien
wurden 700 ul exponentiell wachsende Bakterienkultur mit 300 pl Glycerin gemischt und
bel -70°C gelagert. Zur Replikaplattierung wurden die Kolonien einer Vollmedium-Agar-

Platte auf ein steriles Samttuch tibertragen, mit welchem anschlieBend eine Minimalmedium-

Agar-Platte beimpft wurde.
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4. Quantifizierung von Acetat und Lysin

Acetat wird durch das Enzym Acetyl-CoA-Synthetase mit ATP und freiem CoA zu
Acetyl-CoA umgesetzt. Das Acetyl-CoA wird durch die Citrat-Synthase mit Oxalacetat zu
Citrat kondensiert. Das fur letztere Reaktion benttigte Oxalacetat wird durch das Enzym
Malat-Dehydrogenase aus Malat gebildet. Gleichzeitig wird durch dieses Enzym dabei NAD
zu NADH reduziert. Die Menge an gebildetem NADH kann photometrisch bestimmt werden
und entspricht der in den Test eingeseizten Acetat-Menge. Die Acetat-Konzentration im
Kulturitberstand wurde mit dem beschriebenen Testprinzip unter Anwendung eines von der
Firma Boehringer Mannheim veririebenen Kits ermittelt.

Die Lysinbestimmung erfolgte nicht-enzymatisch mittels HPLC. Zu Analysenbeginn
wurden zunichst die primdren Aminogruppen des Lysins mit o-Phtalaldehyd zu
fluoreszierenden, thiosubstituierten Isoindolen derivatisiert. Die Derivate wurden aufgrund
ihrer unterschiedlichen Hydrophobizitét durch Reversed-Phase-HPLC auf einer HPLC-
Anlage vom Typ Hewlett Packard HP 1090 aufgetrennt (Lindroth und Mopper, 1979; Jones
und Gilligan, 1983). Zur Trennung wurde eine Hypersyl ODS C-18 Sdule mit 0,1 M
Natriumacetat pH 7,2 als Laufinittel 1 und Methanol als Laufmittel 2 verwendet. Es wurde
jeweils ein Volumen von 2 ul injiziert, bei einer Durchflufrate von 0,5 ml/min, einer

Temperatur von 40°C, einem maximalen Druck von 400 bar und einer Laufzeit von 12 min.

5. Enzymaktivititen, Proteinchemie und Kinetik

5.1. Bestimmung der spezifischen Aktivitdten von Acetat-Kinase, Phospho-
transacetvlase, Isocitrat-Lyase; Malat-Synthase und Isocitrat-

Behydrogenase

Herstellung von Zellextrakte

Die Zellen wurden in 60 ml Medium in 500 ml-ErIenmeyer Kolben mit Schikanen bis zur
_g_:qunen_tiellen Phase geziichtet, zweimal mit 20 ml 50 mM Tns/HCl pH 7,6.gewaschen, 1n 1
ml dieses Puffers resuspendiert und in 1,5 ml Eppendorf ReaktionsgefaBe uberfuhrt. Fiir
i_CL—Messungen wurden der Suspension 5 mM DTT, 15 mM MgCly und 1 mM EDTA
.z.ugesetzt. Zur Messung von AK bzw. PTA wurden 5 mM Cystein, 5 mM MgCly und
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30% Glycerin hinzugegeben. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Ultraschalldesintegrators
(Branson Sonifier W-250) bei emner Puisfrequenz von 20% und einer Leistung von 30 W fiir
10 min (£. coli: 2 min) aufgeschlossen. Nach Zentrifugation bei 13000 rpm (=13226 x g) in
einer Sigma 2K15 Zentrifuge und 4°C wurde der Ub_erstand Zur Enzymaktivitétsbestimmung

verwendet,

Acetat-Kinase-Test
Die Acetat-Kinase katalysiert folgende Reaktion:

Acetat + ATP Acetylphoshat + ADP

Zur Bestimmung der AK wurde ein gekoppelter Test nach Stohhicker (1990) verwendet.
Das Prinzip dieses gekoppelten Testes beruht darauf, daB Acetat in Anwesenheit von ATP
und AK zu Acetylphosphat umgesetzt wird. Das bei dieser Reaktion entstandene ADP wird
mittels PEP und dem Enzym Pyruvat-Kinase zu ATP phosphoryliert. Pyruvat, welches
neben dem ATP gebildet wird, wird in Anwesenheit von NADH und Lactat-Dehydrogenase
zu Lactat reduziert. Durch die Abnahme an NADH kann die Reaktion photometrisch bei 340
nm verfolgt werden. Der Testansaiz enthielf in einem Volumen von 1 ml 50 mM Tris/HCI
pH 7,6, 5 mM MgCly, 3 mM ATP, 3 mM PEP, 0,3 mM NADH, 7 U Pyruvat-Kinase, 10 U
Lactat-Dehydrogenase, 340 mM Na-Acetat sowie geeignete Verdiinnungen an Zellextrakt.

Phosphotransacetylase-Test (modifiziert nach Brown et a/., 1977)
Durch die Phosphotransacetylase wird die folgende Reaktion katalysiert:

Acetyiphosphat + CoA Acetyl-CoA + P

Acetyl-CoA besitzt im Gegensatz zu frelem CoA ein Absorptionsmaximum bei 232 nm.
Dies macht man sich sowohl bei der Messung der PTA-Aktivitit als auéh der MSY-Aktivitit
(s. u) zunutze. Durch Messﬁng der .'Extinktionszunahme bei 232 nm .k.ann.die Menge an
gebﬂdetem Acetyl -CoA bestimmt werden. Der Testansatz zur Bestxmmung der PTA enthielt
in einem Volumen von 1 ml 100 mM Tns/HCl pH 7.6, 5 mM MgCly, 0,5 mM Cystein,
20 mM NH4CI 3 mM COA 20 mM Acetylphosphat und geeignete Verdunnungen an
:.Zellextra,kt
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Isocitrat-Lyase-Test
Die Isocitrat-Lyase katalysiert die folgende Reaktion:

Spaltung

Isocitrat Succimat + Glyoxylat
Kondensation

Test der ICL-Spaltungsreaktion

‘Das in der Reaktion gebildete Glyoxylat wurde unter Oxidation von NADH mittels Lactat-
Dehydrogenase zu Glycolat reduziert (Warren, 1970). Die Abnahme an NADH kann
photometrisch bei 340 nm bestimmt werden. In einem Volumen von 1 mi enthielt jeder
Testansatz 50 mM MOPS/NaOH pH 7,3, 5 mM DTT, 15 mM MgCly, 1 mM EDTA, 5 mM
threo-Dg-Isocitrat, 0,2 mM NADH, 18 U Lactat-Dehydrogenase (Isoenzym 1 aus
Schweineherz) sowie Zellextrakt bzw. gereinigte ICL.

Eine Modifikation des Tesis von Dixon und Kornberg (1959) wurde verwendet, um
Temperatui- sowie pH-Optimum der ICL zu bestimmen. In einem Volumen von 1 ml
enthielt der Testansatz 15 mM MgCly, 3,4 mM Phenylhydrazin-Hydrochlorid, 5 mM threo-
Dg-Isociirat, ICL und die unten angegebenen Puffer. In diesem Test wird aus Glyoxylat und
Phenylhydrazin  nichi-enzymatisch ~ Phenylhydrazon gebildet. . Der Verlaul der
Phenylhydrazonbildung wurde im Photometer bei 430 nm aufgezeichnet. Zur Bestimmung
des pH-Optimums wurden 50 mM Kdliumphosphat—?uﬁer pH 6,0-7,3 bzw. 50 mM
MOPS/NaOH pH 6,7-8,0 verwendet. Die Ermittlung des Temperaturoptimums erfolgte
zwischen 20°C und 60°C in 56 mM MOPS/NaOH pH 7,3.

Test der ICL-Kondensationsreaktion (MacKintosh et al., 1988)

‘Zur Bestimmung der ICL-Kondensationsreaktion wird das von der ICL gebildete Isocitrat
durch die 1C-DH unter Reduktion ‘von NADP zu- 2-Oxoglutarat oxidiert. Der
Reaktionsverlauf kann photometrisch durch die Bildung von NADPH bei 340 nm verfolgt
werden. Der Test enthielt in einem Volumen von 1 ml 15 mM MgCly, 5 mM Succinat, 1

‘mM Glyoxylat, 2 mM NADP, 1U IC-DH (Schweineherz) und geremigte ICL. - S
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Malat-Synthase-Test
Die Malat-Synthase katalysiert die folgende Reaktion:

Glyoxylat + Acetyl-CoA >  L.Malat + CoA

Zur Bestimmung der MSY-Aktivitdit wurde ein modifizierter Test nach Dixon und
Kornberg (1959) verwendet. In einem Volumen von 1 ml enthielt der Testansatz 50 mM
Tus/HCI pH 7,6, 40 mM MgCly, 2 mM Na-Glyoxylat, 0,15 mM Acetyl-CoA und
Zellextrakt bzw. gereinigte MSY. Es wurde die Extinktionsabnahme bei 232 nm verfolgt, die

sich aufgrund der Spaltung der Thioesterbindung von Acetyl-CoA ergibt.

Isocitrat-Dehydrogenase-Test

Von der Isocitrat-Dehydrogenase wird die folgende Reaktion katalysiert:
Isocitrat + NADP ——— > 2-Oxoglutarat .+ NADPH + CO»y

Zur Messung der IC-DH Aktivitdt in Zellextrakten von C. glutamicum wurde ein
modifizierter Test nach Nachlas et a/ (1963) verwendet. In einem Volumen von 1 ml
enthielt der Test 100 mM Tris/HCl pH 7,6, 1 mM MnSOy4, 0,66 mM NADP, 1 mM threo-
Dg-Isocitrat und geeignete Verdiinnungen an Zellextrakt. Die Zunahme des in der IC-DH

Reaktion gebildeten NADPH wurde photometrisch bei 340 nm bestimmt.
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Bei dieser Methode wird die Proteinkonzentration durch die Bildung von Amid-Kupfer-
Chelatkomplexen bestimmt, welches, mit einer Extinktionszunahme bei 580 nm einhergeht.
Zur Proteinbestimmung wurden geeignete .Verdunnungen der ‘Rohextrakte bzw. der
gereinigten Enzyme in einem Volumen von 1 mi hergestellt und durch Zugabe von 200 pl
Trichloressigsdure (3-M) . das Protein ausgefillt. Nach Losen des Proteins in 100 1l Aqua
dest. und Zugabe von 1 ml Biuret-Reagenz wurde die Probe fiir 30 min im Dunkeln
inkubiert und anschlieBend deren Extinktion bei 580 nm bestimmt. Anhand einer parallel

dazu ersteliten Eichgerade konnte der Proteingehalt der Proben angegeben werden.
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5.2. Reinigung von Isocitrat-Lyase und Mala¢-Synthase aus C. glutamicum

Zur Reinigung von ICL bzw. MSY aus C. glutamicun wurden 60 ml einer in CgC-Acetat-
Medium wachsenden Kultur verwendet. Alle Puffer zur Aufreinigung von ICL enthielten 5
mM DDT, 5 mM MgCly und 1 mM EDTA. Die Zellen wurden zweimal mit 20 mf 50 mM
Morpholinoethansulfonsaure (MES)/NaOH pH 6,0 gewaschen und in 1 ml des gleichen
Puffers nach Zugabe von 5 U/mi DNase, 15 pg/ml RNase und 100 pM
Phenylmethylsulfonyl-Fluorid (PMSF) resuspendiert. Aufschlufl der Zeilen und Entfernen
'v'o._n .:Zelltrummem erfoigte wie unter Herstellung von Zellextrakten” beschrieben. Alle
Aufreinigunsschritte wurden bei 4°C durchgefithrt. Die Zellextrakte wurden mit 50 mM
MES/NaCH pH 6 auf 10 ml verdiinnt. Nach 2 h Ultrazentrifugation bei 183000 x g wurde
der Uberstand auf einer FPLC Anlage (Pharmacia) mit einer HRS/5 MonoQ}-
Anionenaustauscherséiule chromatographiert. Wihrend der ersten chromatographischen
Aufreinigung wurden ICL bzw. MSY mit einem 0,1-0,4 M NaCl-Gradienten in 50 mM
MES/NaOH pH 6 eluiert. Fir die zweite Chromatographie wurde der Puffer der pariiell
- gereinigten ICL bzw. MSY miitels Ultrafiliration von 50 mM MES/NaCH pH 6 zu 50 mM
Tris/HCI pH 8 gewechselt. Wahrend der zweiten chromatographischen Aufreinigung wurden
ICL und MSY mit einem 0,2-0,5 M NaCl-Gradienten in 50 mM Tris/HCI pH 8 eluiert. In
beiden chromatographischen Trennungen wurde die ICL jeweils vor der MSY von der Saule

eluiert.

5.3. Kinetische Analysen

Zur Bestimmung von Michaelis-Konstanten wurde die doppelt-reziproke Darsteliung von
Substrat-Konzentration —und  Aktivitat nach  Lineweaver-Burk  gewdhlt.  Fur
Effektormessungen wurde bet vier unterschiédlichen Inhibitorkonzentrationen eine apparente
Km-Bestimmung nach Lineweaver-Burk :durchgefithrt. Aus dem Verlauf der Geraden in
Anwesenheit__ eines. Effektors zu der in Abwesenheit eines Hemmstoffs konnte die Art der
Hemmung angegeben werden. Die Inhibitor-Konstanten wurden durch Aufirag der im
Lineweaver-Burk-Diagramm ermittelten Steigungen gegen die Inhibitorkonzentration gemaf3.

der Nomenklatur nach Segel (1975) erhaiten.
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5.4. Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Bestimmung des Molekulargewichts von ICL und MSY sowie zur Bestimmung des
Anteils dieser Enzyme am Gesamtzellprotein wurde eine Elektrophorese unter
denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt (Laemmli, 1970). Es wurde dazu eine Sturdier
SE 400 Apparatur {Hoefer, San Francisco, USA) mit I14cm x 16cm x 1,5 mm Gelen
verwendet. Das Trenngel besaBl ein Volumen von ca. 27 ml und bestand aus 11,3 mi
30%igem Acrylamid/Bisacrylamid (36,5:1), 5,4 ml Glycerin (45%), 6,75 ml Tris/HCI (1.5
M; pH §,8), 3,1 ml A. dest. 0,27 ml SDS (10%), 0,13 ml Ammontumpersulfat (10%) und 13
ul TEMED. Das Saminelgel hatte ein Volumen von ca. 8 ml und émhie}t 1,04 ml 30%iges
Acrylamid/Bisacrylamid (36,5:1), 2 ml Tris/HC1 (0,5 M; pH 6,8), 4,88 ml A. dest., 80ul
SDS (10%}, 40ul Ammoniumpersulfat (10%) und 8pul TEMED. Die Gele wurden bei 8 mA
fiir 14 h laufengelassen. Als Molekulargewichtstandard diente Standardiosung 1 (Bochringer
Mannheim). Zur Bandenfixierung wurden die Gele fur 30 min in 10% Methanol inkubiert.
Die Anfirbung der Proteinbanden erfolgte uber einen Zeitraum von 20 min mittels einer
Serva-Blue Firbelosung (0,05% (w/v) Serva-Blue, 10% Methanol). Zum Entfernen
unspezifischer Farbung wurde das Gel fur 2 h in 10%iger Essigsaure inkubiest.

5.5. N-Terminus-Sequenzierung

Um den N-Terminus von gereinigter ICL bzw. MSY zu bestimmen, wurden diese durch
SPS-PAGE aufgetrennt und durch Elekiroblotting in einer Biometra Fast Blot 33 Aparatur
auf eine Polyvinyliden-Difluorid-Membran (Millipore) tibertragen. Die Proteine wurden
anschiielend in einer Applied Biosystems 477A Sequenzier-Apparatur mit on-line HPLC

(Modell 120) sequenziert.

5.6.  Gelfiltration zur nativen Groflenbestimmung

Die native Grofle von ICL und MSY wurde mittels FPLC auf einer Superdex 200 Siule
(Pharmacia) mit 100 mM Tris/HCI pH 7,6, 100 mM NaCl und 5 mM MgCl, durchgefiihrt.
Zur Grofenbestimmung der ICL entinelt der Puffer zusitzlich 5 mM DTT und 1 mM
EDTA. “Als GroRenstandard dienten Katalase (232000), - Aldolase  (158000),
Rinderserumalbumin (67000) und Ovalbumin (43000).
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6. Isolierung und Reinigung ven DNA

Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Um geringe Mengen Plasmid-DNA aus E. coli zu isolieren, wurde eine modifizierte
Methode der alkalischen Lyse nach Birnboim (1983) verwendet. Es wurden dazu | 1,5 ml
einer Ubernachtkultur durch Zentrifugation sedimentiert und die Zellen anschiieend in
100 pl Lésung A (25 mM Tris/HCl pH 8,0, 50 mM Glucose, 10 mM EDTA) resuspendiert.
Nach Zugabe von 200 ul Lsg. B (1% SDS, 0,2 M NaOH) erfolgte die Lyse der Zellen bei
gleichzeitiger Denaturierung von Proteinen und chromosomaler DNA. Durch Gabe von
150 ul Lsg. C (5 M K-Acetat, 1,8 M Essigsiure) ging bei neutralem pH die Plasmid-DNA
wieder in ihre native, superhelikale Form uber. Mit Hilfe einer Phenol/Chloroform-
Behandlung wurde die Plasmid-DNA von verbliebenem Protein befreit. Nach anschlieBender
Ethanolfillung wurden Ausbeuten von 5 bis 20 ug DNA erhalten.

Um grofle Mengen an sauberem Plasmid zu erhalten {(z. B. zum Sequenzieren) wurde cine
alkalische Lyse, modifiziert nach Sambrook et al. (1989) durchgefuhrt. Bei dieser Methode
wurde Plasmid-DNA aus 70 ml £. coli-Kultur mit entsprechend erhohten Volumina von
Lsg. A, B und C isoliert. Durch Zugabe von 12 ml Isopropanol wurde die Plasmid-DNA
gefilit und anschlieBend der Ansatz fiir 10 min bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 2 ml A. dest. geldst und durch Zugabe von 2 ml LiCly Losung (5 M LiCly;
50 mM Tris/HCI pH 7,5) selektiv RNA ausgefsilt. Nach 15-miniitiger Inkubation auf Eis
erfolgie eine 20-miniitige Zentrifugation bei 4000 rpm und 4°C. Der Uberstand wurde einer
nd der Ansaiz fiir 30 min
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mit 5 pl RNase H (10 mg/mi) inkubiert. Nach zweimaliger Phenolisierung des Ansatzes, und
zweimaliger Chloroform-Behandlung wurde die wissrige Phase mit 1/10 Volumen
Na-Acetat (3 M pH 5,2) versetzt und die Plasmid-DNA durch Ethanol gefailt_ Die DNA
wurde unter Vakuum getrocknet und in _'_100 pl TE-?uffer aufgenommen. Dic.Aus_b_e_:ute lag

bei ca. 200 ug Plasmid-DNA.




22 . Materialien und Methoden

Priparation von Plasmid-DNA aus C glutamicum (Reinscheid et al., 1994)

Coryneforme Bakterten sind aufgrund der Dicke und Zusammensetzung ihrer Zellwand
durch SDS und NaOH allein nicht lysierbar. Aus diesem Grunde muf3 durch Gabe von
Lysozym zundchst die Zellwand abgebaut werden, bevor Plasmid-DINA mittels alkalischer
Lyse gewonnen werden kann. Die Zellen wurden daher bei der Ernte mit TES Puffer
(50 mM Tris/HCL, 5 mM EDTA, 50 mM NaCl, pH 8,0) gewaschen, in 200 il Lsg. A mit
20 mg/ml Lysozym aufgenommen und fiir 2 h bei 37°C inkubiert. Die weiteren Schritte zur
Isolierung der Plasmid-DNA erfolgten wie fir £. coli beschrieben.

Isolierung chromosemaler DNA aus (. glutamicum

Chromosomale DNA aus C ghzfamicum wurde mittels einer modifizierten Methode nach
Meade et a/l. (1982) isoliert. Aus einer Ubernachtkultur wurden 1,5 ml durch Zentrifugation
sedimentiert. Das Pellet wurde in 600 ul TE-Puffer (10 mM Tris/HCl pH 7,6, 1 mM EDTA)
resuspendiert und erneut durch Zentrifugation sedimentiert. Nach Aufihahme des Pellets in
500 pl Lysozym-Losung (15 mg/mi in TE-Puffer) wurde die Suspension fiir 3 h bei 37°C
inkubiert. Anschiiefend wurden 100 pl SDS (10%) zugesetzt, zur Lyse der Zellen der
Ansatz 10 min auf 65°C erhitzt und einer viermaligen Phenol/Chloroform Extraktion

unterzogen. Nach Ethanolfillung wurde die DNA bei 4°C gelagert.

7. Transfermationstechniken

7.1. - Transformation von Plasmid-DNA nach FE. coli

‘Zur Herstellung kompetentier £. coli-Zellen wurde eine Modifikation der von Sambrook et
al. {1989) beschriebenen CaCly Methode verwendet. Eine 50 mi E. coli Kultur in 2 x TY
Medium wurde bei einer optischen Dichte von 0,5 durch Zentrifugation sedimentiert, in
15 ml 70 mM CaCIz, 20 mM MgSOy4 aufgenommen und fiir 30 min bei 0°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen erneut durch Zentrifugation sedimentiert und in 4 ml
70 mM CaClp, 20 mM MgSOy4 resuspendiert. Aliquots wurden mit 20% Glycerin versetzt

ﬁnd_ bet -70°C gelagert.




Materialien und Methoden 23

Fiir die Transformation wurden je 100 pl kompetente Zellen mit der zu transformierenden
DNA versetzt. Nach 30 mintitiger Inkubation in Eiswasser erfolgte bei 42°C fiir 90 sec ein
Hitzeschock, innerhalb dessen die Plasmid-DNA von den Zellen aufgenommen wurde. Die
Regeneration der Zellen und die Ausprigung der Antibiotika-Resistenz fand in je 500 pl
2 x TY Vollmedium statt. Zur Selektion wurden die Zellen éuf LB-Agarplatten mit

geeignetem Antibiotikum ausplattiert.

7.2. Eﬁemmpos‘aiﬁeﬁ voun C. glutamicum

- Die Herstellung kompetenter C. glutamicum-Zellen zur Elektroporation erfolgte nach
einer modifizierten Methode nach Haynes und Britz (1989). Es wurde dazu der
entsprechende Stamm in 500 mi LB, 4 mg/m! Isonicotinsiurehydrazid, 2,5% Glycerin und
0,1% Tween 80 bis zu einer opischen Dichte von 0,5 geziichtet, anschlieBend 20 min auf Eis
inkubiert und durch Zentrifugation bei 4°C sedimentiert. Die Zellen wurden 1 x mit 250 mi,
2 x mit 100 mlund 1 x mit 50 ml 10%igem Glycerin gewaschen, in 2 ml 10%igem Glycerin
aufgenommen, zu je 200 pl auf 1,5 mi-Eppendorf-ReaktionsgefiBe verteilt und bei -70°C
gelagert.

Die Elektroporation von C. glutamicum erfolgte nach einem Protokoll von Liebl et al,
(1989). Die zur Elektroporation verwendeten Kammern wurden zunachst unter UV-Licht
sterilisiert und anschlieBend bei 4°C vorgekthlt. An der Spannungsquelle Zur
Elektroporatlon (Bio-Rad, Gene- Puiser} wurden die foigenden "r‘“msteiiungen vorgenommen
Widerstand : 200 W; Span_nung 2,5 kV; Kapazitat : 25 mF. In eine Elektroporations-
kammer wurden 50 ul kompetente C. glutamzcum-Zellen gegeben und mrt der zu
transformierenden DNA verrm_scht. Nach exfo_lgter__ Elektroporanon__wu_rde der Ansatz mit
0,6 ml BHIS Qe_r_setzt, die Suspension in ¢in Eppendorf—ReaktionsgefaB tberfiihrt und_ fiir 50
min - bei .30°C ﬁnd 125 rpm geschiittelt. Von jedem der Elektroporationansitze wurden

zweimal je 300 pl auf BHIS-Kanamycin-Platten ausplattiert. ..
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7.3.  Konjugativer Transfer von Plasmiden aus F. cofi nach C. glutamicum

Die Konjugation zwischen E. coli und C. glutamicum erfolgte nach einem modifizierten
Protokoll von Schifer et al. (1990). Mit 50 ul Ubernachtkultur eines rekombinanten . coli
S17-1-Donorstammes wurden 5 ml 2 x TY inokuliert. Nachdem die Donorkultur eine
optische Dichte von 1 erreicht hatte, wurde sie flir 10 min auf Eis inkubiert. Der C
ghirtamicym-Rezipient wurde uber Nacht in 70 ml 2 x TY geziichtet und anschlieBend zur
Inaktivierung des Restriktionssystems fir 9 min bei 48,5°C inkubiert. Es wurden 1 ml Donor
mit 3 ml Rezipient in einem Greiner-Réhrchen gemischt und durch Zentrifugation
sedimentiert. Die Zellen wurden in 150 pl LB-Medium resuspendiert und auf einen
Zellulosenitratfilter (25 mm Durchmesser; 0,45 um PorengroB3e), der auf einer LB-Platte lag,
tibertragen. Die Suspension wurde 20 h bei 30°C inkubiert, anschlieBend der Filter in ein
Eppendorf-Reakiionsgefif} iiberfiihrt und die Zeilen mit 600 pl LB Medium abgeschwemmt.
Es wurden jeweils 300 pl auf BHIS-Platten ausplattiert, denen das Antibiotikum
Nalidixinsiure zum Abtodten des E. cofi-Donors und Kanamycin zur Selektion von pSUP301

tragenden C. glutamicum-Stdmmen zugesetzt worden war,

8. Analyse und Rekombination von DNA

8.1. Restriktion und Modifikation von DNA

Bei analytischen Restriktionen wurden ca. 100 ng DNA in einem Volumen von 10 ul fir
60 min geschnitten. Die eingesetzte enzymatische Aktivitdi betrug 1 U. Fur praparative
Re.stri_ktionen wurden 2 -3 1ig DNA in 50 pl mit ca. 20 U enzymatischer Aktivitét flir 90 min
geschnitten. War eme Restriktion ﬁ'lit verschiedenen Enzymen erforderlich, die in
tinte_rschiedli_chen Puffersystemen ihre optimale Aktivitat zeigten, so erfolgte zwischen den
verschiedenen Restriktiéneh eine Filiung der DNA durch Ethanol. Zur Modifikation
uberhangender 5'-Enden Wurden diese miitels Klenow-Polymerase zu glatten Enden
aufgefiillt und iberhingende 3'-Enden mit dem gleichen Enzym zu glatten Enden abgebaut
(Sambrook et al., 1989). Vektor-DNA wurde mit alkalischer Phosphatase behandelt, um die
Rezirkularisierung in einer Ligation zu verhindern. Das Einbringen von DNA in linearisierte

Vektoren erfolgte mit Hilfe der DNA-Ligase des Bakteriophagen T4.
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8.2. Seguenzierung ven BNA

Die Sequenzierung der DNA erfolgte jeweils nach der Kettenbabbruchmethode von
Sanger et al (1977). Zur nicht-radioaktiven Sequenzierung wurden zunichst
Deletionsplasmide konstruiert, die anschlieBend mit Fluoreszenz-markierten Primern
sequenziert wurden. Die radioaktive Sequenzierung erfolgte nach einem als 'Primer
Walking” bezeichneten Verfahren (Sambrook et af., 1989). Bei dieser Methode werden
anhand der Sequenzinformation des bereits sequenzierten = Bereiches -neue Primer

synthetisiert, um von diesen ausgehend weiterzusequenzieren.

Herstellung von Deletionsplasmiden

Deletionsplasmide wurden mit Hilfe des 'Erase-a-base’-Kits von Promega (Madison,
Wisconsin) erzeugt. Die Plasmid-DINA wurde zunichst mit einem 3'-Enden-erzeugenden
sowie einem 5'-Enden-erzeugenden Restriktionsenzym geschnitten und anschlieBend durch
Zusatz von Ethanol gefalit. Nach Trocknung der verdauten DNA wurde diese in 50 ul
BExo Hi-Puffer (66 mM Tris/HCI pH 8, 7 mM MgClp) aufgenommen und mit 1,4 pl
Exonuklease III (250 U) versetzt. Exonuklease IIf baut DNA an ihren 5'-iiberhidngenden
Enden ab, wohingegen 3™-iiberhingende Enden vor dem Abbau geschitzi sind. Zum Stop
der Exonuklease I1I-Reaktion wurden in 30 sec. Abstinden jeweils 2,5 pl Aliquots dem
Ansatz entnommen, in 7,5 ut 81 Mix (60 U S1 Nuklease in 40 mM K-Acetat; 0,34 M NaCl;
1,4 mM ZnSQy4; 5% Glycerin; pH 4,6) tberfilbrt und auf Eis geiagert._ Um einzelstringige
DNA abzubauen, wurden die Ansitze flir 30 min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 1 pl S1 Stop-Puffer (0,3 M Tris; 0,05 M EDTA) beendet. Zum Auflilen
iiberhangender Enden wurden die Ansitze einer Behandlung mit Klenow-Polymerase

unterzogen, anschlieBend ligiert und in den E. coli-Stamm DHS transformiert.

Nichi-Radioaktive Sequenzierung

..Die Sequenzierung der Plasmid-Delefionskonstrukte erfolgte unter Verwendung des
"AutoRead’ Sequenzierungs-Kits von Pharmacia. Zur Denaturierung der DNA wurden
einem Volumen von 10 pl insgesamt 6 pg DNA mit 2 pl Fluoreszenz-Primer (Sequencing
oder Reverse Sequencing) -und. .1 pl NaOH (1 M) vermischt und flir 5 min bei 70°C
inkubiert. Zur Anlagerung des Primers wurden dem Ansatz 1 pl HCI (1 M), 2 ul
Magemngspuﬁ‘er und 3 pl Dimethylsulfoxid zugesetzt und dieser flir. 15 min bei 37°C
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inkubiert. Zum Start der Kettenabbruchreaktion wurden I pl Polymerisationspufler und 2 pl
T7 DNA-Polymerase (3 U) zugesetzt, je 4,5 pl dieses Ansatzes mit 2,5 ul
Desoxy/Didesoxy-Mix vermischt und der Ansatz fiirr 5 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 5 ul Stop-Losung beendet, die Proben bei 80°C denaturiert und bis
zur Verwendung auf Eis gelagert. Die elekirophoretische Aufirennung erfolgte mit einer
ALY. (automated laser fluorescent) DNA-Sequenzier-apparatur (Pharmacia). Zur
Herstellung des Sequenzgels wurden 16 ml 30%iges Acryamid/Bisacrylamid (19:1), 33,6 g
Harnstofl (Ultra Pure) und 0,5 g Ionenaustauscher (Serdolit, Serva) gemischt und mit A.
L

dest. auf 70 ml aufgefiillt. Nach
mit 0,45 pm Durchmesser filiriert, anschlieBend 4,8 ml 10 x TBE (1 M Tris, 0,83 M
Borsiure, 10 mM EDTA) zugesetzt und der Ansatz mit A. dest. auf 80 ml aufgefiilit. Die
Polymerisation des Gels erfolgte nach Zugabe von 70 pl TEMED und 280 pl 10%igem

Ammontumpersulfat.

Radioaktive Sequenzierung

Zur radioaktiven Sequenzierung mittels 'Primer Walkings” wurden die unten aufgelisteten
Primer verwendet. Die Sequenzierung ﬁurde mit einem Sequenase Sequenzierungs-Kit
(USB) und o-{35S]-dATP {Amersham) durchgefiihrt. Zur Denaturierung der DNA wurden
2 ug DNA mit 40 il Denaturierungspuffer (0,2 M NaOH) versetzt und fiir 5 min bei RT
inkubiert. AnschlieBend wurden 4 pi Neutralisierungspuffer (2,5 M NHg-Acetat pH 4,6) und
100 pl absoluter Ethanol (-20°C) zugesetzt und der Ansatz bei -70°C fiir 10 min inkubiert.
Nacfl__ lo-ﬁﬁnutiger Zentrifugation bei 13000 rpm 'und 4°C wurde das Pellet mit 1 ml
70%i_g_em Ethanol (-20°C) tgé_waschen, ersteut fiir 10 min bei 13000 pm und 4°C
etrocknet. Zur Anlagerung des Primers wurde die
denaturierte DNA mit 1 pl Primer und 2 pl Reaktionspuffer (0,2 M Tris/HCI pH 7,5, 0.1 M
MgCly; 0,25 M NaCl) versetzt, mit A. dest. auf 10 pl aufgefiillt und fiir 20 min bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde gestartet durch Zugabe von 1 ul DTT (0,1 M), 2 i
Markierungs-Mix (je 7,5 uM dGTP, dCTP, dTTP), 0,5 ul a-[33S]-dATP (5 uCi) und 2 ul
Sequenase. Nach S-miniitiger Inkubation bei RT wurden zur Kettenabbruchreaktion je 3,5 pl
dem Ans_atz entnommen und in vier Geféifle mit unterschiedlichen Terminaiions-Mixen (je
80 uM .:dNTP, 8 uM ddNTP, 50 mM NaCl) ﬁb_erﬁjhrt. Nach 5 min I.nkubation bei 37°C
wurde die Reaktion durch Zugabe véln 4 ;.iI Stop-Lésung (95% Formamid; 20 mM EDTA,
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0,05 % Bromphenolblau; 0,05% Xylen Cyanol FF) beendet. Die Proben wurden fiir 3 min
bei 95°C denaturiert und bis zur Verwendung auf Eis gelagert. Zur gelelektrophoretischen
Aufirennung der Sequenzreaktion wurde ein Polyacrylamid Sequenzgel nach den Angaben
von Sambrook et al. (1989) hergestellt. In einem Voilumen von 100 mi enthielt dies 42,04 g
Harnstoff, 20 ml 30%iges Acrylamid/Bisacrylamid {19:1), 10 m{ 10 x TBE (108 g Tris, 55 g
Borsidure, 7,4 g EDTA), 600 ul 10%iges Ammoniumpersulfat und 100 ul TEMED.

Primer zur Sequenzierung von aceA:

(die Primer liegen in Abbildung 5 in dem Bereich von bp 961 bis bp 2059)

ACEl: GTCCTACGCACCATACGCAGA  ACES: CACATCTCACACGATAGG
ACE2: GGAGCCACTATCGACTACGCG  ACE6: CTATCGTGTGAGATGTG
ACE3: ACGAGAGCTGCAGACAG ACE7: AGCGCACCAATGAGATC
ACE4: ACTACGGCATGTTCGAC

Primer zur Sequenzierung von orfZ:

(die Primer liegen in Abbildung 7 in dem Bereich von bp 371 bis 1350

ORF1: TGATCGGTGTAGTAGCG ~ORF4: AATCCGCAGGCTCTCGCA
ORF2: GTGATGTCGGCGATATAG = ORF5 TCCAACATGAGCTCATC

ORF3: AGTGCTGCTGCCTGTGAT ORF6: AGTACGTTGTGCACGATA -

Herstellung von Primern zur Sequenzierung
Die Synthese von Oligonukleotiden zur DNA-Sequenzierung wurde mit einem Gene

1985). Nach Beendigung der

DNA-Synthese wurden die Oligonukleotide durch 16-stiindige Inkubation in 1 ml 30%iger
Ammoniaklosung bei 50°C von der Séule eluiert. Zur Reinigung der Oligonukieotide wurde
eine NAP-10 Siule (Pharmacia) mit 15 ml A. dest. dquilibriert und die Oligonukleotidlosung
aulgetragen. Die Oligonukleotide wurden mit 1,5 ml A. dest. von der Séule eluiert und die
Menge der gereinigten DNA photometrisch bei 260 nm bestimmt. Eine Extinktion bei 260
nm von 1 und einer Kitvettenschichtdicke von 1 cm entspricht einer einzelstringigen DNA-

Menge von 33 ug/ml (Sambrook et al., 1989). B
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8.3. Southern-Blot-Analyse

Zur Analyse von DNA durch Southern-Hybridisierung wurde die zu untersuchende DNA
zunidchst mit den gewiinschten Restriktionsenzymen geschnitten und anschlieBend
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die im Gel befindlichen DNA-Fragmente wurden nach
einer modifizierten Methode von Southern (1975) zundchst denaturiert und anschlieBend auf
einen Filter dbertragen. Mit Hilfe eines DIG DNA Labeling and Detection Kits” von
Boehringer Mannheim wurden digoxigenin-markierte DNA-Sonden hergestellt und gegen
die DNA-Fragmente auf dem Filter hybridisiert. Durch ein enzymatisches Verfahren konnten

die DNA-DNA-Hybridisierungsbanden auf dem Filter sichtbar gemacht werden.

Auftrennumg der DNA und Ubertragung auf einen Filter (Southern, 1975)

Nach Restriktionsverdau der DNA wurde diese auf einem 0,8%igen Agarosegel
aufgetrennt. Der Laufpuffer der Elektrophorese bestand aus 40 mM Tris/HCl pH 8; 10 mM
Na-Acetat; 1 mM EDTA. Das Agarosegel wurde in Laufpuffer angesetzt. Der
10 x Ladepuffer bestand aus 0,25% Bromphenolblay, 0,25% Xylencyanol und
30% Glycerin. Durch vakuumunterstiitzie Diffusion nach einer Methode von Gross et o/,
{1988) wurde die im Gel enthaltene DNA auf einen Nylonfilter (Nytran N13, Schieicher und
Schill) Gbertragen. Dazu wurde das Gel fur jeweils 10 min mut den folgenden Losungen
tiberschichiet: Depurinierungslésung (0,25 M NaOH), Denaturierungslosung I (0,5 M
NaOH; 1,5 M NaCl} und Neutralisierungslosung I (1,0 M Tns/HCI pH 5,0; 2,0 M NaC(l).
Nach Uberschichten des Gels mit Transfer-Losung (0,3 M Na-Citrat pH 7,0; 3,0 M NaCl)
wurde die. DNA innerhalb von 60 min auf den Filter Gbertragen. Der Nylonfilter wurde 5 min

bei RT getrocknet und. die DNA durch 3-miniitige UV-Bestrahlung bei 366 nm auf dem

Filter fixiert. -

Hybridisierung der DNA gegen eine spezifische BDNA-Sonde - (Southern, 1975) -

Die Hybridisierung der DNA gegen spezifische DNA-Sonden wurde nach einem im ‘DIG
DNA Labeling and Detection Kit’ enthaltenen Protokoll .durchgefithrt. Der Filter wurde
zundchst mit 70 mil Priahybridisierungs-Losung (0,1% Na-Laurylsarcosin, 0,02% SDS,
1% Blocking Reagenz, 5 x S8C: 0,75 M NaCl, 75 mM Na-Citrat pH 7,0) bei 68°C fiir 8 h
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inkubiert und anschlieBend mit Hybridisierungslosung (10 ml Prahybridisierungsiosung plus
500 ng frisch denaturierte, digoxigenierte Sonde) bedeckt. Die Hybridisierung erfolgte fiir
10 h bei 68°C. '

Nachweis der Hybridisierungsbanden

Zur Detektion der DNA-DNA-Hybridisierungsbanden wurde der 'DIG DNA Labeling and
Detection Kit” von Boehringer Mannheim verwendet. Zum Entfernen von nicht gebundener
Sonde wurde der Filter zweimal fir 8 min bei RT in je 100 mi 2 x SSC, 0,1 % SDS und

zweimal fur 20 m

je 100 ml 0,1 x SSC, 0,1% SDS inkubiert. Die folgenden

SAMEL VS Lud O T o
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Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefithrt. Der Filter wurde in Puffer 1 (150 mM
Tris/HCI pH 7,5, 150 mM NaCl) gewaschen und fiir 30 min 20 ml Puffer 1 plus 0,5%
Blocking Reagenz inkubiert. AnschlieBend wurde erneut mit Puffer 1 gewaschen und nach
Zugabe von 25 ml Puffer 1, dem 5 pl Antikdrper-Konjugat zugesetzt worden war, der
Ansatz fiir 30 min inkubiert. Das nichi gebundene Antikorper-Konjugat wurde durch
zweimalige, 15 miniitige Inkubation des Filters in 100 ml Puffer 1 entfernt. Der Filter wurde
it 20 ml Puffer 2 (100 mM Tris/HCI pH 9,5, 100 mM NaCl, 50 mM MgClp) fiir 2 min
aquilibriert und anschliefend in 10 ml frisch angesetzter Farbelosung (45 pl NBT Losung,
35 pul X-Phosphat Losung in Puffer 2) im Dunkeln inkubiert, bis die zu detekiierenden
Banden eine ausreichende Intensitit aufwiesen. Die Reakiion wurde beendet, indem der
Filter fiir 5 min mit 50 ml TE pH 8,0 gewaschen wurde. Die Membran wurde in nassem

Zustand fotografiert.

Herstellung einer digoxigenin-markierten BNA-Prebe:

.Zur Hersteliung der digoxigenierten aced-Sonde wurde ein aced-tragendes 1,5 kb Bglli-
Bfii-Fragment und zur Herstellung der aceB-Sonde ein aceB-tragendes 0,8 kb Smai-Kpni-
Fragment aus dem Plasmid pACB-35 isoliert. Durch BamH1-Verdau des Plasmids pACB-17
wurde aus diesem eine orfZ-tragende 0,9 kb-Bande isoliert. Die Markierung der DNA-
Fragmente erfolgte mit dem-von Boehringer vertriebenen ‘DIG DNA Labeling and
Detection Kit':
el g des zu markierenden Fragmentes wurde 10 min bei 95°C in einem Heizblock zur
Denaturierung der DNA inkubiert. Anschliefend wurden 2 pl Hexanukleotid-Gemisch sowie
2 ul dNTP-Markierungs-Gemisch zugegeben, der Ansatz auf 19 pl mit A. dest. aufgefulit

und die nicht-radioaktive Markierung durch Zusatz von 1 pl Klenow-Polymerase (2 U)
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gestartet. Der Ansatz wurde Gber Nacht bei 37°C inkubiert und die Reaktion durch Gabe
von 2 ul EDTA (0,2 M; pH 8,0) beendet. Zur Fallung der DNA wurden 2 pl LiCl (5 M) und
75 ul 100%iger Ethanol (-20°C) zugesetzt, der Ansatz gemischt und Gber Nacht bei -20°C
inkubiert. Nach 15 min Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C wurde das Prazipitat mit
100 pl 70%igem Ethanol (-20°C) gewaschen. Das Pellet wurde 5 min unter Vakuum
getrocknet und anschlieBend in 40 pl 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 7,6 aufgenommen.

0.1. Isolierung von RNA aus C. glutamicum (Schwinde et al., 1993)

Vor Verwendung der zur RINA-Isolierung benotigten Gefiifie und Losungen wurden diese
zur Inaktivierung von RNasen zweimal autoklaviert. Zur Isolierung von RNA aus C
glutamicum wurden die Zellen bei 30°C in 2 x TY-Vollmedium bis zu einer optischen Dichte
von maxiimal 4 wachsengelassen, 10 min in Eiswasser imkubiert und anschlieBend 5 min bei
4000 rpm und 4°C sedimentiert. Die Bakterien wurden in 10 ml eiskaltem Waschpuffer
(50 mM Tris/HCI pH 6,6; 50 mM NaCl) resuspendiert und erneut fiir 5 min bei 4000 rpm
und 4°C sedimentiert. Nach Resuspension in 5 ml 60°C heiBem Aufschiuflpuffer (10 mM
Na-Acetat pH 5,0; 1% SDS) wurden 5 ml 60°C heifles, wassergesittigtes, saures Phenol
zugegeben, Der Ansatz wurde fiir 10 min unter gelegentlichem Schiitteln bei 60°C inkubiert,
anschlieBend 10 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Falcon-Gefafl Uberfuhrt. Die Phenolextraktion wurde insgesamt dreimal wiederholt. Zur
Fallung der RNA wurde nach der letzten Phenol-Behandlung der wassrige Uberstand mit
0,1 Volumen Na-Acetatpuffer (3,0 M pH 5,2; eisgekiihlt) sowie 2,5 Volumen absolutem
Ethanol (-20°C) versetzt und fur 2 h bei ;20°C inkubiert. Nach 10-miniitiger Zentrifugation
bei 4°C und 5000 rpm wurde das Prazipitat mit 5 ml 70%igem Ethanol (-20°C) gewaschen,
erneut fiir 10 min bei 4°C mit 5000 rpm zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes
5 min unter Vakuum getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 100 ul A. dest., dem 2 pl

RNasin (80 U) zugesetzt worden waren, resuspendiert. -
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9.2. - Northern-Blot-Analyse

Um RNA durch Northern-Hybridisierung zu analysieren, wurde diese zundchst unter
denaturierenden Bedingungen nach einer Methode von Alwine et al. (1977) auf einem
Agarosegel aufgetrennt und anschlieBlend auf einen Filter ibertragen. Mit Hilfe eines DIG
RNA Labeling Kits' von Boehringer Mannheim wurden digoxigenin-markierte RNA-Sonden
hergestellt und gegen die auf dem Filter befindliche RNA hybridisiert. Durch ein
enzymatisches Verfahren, wurden die RNA-RNA-Hybridisierungsbanden in einer

(SR L] § ) ATELY

Farbreaktion sichtbar gemacht.

Auftrennung der RNA und Uberiragung auf einen Filter

Die RNA wurde in einem Formaldehyd-enthaltenden 0,8%igen Agarosegel aufgetrennt,
das nach einem Protokoll von Alwine et af. (1977) hergestellt worden war. Es wurden dazu
20 ml 5 x RNA-Puffer (0,2 M MOPS, 50 mM Na-Acetat, 10 mM EDTA) mit 63 ml A dest.
und 0,8 g Agarose gemischt, aufgekocht und nach Abkithlen auf 50°C der Losung 17 mi
deionisiertes Formaldehyd zugesetzt. Als Laufpuffer diente 1 x RNA-Puffer. Der RNA-
Ladepuffer setzte sich aus 75p! Formamid, 30 pl Formaldehyd, 30 pi 5 x RNA-Puffer, 15 pl
10 x Ladepuffer (0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol, 30% Glycerin) und 1 pl
Ethidumbromid (10 mg/ml) zusammen. Die gelelektrophoretisch aufgetrennte RNA wurde
vakuumunterstiitzt nach einer Methode von Gross et al. (1988) auf eine Nylonmembran
ibertragen. Dazu wurde das Gel fiir jeweils 10 min mit A dest., Denaturierungsiosung il
(50 mM NaOH; 10 mM NaCl) und Neuiralisierungsiosung II (100 mM Tris/HCI pH 7,4)
bedeckt. AnschlieBend wurde das Gel mit Transfer-L&')sung (0,3 M Na-Citrat pH 7,0:3.0 M
NaCl) uberschichtet und innerhalb von 60 min die RNA auf den Filter ubertragen. Die

Nylonmembran wurde zwischen Whatman-Papier getrocknet, die transferierte RNA fur

3 min mit UV (366 nm) fixiert und der Filter fiir 2 h bet 80°C inkubiert.
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Hybridisierung der RNA gegen eine spezifische RNA-Sende (Alwine et al., 1977)

Zur Hybridisierung wurde die Membran fiir 8 h bei 46°C in 80 ml Prihybridisierungsidsung
IT (1 x SSC; 50% (v/v) Formamid; 0,1% (w/v} Natriumlaurylsarcosin; 0,02% (w/v) SDS;
5%. Blocking-Reagenz) inkubiert. AnschlieBend wurde die Prihybridisierungsitsung gegen
7 mi Hybridisierungslosung (Prahybridisierungslosung mit frisch denaturierter RNA Sonde)

ausgetauscht und der Ansatz iiber Nacht bei 46°C inkubiert.

Nachweis der Hybridisierungsbanden
Die Detektion der RNA-Banden erfolgte in der bereits beim Southern-Blot beschriebenen
Weise.

Herstellung einer digoxigenin-markierten RNA-Probe

Zur Herstellung emer digoxigenin-markierten aced-Sonde wurde ein BamHI-Smal
Fragment des aceA-Gens in den mit Xfoll-Nrul geschnittenen Vektor pGEM3Z (Promega,
Heidelberg) ligtert und das resultierende Plasmid mit Sa/l geschnitten. Um eine digoxigenin-
markierie Sonde des aceB-Gens herzustellen wurde ein EcoRI-Sall Fragment des aceB-
Gens in den mit EcoRI-Sall geschnittenen Vektor pGEM4Z (Promega, Heidelberg) hgiert
und das Konstrukt mit LcoRI geschnitten. Die Markierung der Fragmente erfolgte mit dem
von Boehringer Mannheim vertriebenen ‘DIG RNA Labeling and Detection Kit” .

Jeder Markierungs-Ansatz enthielt in einem Volumen von 20 ul: 1 pg linearisierter DNA,
0,5 ul (ca. 20 U) RNase-Inhibitor, 6 ul ATP-, CTP-, GTP- Gemisch (1:1:1), 2 ul UTP-,
DIG-11-UTP-Gemisch {1:1), 2 ul 10 x Transkriptionspuffer, 3 pl A. dest. und 2 ul SP6-
bzw. T7-RNA-Polymerase. Der Ansatz wurde fiir 2 h bei 37°C inkubiert und anschliefend
die DNA durch Zugabe von 2 pl DNase RQ1 (2 U) und 15-minitiger Inkubation bei 37°C
entfernt. Die RNA des Ansaizes wurde durch zweimalige Phenolextraktion gereinigt, mit
Ethanol prazipitiert, in 40 pl A dest. aufgenommen und bis zur Verwendung bei -20°C

gelagert.
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IIl. ERGEBNISSE

1. Untersuchungen zur Aktivitit von Isocitrat-Lyase, Malat-Synthase und

Isocitrat-Dehydrogenase in . glutamicum

In vielen Organismen wird die Aktivitdt von Isocitrat-Lyase (ICL), Malat-Synthase (MSY)
und Isocitrat-Dehydrogenase (IC-DH) durch die Kohlenstoffquelle (C-Quelle) des Mediums
reguliert (Cioni et al, 1981; Reeves et al, 1983; LaPorte und lkeda, 1991). Durch
enzymatische Messungen wurde die Frage untersucht, ob auch in C. ghiamicum die
Aktivitat dieser drei Enzymé von der C-Quelle des Mediums abhingig ist. An diese
Messungen schlossen sich Untersuchungen zur Abhéngikeit der ICL-, MSY- und IC-DH-

Aktivitit von der Wachstumsphase an.

1.1. Einfluf der Kohlenstoffquelle auf die spezifische Aktivitit von Isocitrat-

Lyase, Malat-Synthase und Isocitrat-Dehydrogenase in (. glutaniicum

In Extrakten des C. glutamicum-Stammes ATCC 13032 (Wildtyp) wurde die Aktivitat
von ICL, MSY und IC-DH nach Wachstum auf verschiedenen Medien bestimmt, um den
EinfluB der C-Quelle auf die Akfivitat der drei Enzyme zu untersuchen. Das Ergebnis dieses
Versuches ist in Tabelle 3 dargestellt. Béei Wachstum von C. glutamicum auf Vollmedium
sowie auf Minimalmedium (MM) mit Glucose, Pyruvat oder Lactat als C-Quelle zeigte die
ICL spezifische Aktivititen zwischen 0,01 U/mg und 0,12 U/mg und die MSY wies
spezifische Aktivititen zwischen 0,03 U/mg und 0,09 U/mg auf. Ahnlich niedrige Aktivitaten
beider Enzmye wurden beobachtet, wenn Zwischenprodukte des Citrat-Zyklus oder
Substanzen, die direkt in den Citrat-Zyklus eingeschleust werden konnen, z. B. Glutamat, als
C-Quellen angeboten wurden. Bei Wachstum auf Acetat stieg die Aktivitdt der ICL auf 2,7
U/mg und die der MSY auf 2,1 U/mg an. Wurde Acetat den oben genannten C-Quellen
zugesetzt, so fithrie dies ebenfalls zu einem starken Anstieg der ICL- und MSY-Aktivitaten
auf Werte von circa 1,1 U/mg bzw. 0,9 U/mg. Die IC-DH aus C. glutamicum zeigte im -
Gegensatz zu ICL und MSY annshernd gleiche Aktivitét auf allen angebotenen C- Queilen.
Diese Ergebnisse zeigen, daB in C. ghuamicum die Aktivititen von ICL und MSY, niclt
jedoch die der IC-DH, einer Kontrolle durch die C-Quelle des Mediums unterliegen.
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Tabelle 3. Spezifische Aktivitdten von Isocitrat-Lyase, Malat-Synthase und Isocitrat-
Dehydrogenase in Zellexirakten von C. glutamicum nach Wachstum auf Medien mit

unterschiedlichen C-Queillen.

spezifische Aktivitidt in U/mg
Medium Isocitrat-Lyase § Malat-Synthase | Isocitrat-Dehydrogenase
2 x TY (Vollmedium) 0,01 0,03 0,86
Minimalmedium mit
je 10 g/l
Glucose 0,01 0,04 1,07
Pyruvat 0,12 0,09 1,36
Lactat 0,08 0,07 1,43
Crtrat 0,01 0,05 1,10
Succinat 0,01 0,04 1,05
Fumarat 0,02 0,05 1,11
Glutamat - 0,01 i - 0,04 | 1,09
Acefat | 2.70 | 2,12 1,10
| 10 g/l Acetat plus |
_ je_wei]_s 16 g/l | - . N _
CaxTY | 05 084 | 0,93
.. Glucose = . .- 1,11 0,97 : 1,05
: Pyruvat =~ 0,97 0,73 1,27
Lactat 0,97 N 086 | | " '_'1,35
”..._._;.Citrat. o '.'0,75 1 . 050 : 1,02
*Succinat CLe60 - p 0920 b 124
* Fumarat | 128 B 091 1,12
- Glutamai 1,20 1,33 1,12
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1.2. EinfluB der Wachstumsphase auf die Aktivitdt von Isocitrat-Lyase,

‘Malat-Synthase und Isocitrat-Dehydrogenase in C glutamicum

Um den EinfluB der Wachstumsphase auf die Aktivitdt von ICL und MSY und IC-DH zu
ermitteln, wurde C. glutamicum von Volimedium auf Acetat-MM iberfiihrt. Uber einen
Zeitraum von 23 h wurde die spezifische Aktivitat der drei Enzyme in Zellextrakten von C.
glutamicum bestimmt. Parallel dazu wurde die optische Dichie sowie die Acetat-
Konzentration der Kultur gemessen. Das Ergebnis ist in Abbildung 2 dargestellt.

Die ersten drei Stunden nach Inokulation befand sich die Kultur in der lag-Phase. Die
lange Anlaufphase diirfte darauf zuriickzufiihren sein, daB Acetat in der ungeladenen Form
in die Zelle diffundieren kann und auf das Membranpotential entkoppelnd wirkt (Sheu et a/,
1972). Fiir Acetat-Konzentrationen von 200 mM wurde fur Bacillus subtilis bereits ein
Zusammenbruch des Membranpotentials beschrieben (Sheu et al, 1972). Diese
Konzentration én_tspricht ungefiihr der in den Versuch eingesetzen Kalium-Acetat-Menge
von 20 g/l. Es darf daher spekuliert werden, daB bei Kalium-Acetat-Konzentrationen von
20 gl C. glutamicum zunichst einen groBen Teil seines Energiestoffwechsels zur
Aufrechterhaltung des Membranpotentials aufiwvenden muf3 und nur wenig Kohlenstoff in den
Baustoflwechsel schleusen kann. Erst nachdem die Acetat-Konzentration des Mediums
unter einen kritischen Schwellenwert gesunken ist, kann der Anteil des in den
Baustoffwechsel flieBenden Kohlenstoffs gesteigert werden.

Aus der lag-Phase ging die C. glutamicum-Kultur in die exponentielle Wachstumsphase
uber, in welcher sie fiir ungefihr neun Stunden verblieb. Zwdlf Stunden nach
erfolgte der Ubergang in die stationdre Phase. Zum gleichen Zeitpunkt war auch das im
Medium befindliche Acetat aufgebraucht. Dies deutet an, daB das Verschwinden des Acetats
die Ursache fiir den Ubergang in die stationire Phase war.

‘Hinsichtlich der Enzymaktivitaten wurde fiir die IC-DH aus C. glutaricum eine anndhernd
gleichbleibende Aktivitdt Gber den gesamten - Wachstumsverlauf beobaéhtet. Hingegen

wiesen sowohl ICL als auch MSY aus C. glutamicum zwei Stunden nach Inokulation einen

drastischen Anstieg ihrer spezifischen Aktivitdt auf Beide Enzyme erreichten nach ungefihr
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acht Stunden, d. h in der Mitte der exponentiellen Wachstumsphase, ihr
Aktivitdtsmaximum. Nach Ubergang der Zellen in die stationire Phase sanken die
spezifischen Aktivitaten von ICL und MSY iiber einen Zeitraum von circa 15 h auf die
Halfie thres Maximalwertes ab. Es kann vermutet werden, daB die Ursache fiir diese
Aktivititsabnahme in einem verstirkten Abbau von ICL und MSY bzw. in einer

verminderten Neusynthese beider Enzyme zu suchen ist.
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Abbildung 2. Zeitlicher Verlauf der spéziﬁschen Aktivititen von lIsocitrat-Lyase (ICL),
Malat-Synthase -(MSY) und Isocitrat-Dehydrogenase (IC-DH) bei Wachstum des C.
glutamicum-Wildtyps in Acetat-MM. Neben den Enzymaktivititen wurde die optische
Dichte der Kultur bei 600 nm (ODgpg) sowie die Acetatkonzentration des Mediums (g/l)
bestxmmt Ais Inokulum diente eine in Vollmedmm gezuchtete Vorkultur.
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3. Isolierung und Analyse des Isocitrat-Lyase-Gens {aced) und des Malat-

Synthase-Gens (aceB) aus C. glutamicum

2.1. Isolierung des aceB-Gens aus (. glutamicum durch heterologe

Komplementation einer E. coli-Mutante

Es wurde der Versuch unternominen, sowoh! das ace4-Gen als auch das aceB-Gen aus C.
ghutamicum durch heterologe Komplementation geeigneter E. coli-Mutanten zu isolieren.
Bei den verwendeten £. coli-Mutanten handelte es sich um den ICL-defekten Stamm K8-5m
sowie den MSY-defekien Stamm DV21A0S5. Beide Mutanten sind aufgrund ihrer Defekte
nicht mehr in der Lage, auf Acetat-MM zu wachsen (Vinopal et al., 1974; Vanderwinkel
und De Vlieghere, 1968). Um das aced-Gen aus C. glutamicum zu isolieren, wurde eine C.
glutamicum-Cosmid-Genbank (Bormann et al, 1992) in die E. coli-Mutante K8-5m
transformiert. Von etwa 40000 rekombinanten Klonen zeigte jedoch keiner Wachstum auf
Acetat-MM. Dies deutete an, daB entweder das aced-Gen aus C. glutamicum i L. coli
nicht exprimiert wird oder die ICL aus C. glufamicur andere biochemische Eigenschaften
als das éntsprechende E. coli Enzym aufweist, die eine Komplementation dieser Mutanie
nicht erlauben.

' Zur Isolierung des aceB-Gens aus C. glutamicum wurde die Cosmid-Genbank in die L.
coli-Mutante DV21A05 transformiert. Dabei wurden etwa 1000 Transformanten erhalten,
von denen nach  Selektion auf Acetat-MM drei Klone Wachstum zeigten. Die
entsprechenden Cosmide dieser Klone wurden als pHCB1, pHCB2 und pHCB3 bezeichnet.
Nach Retransformation dieser Cosmide in den Stamm DV21ACS waren die rekombinanten
Stamme erneut in der Lage, auf Acetat-MM zu wachsen. Dies zeigte, dall die Cosmide
pHCB1, pHCB2 und pHCB3 dem Stamm DV21AQS5 die Fahigkeit zu Wachstum auf
‘Acetat vermittelten. Um zu untersuchen, ob die Cosmide tatsdchlich das gewiinschte aceB- -
Gen aus C. glutamicum trugen, wurde die spezifische MSY-Aktivitat in Zellextrakten der in
Tabelle 4 aufgefiilrten E. coli-Stimme bestimmt. Da in E. coli diec Gene ace4 und aceB ein -
‘Operon bilden, bestand die Moglichkeit, zusammen mit dem aceB-Gen auch das ace4-Gen-
-aus C. .gluamicum isoliert zu haben. Aus diesem Grunde wurde parallel zur MSY-Aktivitat
auch die ICL-Aktivitat in den jeweiligen E. coli-Stimmen bestimmt (Tabelle é) In.dem £.

'coli__-_K_ontroiistamm DHS konnten sowohl nach Wachstum auf Acetat-MM als auch auf




38 Ergebnisse

Glucose/Succinat-MM die Aktivitdten von MSY und ICL nachgewiesen werden. Bei
Wachstum dieses Stammes auf Acetat war die Aktivitit beider Enzyme deutlich gegeniiber
der bei Wachstum auf Glucose/Succinat erhoht. Da die Mutante DV21AQOS nicht auf Acetat
wuchs, konnte in dieser die Aktivitit von MSY und ICL nur nach Wachstum auf
Glucose/Succinat-MM bestimmt werden. Es zeigte sich, da3 E. coli DV21AQ05 sowie der
Stamm DV21AOS5, der den Vektor pHC79 ohne Insert trug, keine nachweisbare MSY-
Aktivitdit  besaBB.  Die Stémme DV21AOS(pHCBI1), DV21AO5(pHCB2) und
DV21A05(pHCB3) zeigten keine erhohte ICL-Aktivitat im Vergleich zum Ausgangsstamm
DV21AQS5, wiesen aber MSY-Aktivititen auf, die deutlich tber der des £ coli-Wildtyps
lagen. Es zeigte sich, daf} die MSY-Aktivitdt der genannten rekombinanten F. coli-Stamme
nicht von der C-Quelle des Mediums abhingig war. Aus den vorliegenden Ergebnissen
konnte der Schluf} gezogen werden, daf3 die isolierten Cosmide das gewinschte aceB-Gen
aus C. glutamicum trugen. Die enzymatischen Daten gaben jedoch keinen Hinweis auf die

Existenz eines aceA-Gens auf diesen Cosmiden.

Tabelle 4. Spezifische Malat-Synthase- und Isocitrat-Lyase-Aktivititen in Extrakten der £
coli-Stamme DHS, DV21A05 und der rekombinanten DV21AQ5-Stamme nach Wachstum

in Minimalmedium mit Acetat bzw. Glucose/Succinat als C-Quellen.

épezifische Aktiv.itét in U/mg

Malat-Synthase | Isocitrat-Lyase | Malat-Synthase | Isocitrat-Lyase
E. coli-Stamm Acetat als C-Quelle Glucose/Succinat als C—Queilen*
DHS (Kontroile) 0,25 0,24 0,02 0,02
DV21A05 i ab 1. b. <0,01 . 0,08
DV2IACGS(pHC79) | - =nb. ab : <0,01 0.07
DV2IAO5(pHBI1) - 835 | 0,28 0,30 0,09
DV21A05(pHB2) 0,28 : 0,25 4ooe32 ) 005
DV21A05(pHB3) L0333 4 025 ] e26 1 0,03
DV2IAGS(pACB-17) | ' 6,24 0,23 28 0,06
DV21AQ5(pACB-35) | 0,26 027 8,25 - 0,08

* Da der Stamm DV21A05 keine PEP-Carboxylase besitzt, muf} _é.r bei Wachstum auf
'Giucpse mit Succinat supplementiert werden; n. b.: nicht bestimmbar, da kein Wachstum:.
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2.2. Subklonierung und Restriktionskartierung des aceBB-Gens und

angrenzender DNA-Bereiche aus C glutamicum.

Zur naheren Eingrenzung des MSY-komplementierenden DNA-Bereiches wurde das
Cosmid pHB1 mit Sau3 A partiell geschnitten, Fragmente im GroBenbereich von 2,0 - 6,0 kb
in die BamHI-Schnittstelle des . coli-Plasmids pACYC184 ligiert und in die Mutante
DV21AQS transformiert. Durch Selektion auf Wachstum mit Acetat als einziger C-Quelle
wurden zwei Stdmme isoliert, die Plasmide mit Inserts von circa 5,5 kb trugen. Die
enisprechenden Plasmide wurden als pACB-17 und pACB-35 bezeichnet. Stimme der
Mutante DV21AOS, die diese Plasmide trugen, wiesen unabhingig von der C-Quelle des
Mediums MSY-Aktivitat auf (Tabelle 4). Die Inseris der Plasmide pACB-17 und pACB-35
wurden einer Restriktionskartierung unterzogen, durch die gezeigt werden konnte, dal} beide
Inserts einen grofen Bereich gemeinsam besalen (Abbildung 3).

Um die Region einzuengen, die zur Komplementation des MSY Defekies von DV21A05
fiihrte, wurden unterschiedliche Pragmenté aus dem Plasmid pACB-35 in den mit Sa/l-Kpnl
geschnittenen C. glutamicum/E. coli-Pendelvektor pEKO ligiert. Die resultierenden Plasmide
wurden auf ihre Fahigkeit untersucht, den MSY-Defekt von £. cofi DV21AO5 zu
komplementieren. Die Ergebnisse dieser Subklonierung sind in Abbildung 3 dargestellt. Es
zeigte sich, daB ein 3,8 kb Bs/EIl-4sp700, sowie ein 5,0 kb 4sp700-Fragment den MSY-
Defekt von £ coli DV21AOS komplementieren konnten. Die entsprechenden Plasmide
wurden als pEKBO bzw. pEKB1 bezeichnet und nach C. glutamicum transformiert. Dabei
wurde festgestellt, da3 durch das Plasrmd pEKBO die MSYaAk‘t'vxtat inC g!utczm:czmz nicht
Dies cieu.i:etp an, daf anf‘ dem 3, 8 kb vi‘:ILAsp’/’OO-Inser‘ des

erh vhi uzprﬁnn konnte.

Plasmids pEKBO der corynebakierielle Promotor des aceB-Gens fehlte. Dagegen fihrte das
Plasmid pEKB1 zu einer Erhohung der MSY-Aktivitdt in C. glutamicum. Dieses Ergebnis
lieB vermuten, dal3 das.aceB-Gen aus C. glutamicum zusammen mit den zur Expression

benotigten Strukturen auf dem 5,0 kb Asp700-Fragment vorlag.
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thiX aceA aceB orfZ
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Abbiidung 3. Restriktionskarte des Malat-Synthase komplementierenden DNA-Bereiches
aus C. glutamiucum, offene Leseraster innerhalb dieser Region und Ergebnisse zu
Subklonierungexperimenten. Der schwarz ausgefillte Balken . gibt den uberlappenden
Berezch der Inserts von pACB-17 und pACB-35 an. Durch Schragstrlche wurde der nur in
pACB- 17 durch iiberkreuzende Schragstriche der nur in pACB-35 vorhandene Berewh
gekennzeichnet. Unterhalb der Restriktionskarte geben Pfeile die Lage und Orientierung
offener Leseraster an. Im unteren Teil der Abbildung zeigen schattierte Balken die Lage und
Grof3e von subklonierten Fragmenten. Die Ergebnisse der Komplementation von DV21A05
sowie die Uberexpression in C. glutamicum sind im rechten Teil der Abbildung dargestellt.
aced, aceB: Gene fiir Isocitrat-Lyase bzw. Malat-Synthase; 4i.X° Gen aus der Thiamin-
Biosynthese; orfZ: Offenes Leseraster ‘unbekannter Funktion Restriktionsenzyme: A:
AspT700; B: BsiEIl;, Ba: BamHI;, Bf: Bfil; Bg: Bglll, E: EcoRI; Hi: HindlI; X: Kpul, P:
Pvul; Sa: Sall. Sonstige Abkiirzungen: n. b.: nicht bestimmit.
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2.3. Southern-Blot-Analyse des aceB-Gens und angrenzender DNA-Bereiche

aus C. glutamicuini

Southern-Blot-Experimente wurden durchgefihrt, um nachzuweisen, daf3 die Organisation
der Inserts von pACB-17 und pACB-35 mit der chromosomalen Organisation in (.
glutamicum Ubereinstimmt. Als Sonden fiir den linken und den mittleren Teil des kartierten
Bereiches wurden ein 1,5 kb Bgl/lI-Bfi1-Fragment bzw. ein 0,8 kb Swmai-Kpnl-Fragment, fir
den rechten Teil ein 0,9 kb Bambll-Fragment verwendet (siche Abbildung 3).
Chromosomale C. glutanicum-DNA sowie DNA der Plasmide pAB-17 und pAB-35 wurde
mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten und gégen jeweils cine der drei DNA-
Sonden hybridisiert. Das dabei erhaltene Ergebmis ist in Abbildung 4 dargestellt.
Chromosomale C. glutamicum-DNA sowie die des Plasmids pAB-35 zeigten nach Bgill-
Verdau und Hybridisierung gegen die 1,5 kb Bg/Il-BfrI-Sonde jeweils ein Signal bei 3,3 kb.
Asp700-geschnittene, chromosomale C. glutamicum-DNA und die des Plasmids pAB-35
ergab nach Hybridisierung gegen die 0,8 kb Smal-Kpn!-Scnde in beiden Féllen ein Signal be:
5,0 kb. Ein Sa/l-Verdau von chromosomaler C. glutamicum-DNA und der des Plasmids
pAB-17 fiihrte mit der 0,9 kb BamH1-Sonde zu je einem Signal bei 2,1 kb. Diese Ergebnisse
zeigen, daB die Organisation der Inserts von pACB-17 und pACB-SS _mit __der Crganisation

im Chromosom von C. giutamicum tibereinstimmt.

2.4, Sequenzierung des Malat-Synthase-komplementierenden Bereiches aus

(. glutamicum: 1
Zur Sequenzierung des 5,0 kb Asp700-Fragments wurde dies in zwet sich tberlappende
Fragmente, ein 2,6 kb Asp700-Kpnl- und ‘ein 2,8 kb Hindll1-Asp700-Fragment ﬁhteneilt
(siche Abbﬂdung 3) Das erste- Fragment wurde in- ‘beiden Onentierungen in die XEaIn
Schnittstelle des E. coli-Vektors pUCI18 und das zweite Fragment ‘ebenfalls in. belden
Onentierungen in die EcoRI Schmttstelle von pUClS hgiert Von den entsprechenden
Plasmiden ' wurden Deletxonskonstrukte hergestelit, die anschheBend mit der

" Strangabbruchmethode nach Sanger et a/. (1977) sequenziert wurden.
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B. C.
Asp700 Sall
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Abbildung 4. Southern-Blot-Hybridisierung chromosomaler C. glutamicum-DNA und
DNA der Plasmide pACB-17 bzw. pACB-35. Die DNA wurde mit den in der Abbildung
angegebenen Restriktionsenzymen geschnitten und (A.) gegen ein 1,5 kb Bg/ll-Bffl-
Fragment, (B.) gegen ein 0,8 kb Smal-KpnI-Fragment und (C.) gegen 0.9 kb BamH]1-
Fragment aus dem Malat-Synthase-kompiementierenden Bereich von C. glutamicum
hybridisiert. Spur C: chromosomale C. glufamicum-DNA; Spur 1: DNA des Plasmids
pACB-35; Spur.2: DNA des Plasmids pACB-17.. -

. Durch computerunterstiitzte Suche nach potentiell kodierenden Regionen wurden auf dem
sequenzierten Fragment insgesamt drei offene Leseraster (ORF) identifiziert. Die Lage der
drg:i_ORFs sowie deren Ausdehnung ist in Abbildung 3 schematisch dargestellt. .Das erste
der drei ORFs, _das iﬂs aceB E_ez;__eichnet wurde, lag vollstandig auf dem sequenzierten

Fragment _\'{or..Die_'beiden anderen ORFs stellten jeweils nur die 5’ Enden potentieller Gene

L E s e

dar. Das erste “dieser- beiden ORFs, in- Abbildung 3 als. aced bezeichnet, lag in

éntgegenge_se_tzter Orientierung zu 'ace_B.'_Die von aced 'a_bg_eleitete A_n__linosﬁure (AS)-
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Sequenz zeigte hohe Ahnlichkeit zu den N-Termini bekannter ICLs (siche dazu Kapitel
2.5.). Dies deutete an, daB} auf dem isolierten DNA-Fragment auch das ace4-Gen lokalisiert
war. Mittels ‘Primer Walkings” wurde der noch fehlende Bereich des potentiellen aced-Gens
aus C. glutam'z‘cum in Plasmid pACB-35 sequenziert. Das zweite der beiden unvollstandigen
ORFs wurde in Abbildung 3 als orfZ bezeichnet. Die von ihm abgeleitete Aminoséure
(AS)-Sequenz zeigte Ahnlichkeit zu membranstindigen Trénsportproteinen. Da aufgrund
der Lage dieses ORFs zu aced und aceB die Moglichkeit bestand, dal orfZ eine Funktion
bei der Acetat Aufnahme spielen konnte, wurde mit Hilfe von Primer Walking™ die noch
fehlende Sequenz dieses ORFs in Plasmid pACB-17 bestimmt.

Charakterisierung des ace4-Gens und stromabwirts gelegener Bereiche

Die Nukleinsduresequenz von aced ist zusammen mit der davon abgeleiteten AS-Sequenz
in Abbildung 5 dargestelit. Das aceA-Gen beginnt bei bp 137 und endet bei bp 1432. Es
kodiert fiir ein Polypeptid von 432 AS mit einem Molekulargewicht von 47228. Der Codon-
Gebrauch in dem aced-Gen stimmt mit dem hoch-exprimierter corynebakterieller Gene
iiberein (Eikmanns, 1992). Vor dem potentiellen Startcodon von aced findet sich eine
typische Ribosomenbindungsstelle (AAGGAAG) und 27 bp hinter dem Ende des
Strukturgens liegt eine potentielle rho-unabhéngige Terminationsstruktur. Fir die Bildung
der Terminationsschleife wurde eine freie Energie von -18 kcal/mol berechnet.

In einem Abstand von 214 bp hinter dem Ende von aced beginnt in gleicher Orientierung
zu aceA ein weiteres ORF, welches als 4iX bezeichnet wurde. Da es bis zum Ende des
sequenzierten Bereichs durch kein Stopcodon terminiert wird, stelit es wahrscheinlich nur
das 5' Ende eines Gens dar. Das ORF zeigt vor scinem potentiellen Startcodon eine gute
Ribosomenbindungsstelle (GAAAGG) und weist einen Codon-Gebrauch von méfig-
exprimierten corynebakteriellen Genen auf (Eikmanns, 1992). Die abgeleitete AS-Sequenz
zeigt keinerlei Ahnlichkeit zu Sequenzen in der SWISSPROT-Datenbank. '

1 TGCCCGATGéAGCAATGTGTGAACCACGCCACCACGCAAACCGATGCACATCACGTCGAAACAGTGACAéTGCATTAGCTCATAﬁTTTG%

01 _'._GGTCGGCACCGCCCATTGCGAATCAGCACTTAAGGAAGTGACTTTGATGTCAAACGTTGGAAAGCCACGEACCGCACAGGAAATCCAGCA
' RES .. M SNV GEKPRTAQETIGGHQ

181 GGATTGGGACACCAACCCTCGTTGGAACGGCATCACCCGCGACTACACCGCAGACCAGGTAGCTGATCTGﬁAGGGTTCCGTCATCGAGGA
S B W DT NPRUMNEGITRDYTADQY A D L Q G sV 1IEE

271 GCACACTCT%GCTCGCCGCGGCTCAGAGA%CCTCTGGGACGCAGTCACCCAGGAAGGTGACGGATACATCAACGCGCT?GGCGCACTCAC
HTLARRGSGSETILWDAVYTOEGDS GYTINALGALT
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3/ CGGTAACCAéGCTGTTCAGCAGGTTCGTGCAGGCCTGAAGGCTGTCTAC&TGTCCGGTTGGCAGGTCGCAGGTGACGCCAACCTCTCCGG
G NQAVYVGOQVRAGLKAVYLSGEW VYV AGDANTLSGE

451 CCACACCTACCCTGACCAGTCCCTCTACCCAGCGAACTCCGTTCCAAGCGTCGTTCGTCGCATCAACAA&GCACTGCTGCG?TCCGATGA
HTYPDQSLYPANSVYPSVVYRRTINNALTLRSDE

541 .AATCGCACGCACCGAAGGCGACACCTCCGTTGACAACTGGGTTGTCCCAATCGTCGCGGACGGCGAAGCTGGCTTCGGTGGAGCACTCAA
I ARTEGDTSVYVDHNWVYVVYVPIVADG GEAGTFGGATLHN

631 CGTCTACGAACTCCAGAAGGCAATGATCGCAGCTGGCGCTGCAGGCACCCACTGGGAAGACCAGCTCGCTTCTGAAAAGAAG?GIGGCCA
' Y YELQKAMTIAAGAAGTHMYEDAOQLASTETEKTE KT CHEGH

721. CCTCGGCGGéAAGGTTCTGATCCCAACCCAGCAGCACATCCGCACCCTGAACTCTGCCCéCCTTGCAGCAGACGTTGCAAACACCCCAAC
LGG&KVLIPTQQHIRTLESARLAADYANTEPT

811 TGTTGTTATCGCACGTACCGACGCTGAGGCAGCAACCCTGATCACCTCTéACGTTGATGAGCGCGACCAACCATTCATCASCGGTGAGCG
vVvIARTDAEAATLITSDVDERBIQQPTFITGEHR

901 CACCGCAGAAGGCTACTACCACGTCAAGAATGGTCTCGAGCCATGTATCGCACGTGCAAAGTCCTACGCACCATACGCAGATATGAICT&
TAEGY Y HVKNGLEPCI ARAKSYAPYATDNTIEMW

991 GATGGAGACCGGCACCCCTGACCTGGAGCTCGCTAAGAAGTTCGCTGAAGGCGTTCGCTéTGAGTTCCCAGACCAGCTGCTGTCCTACAA
" METETPDLELAKE XT FAEGVYRSETFPDQLLSTYH

1681 CTGCTCCCCATCCTTCAACTEGTCTGCACACCTCGAGGCAGATRAGATCGC TAAG  TCCAGAAGGAACTCRGLGCAATGGECTTCAAGTT
CSPSFNWSAHLEADETIAKTFO QEKETULGSGAHNGTFIKTEF

1i71 €CAGTTCATéACCCTCGCAGGCTTCCACTCCCTCAACTACGGCATGT?CGACCTGGCTTACGGATACGC%CGCGAAGGCATGACCTCCTT
Q F T TLAGFHSLHKEYGNFDLAYGYARTETGMHMNTSTF

1261 CGTTGACCTGCAGAACCGTGAGTTCAAGGCAGCTGAAGA&CGTGGCTTCACCGCTGTTAAGCACCAGCGTGAGGTTGGCGCAGGCTACT%
vBLONREFKAAEERGFTAYKHOGREVGAGTYTF

1351 CGACCAGATCGCAACCACCGTTGACCCGAAC?CTTCTACCACCGCTTTGAAGGGTTCCACTGAAGAAGG&CAGTTCCACAACTAGGACC%
0D QI ATTVYDPHNSSTTALIKSSGSTETEGO QT FHUHN-

1441 ACAGGTICTéACAATTTAAATCTCCCTACATCTGTACAACGGATGTAGGGAGTTTTTCC%TATATATGCCCTCCACAAA%CCCCTA?CGT
o =

1531 GTGAGATGTGTTTCATAGGTGCCCECAACGTTGCCTGTTGAC?GCAAATTTTCCGAAAGAATCCATAAA&TACTTCTTTAAG?CGCCAGA

1621 YTAAAGTCGTCAATGAAAGGACATACATGTCTATTTCCCGCACCGTCTT&GGCATCGCAGCCACCGCAG&CCYGTCTGCAGCTCTCGTTG
: : RES M S$SIS3SRTVFGIAATAALSAATLY

1711 a-_CGTGTTCTCCACCTCACCAGCAGGATTCCCCAGTCCAGCGCACCAATGAGATCTTGACTACTTCTCAGAACCCAACTTC%GCGAGCAGCA
ACSPPHOQQD SPVYQRTHNEILTTSgQHNPTSASS

1801 N CCTCAACCTCTTCCGCAACGACTACTTCCTCAGCTCCTG%GGAAGAGGACGTAGAGATCéTTGTTTCACCAGCAGEGTT&GTGGACGGTé
TSTSSATTTSSAPVYEEDVEI VY SPEAALVYVDE

1891 AGCAGGTTACCTTCGAAATCTCTGRACTTGATCCAGAGRECGGECTACTACACARCRATCTRLGATTCCGTAGEGARCCCTEETAACCCAG
EQVTFETLISGLDPEGGTYTYAATICDSUY ARPGH.SD

1981 TTCCTTCTTéCACCGGCGAAATGGC?GAT%TCACGTCCCAGGCATGGTTGAGCAACTCC&AGCCCGGCG&GACTGTAGA
VPSLOTEENRADFT SQAYLSNSQPGATVY

Abbildung 5. Nukleinsiure-Sequenz und die davon abgeleitete Aminosiure-Sequenz der
Gene aced und thiX aus C, glutamicum. Mogliche Ribosomenbindungsstelien wurden
unterstrichent und mit ‘RBS" gekennzeichnet. Der potentielle Terminator ‘der Transkription

von aced ist durch antiparallel verlaufende Pfeile dargeste]_l_t.
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Charakterisierung des aceB-Gens aus (. glutamicum

In Abbiidung 6 ist der infergenische Bereichs zwischen aced und aceB, sowie die von
aceB abgeleitete Proteinsequenz dargestellt. Das aceB-Gen beginnt bei bp 622 und endet bei
bp 2838. Es kodiert fur ein Polypeptid von 739 AS mit einem Molekulargewicht von 82362.
Vor dem potentiellen Startcodon (ATGgyy)  befindet sich  eine  typische
Ribosomenbindungsstelle (AAGGAG) und 108 bp hinter dem Ende von aceB ein
potentieller, rho-unabhéngiger Terminator. Die berechnete freie Energie zur Ausbildung der
Haarnadelstruktur liegt bei ~41 kcal/mol. Der Codon-Gebrauch im aceB-Gen entspricht dem

hoch-exprimierter corynebakterieller Gene (Eikmanns, 1992).

ACGTGGCTTTCCAACGTTTGACATCAAAGTCACTTCCTTAAGTRCTGATTCGCAATGGGCGGTECCGACCACRAAGTATOAGCTAATGCA
: aceAS RBS

=

91 CTGTCACTG%TTCGACGTGATGTGCATCGéTTTGCGTGG%GGCGTGGTT&ACACATTGC%CCATCGGGCATTGGTGCGT&AATCGGTTTé
181 GGTTT?TAAGTTTTGTGCéGGGGTGGTCACCCCTGTTG%GAAGTTTGCAAAGTYCTGG&TTCGCAGAAAAAGTGGGCGéGGGAGTTGC%A
271 GTACGGATG%ACTGGGCAAATGCTCTGAAATGGGAAAATéCAGGCACCGéAACGTTCCG%AGGYTTCGAAGGTGTGACC%AGATAAAAG%
361 CGGGGTTAGéCGGGGGTAA%GACTTAGTAAAGTTCGCAAACCCCTTTTGéTGGTGACGG%GATCACTTAéTCTGATCACATCGCCAAACA
451 CGATAAGGG%TGAAATCGAAAGAAGAGTG&CACCTAGAT%CCAGAGGTAéTCAGAGTGC%TTTCTTAAAAGAGTTTTCA&AACCGTTAA&

511 GCGTAGCCARACAAGAAGGATTCOCATTCTTCTGETTTAGRCACAGGTCATCTAMACCCATEETTTAMAAGGAGCCTTCARTGACTGAA
RBS moTE

631 CAGGAACYGTTGTCTGCTCAGACTGCCGACAACGCfGGAACTGACAGCACCGAACGCGTTGACGCGGGCGGAA?GCAGGTTGCAAAAGT%
G ELLSAQTADNAGTDSTERVYDAGGHNQGVYVAKY

721 CTCTACGACTTTGTAACCGAAGCGGTACTéCCTCGCGTGGGTGTGGATGCGGAAAAGTTCTGGTCCGGA%TCGCCGCCATCGCCCGGGA&
L YDFVTEAVYLPRVYVEVDAEEXKXTFMWSGFAATLIARTID

8il CTCACCCCACGCAACCGCGAGC?GCTTGCTCGCCGCGATGAACTGCAGATGCTTATCGACGACFACCACCGCAACAACT&CGGCACCATC
L TPRNRELLARRDETLOGHNLIDDYHRIMNENSSGTI

a1 GACCAAGAGGCGTACGAGGATTTCCTCAAAGAAATCGGATACTTGGTTGAGGAGCCAGAAGC?GCAGAAATCCGTACCCAAAACGTCGAT
D QEAYEDFULKEIGYLVEEPEAAETIRTIOQNVYD

691 ACGGAAATCTCCAGCACCGOAGRACCTCAGCTGGTTGTTCCAATTCTGAACGCACGCTTCGCOCTEAACGCTGCCARTACTCECTGRGGT
TETLTSSTAGPGQ QLY UYPTITLNARFALEKNAANGARDTEYSE

1081 TCCCTCTACGATGCGTTGTACGOCACCAACGCCATCCCAGAACTEATCOCGC TRAARAGGECAAGEAGTACAACCCEG TCCECRGCCAS
 SLYDALYGTHNAILIPETD® GAEK-GKEYUHNPYVRGEGLC

1171 _-_'AAGGTCATCGAGTGGGGTCGTGAATICCTCGACABCﬁTTGTCCCACTGGACGGTGCTTCGCATGCCGATéTTGAGAAGTACAACATCAC& o
K 'V; 1 EWEGEGREFLDSVYVPLDGEGEASHADVEIKYHNT 1

1261 GATGGAAAGCTTGCAGCCCACATTGGAGATAGCGICTACCGACTGAAAAACCGTGAATCCTACCGTGGC%TCACCGG€AACTTCCTTGAf :
e p6K L AAHIGDSYYREKNRESYRGFTENFLD

1351 CCACAAGCAATCCTGCTGEARACCARCGGCCTGCACATCGAGCTGCAGATCRATCCTRTCCACCCAATCOECAAGGCAGACAAGACTEGT
FEAITLLETHGLEBEIELQIDBEPVHEPTIGEXKADEKTS®E
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1441 CTCAAAGACATCGTTT?GGAATCTGCGATCACCACGATCA?GGACTTCGAAGACTCCGTTGCAGCTGTTGATGCTGAAGACAAGACCTTA
LKDIVLIESAITTIMNDFEDSVYAAVDATETDIKTL

1531 GETTACTCTAACTGGTTCOGACTCAACACCEGCGAACTEAMGAAGAGATGTCCAAGRACGGACGLATCTTCACCCETRAGCTCAACAAG
G Y SNWFGLNTGETLGEKETEMSKHNGRTIFTRETLEHEX

1621 GACCGCGTC%ACATTGGCCGCAATGGTACCGAGCTGGTTCTGCACGGTCGTTCCC?GCTGTTCGTCCGCAACGTTGGTCACCTCATGCAA
bRYVYVYIGRWNGTELVYLHGRSLLFVYRHEYGHLMHDQ

1711 AACCCATCCATCTTGATTGATGGCGAGGAGATCTTCGAAGGLATCATGGATRCTRTCTTRACCACTGTTTGTGCCATCCCAGRAATTGET
KPS ITLIDGEETI FEGIHDAVLTTVYCAIFPGTIA

1801 CCGCAGAACAAGATGCGCAATTCCCGCAAGGGCTC€ATCTACATCGTGAAGCCTAAGCAGCACGGCCCTGAAGAAGTCGCGTTCACCAAC
P QN KMRHKESRKSGSIYTIVYK?PHKOQHKGPETEVYATFTH

1891 GAGCTCTTCGGCCGCGTTGAGGATCTGCTTGATCTGCCACGCCACACCTTGAAGGTTGGTGITATGGATGAGGAGCGTCéCACGTCCGTG
ELFG&GRYEBDLLDLPRHTLEKVVGEGVHMDEERZRTSYV

1981 AACCTGGATéCCAGCATCATGGAAGTTGCTGACCGCTTGGCATTCATEAACACTGGCTT&CTGGACCGCACCGGCGATGAAATCCACACC
N LDASITIMHNEVYADRLAFISNTGFLDRTGDETIHT

2071 TCEATGGAAGCAGGCGCCATGGTGCGCAAGGCTGATATGCAGACCECAC6GTGGAAGCAéGCCTACGAGAACAACAACG%TGATGCAGGT
SHEAGANVRKADMNOEIT APHKQAYTENHNDNIVYDATGEG

2161 ATTCAGCGTGGTC?TCCTGGCAAGGCTCAGATCGGTAAGGGCATGTGGG&GATGACTGAACTCATGGCAéAAATGCTGGAGAAGAAGATC
FQRGELEPGKAQGIGKGMHMYHAMNTELMNMAEHMLTEEKEKTI

2251 GGCCAGCCA&GCGAAGGCGCCAACACTGCATGGGTFCCTTCACCAACTGGTGCGACGCT&CACGCAACG&ACTACCACTTGGTTGATGTé
G ¢ PREGAHNTAWYP?PSPTGEGATLHEATHYHBLVDVY

2341 TTCAAGGTTCAAGACGAACTECOTCCTGCOGRCCECCECEACARC TRCREAACATTCTCACCATTCCAACCOCACCAAACACCAATTEE
FKVQDELGRAAGRORDSTELQRETELILTIPTAPHNTNGUY

2631 TCTGAGGAAGAGANGAAGGAAGAGATEGACAACAACTGCCAGTCCATECTCRGATACGTTETGCRCTRGETTEAGCACGETGTTGETTEE
SEEEKKETEMDENGBNC GSTLGYVYVRYVETHTG GLVEC

2521 TCCAAGGTT&CAGACATCCATGACATCGACCTCATGGAAGACCGCGCAACGCTGCGTATTTCCTCGCAGATGCTGGCCAACTGGATCCGC
SKVPDIHDIDLMWEDRATLRTISS¢HMNLATNWIR

2611 . CATGATGTTGTCTCGAAGGAGCAGRTCTTGEAGTCACTGGRACGAATGECAGTEETCRTCRACAAGTAAAATGCGEECGACRAGGCLTAC
HDVYVSKEQVYLESLERBNAYYVYDREKOQNALDBEAY

2701 . CGCGATATGéCGCCGAACTACGACGCCTCCCTCGCCTTCéAGGCGGCTAAGGACTTGA?%TTCGAAGGCACCRAGTCCCCATCGGGCTA&
RBMAPHNYDASLATFQRAAKSDTLTEIEFEGTIEKSPSGHY

2791 ACCGAGCCCA?CTTGCACGCACGCCGCCGCGAGTTCAAAGCAAAAAACTAAGCACGCTTTTCGACGCTTACCTGCATCCCAACGGTGAC+
Te? 1 Lt #ARRRBETFEKAEKTHN -

2881 GACTGCCCCGGAGCUACCETCACTCCTTTTTRETCAGCACCCARRAGCECOEETTCARCACACACARAGTCGCECCATTCACCTTCRECA
- =

2971 - ATATCGRCCACGRTRGAGGCGCRACTTTCRCCTRGATTCCACACCACAGTGGAATCATEACCATCECCCTCARTGGTGATGATGCGATCE
- ATATCGECC _
Tl |

Abbildung 6. Nukleinsdure-Sequenz und die davon abgeleitete Aminosidure-Sequenz des
aceB-Gens ~aus . -glutamicum - sowie die Nukleinsiure-Sequenz des intergenischen
Bereiches zwischen den Genen aced und aceB. Die Ribosomenbindungsstelle des aceB-
Gens wurde unterstrichen und mit ‘RBS’ ‘gekennzeichnet. Der potentielle Terminator der
Transkription von aceB ist durch antiparallele Pfeile dargestelit.
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Analyse des offenen Leserasters orfZ aus C. glutamicum

Die Nukleinsiuresequenz von orfZ ist zusammen mit der davon abgeleiteten AS-Sequenz
in Abbildung 7 dargestellt. Das ORF beginnt bei bp 334 und endet bei bp 1305. Es kodiert
fir ein Polypeptid von 324 AS mit einem Molekulargewicht von 34232, Der Codon-
Gebrauch von orfZ stimmt mit dem miBig-exprimierter corynebakterieller Gene tberein
(Eikmanns, 1992). Vor dem potentiellen Startcodon (GT G 54) findet sich eine nur teilweise
mit einer typischen Ribosomenbindungsstelle ibereinstimmende Sequenz (TGGAGT). In
einem Abstand von ungefihr 140 bp hinter orfZ konnten zwei zum Teil uiberlappende
Terminationsstrukturen identifiziert werden. Die frele Energic zur Ausbildung der

Haarnadelstruktur liegt fiir den ersten Terminator bei -28 kcal/mol und fiir den zweiten bet

-33 keal/mol.

1 TCCAAACCAAGCAGTCCACCAAACEATGGAGCAATGATGGGCACACCACéCCTAATFGCATTTCCCTCC&CA?ATTGGGAAGCGGAGCTA
91 ACAAACAACAGCTCACCTTéAGGTGATTCGGCGTGAACAATATGAGCGCCAGCGGGGGA&ATTTCCAAG&CACCGGAGGTAATAAAAGTA

181 GTCATACTTCCAAAGTATA&GCCGGAATFéCCCCCACGTTGTGCCTTAAGCATCﬂCTAC%GCGTTAAGG%A?GAAAGTTCGCACACCAGé

271 GATTTAATTCTGTGCCCACCACTABCACGACCATTTCAGTT?TAACTTTCTTGGAGTTTTCTAGTGTCCAAAACAGAAGAAGGCCGTTCA
RBS VS KTETETEGRS

361 GOCGCCATAATTATTTACGLGTTTCCARCTTTCATTCTRCTGGGCGCGATCATTECRTTTATCTTCCCREAACCATTCATTCCETRACA
AATIITYAFPTEITILLGAIIAFTIFPEPFIPLT

Fa
(53]
iy

AACTACATTAATATCTTCCTCACGATCATCATETTCACCATRGGTTTGACCTTGACGGTGECLGATTTTCAGATGETRCTTARACETCCA
N Y I B P FLTIIHNFTHGLTLTYPDEFEFGHRYLKRTEP

541 _:CTGCCTATCTTGATCGG?GYAGTABCGCAGTTTGTCATCATGCCATTCC%GG€GA?CGTGGTTGCGAAAATGTTCAACCTCAACCCAGCA
L P I LI GVYVYAQFVY IMPFLAIVVYAKH®KTFNLNEPA

631 '.CTCGCCGTTGGCCTTCTCA%GCTGGGATCCGTTCCGGGTGGCACCTCCT&CAATGTGATTGCGTTTCTCGCCCGAGGAGATGTCGCBCTA
LAV E&LL¥LGSYPEETSSHYIAFLARGDVYAL

721 TCGGTCACCATGACCTCTG%GTCCACCATTGTTTCCCCAATCATGACGCéTTTCCTCATGCTCATGCTGGCAGGTAETGAAACCGCCGT&
S YV THTSVSTIVY SPINTPFENMENLAGTETAVY

811""GATGGTGGAGGCATGGCGTGGACTTTGGTACAAACAGTGCTGCTGCCTGTGATCATCGGCCTAGTTCTGCGTGTCTTCTTGAACAAG?GG
BEGEEMANTLYVEGTVLLTP vIIGLYLRVYFLREKHM

801 ATCGACAAGATTTTGCCGA%CCTTCCTTATCTCTCCATCCTCGGTATCGéTGGCGTGGTGTTCGGCGCAéTCGCAGCCAACGCGGAACGA
“I1 D KT LPILPYLSTILGIGEGUVVFGAV'AAIBHWATER

991 CTCGTCTCTOTCRGACTCATCETGTTCRTTGCAGTTATCRTGCACAACGTACTTEGATACGT TS TGGEATACCTCACCGRCCRTRTATTC
LV SVELIVFVAVIVHBKEYLGYVYGYLTGRUVYTF

1081 AMATTCCCAGAAGCAGCAAACCGCACCATGRLUGAT TRAAATCGBAACCCAATCCGCAGGCL TCRCATCGGGAATGGCAGGACGATTCTTC
K FPEAANRTHKAIEIGTOQSAGLASGHAGRTFTF

1171 ACCCCAGAAGCAGCCCTTC&AGGTGCTGTCGCTGCCTTGéTCCACAACATCACCGGCGCAGTTTATGTTGGGCTGGTACGAAACAGGCC%
TPEAALPGAVYVAALVHNITGEGAVYVGLYRHNRTPEP
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1261 TTGACTAAGECATCAAGGAAGAAGGAATCOGTCRCRETTTCCARCTAACTTATTTECTECCCRTTAGABGOGCTRAGTTTTTGACACERE
L TKASRKEKESVYAUVSS -

1351 CGTGCCC?TéGATGAGCTCATGTTGGAGCTTCTAACGGCTATACAGAGAéTCGACTTTT%CGAGTTCTTA?CTAGTTT?%GAGCCAGACC

1441 AAACCACGC%GCCCACGAAAAC?GTTTTFCAGTTTCG?GGGCA?TTCTGACCGGTTTTGAGGGCTTAAAACCAGTCACAéATGCCCACGé

S
P

Abbiidung 7. Nukleinsdure-Sequenz und die davon abgeleitete Aminosiaure-Sequenz des
offenen Leserasters o7/Z aus C. glutamicum. Die potentielle Ribosomenbindungsstelle ist
unterstrichen und mit 'RBS’ gekennzeichnet. Mogliche Terminatoren der Transkription von

Arf7 wnirdan A
L WULG u

2.5. Vergleich von Isocitrat-Lyase und Malat-Synthase aus C. glutamicum

mit den entsprechenden Enzymen anderer Organismen

Aminosiure-Sequenzvergleich der Isocitrat-Lyase aus O glufamicusn: mit anderen
Isocitrat-Lyasen

Ein Vergleich der von aced abgeleiteten AS-Sequenz mit den AS-Sequenzen anderer ICLs
ist in Abbildung 8 dargestellt. Die ICL aus C. glutamicum zeigi 57%, 37%, 38% bzw. 36%
identitdt zu den entsprechenden ICLs von E. cofi (Rieul et al, 1988), C. tropicalis (Atomi
et al, 1990), N. crassa (Gamey et al., 1992) bzw. B. napus (Comai et al., 1989). Unter
Beriicksichtigung konservativer Austausche betrigt die Ahnlichkeit des C. glutamicum
Enzyms zu den genannten Enzymen sogar 70%, 53%, 51% bzw. 50%. Bereiche, in denen
die Enzyme besonders hohe Identitit zueinander aufweisen, sind in Abbildung
unterstrichen dargestellt. Der Sequenzvergleich zeigt weiterhin, daf3 die ICLs aus E. cofi und
C. glutamicum um circa 120 AS kleiner sind als die entsprechenden eukaryotischen Enzyme.
Ursache flir die geringere Grofie sind zwei Liicken gleiche_r Lage und Ausdehnung innerhalb
der beiden .prokarotischen ICLs. Vergiichen mit dem Enzym von B. napus beginnt die erste

Licke in der ICL aus C. ghtamicum bei AS 13 und berspannt einen Bereich von 16 AS.

Die zweite Liicke fangt bei AS 253 an und dehqt__ sich {iber 102 AS aus. ..
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CaICL MSHVGKPRTAQEEQOD-- - —- - wmmwmr WDTHPRHNGI TRDY TADQVADLOGSYIEEHTLARRGSE ILHWDAVTQEGD-G 66

ECICL MKT--RTQQIEELQKE~- o e mm - H-TQPRHEGITRPYSAEBVVKLRGSYNPECTLAQLGAAKMHRLLHGESKKG 64
CTICL MAY K IDTHQEEADFQKEVAE IKKWHSEFRHRKTKRI Y SAEDTAKKRGTLK TAYP-SSCGRSDKEFKLLEKHDAEK 74
NCICL MAANNMYNPAVDPALEDE L FAKEVEEVKKHWSDSRHRQTKRPFTAEQT VSKRGRLK IEYA-SNAQAKKLWKI LEDRFAKR 79
BNICL MAASFSVPSNI-—HEEEGRFEAEVAEUQTNHSSERFKLTRRPYTARDVVALRGHLKQGYA SNEMAKKLHRTLKSHGARG 77

s *g *s 5 % sg% 535 §F 5§85 S 5 55 S :
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Abbildung 8.'S¢quenz_vergleich der Isocitrat-Lyasen aus C. glutamicum (CGICL), E. coli
(ECICL), C. fropicalis (CTICL), N. crassa (NCICL), und B. napus (BNICL). Identische
Aminosduren sind durch einen Stern, dhnliche Aminosduren durch ein ‘s’ gekennzeichnet.
Bereiche, in denen die Enzyme elnen hohen Grad an Ahnhchkert zuemander aufwelsen

wurden unterstrichen.
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Aminosiure-Sequenzvergleich der Malat-Synthase aus C. glufamicum mit anderen

Malat-Synthasen

Anhand der DNA-Sequenz konnte fiir die MSY aus C. glutamicum eine Linge von 739
AS vorhergesagt werden. Die entsprechenden Enzyme anderer Organismen weisen Grofen
von 533 AS bis 568 AS auf (Hikida et o/, 1991; Fernandez et al.,. 1993b). Dies deutet an,
daf} das corynebakterielle Enzym um mindestens 170 AS lidnger ist als die bisher bekannten

MSY-Enzyme. - In - einem '-Sequenz.vergl_eich zeigte der C-Terminu_s der MSY aus C

o

] en MSYs anderer Organismen. Innerhalb der N-
ferminalen 200 AS der MSY aus C. glutamicum wurde jedoch keine Ubereinstimmung mit
bekannten Sequenzen festgestellt. Dies 1aflt vermuten, daB die MSY aus C. gluiamicum
aufgrund einer Verlingerung des N-Terminus um circa 170 AS grofer ist als die
entsprechenden MSY's éhderer Organismen. In Abbildung 9 wurden die C-terminalen 579
AS der MSY aus C. glutamicum mit den MSY-Enzymen aus E. coli (Bymne et al., 1988), S.
cerevisiae (Hartig et al., 1992), N. crassa (Sandemann et ¢/, 1991) und B. napus (Comai et
al., 1989) verglichen. Wie aus der Abbiléung hervorgeht, sind nur an wenigen Stellen der
funt MSYs identische AS zu erkennen. Hoch konservierte Bereiche der MSYs aus . coli, S.
cerevisiae, N. crassa und B. napus sind mit einem Balken gekennzeichnet. -Auffallend ist,
daB die Sequenz des corynebaktenellen Enzyms mnerhalb dleser Berelche d1e grofite

Ubereznsfzmmmg zu den Sequenzen anderer MQYS aufweist.

CGMSY ...GTNAIPETDGAEKGKEYNPYRGQKVIEHGREFLDSVYPLDGASHADVEKYRITDGKLAAHIGDSYYRLKNRESYRGFTGN 240

ECHSY HTEQAT-—---—-~m-~ TTOELAFTRPYGEQEKQILTAEAVEFLTEL VTHFTPOR~ ~HKLLAARIGOOGDIDNGTLP-D 65

SCHSY - = ~VKYSL - ~DHVKLLVDVDKEPFFKPSSTTVGDILTKDALEF EVL LHRTFHNKR--KQLLENRQVYQKKLDSGSYHLD 73

NCMSY H---ASVE------ TLLQGYTISG-~-PIEEHQRKILTPQALSFVALLHRSFHQTR--KNLLERRHVRGAEIDRGVEP-D 65

BNMSY MELETSVY--RPHVAVYDSPDEVEVRGRYDOQVF AKILTRDALGFVAE LQREFRGHY--RYAMECRREVKRRYNSGAVP-G 75
S8 S5 s

CGMSY FLDPEAILLETNGERIELGIDPVHP IGKADKTGLKDIVLESAITTIMDFEDSVAAVDAEDKTEGY SHWFGLNTGELKEEN 320
ECHMSY FISETASIRDA-DHK-TRGIPADLEDRRVE ITGPVERKM-m v~ VINALNANVKVFMADEEDSLAPDWNKVIDGQINLRD 138
SCHMSY FLPETARERNDPTHO-GPILAPGLINRSTEITGPPLRNM--——— LINALNAPVNTYMTDEEDSASPTHNAMYYGOVHLYD 147
NCMSY FLPETKHIRERPTHKGAAPAAPPLYDRRVEMTGPTDRKM---~~VVNALNSDVYTYMADFEQSSAPTHANMYVNGQUNLYD 140 -
BNMSY - -FDPSTKFIRDG-EWV-CASVPPAVADRRVE I TGPVERKM-—~-- IINALNSGAXVF1ADFEDALS?SUENLMRGQVNLK 148
R - T T § *¥ S 5 * g S

CGMSY . . SKNGRIFTRELNKDRVYIGRNGTELVLHGRSLI.FVRNVGRLMOQNPSILIDGEEIFEGEIMDAVLTTVCAIPGIAPQRKMRN 400

ECMSY AVNGTISYTHEA-GKIYQLKPN-—-P—-~-AVLICRVRGLHL PEKHYTHRGEAIPGSLFDFALYFFHNYQAL-mmmn -l 203
SCHSY - AIRNQIDFDTPR--KSYKLNGN---V-ANLPTIEVRPRGWHMVEKHLYVDDEP TSASIFDFGLYFYHNAKEL -~ m I 214
NCMSY ATRRQIDFKQGP--KEYKL~ RTDRTL----PTLIVRPRGHHLEEKHUTIDGEPUSGSLFDFGLYFFHNAKEL ——————— v 206
BNMSY AVDGSTTFNDKARKKVYKLRDQ---V-——- ARKLEVRPRGUHLPEAH I IDGEPATGCLVDEGLY FEHHYARF ~---ROTQ 217
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CGMSY SRKGSITYIVKPKQHGPEEVAFTNEL FGRVEDELDLPRHTLKVGYMDEERRT SYNLDASIMEVADRLAFINTG---FLDRT 477
ECHSY AKGSGPYFYLPKTQSHGEAAHYSEYF SYAEDRFNLPRGTIKATLLIETLPAYFOMDEILHALRDHIVGLNCGRRDY IFSY 283
SCHSY KLGKGPYFYLPKMERHLEAK L MNDVIFCYAQDY IGTPRGRIRATVLIETLPAAFQMEE T IYQLRQHSSGLNCGRHDYIFST 294
NCHSY .QRGFGPYFYPPKMESHLEARLUNDAFNLAQDYVGIPLSTIRGTVLIETITAAFENDE I IFELRNHTSGLNRGGHDYIFPF 286
BNMSY GSGFGPFFYLPK&EHSREAKIHNSUFERAEKMAGIERGSIRATVLIETLPAVFQMNEILYELRDHSUGLNCGRHDYIFSY 297
s  ** S §§5 S§§ ¥ s § % § §** §§55§ .

CGHSY GDE IHTSMEAGAMYRKADHQTAPHKQAYENNNVDAG IQRGLPGKAQIGKGMWAMTE LMAEMLEXKIGGPREGANTAHVPS 557

ECMSY TKTLKNYPORVLPDRGAVTMDKPFLNAY SRLLTKTCHKRGAFAMGGMAAF 1P SKDEEHNNGV-LN-KVKADKSLEANNGH 361

SCHSY IKRLRNDPNHILRNRNQVTMTSPEMDAYVKRLINTCHRRGYHAMGGMAAQI P IKDDPAANEKAMTKYRN-DKIRELTRGH 373

NCMSY TKEVRRFPNFVLPDRSDVTHTYPFMEAYVKLLIKTLHREVVHANG-MAAQIP IKDDKAANDKAMEGYVRADKLREARAGH 365

BNMSY UKTFQAHPDRLLPDRULUGMGQHFMRSYSQLLIRTCHKRGVHAMGGMAAQIPIRDDPKANEMALD-LVKKDKLREVRﬁgﬂ 376
s * s g s s 3 S

CGHMSY PTGATLHATHYRL-VDVFKVQDELRAAGRRDSLRNILTIPTAPNTNWSEEEKKEE-MDANCQS I LGYVVRHVEHGVGLSK 635
ECHMSY DGTHEAHPGLADTAMAYFND I LGSRKNOLEVMREQDAP I TADQLLAPCDGERTEEGHRANIRVAVQY TEART - SGNGCVP 440
SCMSY . DGSHVAHPALAPICKEVF INMG-TPNQIYFIPENVVTAAN-LLETKIPKGEITTEGIVQNLDIGLQYMEANL-RGSGLVP 450
KCMSY DGTHVAHPALASIALEVFNKHMPTPNQLFNRREDVK I GQQDLENMNYP -GSSTEDGIRKNLNTGLGYTEPWI-RGVGCVP 443
BNMSY _DGTNAAHPGLIPICMDAFSHMGNNPNQIKSMKRDDASAITEEDLLQIPRGVRTLEGLRLNTRVGIQYLAAHL -TGSGSYP 455
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CaHsY VPEIHDIDLMEGRATLRISSQMLANNIRHDVUSKEQULESLERMAVVUD ————————— KQ—NAGDEAYRDMAPNYDASLA 705
ECHSY  ----- IYGLMEDAATAEI SRTSIWGHIHHQKTLSN-~-GKPYTKALFROMLGEEMKVIAS-ELGEERFSQGRFDDAARLY 511
SCHSY  -—--- INKLMEDAATAEYSRCQLYQHVKHGYTLKDTG-~EKVTPELTEKTLKEQVERLSKASPLGDRNKFAL---AAKYF 520
NCMSY  —-——- IKKPQEDAATAEVSRSQLUGHVKHRYT TAEGK- ~HVDKRYPLKLLKEADRORLAK-APGGRKFNLA--—-AGYFA 511
BNMSY - LYREMEDAATAE I SRYQNHQWIRYGYELDGOGLGVRYSKEL FGRVVEEEHERIEK-EVGKDKFKREMYKEACKHF 529
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CGHSY FQAARKDLIFEGTKSPSGYTEP ILHARRREFKAKRN 739
ECHSY EQITTSDELIDFLTLPGYRLLA-————-————- 533
SCMSY LPEIRGEKFSEFLTTLLYDETVSTKATPTDLSKL 555

NCHSY SQVTGE-DYADFLTCLLYNEITSAGNSLPASKL- 543
BNMSY TKQCTAAELDDFLTLAVYDRIVAHYP-INASRL- 561

Abbildung 9. Aminosiure-Sequenzvergleich der Malat-Synthasen aus C. glutamicum
(CGMSY), E. coli (ECMSY), S. cerevisice (SCMSY), N. crassa (NCMSY) und B. napus
(BNMSY). Identische Aminosduren sind mit einem Stern, ahnliche mit einem s’
gekennzeichnéet. Bereiche, in denen die Enzyme aus E. colf, S. cerevisiae, N. crassa und B.

napus starke Ahnlichkeit zueinander aufweisen, wurden unterstrichen.

2.6. Charakterisierung dey von orfZ aus {. glutamicum abgeleiteten

Aminosiure-Sequenz

- Mit-Hilfe der Methode ‘von Capaldi und Vanderkooi (1972) wurden in dem von orfZ
abgeleiteten Polypeptid 68% hydrophobe und 32% hydrdphjle AS _identiﬁziert. Es kann

somit davon ausgegangen werden, da3 orfZ fur ein stark hydrophobes Protein kodiert.
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In dem abgeletteten Polypeptid wurden dariiberhinaus mit der Methode von Rao und
Argos (1986) zehn potentielle, transmembrane Bereiche identifiziert. Ein Hydrophobizitats-
plot des von orfZ abgeleiteten Proteins ist in Abbildung 10 dargestellt.

Ein Vergleich des von or/Z abgeleiteten Polypeptids mit Sequenzen aus der SWISSPROT-
Datenbank zeigte, daBl ORFZ signifikante Ahnlichkeit zu einem Na*/Gallensalz-
Kotransporter aus der Rattenleber (Hdgenbuch etal, 1991) aufwies. In Bezug auf seine
Substratspezifitit wird der Na+/GallensaI;-Kotfansporter als multispezifisch bezeichnet, &a
er sowohl Steroide (z. B. Taurocholat und Quabain) als auch organische Anionen (z.B.
Rifampicin und Bilimbin} sowie Peptide (z.B. Phalloidin “und ‘Somatostatin-Analoga)
transportiert (Frimmer und Ziegler, 1988). In Ai}biidung 11 ist ein Sequenzvergleich der
von orfZ abgeleiteten AS-Sequenz mit der des Na'/Gallensalz-Kotransporters dargestellt.
Beide Proteine weisen insgesamt Z1% Identitdt zueinander auf .Unter Bericksichtigung

konservativer AS-Austausche betrigt die Ahnlichkeit sogar 41%. :' R
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Abbildung 10. Hydrophobizitatsplot des von dem offenen Leserasier orfZ aus C.
gluiamicum kodierten Polypeptids. Als mathematische Grundlage des Plots diente die
Mctho_d__e von Rao und Argos (1986). Potentielle transmembrane Bereiche sind im .unteren
Teil des Bildes als Balken dargestellt. Abkiirzungen: rel. Hydroph.: relative Hydrophobizitit.
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Durch Sequenzvergleiche Na™-abhangiger Symportsysteme war ein aus finf AS bestehendes
konserviertes Motiv (G-39-A-X-X-X-X-L-X-X-X-G-R} identifiziert worden, welches
Bedeutung innerhalb des Transportprozesses bei Bindung bzw. Erkennung der Substrate
besitzen konnte (Deguchi et al, 1990). Dieses Motiv ist jedoch weder innerhalb der
Sequenz des Na*/Gallensalz-Kotransporters noch in der von or/Z abgeleitenten AS-Sequenz
zu finden. Es kann somit keine Aussage gemacht werden, ob orfZ tatsachlich fiir einen Na™-
abhédngigen Transporter kodiert. Durch Vergleich der von orfZ abgeleiteten AS-Sequenz mit
in der PROSITE-Datenbank gespeicherten Sequenzen, konnte ein fiir bindeproteinabhingige
Transportsysteme typisches Motiv identifiziert werden (in Abbiidung 11 unterstrichen),
welches innerhalb der Sequenz des NaﬂGalIensaIz-Kotransporters nicht vorhanden ist. Die
Gene bindeproteinabhéngiger Transportsysteme sind in der Regel in Form von Operons
organisiert. Innerhalb der 915 bp zwischen aceB und orfZ wurden keine potentiell
kodierenden ORFs identifiziert. Auch in dem aus 489 bp bestehenden Bereich hinter dem
Ende von orfZ wurden keine ORFs gefunden deren abgeleitete AS-Sequenz Ahnlichkeit zu
Komponenten bindeproteinabhinigiger Transportsysteme aufwies. Es bleibt daher weiterhin

zu kldren, ob orfZ tatsichlich fir ein bindeproteinabhiingiges Transportprotein kodiert

CGORFZ VSKTEEGRSAATIIQAFPTFILLGATIAFIFPEPFIPLINYINIFLTIIMFTHGLTLTYPDFQMVLKRPLP ILIGVVAQF 80
RINATA ME- e VHNUSAPFNFSLPPGFGHRATDKALSIILVLHLLLIMLSLGCTMEFSKIKAHLHKPKGVIVALVAQF 69
R 4 ] s ¥ 5 § ¥ g¥¥ gg* ¥g * g% ggg gEkEE
CGORFZ VINPFLAIYVAKMFNLRPALAVGLLIMLGSYPGGT SSNYIAFLARGDVALSYTHTSUSTIVSPEMTPFLMIMLAGTETAVE 160
RHNATA GIMPLAAFLLGKIFHLSHIEALATLICGCSPGONLSNLFTLANKGDMNLS TYMTTCSSFSALGMMPLLLYVYSKGIYDGD 149
._*v‘:* * 55 *s* *® *5 S*S * EERE **S 5 5**5 **5 **5 *S g E *5 5% % ..
CGORFZ  GGEHAN-—--- TLYQTVLLPYIIGLYLRYFLEKWIDKILPILPYLS- ILGIGGVVFGAVAARAERLYSVGLIVFVAVIVH - 234
RHNATA EKDKYPYKGIMISLYEVLIPCTIGIVLXSKRPHYVPY TLKGGMI I TFLLSVAVTALSVINVGNSIMFVMTPHLLATSSLM 229
§ ¥Eg¥  F¥gwRg §5  ¥¥ S5 ¥ § 5. s § .8 § 8§
CGORFZ NULGYUUGYLTGRVFKFPEAANRTMAIEIGTQSAGLASG%AGRFFTPEAALPGAVAALUHNI———-TGAVYUGiVRNRPL 310
HNATA PFSGFEMGYILSALFOL P SCRRTISHETGFONIQLCSTIE NYTFPPEVIGPLFFFPLEYMIFQLAFGLE TTTTFREYEK 300
*SSS**S s* g *‘ksss* ® K - 3 * k% * *S :'r. * 5SS 5 +*
CGORFZ TKASRKKESVAUSS--———--————————--——; ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 324
RHNATA IKPPKDQTKITYKARATEDATPAALEKGTHNGNIPPLGPGPSPNGLNSGQMAN 362
¥ 05 SS S

Abbildung 11. Sequenzvergleich des von orfZ aus C. glufamicuni abgeleiteten Polypeptids
(CGORFZ) mit dem Na¥/Gallensalz-Kotransporter aus der Rattenleber (RNNATA).
Identische Aminosiauren wurden durch einen Stern, Zhnliche durch ein 's” gekennzeichnet. In
ORFZ ist der Bereich unterstrichen, der ein Motiv fiir emn bindeproteinabhéngige

Transportsysteme tragt.
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2.7. Uberexpression der Gene aced und aceB in C. glutamicum

Um zu priifen, ob die Gene aced und aceB sowohl gemeinsam als auch getrennt
voneinander funktionsfahig sind, wuiden diese in Form geeigneter Fragmente in C.
glutamicum/E. coli-Pendelvektoren kloniert. Zur Konstruktion des Plasmids pEKAI,
welches das ace4-Gen ohne angrenzende Bereiche von aceB fréigt, wurde das ace4-Gen aus
Plasmid pAB-35 als 2,1 kb Hpal-Bglil-Fragment (siche Abbildung 3) isoliert und in die
BamHI .Schnittstelie des C glutamicum/E.  coli-Pendelvektors pEKO ligiert. Eine
Restriktionskarie vén pEKAL ist in Abbiidung 12 dargestellt. Um das aceB-Gen getrennt
von aced-Anteilen zu exprimieren, wurde aus pAB-35 das aceB-Gen als Bfil-Pwul-
Fragment (siche Abbildung 3) isoliert und in die BamHI-Schnittstelle von pEKO ligiert. Das
resuitierende Plasmid wurde als pEXB2Z bezeichnet und ist in Abbildung 12 gezeigt. Die
Konstruktion des Plasmids pEKAB, in welchem aced und aceB gemil ihrer chromosomalen
Orientierung exprimiert wurden, gestaltete sich aufwendiger als die der Piasmide‘ pEKAL
und pEKB2. In Abbildung 13 ist die Strategie zur Konstruktion von pEKAB aus den
beiden Plasmiden pEKB1 und pACB-35 dargestellt. Es wurde zunichst das Plasmid pEKB1
durch EcoRI-Behandlung - linearisiert und die -iberhingenden Enden durch Klenow-
Polymerase zu glatten Enden aufgefullt. AnschlieBend wurde durch Xprl-Verdau ein 2,5 kb
Fragment herausgeschnitten, auf dem das unvollstandige ace4-Gen und Teile des aceB-Gens
lagen. Parallel dazu wurde aus dem Plasmid pACB-35 nach Bglil-, Klenow-Polymerase- und
Kpnl-Behandlung ein Insert herausgeschnitten, auf dem das aced-Gen vollstandig vorlag
und welches die in pEKBI herausgeschnittenen Teile des aceB-Gens trug. In einer
gerichteten Ligation enstand aus beiden Fragmenten der Vektor pEKARB, in dem die Gene

aceA und aceB vollstindig und gemil ihrer chromosomalen Anordnung vorliegen.
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Abbildung 12. Restriktionskarten der C. .glutamicum/E coli Pendelvektoren pEKAT ‘'und
pEKB2, welche die Gene aced bzw. aceB tragen. Der: schrafﬁerte Bereich. gibt die in die

Vektoren 11g1erten Inseris aus. C gluz‘amzcum ai.
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Abbildeng 13. Konstruktion des .C. glutamicum/E. coli Pendelvektors pEKAB -aus ‘den
Plasmiden pEKB1 und pACB-35. Auf dem Plasmid pEKAB liegen die Gene aced und aceB
in ihrer chromosomalen Organisation vor und werden gemeinsam exprimiert. Abkiirzungen:
aceA, aceB: Gene fiir Isocitrat-Lyase und Malat-Synthase; ace4": unvolistindiges ace4-Gen.
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Durch Elektroporation wurden die Plasmide pEKAl, pEKB2 und pEKAB in den (.
ghiiamicum-Wildtyp transformiert. In den entsprechenden rekombinanten Stammen wurde
die Aktivitit von ICL und MSY nach Wachstum in Glucose-MM bzw. Acetat-MM
bestimmt. Die Ergebnisse dieser Messung sind in Tabelle 5 dargestellt. Nach Wachstum auf
Glucose zeigten die Staimme 13032(pEKA1) und 13032(pEKAB) zehn- bzw. siebenfach
hohere [CL-Aktivitit im Vergleich zum Wildtyp. Die Stamme 13032(pEKB2) und
13032(pEKAB) wiesen bei Wachstum auf Glucose neun- bzw. dreizehnfach gesteigerte
MSY-Aktivitdt verglichen mit der des Wildtyps auf. Nach Wachstum auf Acetat waren bei

allen Stimmen die Aktivitaten von ICL und MSY gegeniiber denen nach Wachstum auf
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Glucose deutlich erhoht. Es zeigte sich, daBl mit Acetat als C-Quelle die ICL- bzw. MSY-
Aktivititen der Stamme 13032(pEKA1) und 13032(pEKB2) dreifach, die des Stammes
13032(pEKAB) zweifach gegeniiber der des Wildtyps erhéht waren. Durch die vorliegenden
Ergebnisse konnte die Funktionalitit der isolierten Gene aced und aceB aus C. gluiamicum
belegt werden. Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, dafl auch bei Uberexpression von
aced und aceB die Aktivitdit von ICL und MSY in Abhédngigkeit von der C-Quelle des

Mediums reguliert wird.

Tabelie 5. Spezifische Aktivititen von Isocitrat-Lyase und Malat-Synthase in Zellextrakten
des C. glutamicum-Wildtyps und der rekombinanten C. glutamicum-Stamme 13032(pEKO0),
13032(pEKAIL), 13032(pEKB2) und 13032(pEXAB) nach Wachstum in Glucose- bzw.
Acetat-MM. .. |

spezifische Aktivitdt in U/mg
C. glutamicum Isocitrat-Lyase { Malat-Synthase | Isociirat-Lyase | Malat-Synthase
Stamm Glucose als C-Quelle Acetat als C-Quelle
Wildtyp 001 0,04 2,62 211
13032(pEK0) | = 001 Co04 | 284 | 223
13032(pEKA1) 040 0,06 7,41 | 2,03
13032(pEKB2) 0,01 0,35 2,30 6,22
13032(pEKAB) 8,07 6,53 5,08 4,62
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2.8. - Analyse der aced- und aceB-spezifischen Transkripte in (. gluiamicum

Um die aced- und aceB-spezifischen Transkripte in C. glutamicum anzlysieren zu konnen,
wurde Gesamt-RNA des C. glifamicum-Wildtyps nach Wachstum auf Glucose- bzw.
Acetat-MM isoliert. Durch Northern-Blot-Analyse wurde die Lange der ace4- bzw. aceB-
spezifischen Transkripte sowie deren Mengé auf beiden.C-'QueIIen bestimmt. In Abbildung
14 ist das Ergebnis dieser Untersuchung dargestellt. Sowohl béi Wachstum auf Glucose-MM
als auch auf Acetat-MM wurde fiir das Transkript des aceB-Gens eine Lange von 2,75 kb
und fiir das von aced cine Linge von 1,5 kb erhalten. Da die Strukturgene von aceB und
aced eine Lange von 2,2 kb bzw. 1,3 kb besitzen, zeigt dieses Ergebnis, dafl beide Gene
monocistronisch organisiert sind. Die Tatsache, dal die Transkriptlinge der Gene
unabhingig von der C-Quelie des Mediums war, deutet darauf hin, dall sowohl bei
Wachstum auf Glucose als auch auf Acetat die jeweils gleichen Promotoren oder zumindest
nah beieinander gelegene Promotoren genutzt werden. Unter der Voraussetzung, dafB die
Transkription an den vorhergesagten Terminatoren beendet wird, konnen fiirr die Gene aced
und aceB die Transkrptionsstaripunkte ungefihr vorhergesagt werden. Der
Transkriptionsstartpunki des aced-Gens kann in einem Bereich von etwa 100 Basen vor
dem Startcodon von aced angenommen werden und der des aceB-Gens sollte sich ungefshr
350 “Basen vor dem Startcodon des aceB-Gens befinden. Digs deutet an, daB die
Transkriptionsstartpunkie beider Gene nah beieinander liegen. Ein Vergleich der
Bandenintensititen im Northern-Blot zeigt, daB3 die Transkripte beider Gene bei Wachstum
auf Acetat in erheblich groflerer Menge vorhanden sind als bei Wachstum auf Glucose
(Abbildung 14). Durch Verwendung unterschiedlicher Verdiinnungen der Gesamt-RNA
nach Wachstum von C. glutamicum auf Acetat, 1aBt sich das Verhiltnis der aceB- bzw.
aceA-spezifischen Transkripte bei Wachstum auf Glucose bzw. Acetat quantifizieren. Bei
Wachstum von C. glutamicum auf Acetat-MM zeigt das aceB-Gen eine circa 50-fach
gesteigerte, und das aced-Gen eine ungefihr 200-fach erhohte Transkription im Vergleich
zu der bel Wachstum auf’ Glucose-MM. Die Ergebnisse belegen, daB beide Gene in.ihrer

Expression auf transkriptioneller Ebene reguliert werden.
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Abbildung 14, Northern-Blot-Analyse der Transkripte von aced ‘bzw. aceB nach
Wachstum von C. glutamicum auf unterschiedlichen C-Quellen. Die Gesamt-RNA wurde
{A.) gegen eine aceB-spezifische, bzw. (B.) gegen eine ace4-spezifische Sonde hybridisiert.
Spur Al: 10 pg Gesamt-RNA nach Wachstum von C. glutamicum auf Acetat-MM;
Spur A2, A3:"'Verdunnungen der Al Fraktion um den Faktor 1:200 bzw.  1:400.
Spur G: 10 ug Gesamt-RNA nach Wachstum von C. 'glulamicum auf Glucose-MM. =+
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2.9, Versuch, ein an der Regulation beteiligtes Protein auszutitrieren

Nachdem gezeigt worden war, dall die Expression der Gene aced und aceB in C
ghutamicum auf transkriptioneller Ebene reguliert wird, wurde die Frage untersucht, ob an
dieser Regulation ein Regulatorprotein beteiligt ist, welches in dem intergenischen Bereich
swischen aced und aceB bindet. Von E. coli sind Beispiele bekannt, in denen durch
Amplifikation einer DNA-Region, an die ein Regulatorprotein bindet, das betreffende
Regulatorprotein austitriert werden konnte (Collado-Vides et al., 1991). Das Austitrieren
eines Regulatorproteins fiihrt zu einer veranderten Expression der von diesem Protein
regulierten Gene.

Zur Untersuchung der Frage, ob in C. glutamicum ein an der Reguiation der Gene aced
und aceB beteiligtes Protein austitriert werden kann, wurde der intergenische Bereich
zwischen aced und aceB als:_.gS’ﬁ'I-DraI-Fragment isoliert und in die BamHI-Schaittstelle des
Vektors pEKO ligiert. Von dém Vektor pEKO ist bekanﬁt, daf} er mit circa 30 Kopien pro
Zelle vorliegt. Das aus der Ligation resuitierende Plasmid wurde in den C. ghirtamicuni-
Wildtyp transformiert. Nach Wachstum auf Glucose- bzw. Acetat-MM wurden in dem
entsprechenden rekombinanten Stamm die Aktivitdten von ICL und MSY bestimmt und mit
denen des Stammes 13032(pEKO) verglichen. Es zeigte sich, daB sich die Aktivititen beider
Stimme weder bei Wachstum auf Glucose-MM noch bei Wachstum auf Acetat-MM
voneinander unterschieden. Aus diesem Experiment mull gefolgert werden, dafl, falls ein
Regulaiorprotein an der Regulation von aced und aceB beteiligt ist, dieses nicht durch 30-

fache Amplifikation des bindenden DNA-Bereiches austitriert werden kann.

3. Physiologische Untersuchungen zur Funktion des Glyoxylat-Zyklus in -

. C glutamicum

Durch Inaktivierung der Gene aced bzw. aceB im. Chromosom von C. glutamicum wurde
untersucht, -ob. beide Gene zum Wachstum auf Acetat-MM bendtigt werden und ob ein
Defekt in diesen Genen einen Einflul} auf die Aminosaurebildung eines Produktionsstammes
ausiibt. Ferner wurde durch Inaktivierung der offenen Leseraster orfZ und #hiX der Frage

nachgegangen, ob sie im Acetat-Stoffwechsel von C. glutamicum eine Rolle spielen.
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3.1. Inaktivierung der Gene aced und aceB im Chromesom ven (. glutamicum

und Analyse der Mutanten

Die Inaktivierung der Gene aced bzw. aceB im Chromosom von C. glutamicum erfolgte
mit Hilfe eines als "Genunterbrechung’ bezeichneten Verfahrens (Schwarzer und Pithler,
1991). Umin C. glutamicum das aceA-Gen zu inaktivieren, wurde ein aceA-internes 0,32 kb
Asp700-Bgll und um das aceB-Gen zu insktivieren, ein aceB-internes 0,41 kb Sphi-Kpni-
Fragment in den mit Scal geschnittenen Vektor pSUP301 ligiert. Die beiden resultierenden
Plasmide wurden in den E. coli-Donorstamm S17-1 transformiert und durch Konjugation
aus diesem Stamm nach C. glutamicum iibertragen. Der Vektor pSUP301 vermittelt
Resistenz gegenitber Kanamycin, ist jedoch in C. glutamicum nicht-replikativ. Durch
Selektion auf Kanamycin-Resistenz wurden Klone erhalten, bei denen das pSUP301-Derivat
in das Chromosom integriert sein muBte und in diesem passiv mitrepliziert wird. Der Einbau
des pSUP301-Derivates in das Chromosom von C. glutamicum erfolgt in der tiberwiegenden
Anzahl der Fille tber homologe Rekombination. Da der Vektor pSUP301 keine Anteile aus
dem C. ghitamicum-Chromosom trigt, konnte angenommen werden, daB die homologe
Rekombination zwischen den im Chromosom von C. glufamicum befindlichen Genen aced
bzw. aceB und den internen Fragmenten dieser Gene in den pSUP301-Derivaten erfolgt war.
Durch den Einbau der pSUP301-Derivate in die Gene aced bzw. aceB sollte deren
Leseraster unterbrochen und somit die Gene inaktiviert worden sein. Der C. glutamicuim-
Stamin mit potentiellem Defekt im aced-Gen wurde als ASK1, und jener mit potentiellem

Defekt im aceB-Gen als ALB1 bezeichnet.

ob die zur

"Genunterbrechung” verwendeten pSUP301-Derivate tatséchlich in die gewiinschten Gene
integriert worden waren, d. h. in der Mutante ASK1 in das ace4-, und in der Mutante ALBI
in das aceB-Gen.

~ Sphl-geschnittene, chromosomale DNA des C. glutamicum-Wildtyps sowie die des
Stammes ASKl wurde. gegen ‘eine aced- Sonde hybnd151ert (Ahbﬂdung 15) Bel
_erfo!greicher Inaktmerung von. aceA sollte be1 dem Stamm ASKi ein S1gnal bei 9 1 kb
.auftreten das aus dem chromosomalen 2,7 kb SphI -Fragment und den 6 4 kb. des in aced

inserierten pSUP301-Derivates resultiert. Chromosomale DNA des Wildtyps zeigie das zu
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Abbildung 15, Southern-Blot-Hybridisierung chromosomaler DNA des (C) C. glutamicum-
Wildtyps sowie der von diesem abgeleiteten Mutanten (1} ASKI und (2} ALBI. Die DNA
wurde mit den in der - Abbildung _-éngegebenen Restriktionsenzymen __geschnitten und -{A.)
gegen eine aced-spezifische bzw. (B.) _gegen eine aceB-spezifische Sonde hybridisiert. o
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erwartende Signal bei 2,7 kb und chromosomale DNA des Stammes ASK1 zeigte ein Signal
bei circa 9,0 kb. Dieses Ergebnis belegt, daB in dein Stamm ASK1 das pSUP301-Derivat in
das aced-Gen integriert wurde.

Um fiir den Stamm ALB1 zu zeigen, dafl das pSUP301-Derivat in das aceB-Gen integriert
worden war, .wurde eine aceB-spezifische Sonde gegen Asp700 verdaute chromosomale
DNA des C. glutamicum-Wildtyps und des Stammes ALB1 hybridisiert (Abbildung 15).
Von dem Vektor pSUP301 ist bekannt, dal3 er zwei Asp700 Restriktionsschnittstellen in
einem Abstand von 5,0 kb besitzt. In einem Asp700-Verdau wird dieses 5,0 kb Fragment
herausgeschnitten und ist somit in einer Southern-Blot-Hybnidisierung nicht detektierbar.
Aus diesem Grund ist in dem Stamm ALBI nicht ein Signal bei 11,3 kb zu erwarten, was die
Summe aus dem chromosomalen 5,0 kb 4sp700-Fragment und den 6,3 kb des integrierten
pSUP301-Derivates ist, sondern es sind vielmehr zwei Signale zu erwarten, deren Summe
6,3 kb ergibt, da die aus dem Vektor geschnittene 5,0 kb Bande mit einer aceB-spezifischen
Sonde nicht detektiert wird. Im Southern-Blot zeigte chromosomale DNA des Wildtyps das
zu erwartende Signal bei 5,0 kb, Die Mutante ALB1T wies zwei Signale, eines bei 2,1 kb und
eines bei 4,0 kb auf. Die Summe beider Signale entspricht den zu erwartenden 6,3 kb. Dieses
Ergebnis bestétigt, daB in dem.Stamm ALB1 ein pSUP301-Derivat in das aceB-Gen
integriert wurde.

Um zu testen, ob die Integration der pSUP301-Derivate in den Mutanten ASK1 und
ALB1 zur Inaktivierung des aced- bzw. aceB-Gen gefuhrt hatte, wurden in dem C.
ghitamicum-Wildtyp sowie in den Mutanten ASK] und ALBI1 die Enzymaktivititen von
ICL und MSY bestimmt. Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Tabelle 6 dargestellt. Der
Stamm ASK1 besall weder auf Glucose-MM noch auf Glucose/Acetat-MM nachweisbare
ICL-Aktivitat, zeigte jedoch unverdnderte MSY-Aktivitat im Vergleich zum C. glutamicum-
Wildtyp. Umgekehrt verhielt es sich mit der Mutante ALB1, die normale ICL-Aktivitit aber
keine cfet_ektierbare MSY-Aktivitdt aufwies. Die enzymatischen Messungen belegen somit,
daf} in dem Stamm ASK1 das acezfi__-(}en und in dem Stamm ALB1 das gce5-Gen inaktiviert

wurde.
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Tabelle §. Isocitrat-Lyase- und Malat-Synthase-Aktivitdten des C. glifamicum-Wildtyps
und der C. glutamicum-Mutanten ASK1 und ALB1 nach Wachstum in Glucose- bzw.
Glucose/Acetat-MM.

spezifische Aktivitidt in U/mg
C. glutamicum Isocitrat-Lyase | Malat-Synthase | Isocitrat-Lyase | Malat-Synthase
Stamm Glucose als C-Quelle Glucose/Acetat als C-Quelien
Wildtyp 0,01 0,04 1,21 1,14
ASK1 < 8,601 10,04 < 9,601 1,08
ALBI1 0,01 < 9,01 1,23 < 0,01

Um zu untersuchen, ob die Inaktivierung der Gene aced bzw. aceB einen Einflull auf das
Wachstumsverhalten von C. glutamicum hat, wurde das Wachstum des Wildtyps mit dem
der Mutanten ASK1 und ALBI auf unterschiedlichen C-Quellen verglichen. Tabelle 7 gibt
das Ergebnis dieser Wachstumsversuche wieder. Sowoh! die ICL-defekte Mutante ASK1 als
auch der MSY-defekte Stamm ALB1 zeigte im Vergleich zum C. glutamicum Wildtyp
unverdndertes Wachstumsverhalten mit Glucose als C-Quelle. Im Gegensatz zum Wildtyp
waren j.edoch beide Mutanten nicht ﬁlehr in der Lage, auf Acetat zu wachsen. Wurde ein
Gemisch aus Acetat plus Glydxyiat als C-Quelle angeboten, so zeigte die ICL-defekte
Mutante ASK1 erneut Wachstum. Da C. glutamz'cum nicht in der Lage ist, éuf Glyoxylat zu
wachsén, zeigt dieses Ergebnis, daid ASKI aufgrund seines ICL-Defektes kein Givoxyiat
mehr bildet und daf3 durch Gabe von Glyoxylat dieser Defekt aufgehoben werden kann. Die
MSY-defekte Mutante ALB1 wurde durch ein Gemisch aus Glucose und Acetat in ihrem
Wachstum gehemmt. Es kann vermutet werden, daB die Mutante ALB1 in Anwesenheit von
Acetat toxische Konzentrationen an Glyoxylat akkum_u'liert, da sie keine funktionelle MSY
besitzt. Durch die Wachstumsexperimehfé konnte somit gezeigt werden, daf} die Gene aced

und aceB fiir das Wachstum von C. glutamicum auf Acetat essentiell sind.
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Tahelle 7. Wachstumsverhalten des C. glutamicum-Wildtyps und der Stamme ASK1 und
ALB] auf Minimalmedium mit verschiedenen C-Quellen. ++: sehr gutes Wachstum; +: gutes
Wachstum;, +/-: schiechtes Wachstum; -: kein Wachstum

Kohlenstoffguelle
C. glutamicum Glucose Acetat Glyoxylat | Acetat plus | Acetat plus
Stamm Glyoxylat Glucose
Wildtyp ++ + - + ++
ASK1 ++ - - + ++
ALBI1 ++ - - - +/-

Um der Frage nachzugehen, ob der Glyoxylat-Zyklus bei Wachstum auf Glucose zur
Aminosaurebildung benétigt wird, wurden in dem Lysinproduzenten C. glufamicinn MH20-
22B die Gene aced bzw. aceB in der gleichen Weise wie im C. gluramicum-Wildtyp durch
"Genunterbrechung’ inaktiviert. Als MSK1 wurde der Stamm mit inaktiviertem aced-Gen
und als MI.B1 jener mit zerstoriem gceB-Gen bezeichnet. Nach 32-stindiger Fermentation
in 10%igem Glucose-MM wurden die produzierten Lysinmengen der C. glutamicum-
Stamme MH20-22B, MSK1! und MLB1 miteinander verglhichen. Die externe
Lysinkonzentration des Stammimes MH20-22B lag bei 51 mM, die der beiden Mutanten
MSK1 bzw. MLBI1 bet jeweils 48 mM. Aus diesem Ergebnis muB der SchiuBl gezogen
werden, daB C. glufamicum bet Wachstum auf Glucose den Glyoxylat-Zyklus nicht zur

Lysinproduktion benotigt.
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3.2. Inaktivierung der offenen Leseraster orfZ und tiX im Chromosom von

C. glutamicum und Anslyse der Mutanten

Zur Inakiivierung von orfZ wurde ein orfZ-internes 0,33 kb Aval-Ec/X1-Fragment und zur
Inaktivierung von #hiX wurde ein thiX-internes 0,20 kb Tagl-Tagl-Fragment in die Scal-
Restriktionsschnittstelle des Vektors pSUP301 ligiert. Die entsprechenden Konstrukie
wurden in den £. coli-Mobilisatorsiamm S17-1 transformiert und durch Konjugation aus
diesem nach C. gluiamicum tbertragen. Durch Selektion auf Resistenz gegentiber
Kanamycin wurden Mutanten mit inakiivieriem orfZ- bzw. thiX-Gen erhalten. Diese wurden
als EGS1 und JAA]1 bezeichnet.

Der 1m orfZ-Gen defekie Stamm EGS1 zeigte im Vergleich zum Wildtyp unverandertes
Wachstumsverhalten auf ailen getesteten C-Quellen (Glucose, Ribose, Fructose, Maltose,
Saccharose, Acetat, Pyruvat, Lactat, Citrat, Succinat, Fumarat, Malat, Gluconat, Glutamat,
Pepton, Soyton und Trypton). Dariiberhinaus waren die spezifischen ICL- und MSY-
Aktivititen dieses Stammes sowie die Regulation der beiden Enzyme mit der des C
glutamicum-Wildtyps vergleichbar. Aus diesen Ergebnissen muB3 der Schiufl gezogen
werden, daB orfZ keinerlel Bedeutung im Acetat-Stoffwechsel besitzt und damit die genaue
Funktion von orfZ ungeklirt bletbt.

Die Mutante JAA1 mit inaktiviertem z4iX-Gen war zwar in der Lage, auf Volimedivm zu
wachsen, sie zeigte jedoch kein Wachstum auf Minimalmedium. Durch Supplementations-
versuche konnte fir die Mutante JAA1 eine Auxotrophie fiir Thiamin nachgewiesen werden.
Obwohi die Thiaminbiosynthese noch nichi vollstindig aufgeklart wurde, ist von £. coli
bekannt, daB3 Thiamin aus der Kopplung von 4-Methyl-5(B-Hydroxyethyl)Thiazol (MHET)
mit 4-Amino-5-Hydroxymethyl-2-Methylpyrimidinphosphat (HMP) entsteht (Brown und
Williamson, 1987). Beide Substanzen wurden auf ihre Fahigkeit getestet, den Stamm JAAI
zu supplementieren. Wahrend HMP keinen Effekt zeigte, konnte durch Zusatz von MHET
zum Glucose-MM das Wachstum von JAA1 wiederhergestellt werden. Aus diesem Ergebnis
kann geschlossen werden, daf3 #iX fiir die Biosynthese von MHET notwendig ist. Es bleibt
zu kldren, ob das 72X Genprodukt eine bislang unbekannte Reaktion bei der Synthese von
MHET katalysiert oder ob es funktionell einem bereits bekannten Enzym dieses

Biosyntheseweges entspricht, aber eine zu diesem abweichende Priméarstruktur besitzt.
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4. Biochemische Charakterisierung von Isocitrat-Lyase, Malat-Synthase und

isocitrat-Dehydrogenase aus C. gluiamicum

Das Glyoxylat-Zyklus-Enzym ICL konkurriert mit dem Citrat-Zyklus-Enzym IC-DH um das
gemeinsame Substrat Isocitrat. Um fiir C. glutamicum Aussagen uber eine Regulation des
C-Flusses zwischen beiden Zyklen machen zu kénnen, wurde sowohl die ICL als auch

IC-DH aus C. glutamicum biochemisch charaktensiert. Dariiberhinaus wurde die MSY aus
C. glutamicum biochemisch untersucht. Bei der Charakterisierung dieses Enzyms wurde der
Frage nachgegangen, ob sich die MSY nicht nur hinsichtlich ihrer GréBe und Primérstruktur,
sondern auch in Bezug auf ihre biochemischen Eigenschafien von den MSYs anderer

Organismen unterscheidet.

4.1. Reinigung, Quantifizierung und biochemische Darstellung der

Isocitrat-Lyase aus C glutamicum

Aufreinigung der Isocitrat-Lyase aus C glufemicum

Um die ICL aus C. glutamicum biochemisch charakterisieren zu konnen, wurde sie aus
Extrakten des Stammes 13032(pEKA1) nach Wachstum unter induzierenden Bedingungen,
d. h. auf Acetat-MM, isoliert. Ein typisches Reinigungsschema der ICL aus C. glutamicum
ist in Tabelie 8 dargestellt. Mit Serva—Biué gefarbte SDS-PAGE-Gele zeigten, daB das
Enzym bis zu apparenter Homogenitét gereinigt worden war (Abbildung 16). Die Ausbeute
an iCL lag nach dem letzten Reinigungsschritt bei 27%. Die ICL konnte bei -20°C drei

Wochen ohne Aktivititsverlust gelagert werden.
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Tabelle 8. Schema zur Aufreinigung der Isocitrat-Lyase aus C. glutamicum 13032(pEKAI)

nach Wachstum in Acetat-MM.

Reinigungs- | Volumen | Gesamt- | Gesamt- | Spezifische | Akiivitdts- | Reinigungs-
schritt {ml) protein Isocitrat- { Isocitrat- | ausbeute faktor
(mg) Lyase- Lyase (%)
Aktivitat | Aktivitat
) (Ulmg)

Rohextrakt 2,3 30,4 226 | 14 100 1,0
Ultrazentri- | 10,0 12.4 127 10,3 56 1,4
fugation
MonoQ, 4.0 2,7 76 28.2 34 3.8
pH 6,0
MonoQ, 2.0 2,0 60 30 27 4.1
pH 8,0

Quantifizierung der Isocitrat-Lyase in Zellextrakten von C glutamicum nach
Wachstum auf unterschiedlichen C-Quellen

Durch Verwendung der gereinigien ICL als Standard war es in SDS-PAGE-Experimenten
moglich, auch in Zellextrakten die genaue Lage der ICL zu bestimmen. Zur Klirung der
Frage, ob unterschiedliche C-Quellen zu sichtbaren Veranderungen des ICL-Gehaltes im
Zellextrakt _ﬁlhgten, wurden Extrakte des C. glutamicum-Wildtyps sowie des aced-
tberexprimierenden Stamimes 13032(pEKA1) einer SDS—PAGE unterzogen. Mittels
Densi€ometrie wurde der Anteill von ICL am Gesamtzellprotein ermittelt. Abbildung 16
zeigt ein typisches Gel, das zu einer densitometrischen Messung herangezogen wurde.
Wahrend in Extrakten des C. glufamicum-Wildtyps nach Wachstum in Glucose-MM keine
ICL-Protetnbande zu erkennen war, zeigte sich eine sehr deutliche Bande nach Wachstum in
Acetat-MM. In Extrakten des Stammes 13032(pEKAT1) war nach Wachstum in Acetat-MM
eine noch weitaus intensivere 1CL-Bande zu erkennen. Mittels Densitometrie wurde der
Anteil der ICL am Gesamtprotein bei Wachstum auf Acetat-MM fur den C. glutamicum-
Wildtyp mit 8% und fiir den Stamm 13032(pEKA1) mit 25% bestimmt. Der circa dreifache
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Anstieg an ICL-Protein in dem rekombinanten Stamm korreliert gut mit der ICL-Aktivitét,

die im Vergleich zum Wildtyp bei Wachstum auf Acetat-MM ebenfalls dreifach erhoht war.

kDo M ] 5 3 4
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BE e
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Abbildung 16. SDS-PAGE von gereinigter Isocitrat-Lyase aus C. glutamicum sowie von
Rohextrakten des C. glutamicum-Wildtyps und ‘des. Stammes 13032(pEKAI1) nach
Wachstum in Acetat- bzw. Glucose-MM. Spur M: oyp-Makroglobulin (170 kia), B-
Galactosidase (116 kDa), Fructose-6-phosphat-Kinase (85 kDa), Glutamat-Dehydrogenase
{56 kDa), .Aldoiase (39 kDa), Triosephosphat-Isomerase (27 kDa), Trypsin-Inhibitor (20
kDa) und Lysozym (14 kDa); Spur 1: C. glziz‘amicum-_Wildtyp nach Wachstum auf Glucose;
‘Spur 2: C. glutamicum-Wildtyp nach Wachstum auf Acetat; Spur 3: C. glutamicum
13032(pEKA1) nach Wachstum auf Acetat; Spur 4: gereinigte Isocitrat-Lyase aus C.
: giui_ai:'u_'cum 13032(pEKAL).
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Biochemische Charakterisierung der Isocitrat-Lyase aus C. glutamicum

Durch Gelfiltration wurde das native Molekulargewicht der ICL mit 180000 und mittels
SDS-PAGE-Analyse das Molekulargewicht der ICL-Untereinheiten mit 48000 bestimmt
{(Abbildung 16). Diese Ergebnisse deuten an, daB3 die native ICL aus C. glufamicum ein
Tetramer aus vier identischen Untereinheiten ist. Durch Ansequenzierung des N-Terminus
der gereinigten ICL konnte gezeigt werden, dal das Enzym mit der AS-Sequenz S-N-V-G-
K-P-R-T-A-Q beginnt. _'.Di;e erhaltene AS-Sequenz bestdtigt den vorhergesagten
Translationsstartpunkt von éceA bei bp 517 _(siehe Kapitel 2.4.). Das Fehlen des Methionins
am N-Terminus zeigt, daﬁg-és_ durch Prozessierung abgespalten worden ist. Eine derartige
Prozessierung konnte bereits anhand der DNA-Sequenz vorhergesagt werden (Ben-Bassat
und Bauer, 1987). L

Der Einflul} des pH-Wertes auf die Aktivitdt der ICL wurde unter Verwendung von 50
mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 5,0 - 8,0) und 50 mM MOPS/NaGH-Puffer (pH 7,0 - 9,0)
untersucht. Es zeigte sich, dafl das Enzym maximale Aktivitit in 50 mM MOPS/NaQH bei
einem pH von 7.3 aufvies.

Um den Einflull von divalenten Kationen auf die Aktivitat der ICL zu untersuchen, wurden
Mg2*, Co?* und Mn2* auf ihre F ahigkeit getestet, die Aktivitat der ICL zu beeinflussen. Es
zeigte sich, daf} bei Fehlen dieser Kationen keine [CL-Aktivitit festzustellen war. Maximale
ICL-Aktivitat wurde in Gegenwart von 15 mM Mg2™ erreicht. Mn2% und Co?* konnten
Mg2™" partiell ersetzen und fithrten zu Restaktivititen von 26% bzw. 31%.

Zur Bestimmung des Temperaturoptimums sowie der Temperaturstabilitdt der ICL aus C.
glutamicum wurde die Temperatur des Testansatzes diskontinuierlich in 3°C-Schritten von
20°C auf 50°C erhoht Das Enzym zeigte maximale Aktivitdt bei 40°C und wurde bei
Temperaturen iiber 44°C rasch inaktiviert.

Um den :Reaktionsmechanismus der ICL zu untersuchen, wurden Hemmungsstudien
sowohl der Spaltungsreaktion als auch der Kondensationsreaktion der _iCL durchgefiihrt. In
Tabeile 9 smd aie_ Hemmuhgétjpen und -konstanten von Inhibitoren der Spait:ungs- bzw.
Kondensat_ionsreiktion angegeben. Bei Analyse dér Spaltungsreaktion der ICL wurde
S_uccinat als linear nichtkompetitiver Herﬁmstoii“ ‘hinsichtlich Isocitrat identifiziert. Glycolat
und Oxalat, als Strukturanaloga des Glyoxylats, zeigten linear kompetitive Inhibition in

Bezug auf Isociirat, wohingegen Itaconat und PEP, als Strukturanaloga des Succinats,
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Tabelle 9. Kinetische Untersuchungen und Effektorstudien an gereinigter Isocitrat-Lyase
aus (. ghdamicum. Neben den Michaelis-Menten- bzw. Inhibitorkonstanten ist der

Hemmungstyp der einzelnen Effektoren dargestelit.

-+ "Substrat/Inhibitor Typ der Hemmung Michaelis- bzw,
Hemmungskonstante

a) Spaltungsreaktion

- ‘threo-Dg(+)-Isocitrat | 0,28 mM
._S_uccinat _ | linear nichtkompetitiv _ 1,48 mM
Glycolat Nlinear kompetitiv. =~ - 0,69 mM
Oxalat linear kompetitiv. - 7,10 uM
3-Phosphoglycerat linear kompetitiv 1,15 mM
6-Phosphogluconat linear kompetitiv 1,07 mM
Itaconat linear unkompetitiv 5,05 uM
Phosphoenolpyruvat linear unkompetitiv 0,46 mM
L-Malat linear gemischt : I,46 mM
Fructose-1,6-Bisphosphat linear gemischt ' 1,27 mM

b} Kondensationsreaktion
Glyoxylat RS o +0,34 mM
Succinat ' ' ' © 0,61 mM

Hemmstoff beziiglich Succinat

Ehosphoenol_pyruvat - | ._'_lli_n_ear kompetitiv | | ._0,42mM
Glyc_olat o _ | } iipg_ar_gen;ischt P l_ 0,23mM .. . .
Hemmstoff gegenuber. . |
Glyoxylat -
Phosphoenolpyruvat linear unkompetitiv 12,30 mM

~ Glycolat | linear kémpetitiv 0,45 miM
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zu einer linear unkompetitiven Hemmung fihrten. In der Kondensationsreaktion war PEP
ein linear kompetitiver Inhibitor 1n Bezug auf Succinat und zeigte linear unkompetitive
Hemmung hinsichtlich Glyoxylat. Glycolat wies linear gemischte Inhibition beziiglich
Succinat auf und zeigte linear kompetitive Hemmung hinsichtlich Glyoxylat. Aufgrund dieser
Ergebnisse kann fir die ICL aus C. gluramicum der folgende Reaktionsmechanismus
vorhergesagt werden: Nach Spaltung des Isocitrats in Glyoxylat und Succinat mufl zunichst
Succinat das Enzym verlassen, bevor Glyoxylat abdissoziieren kann.

Um zu untersuchen, ob die biochemischen Eigenschaften der ICL eine Feinkontrolle des
C-Flusses .ﬁﬁschen wurde deren Affinitat
hinsichtlich Isocitrat sowie deren Hemmung durch physiologisch relevante Inhibitoren
analysiert. Die Ergebnisse dieser Analyse sind ebenfalls in Tabelle 9 dargestelit. Die ICL
zeigt nur méBige Affinitdt hinsichtlich Isocitrat (Km=0,28 mM). Ihre Aktivitdit wird
signifikant durch die Zentralstoffwechselmetabolite 3-Phosphoglycerat, 6-Phosphogluconat,
PEP, Fructoée-lﬁ-bisphosphat, Succinat und Malat in threr Aktivitat gehemmt. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dal3 die genannten Metabolite an der Feinregulation der 1CL-
Aktivitat beteiligt sind. Parallel zu den Messungen mit der gereinigten ICL wurden
Effektorstudien im Zellextrakt durchgefuhrt. Auffallend dabei war, dall die gereimgte ICL
aus C. glutamicum signifikant durch PEP in ihrer Aktivitat gehemmt, die ICL im Zellextrakt

jedoch nicht durch diesen Metaboliten inhibiert wurde.

4.2, Reinigung, Quantifizierung und bicchemische Darstellung der

Malat-Synthase aus {. glutamicum

‘Aufreinigung der Malat-Synthase aus C ghetancum
Aus Extrakten des C. glutamicum-Stammes 13032(pEKB2) wurde nach Wachstum unter
induzierenden Bedingungen die MSY aufgereinigt und biochemisch analysiert. In Tabelle 10
. ist ein typisches Reinigungsschema der MSY aus C. glufamicum dargestellt. Mit Serva-Blue
gefirbte SDS-PAGE-Gele belegten, daB das Enzym bis zur Homogenitat gereinigt worden
. war (Abbildung 17). Die Ausbeute an gereinigter MSY betrug nach  dem -letzten
‘Reinigungsschritt 28%. Das Enzym konnte bel 4°C drei Wochen ohne nennenswerten

Aktivititsverlust gelagert werden.
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Tabelle 10. Schema zur Aufreinigung der Malat-Synthase aus C.  glutamicum
13032(pEKB2) nach Wachstum in Acetat-MM.
Reinigungs- | Volumen | Gesamt- Gesamt- Spezifische | Aktivitdts- | Reinigungs-
schriit (ml) protein Malat- Malat- ausbeute faktor
(mg) Synthase- Synthase- (%0)
Aktivitat Aktivitat

| L) (Uimg)
Rohextrakt 2,3 66,7 415,4 6,23 100 1,0
Ultrazentri- 18,0 30,78 . 408,2 13,26 98 2,1
fugation e
MonoQ, 3.0 3,93 109,2 27,79 26 45
pH 6,0
MonoQ, 2,0 3,54 101,4 28,64 24 4.6
pH 8.0

Quaniifizierung der Malat-Synthase in Zellextrakten von C. glutanticum

Da bereits flir die Isocitrat-Lyase aus C. glufamicum gezeigt worden war, daf} deren
Anteil am Gesamizellprotein bet Wachstum auf Acetat drastisch anstieg, war es interessant,
auch den Anteil der MSY am Gesamtzellprotein in C. glufamicum zu untersuchen. Es
wurden dazu Zellextrakte des C. glutamicum-Wildtyps sowie des aceB-iiberexprimierenden
Stammes 13032(pEKB2) nach Wachstum auf unterschiedlichen C-Quellen durch SDS-
PAGE analysiert. Der Anteil der MSY am Gesamtzellprotein wurde durch densitometrische
Messungen * bestimmt. Abbildung 17 zeigt ein ' typischen Gel, "x.velches fir eine
densitometrische Messung verwendet wurde. Wahrend bei Wachs_tum des C. gh_zfqmiczmz-
Wildtyps éuf Glucose-MM keine MSY-Proteinbande zu erkennen war, I.a.‘g in &ie__s_ém_ Stamm
bei Wachstum auf Acetat-MM der Anteil von MSY am Gesamtzellprotein bei 6%. in dem
rekombinanten Stamm 13032(pEKB2) betrug nach Wachstum in Acetat-MM der MSY-
Antei! am Gesamiprotein ungefihr 20%. Der circa 3-fache Anstieg an MSY am
Gesamtzeﬂproteﬁn des Stammes 13032 (pEKB2) korreliert ‘mit ‘der im  Vergleich - zum

Wildtyp erhohten MSY-Aktivitit (siche Kapitel 2.7.).
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Abbildung 17. SDS-PAGE gereinigter Malat-Synthase ‘aus C. ghwfamicum sowie von
Rohextrakten des C. Zlutamicum-Wildtyps -und des Stammes 13032(pEKB2) nach
Wachstum in Acetat- bzw. Glucose-MM. Spur M: op-Makroglobulin (170 kDa), -
Galactosidase (116 kDa) chtose—G—phosphat—Kmase (85 kDa), Glutamat-Dehydrogenase
(56 kDa) Aldolase (39 kDa) Tnosephosphat-lsomerase (27 kDa) Trypsin-Inhibitor (20
kDa) und Lysozym (14 kDa); Spur 1: C. glutamicum-Wildtyp nach Wachstum auf Glucose-
MM; Spur 2. C. glutamicum-Wildtyp nach ~Wachstum auf Acetat-MM; Spur 3. C
Glutamicum 13032(pEKB2) nach Wachstum -auf. Acetat-MM,; Spur 4 gereinigte Malat-
Synthase aus C. glutamicum 13032(pEKB2).
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Biochemische Charakterisierung der Malat-Synthase aus C. glutamicuin

Durch Gelfiltration konate fiir das native Enzym eine Grofe von 80000 ermittelt werden
und mittels SDS-PAGE wurde fiir die MSY-Untereinheiten ein Molekulargewicht von
90000 bestimmt (Abbildung 17). Die MSY aus C. glufemicum liegt somit in ihrer nativen
Form als Monomer vor.

Durch Ansequenzierung des N-Terminus der gereinmigten MSY wurde die folgende
Sequenz erhalten: T-E-Q-E-L-L-S-A-Q-T. Diese Sequenz bestétigt den anhand der DNA-
Sequenz vorhergesagten Translationsstartpunkt bei bp 622 (siehe Kapitel 2.4.). Wie auch in
der ICL ist in der MSY das N-terminale Methionin durch Prozessierung abgespalten
worden.

Um das pH-Optimum der MSY-Reaktion zu ermitteln, wurde die MSY-Aktivitdt in
50 mM MES/NaGH (pH 6,0 - 7,5) und 50 mM Tris/HCI (pH 7,0 - 8,5) bestimmt. Es zeigte
sich, da3 das pH-Optimum der MSY bei 7.6 in 50 mM Tris/HCI Puffer lag.

Zur Bestimmung des Temperaturoptimums der MSY wurde die Temperatur des Tests
diskontinuierlich in 3°C Schritten von 20°C auf 50°C erhoht. Die MSY wies maximale
Aktivitat bei einer Temperatur von 43°C auf.

Um den Einflul} divalenter Kationen auf die Aktivitat der MSY zu bestimmen, wurde der
MSY-Test in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen an Mg2¥, Co2% und Mn2*
durchgefiihrt. Die maximale MSY-Aktivitat wurde bei 40 mM Mg2™ erreicht. Die Kationen
Co2™ bzw. Mn2™ konnten MgZt teilweise ersetzen und flihrten zu einer Restaktivitit von
25% bzw. 15%. In Abwesenheit dieser Kationen zeigte die MSY keine Aktivitit.

Zur weiteren biochemischen Charakterisierung der MSY wurde ihre Affinitit zu den
Substraten Acetyl-CoA und Glyoxylat sowie der EinfluB von Effektoren auf die MSY-
Aktivitdt untersucht. Es zeigte sich, dafl die MSY zu beiden Substraten hohe Affinitit
besitzt. Die Michaelis-Konstante fiir Acetyl-CoA lag bei 11 pM, die fir Glyoxylat bei 28
LM Als kompetitive Inhibitoren hinsichtlich Glyoxylat wurden Oxalat und Glycolat und als
kompetitiver Hemmstoff beziiglich Acetyl-CoA wurde ATP identifiziert. Die Inhibitor- :_
Konstante fur Oxalat lag bei 0,27 mM, die fir Glycolat bei 0,44 mM und die fir ATP bei
.4_,3 mM. Da C. glutamicum eine intrazellulire ATP-Konzentration von 4-5 mM aﬁfweist.
:(Krémer und Lambert, 1990), ist eine Beteiligung von ATP an der Regula_tioh derl M_SYf |

moglich.
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4.3. Charakterisierung der Isocitrat-Dehydrogenase in Zellextrakien von

C. glutamicum

Um Aussagen beziiglich der Regulation des C-Flusses zwischen Glyoxylat- und Citrat-
Zyklus zu treffen, wurde die IC-DH-Aktivitat in Zellextrakten des C. gluramicum-Wildtyps
biochemisch charakterisiert. Es zeigte sich; daf die IC-DH aus C. glutanicum hohe Affinitit
zu ihren Substraten Isocitrat (Ks: 12 pM) und NADP (Ks: 8 uM) besitzt. Durch
Effektorstudien der IC-DH in Zellextrakten konnte gezeigt werden (Tabelle 11), daB die IC-
DH aus C. glutamicum durch die Effektoren Glyoxylat, 2-Oxoglutarat bzw. Oxalacetat
alleine gar nicht bzw. nur wenig in inhrer Aktivitit gehemamt wurde. Ein Gemisch aus
2-Oxoglutarat plus Glyoxylat bzw. Oxalacetat plus Glyoxylat zeigte jedoch einen sehr
deutlichen Effekt: Je 1 mM Konzentrationen von Oxalacetat plus Glyoxylat fithrten zu einer
vollstandigen Hemmung der IC-DH-Aktivitat. Wurden beide Metabolite in Konzentrationen
von jeweils 0,1 mM zugesetzt, so erfolgte noch eine 80%ige Hemmung der IC-DH-
Aktivitat. Fine Hemmung der IC-DH durch derartig niedrige Konzentrationen an
Zentralstoffwechselmetaboliten deutet auf eine physiologische Bedeutung bei der Regulation

des C-Flusses zwischen Glyoxlylat- und Citrat-Zyklus hin.

Tabelle 11. Effektormessungen an der Isocitrat-Dehydrogenase in Zellextrakten des C.
ghitanricum-Wildtyps nach Wachstum in Glucose-MM.

Effektor der Isocitrat- spezifische Aktivitit der | Hemmung der Isocitrat-

Dehydrogenase Isocitrat-Dehydrogenase | Dehydrogenase-Aktivitat
(U/mg) (7o)

kein- o 1,07 o L

1mM Glycolat R 105 4 o

tmM2-Oxogletarat | 092 | 14

1 mM Oxalacetat - 091 Bt

je 1 mM 2-Oxoglutarat/Glyoxylat 0,63 40

je 1 mM Oxalacetat/Glyoxylat < 0,01 100

je 0,1 mM Oxalacetat/Glyoxylat 0,21 80
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5. Untersuchungen zum Acetat-Stoffwechsel und dessen Regulation in
C. glutamicum

Um ein volistandiges Bild des Acetat-Stoffwechsels in C. glufamicuim zu erhaiten, wurden
neben den Schlisselenzymen des Glyoxylat-Zyklus auch die Acetat-aktivierenden Schritte in
diesem Organismus untersucht. Dariiberhinaus wurde versucht, den Mechanismus der
Regulation des Acetat-Stoffwechsels in C. glutamicum sowohl genetisch - als “auch

physiologisch néher zu charakterisieren.

S.1. Nachweis von Acetat-Kinase und Phosphotransacetylase in C. glutamicum

Um zu testen, ob C. glutamicuin das AK/PTA System zur Aktivierung von Acetat
benuizt, wurden in Extrakten des C. glufamicum-Wildtyps die Aktivitdten von AK und PTA
nach Wachstum auf Glucose, Glucose/Acetat bzw. Acetat bestimmt. In Tabelle 12 sind die
bei dieser Messung erhaltenen Aktivitdten von AK und PTA aufgefithrt. Es zeigte sich, daf
die Aktivitdt von AK und PTA bei Wachstum auf Acetat ungefihr siebenfach gegeniiber der
nach Wachstum auf Glucose erhoht war. Auch nach Wachstum auf einem Gemisch beider C-
Quellen war die Aktivitat von AK bzw. PTA fast vierfach gegeniiber der nach Wachstum auf
Glucose erhoht. Die vorliegenden Ergebnisse deuten an, daB in C. glutamicum Acetat iiber
das AK/PTA System zu Acetyl-CoA aktiviert wird und zeigen, dafl die Aktivitit aller
Schhjsseienzyme_ des Acetat-Stoffwechsels (AK, PTA, ICL und MSY) durch die C-Quelle

des Mediums reguliert wird.

Tabelle 2. Spezifische Aktivitdten von Acetat-Kinase und Phosphotransacetylase in
Zellextrakten des C. glutamicum-Wildiyps nach Wachstum auf verschiedenen C-Quelien.

spezifische Aktivitdt in U/mg

C-Quelle Acetat-Kinase Phosphotransacetylase
Glucose 0,15 0,38
Glucose/Acetat 0,38 1,10

Acetat 1,03 2,80
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5.2. Analyse von C glutamicum-Mutanten mit Defekéen im Acetat-

Stoffwechsel

Von Acetylphosphat 1st bekannt, dal es in £. coli vielfiltige Funktionen innerhalb von
Signaltransduktionsketten einnimmt. So spielt es eine Rolle bei der Chemotaxis sowie bei
der Expressionsregulation von Genen des Phosphat- bzw. des Stickstofthaushaltes
{(McCleary et a/., 1993). Zur Klirung der Frage, ob Defekie in AK bzw. PTA einen EinfluB
auf den Stoffwechsel von C. gluramicum ausiiben, wurden mittels N-Methyl-N'-Nitro-N-
Nitroso-Guanidin (NMG)-Mutagenese entsprechende Mutanten von C. glutamicum erzeugt.
Diese wurden auf Resistenz gegeniiber Fluoracetat selektioniert. Fluoracetat ist ein toxisches
Analogon des Acetats (Peters, 1957). Es wird in der Zelle durch die ACS bzw. das
AK/PTA-System zu Fiuoracetyl-CoA aktivieri und durch die Citrai-Synthase unter Bildung
von Fluorcitrat in den Citrat-Zyklus geschleust. Fluorcitrat ist ein irreversibler Hemmstofl
der Aconitase und fihrt durch Blockade dieses Enzyms zum Zelltod.

Um zu oprifen, welche Konzentration an Fluoracetat zur vollstindigen
Wachstumshemmung von C. gluiamicum fihrte, wurden mit dem C. glutamicum-Wildtyp
sowie dem restriktionsdefekten Stamm R127 Wachstumsversuche auf Glucose-MM und
unterschiedlichen Fluoracetat-Konzentrationen durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, daB
C. glutamicum R127 und der Wildtyp auf 0,5%igem Glucose-MM durch 0,5% bzw. 1,0%
Fluoracetat vollstandig in ihrem Wachstum gehemmt wurden.

NMG-mutagenisierte Zellen der C. glufamicum-Stamme R127 und des Wildtyps wurden
auf Glucose-MM Platten mit 0,5% bzw. 1.0% Fluoracetat ausplattiert. Klone, die Resistenz
gegeniber Fluoracetat zeigten, wurden erneut auf diesem Medium ausgestrichen und
anschliefend auf Glucose-MM bzw. Acetat-MM auf Wachstum getestet. Von insgesamt. 60
untersuchen Klonen beider Stimme zeigten 19 des C. glwiamicum-Wildtyps und 30 des
- Stammes R127 kein Wachstum auf Acetat. Vom Wildtyp wurden vier und von dem Stamm
. R127 zwOlf Klp_ne einer enzymatischen Charakterisierung nach Wachstum unter induzierten .

: 'Bedingungeﬂ, d h. auf Giucose plus Acetat, ﬁnterzogen. '
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In Tabelle 13 st das Ergebnis dieser Untersuchung dargestellt. Die Analyse der von dem C.
glutamicum-Wildtyp abgeleiteten Mutanten zeigte, dafl der Stamm 13AK einen Defekt in
seiner AK und der Stamm 13TA einen Defekt in seiner PTA aufwies. Die zwei Mutanten
13RE1 und 13RE2 besaflen Aktivitidten von AK, PTA, ICL und MSY, wie sie unter nicht
induzierten Bedingungen, d. h. bei Wachstum auf Glucose, zu erwarten gewesen wiren. Von
den zwolf untersuchten Klonen des C. glutamicum-Stammes R127 zeigten die drei
- Mutanten RAK 1 - 3 einen Defekt ihrer AK, die fiinf Mutanten RTA 1- 5 besaBen keine
funktionsfihige PTA und in den drei Mutanten RKP 1 - 3 waren sowohl AK als auch PTA
nicht mehr nachweisbar. Die Mutante REG1 wies Enzymaktivititen von AK, PTA, ICL und
MSY auf, wie sie unter nicht induzierten Bedingungen zu erwarien gewesen wiren.

Die Isolierung von Mutanten, die auch unter induzierten Bedingungen nicht mehr in der
Lage waren, die Aktivitdten von AK, PTA, ICL und MSY zu erhohen, 1Bt vermuten, da
diese in der Regulation der genannten Enzyme einen Defekt besitzen und daB die Aktivitit
von AK, PTA, ICL und MSY gemeinsam reguliert wird. Da fir die ICL- und MSY-Gene
eine transkriptionelle Regulation gezeigt werden konnte, darf angenommen werden, daf} die
Expression der Gene fiir AK, PTA, ICL und MSY tiber ein gemeinsames Regulatorprotein
reguliert wird. Bei einem Regulatorprotein kann zwischen einem Aktivator und einem
Repressor unterschieden werden (Collado-Vides et a/., 1991). Ein Aktivator wird bendtigt,
um die Expression von Genen anzuschalten, wéhrend ein Repressor die Expression von
Genen verhindert. In den Mutanten 13REIL, 13RE2 und REGI ist die Aktivitdt von AK,
PTA, ICL und MSY bei Gabe von Acetat nicht erhoht. Dies deutet an, dalBl in diesen
entweder ein Aktivatorprotein funktionslos ist oder dal3 durch Mutation ein Repressor zu
einem Superrepressor’ wurde, welcher auch unter dereprimierenden Bedingungen die
Expression von Genen verhindert (Miller, 1978). Die Umwandlung eines Repressors zu
einem "Superrepressor’ erfolgt duBerst selfen, da nur wenige Veranderungen in dem Protein
zu diesem Phédnotyp fihren. Im Gegensatz dazu sollten Mutationen, die ein Aktivatorprotein
funktionslos machen, relativ haufig aufireten. Die Hiaufigkeit mit der regulationsdefekte
Mutanten isoliert wurden (3 von 16) deutet an, dall es sich bei dem Regulatorprotein um

einen Aktivator handelt.
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Tabelle 13. Spezifische Aktivititen von Acetat-Kinase, Phosphotransacetylase, Isocitrat-

Lyase und Malat-Synthase

m Zellextrakien des

C. glutamicum-Wildtyps, des

restriktionsdefekten C. glutamicum-Stammes R127 sowie den von diesen abgeleiteten

Fluoracetati-resistenten Staimme nach Wachstum auf Glucose- bzw. Glucose/Acetat-MM.

spezifische Aktivitdt in U/mg

C. glutamicum- Acetat-Kinase | Phosphotrans- | Isocitrat-Lyase | Malat-Synthase

Stamm acetylase

Wachstum auf Glucose:
Wildtyp 0,15 0,38 0,01 0,04
R127 0,13 0,26 0,01 0,04

Wachstuin auf Glucose

plus Acetat:
Wildtyp 0,38 1,10 1,05 0,89
R127 0,36 0,59 0,97 0,78
13AK < 0,01 0,20 0,02 0,05
13TA 0,17 < 0,04 0,02 0,04
13RE 1+2° 0,20 0,34 0,04 0,06
RAK po3* <6,02 0,25 0,03 0,06
RTA1-57 0,19 < 6,65 0,02 0,05
RKP 1 -3" < 9,02 < 0,05 0,02 0,05
REGI 0,18 0,29 0,06 0,08

* Die Enzymaktivititen stellen Mittelwerte der einzelnen Mutanten dar. -
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5.3. Physiologische Untersuchungen zur Regulation des Acetat-Stoffwechsels

in O, glutamicum

Bel Wachstum auf Acetat waren in C. glutamicum die Aktivititen von AK, PTA, ICL und
= MSY deutlich gegeniiber denen bei Wachstum auf Glucose erhéht. Fir ICL und MSY aus
C. glutamicum konnte gezeigt werden, dafl deren Aktivititen auf transkriptioneller Ebene
."reguliert wurden. Die Isolierung der C. glutamicum-Mutanten 13REI, [3RE2 und REGI, in
denen die Regulation der Aktivitit von AK, PTA, ICL und MSY gestort waren, liel
vermuten, dafl die Gene der genannten Enzyme durch den gleichen Mechanismus reguliert
werden.

Im folgenden wurde die Frage untersucht, welcher Metabolit (= Induktor) bei Wachstum
auf Acetat gebidet oder dessen Konzeniration verdnderi werden mufl, um eine
Aktivititsverdnderung von AK, PTA, ICL und MSY zu bewirken. Zu den Untersuchungen
wurden C. glutamicum-Mutanten mit Defekten in den Schliisselenzymen des Acetat-
Stoffwechsels herangezogen. In Extrakten der Mutanten wurde nach Wachstum in
Glucose/Acetat-MM die Aktivitdt von AK, PTA, ICL und MSY bestimmt. Tabelle 14 gibt
eine Ubersicht der dabei gewonnenen Ergebnisse. In Anwesenheit von Acetat kann fiir die
C. glutamicum-Mutante 13AK, die einen Defekt in der AK besitzt, eine Erhtthung der
zellinternen Acetat-Konzentration erwartet werden. Far die Mutante 13TA, die einen Defekt
in der PTA aufweist, kann in Gegenwart von Acetat ein Anstieg des intrazelluliren
Acetylphosphats angenommen werden. Beide Mutanten waren nicht mehr in der Lage, unter
induzierenden Bedingungen die Aktivitdt der Gbrigen Enzyme des Acetat-Stoffwechsels zu
erhohen. Dies zeigt, dafl weder ein Anstieg der Acetat- noch ein Anstieg der
Acetyiphosphat-Konzentration zur Erhohung der Aktivitdt von AK, PTA, ICL und MSY in
C. glutamicum fihri. Die C. glutamicum-Mutanten ASK1 und MSK1, die einen Defekt in
der ICL bzw. MSY besaBen, wiesen in Gegenwart von Acetat eine Aktivitétserhohung der
am Acetat-Stoffwechsel betelhgten Enzyme auf. Dieses Ergebrus deutet an, daf’ bereits vor
Emtrztt ‘des ‘Kohlenstoffs in den Glyoxylat-Zyklus der gesuchte Inauktor geblldet oder

dessen Konzentratlon Verandert wurde
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Ergebnisse

Tabelle 14. Spezifische Aktivitdten von Acetat-Kinase, Phospotransacetylase, Isocitrat-
Lyase und Malat-Synthase in verschiedenen C. glufamicum-Stimmen nach Wachstum auf

Glucose/Glutamat-, Glucose/Acetat- bzw. Acetat-MM.

spezifische Aktivitat in U/mg

C. glutamicum- | Genotyp C-Quelle Acetat- | Phospho- | Isocitrat- | Malat-
Stamm : Kinase trans- Lyase Synthase
acetylase
Wiidtyp Glucose/ 0,25 0,56 0,02 0,04
Glutamat
Wildtyp Glucose/ 0,41 1,10 1,05 0,89
Acetat
Wildtyp Acetat 1,03 2,80 2.70 2,10
13AK ack- Glucose/ | <0,01 0,20 0,02 0,05
Acetat
13TA pla- Glucose/ 0,17 < 0,04 0,02 0,04
Acetat
ASK1 aceA” Glucose/ 0,38 1,00 < 0,001 0,89
Acetat
ALBI1 aceB~ Glucose/ 0,34 1,03 1,10 0,02
o Acetat - ' '
DDl fcd” Glucose/ 0,96 2,26 0,76 0,59
Glutamat
NTH glid- Glucose/ 0,98 2,54 1,73 1,17
Glutamat

Um den Induktor weiter einzugrenzen, wurden die im Labor vorhandenen, definierten C.

glutamicum-Mutanten DD1 und NTH, die einen Defekt in der IC-DH bzw. in der Citrat-

Synthase besitzen, verwendet. In Extrakten dieser Stimme wurden die Aktivitdten von AK,

PTA, ICL und MSY nach Wachstum unter nicht induzierten Bedingungen, d. h. in

Glucose/Glutamat-MM, bestimmt (Tabelle 14). Der IC-DH-Defekt der Mutante DD1 sollte




Ergebnisse 83

bei Wachstum auf Glucose/Glutamat zu eciner Erhéhung der zellinternen Konzentrationen
von Isocitrat, Aconitat, Citrat und Acetyl-CoA fiihren. Die Mutante DD zeigte auch unter
nicht-induzierten Bedingungen eine starke Erhohung der Aktivitat von AK, PTA, ICL und
MSY. Aus diesem Experiment konnte gefolgert werden, dafl eine Erhohung eines oder
mehrerer Metabolite zwischen Acetyl-CoA und Isocitrat fur die Aktivititssteigerung der
Schlitsselenzyme des Acetat-Stoffwechsels verantwortlich ist.

Zur Untersbheidung, ob Acetyl-CoA oder einer der Citrat-Zyklus-Metabolite Citrat,
Aconitat oder Isocitrat der gesuchte Induktor ist, wurde die Citrat-Synthase-negative C.
glutamicum-Mutante NTH verwendet. Aufgrund ihres Defektes ist in dieser Mutante bei
Wachstum auf Glucose/Glutamat eine Erhohung der zellinternen Acetyl-CoA-Konzentration
zu erwarten. Die Aktivitit samtlicher Schliisselenzyme des Acetat-Stoffwechsels waren in
dieser Mutante nach Wachstum unter nichi-induzierten Bedingungun stark erhoht. Von aiien
getesteten Mutanten waren die Aktivititen von AK, PTA, ICL und MSY in der Mutante
NTH am deutlichsten gesteigert und entsprachen annahernd denen des Wildtyps bei
Wachstum auf Acetat. Aus diesem Ergebnis kann geschlossen werden, daB die Erhohung der
zellinternen Acetyl-CoA-Konzentration in C. glutaniicum zur Erhohung der Aktivitéten von

AX, PTA, ICL und MSY fiirt.
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IV. DISKUSSION

Im Jahre 1960 wurde fiir coryneforme Bakterien erstmalig Wachstum auf Acetat als einziger
C-Quelle beschrieben (Shito, 1960). Bereits kurze Zeit spaier konnten die Schliisselenzyme
des Acetat-Stoffwechsels Acetat-Kinase (AK), Phosphotransacetylase (PTA), Isocitrat-
Lyase (ICL) und Malat-Synthase (MSY) in diesem Organismus enzymatisch nachgewiesen
werden (Shiio et al,, 1969). Bet Wachstum auf Acetat zeigten Mutanten von C. glutamicum
ssp. flavum eine im Vergleich zu Wachstum auf Glucose gesteigerte Threonin-Produktion
(Akashi et a/., 1979). Trotz der Bedeutung des Acetat-Stoffwechsels bei der Aminosiure-
Produktion von C. gluiamicum wurden bisher die Schlisselenzyme des Acetat-
Stoffwechsels in diesem Organismus weder molekularbiologisch noch biochemisch néher
untersucht. Die vorliegende Arbeit beschreibt die genetische und biochemische
Charakterisierung von ICL und MSY aus C. glutamicum sowie Untersuchungen zur

Regulation des Acetat-Stoffivechsels in diesem Organismus.

Versuche, das aced-Gen aus C. glutamicum durch heterologe Komplementation einer
ICL-defekten E. coli-Mutante zu isolieren, verliefen ergebnislos. Durch Komplementation
einer MSY-defekten E. coli-Mutante konnte jedoch das aceB-Gen sowie das daneben
befindliche aced-Gen aus C. glutamicum isoliert werden. In rekombinanten F. coli-
Stdmmen, die die Gene aced und aceB auf Cosmid bzw. Plasmid enthielten, wurde keine
erhohte ICL-, allerdings eine erhohte MSY-Aktivitat fesigestellt. Dies deutet an, dall im
Gegensatz zum aceB-Gen das aced-Gen aus C. glutamicum in E. coli nicht exprimiert wird
und erklart, warum dieses Gen nicht durch Komplementiation der ICL-defekien £, coli-
Mutante erhalten wurde. Obwoh! zahireiche Gene aus C. glutamicum durch heterologe

..... A
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K ”‘p}"mcutatmn geeigneter £. coli-Mutanten isoliert wurden {Martin, 1989), gibt es auch
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corynebakterielle Gene, deren Promotoren in E. coli nicht als solche erkannt werden. So
konnte fiir die Aminosaure-Biosynthesegene lys4 und hom sowie fur das Citrat-Synthase-
Gen gitA nachgewiesen werden, daB3 sie in . coli nicht exprimiert werden (Mateos et al.,
1988, Yeh et al, 1983; personliche Mitteifung B. Eikmanns). Durch
Subklonierungsexperimente wurde in der vorliegenden Arbeit ein aceB-tragendes 3,8 kb
BstEH-Asp700-Fragment isoliert, welches den MSY-Defekt der £. coli-Mutante DV21A05
komplementierte, in C. glutamicum jedoch zu kemer erhohten MSY Aktivitit fithrte. Dies
1aBt vermuten, daB dem 3,8 kb Bs/EIl-4sp700-Fragment der corynebakterielle aceB-
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Promotor fehlt, dali es aber eine Sequenz vor dem aceB-Gen geben mubB, die in E. coli als
Promotor fungiert. Durch Analyse des DNA-Bereiches vor dem aceB-Strukturgen konnte in
einem Abstand von 131 bp vor dem aceB-Gen eine Sequenz identifiziert werden, die
Ahnlichkeit zu der Konsensussequenz ecines £ cofi-Promotors aufweist (Harley und
Reynolds, 1987). Diese vor dem aceB-Gen identifizierte Sequenz setzt sich aus einer
potentiellen -35 Region der Sequenz "TTGAAA’, einem Spacer von 19 bp Linge und einer
potentiellen -10 Region der Sequenz "TAGATT  zusammen Es besteht daher die
Moglichkeit, dal in £. coli weder der corynebakterielle aced- noch der aceB-Promotor
erkannt und die Expression von aceB durch einen artifiziellen £ coli-Promotor
hervorgerufen wurde. Diese Annahme wird durch die Tatsache unterstiitzt, dall die
Expression der Gene aced und aceB in C. glutamicum auf transkriptioneller Ebene reguliert
wird, und regulierte Promotoren hiufig auf die Anwesenheit des Regulatorproieins

angewiesen sind, um funktionell zu sein (Makino et al., 1988).

Wihrend in Eukaryoten bereits zahlreiche ICL- bzw. MSY-Gene sequenziert wurden
(Gainey et af., 1992; Barth und Scheubler, 1993; Sandemann et a/., 1991, Fernandez et a/.,
1992; 1993b), liegen nur wenige Daten zu den entsprechenden Genen aus Prokaryoten vor.
In S typhimurium wurde die Organisation der Gene aced und aceB durch
Insertionsmutagenese charakterisiert (Wilson et al., 1987). E. coli war bislang der einzige
prokaryotische Grganismus, in dem die Gene aced und aceB sequenziert wofden waren
(Matsuoka und McFadden, 1988; Byrne etal, 1988). Neben den entsprechenden Sequenzen
aus £. coli stellen die Gene ace4 und aceB aus C. glutamicum somit die einzigen bekannten
ICL- bzw. MSY-kodierenden Sequenzen aus Prokaryoten dar. Die Sequenzxerung der Gene
aced und aceB aus o glutamicum ergab, dall diese nebeneinander auf dem Genom
vorliegen und in antiparalleler Richtung transkribiert werden. Northern-Blot-Analysen
zeigten, dal beide Gene in C. gluiamicum monocistronisch organisiert sind. Dies steht im
Gegensatz zu Befunden bei F. coli und S, typhimurium, in denen die Gene aced, aceB und
aceK ein Operon bilden (LaPorte et af., 1985; Maloy et al, 1982; Wilson et a/., 1987).
Durch Northern-Blot-Analyse wurde fur die Gene aced und aceB aus C. glutamicum bei
Wachstum auf Acetat eine 50 - 200-fach gesteigerte Transkription nachgewiesen. Auch fur
E. coli, 5. cerevisiae und A. nidulans konnte bei Wachstum auf Acetat eine signifikante
Erhohung der Transkription des ICL- bzw. MSY-Gens gezeigt werden (Hartig et af., 1992,
Sandemann und Hynes, 1989; Maloy und Nunn, 1982). Da in C. glutamicum die Gene ace4
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und aceB einen Abstand von nur 597 bp zueinander besitzen, kann angenommen werden,
daB in dem gemeinsamen Bereich zwischen beiden Genen deren Promotoren sowie die fiir
die Regulation der Expression verantwortlichen Strukturen lokalisiert sind. Die Vermutung
liegt nahe, daB in C. glviamicum die Gene aced und aceB tber den gleichen Mechanismus
und moglicherweise auch die gleichen DNA-Bereiche in ihrer Expression reguliert werden.
Neben der gemeinsamen Regulation von ace4 und aceB bietet die Organisation beider Gene
auch die Moglichkeit zu einer unabhingigen Regulation der Expression. In £. coli wurde
eine derartige differentielle Regulation z. B. bei der Expression der Gene merR und

merTPAD nachgewiesen

el

verantwortlich sind (O'Halloran et al., 1989) und eine den C. glutamicum-Genen aced und
aceB vergleichbare Organisation aufweisen. In E. coli reprimiert das Genprodukt von merR
in Abwesenheit von Quecksilber die Expression aller Gene des mrer-Regulons einschiieBlich
seiner eigenen. Wihrend das merR-Genprodukt in Gegenwart von Quecksilber weiterhin
seine eigene Synthese reprimiert, aktiviert es die Transkription der in die andere Richtung
transkribierten Gene mer7PAD. Differentielle Expression von aced oder aceB in C.
glutamicum setzt Wachstumsbedingungen voraus, in denen entweder nur ICL oder nur
MSY benotigt werden. Von E. coli ist bekannt, daB zum Wachstum auf Glycolat bzw.
Glyoxylat nur die MSY, nicht aber die 1CL benoétigt wird (Vanderwinkel und Vlieghere,
1968). Gleiches ist von 5. cerevisiae bei Wachstum auf Allantoin beschrieben worden (Yoo
et-al., 1985). In Methylosinus und Methylocystis wird Formaldehyd iiber den Serin-Isocitrat
Weg verstoffwechselt, in welchem ICL, aber keine MSY benotigt wird (Higgins et o/,
1981). Diese Beispiele zeigen, dal Wachstumsbedingungen existieren, unter welchen eine
differentielle Expression von aced und aceB sinnvoll ist. C. glutamicum kann jedoch weder
auf Glyoxylat noch auf Glycolat wachsen (eigene Ergebnisse), und zudem ist dieser
Organismus nicht zu methylotrophem Wachstum fahig (Liebl, 1991). Es konnen somit zum
jetzigen Zeitpunkt keine Bedingungen angegeben werden, in denen -eine differentielie

Expression von aced und gceB fir C. glutamicum von Vorteil wére.

“Der Sequenzvergleich der ICL aus C. glutamicum mit den entsprechenden Enzymen aus
E. coli, C. tropicalis, N. crassa und B. napus zeigte einen hohen Grad an Ahnlichkeit
zwischen den Enzymen. Es konnten insgesamt vier Bereiche innerhalb der verglichenen ICL-
Sequenzen identifiziert ‘werden, -in -denen die ‘Enzyme eine besonders hohe Tdentitat

zueinander aufweisen. Fur das E. coli-Enzym konnte innerhalb der ersten konservierten
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Doméne Lysinjg; und Cysteings sowie in der dritten Doméane Sering;g und Sering); als
essentiell fiir die Katalyse nachgewiesen werden (Diehl und McFadden, 1993; Ko et af,
1992; Nimmo et o/, 1989). In Ubereinstimmung zu diesen Befunden tragt die ICL aus C.
glutamicum identische Aminoséuren an den entsprechenden Stellen, was fiir die Bedeutung

dieser Aminosauren bei der Katalyse spricht.

Anhand der DNA-Sequenz des aced-Gens konnte fur das ICL-Polypeptid ein
Molekulargewicht von 47228 vorhergesagt werden. Diese GroBe wurde durch SDS-PAGE-
Analyse mit gereinigter ICL aus C. gltamicum bestitigt. Wihrend eukaryotische ICLs ein
prokaryotischen ICLs variabler zu sein. Fur die ICL von F. coli und die eines thermophilen
Bacillus wurde ein Molekulargewicht von ungefihr 48000 angegeben (Chell et ol 1978;
Robertson und Reeves, 1987), wohingegen die ICLs von Acinetobacier calcoaceticus und
einer Rhodopseudomonas Species ein Molekulargewicht von etwa 63000 aufweisen (Hoyt
et al., 1991; Tahama et al., 1990). Der Sequenzvergleich der abgeleiteten ICL-Sequenzen
von C. ghitamicum und E. coli mit denen eukaryotischer Organismen zeigte bei den
prokaryotischen Enzymen eine Liicke gleicher Lage und Ausdehnung. Diese ist
hauptsichlich fir die geringere GroBe der ICLs von C. glutamicum und E. coli
verantwortlich und stellt offensichtlich eine gemeinsame FEigenschaft der kleinen
prokaryotischen ICLs dar. Da in Eukaryoten die ICL im Cytoplasma syﬁthetisiex‘t wird und
in die Glyoxysomen transportiert werden mufl, wurde angenommen, daB der zusitzliche
Bereich innerhalb der eukaryotischen ICLs Signale fir den Transport in die Glyoxysomen
enthalten konnte (Gainey et a/., 1992; Vanni et o/, 1990}. In einem in vifro System konnte
allerdings gezeigt werden, daB die N-terminalen 168 AS der ICL von Ricinus fiir einen
Transport des verkiirzten Enzyms in Sonnenblumen-Glyoxysomen ausreichten (Behari und
Baker, 1993). Diesem Bereich der ICL fehlt die Region, die fiir die spezifischen Signale zum
Transport in die Glyoxysomen angenommen worden war. Von den Autoren wurde daher
vermutet, dall der N-Terminus der ICL flir den Transport des Enyzms in die Glyoxysomen
verantwortlich 1st (Behari und Baker, 1993). in der vorliegenden Arbeit konnte durch
Vefglgi_ch der N-terminalen Bereiche verschiedener ICLs gezeigt ﬁerden, daB3 die Beiden
ijrokaryotischen Enzyme im Bereich ihres N-Terminus eine Liicke von 13 AS besitzen, in
'ée_r '&ie-.éukaryotischen Enzyme eine Anhaufung __geiadener AS aufweisen. DarGiberhinaus

zeigte die Analyse aller ICL-Sequenzen, daf die eukaryotischen ICLs an ihrem N-Terminus
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ein gemelnsames Motiv aus drei Aminosduren besitzen (M-A-K), welches in den beiden
prokaryotischen Enzymen fehlt. Weitere Arbeiten werden zeigen missen, ob der zusitzliche
Bereich mnerhalb der eukaryotischen ICLs oder das Aminosdure-Motiv 'M-A-K" tatsichlich

bei der Translokation der eukaryotischen ICLs in die Glyoxysomen eine Rolle spielt.

Anhand der Sequenz des aceB-Gens aus C. glulamicum konnte fiir das abgeleitete MSY-
Polypeptid eine Liange von 739 Aminosduren vorhergesagt und durch Ansequenzierung des
N-Terminus der gereinigten MSY der vorhergesagte Translationsstartpunkt bestétigt
werden. Bisher bekannte MSYs weisen Groflen zwischen 533 und 568 Aminosiuren éuf
(Hikida et al., 1991; Fernandez et al., 1993b), so déﬁ die MSY aus C. glutamicum um
mindestens 170 Aminosduren linger als alle bisher bekannten MSYs ist. In einem
Sequenzvergleich der MSY aus C. glutamicum mit den entsprechenden Enzymen von £
coli, S. cerevisiae, N. crassa und B. napus wies das corynebakterielle Enzym nur 5%
Identitdt zu den anderen MSYs auf, obwohl diese mit 29% Identitdt zueinander deutlich
konserviert sind. Durch Vergleich der MSY aus C. glufamicum mit den entsprechenden
Enzymen anderer Organmsmen konnte gefolgert werden, da3 die MSY aus C. glutamicun an
ihrem N-Terminus emnen zusétzlichen Bereich von 170 Aminosduren besitzt. Da dieser
Bereich anderen MSYs fehlt, ist es unwahrscheinlich, daf3 er fur die Katalyse des Enzyms
essentiell ist. Vielmehr konnte dieser Bereich strukturelle Funktionen besiizen oder als
regulatorische Doméne fur einen bisher nicht identifierten Effektor dienen. Neben der GroBe
weicht auch die Primérstruktur der MSY aus C. glufamicum von den MSYs anderer
Organismen ab. Um die abweichende Priméarstruktur der MSY aus C. glutamicum zu
erklaren, konnte vermutet werden, dall dieses Enzym zu anderen MSYs nicht homolog ist
und sich somit von einem anderen Vorlaufermolekiil ableitet. Eine attraktivere
Erklarungsmoglichkeit ist die Annahme, daf die MSY aus C. gluz‘amicmiz zu anderen MSYs
homolog ist, da} aber aufgrund der Verlangerung des N-Terminus die MSY aus C.
glutamicum ihren C-terminalen Bereich signifikant verindern mufite, um ihre biochemischen
Eigenschaften be'izubehalte_n. Diese Hypothese 'Bietet die Moglichkeit, die MSY aus C.
gfurafm_‘cum ﬁlr funktionelle Untersuchung_en zum .Réaktiqnsmechanismus von I.\(ISY_s. qu
ferﬁvendeﬁ_. Da die corynebak_terief_lg MSY nur wenige konservierte Anﬁnoé'eiuren zu anderen
MSYS I_ aﬁﬁveist, .k_ann vermutet .Werden, da.B 'c:liese éssentiel]e étruktur_elle und/oder

katalytische Funktionen besitzen. Durch ortsspezifische Mutagenese des aceB5-Gens aus C.
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glutamicum konnten diese Bereiche auf ihre Bedeutung fiir Aktivitat und Affinitat der MSY
aus C. glutamicum untersucht werden. In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, dal
MSY und Citrat-Synthase dhnliche Reaktionen katalysieren, niamlich die Kondensation von
Acetyl-CoA mit einer 2-Oxoséure. Die Citrat-Synthase aus Schweincherz konnte bereits
kristallisiert ﬁnd ihre dreidimensionale Struktur aufgekldrt werden. Sowohl durch
Rontgenstrukturanalyse als auch durch ortsspezifische Mutagenese wurden in der Citrat-
Synthase Hisy74 und Aspsys als fir die Katalyse essentiell identifiziert (Alter et af., 1990;
Wiegand und Remington, 1986). Es ist auffillig, daB im C-terminalen Bereich aller MSYs,
auch dem von C. glutamicum, ein hoch-konserviertes Histidin in einem Abstand von circa 80
Aminoséuren zu einem hoch-konservierten Aspartat lokalisiert ist (in der MSY aus C
glutamicum Hissgy und Aspgg7). Ob diese beiden Aminosiuren bei die Katalyse der MSY

aus C. giuiamicum eine Rolle spielen, milssen weitere Versuche zeigen.

In zahlreichen Organismen konnten Isoenzyme von ICL und MSY nachgewiesen werden.
So wurden Isoenzyme der ICL in Yersinia pestis (Hillier und Charnetzky, 1981), in einer
Pseudomonas Species (Bellion und Woodson, 1975), in N. crassa (Gainey et al., 1991), in
Chlorella vulgaris (Harrop und Kornberg, 1966) und in B. napus (Zhang et al., 1993)
gefunden. Wéchstumsexperimente mit dem aced-defekten C. glutamicum-Stamm ASK]
zeigten, dal} dieser Stamm nicht mehr in der Lage ist, auf Acetat als einziger C-Quelle zu
wachsen. Dieses Ergebnis 148t den Schiul} zu, daB C. glutamicuin ein intaktes aced-Gen fir
das Wachstum auf Acetat benottigt. Da in dem Stamm ASKI auch keine ICL-Aktivitdt
nach“fe_isbar war, kann vermutet werden, dall C. glutamicum keine ICL-Isoenzyme besitzt.

Von Y. pesiis ist bekannt, da3 die Hemmung der ICL durch Itaconat zu einer verminderten

maktiviertem ICL-Gens ein verlangsamtes Wachstum auf Glucose im Vergleich zum
Wildtyp. Fur beide Organismen wurdé spekuliert, dafl diese ihre ICL-Aktivitit bei
Wachstum auf Kohlenhydraten bendtigen, um von Glyoxylat ausgehend Glycin tber Serin zu
synthetisieren (Hillier und Charnetzky, 1981; Barth und Scheuber, 1993). Die Ergebnisse
konnten auch bedeuten, daf in diesen Organismen die ICL -benétigt wird um die PEP-
Car_b_c_»gylase__in threr anaplerotischen Funktion zu unterstiitzen. Das Wachstumsverhalten der
C glutamicum-Mutante ASK1 auf Glucose war nicht von dem des C. glutamicum-Wildtyps

zu unterscheiden. Dies zeigt, daB in C. glutamicum die ICL bei Wachstum auf Glucose
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weder zur Glycin-Biosynthese noch als akzessorisches Enzym fiir die PEP-Carboxylase

benotigt wird.

Isoenzyme der MSY wurden bisher bei £. coli (Vanderwinkel und De Vlieghere, 1968), S.
cerevisiae (Hartig et al,, 1992) und C. fropicalis (Hikida et a/., 1991) nachgewiesen. Die
Inaktivierung von zwei MSY-kodierenden Genen (DAL7 und MLS1) in §. cerevisiae zeigie
keinen Effekt auf das Wachstum dieses Organismus auf Ethanol (Hartig et @, 1992). Es
wurde daher Spekuliert, daB §. cerevisivge mindestens drei MSY-kodierende Gene besitzt. In
. coli existieren zwel MSY-Isoenzyme, die durch die Gene ciéeB bzw. gic kodiert werden
(Vanderwinkel und De Vlieghere, 1968). Bei Wachstum auf Glycolat bzw. auf Glyoxylat
wird in E. coli ausschlieBlich die durch das gle-Gen kodierte Isoform gebildet, wohingegen
bei Wachstum auf Acetat beide Isoenzyme in anndhernd gleicher Menge synthetisiert werden
(Vanderwinkel und De Vlieghere, 1968). Aus diesem Grund zeigen E. cofi-Mutanten mit
einem Defekt im aceB-oder im gle-Gen keine Beeintrachiigung ihres Wachstums auf Acetat.
Lediglich aceB-glc Doppelmutanten von E. coli sind nicht mehr in der Lage, auf Acetat als
einziger C-Quelle zu wachsen. Die C. glz.:tamicwn-vMutante ALB1 mit inaktiviertem aceB-
Gen 1m Chromosom zeigte kein Wachstum auf Acetat und besall keine nachweisbare MSY-
Aktivitdt. Dieses Ergebnis belegt, dall C. glutamicum ein funktionelles gceB-Gen fiir das
Wachstum auf Acetat bendtigt und deutet an, daB} in C. glufamicum keine MSY-Isoenzyme

existieren.

Wahrend biochemische Daten zu zahlreichen ICLs aus Eukaryoten vorliegen, ist nur wenig
{iber ‘die entsprechenden Enzyme in Prokaryoten bekannt (Vanm et a_l., 1990). Die
biochemische Charakterisierung der gereinigten ICL .a.us C. é’lutamicum zeigte, dal} das
native Enzym ein Tetramer aus identischen Untereinheiten ist. Dies wurde auch bei den ICLs
aus E. coli (Roberison und Reeves, 1987), P. indigofefa (McFadden et ..c.zl., 1968),
Saccharoniycopsis lipolytica (Matsuoka et ¢/, 1984) und N. crassa (Johanson et al., 1974)
gefunden. Die corynebakterielle ICL benotigte fiir ihre Aktivitﬁ:t die Anwesenheit von Mg2+,
C_¢_2+-odér Mn2t und gleicht in ihrer Mefallabhéingigkeit den ICLs von E. coli (Hoyt et dl.,
1988), 4. 'calcoacetic.us (Hoyt et al.,'.'1991) und P. "indigofem '(Shiio et l;szl., 1965).
Kinetische Untersuchungen der ICL aus C. glutamicum ieigten, daB das. Enzym- Isocitrat

nach einem “geordneten Uni-Bi-Mechanismus umsetzt. Obwoh] fiir die ICL von Ricinus
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commmunis ein ‘random’ Uni-Bi Mechanismus beschrieben wurde (Malhotra und Srivastava,
1982), weist die iberwiegende Mehrheit aller ICLs einen geordneten Uni-Bi-
Reaktionsmechanismus auf (Vanni et a/., 1990). Effektorstudien mit der gereinigten ICL aus
C. glutamicum zeigten, daBB das Enzym durch zahlreiche Inhibitoren in seiner Aktivitat
gehemmt wird. Wihrend die stirksten Inhibitoren Oxalat und Itaconat wahrscheinlich keine
physiologische Bedeutung besitzen, wurde die ICL auch durch 3-Phosphoglycerat, 6-
Phosphogiuconat, PEP, Fructose-1,6-Bisphosphat, Succinat und Malat in ihrer Aktivitat
gehemmt. Bei E. coli werden die intrazelluliren Konzentrationen an PEP und 3-
Phosphoglycerat mit 0,22 mM bzw. 2,5 mM angegeben (LaPorte et a/. 1983; MacKintosh
und Nimmo, 1988). Unter der Annahme, dafl diese Metabolite in C. glutamicum shnliche
intrazellulare Konzentrationen aufweisen, wiirde 3-Phosphoglycerat die Michaelis-Konstante
der ICL in C glutamicum von 0,28 mM auf 0,89 mM erhdhen und somit von
physiologischer Bedeutung sein. Wahrend die gereinigte ICL durch geringe Mengen an PEP
in threr Aktivitat signifikant gehemmt wurde (Ki: 0,46 mM), war in Zellextrakten von C.
glutamicum keine Hemmung der ICL durch PEP zu beobachten. Fiir partiell gereinigte 1CL
aus C. glutamicum ssp. flavum wurde beschrieben, daB 1 mM PEP keinen EinfluB} auf die
Enzymaktivitit ausiibt (Ozaki und Shiio, 1968). Die unterschiediichen Ergebnisse lassen sich
durch die verschiedenen Reinheitsgrade der ICL erkldren. Es kann vermutet werden, daB
PEP in Zellextrakten und in der nur partiell gereinigten Praparation metabolisiert wurde und

daher in diesen Préparationen keine Hemmung der ICL durch PEP zu beobachien war. .

Die biochemische Charakterisierung der MSY aus C. glutamicum zeigte, daB das Enzym
in nativer Form als Monomer vorliegt, wie es auch fiir die Enzyme von E. coli und einem
thermophilen * Bacillus beschrieben wurde (Falmagne und Wiame, 1973; Chell und
Sundaram, 1978). Im Gegensatz dazu stellen eukaryotische MSY in ihrer nativen Form
Teira-, Okta-, bzw. Dekamere dar (Cioni et o/, 1980; Okada et af, 1986). Die
corynebakterielle MSY zeigte hohe Affinitaten hinsichtlich ihrer Substrate Glyoxylat und
Acetyl-CoA, wie sie auch bei den entsprechenden Enzymen von E. coli und einem
thermophilen Bacillus gefunden wurden (Chell und Sundaram, 1978). Effektorstudien der
MSY aus C glutamicum zeigten, daf das Enyzm durch Oxalat, Glycolat und ATP in seiner
Aktvitat gehemmt wurde. Eine Hemmung durch diese drei Substanzen wurde bereits fur die

MSYs von Zea mays und Ricinus contmunis beschrieben (Sevettaz et al., 1973; Bowden




92 Diskussion

und Lord, 1978). Die Ergebnisse deuten an, da} die MSY aus C. glutanricum trotz ihrer
abweichenden Grofle und Primérstruktur biochemisch den entsprechenden Enzymen aus

anderen Organismen ahnelt.

Fur die Schlisselenzyme des Acetat-Stoffwechsels in C. glrtamicuin, AK, PTA, ICL und
MSY, konnte gezeigt werden, daf3 deren spezifische Aktivititen durch die C-Quelle des
Mediums reguliert wird. Wahrend bei Wachstum auf Glucose-MM nur geringe enzymatische
Aktivititen dieser Enzyme nachzuweisen waren, war deren Aktivitdt auf Acetat-MM
signifikant erhoht. Lediglich fiir A. nidulans konnte bisher die gemeinsame Regulation aller
am Acetat-Stoffwechsel beteiligien Enzyme gezeigt werden (Armitt et ai., 1976). In . coli
werden AK und PTA konstitutiv gebildet (Brown et @/, 1977), und nur die Aktivititen von
ICL und MSY unterliegen einer Regulation (Vanderwinkel und De Vlieghere, 1968). Die
Tatsache, daB in C. glutamicum die Aktivititen von AK, PTA, ICL und MSY koordiniert
reguliert werden, laBt einen gemeinsamen Mechanimus der Regulation vermuten. Durch
Northern-Blot-Analyse konnte fiir die Gene aced und aceB aus C. glitamicum eine
transkriptionelle Regulation nachgewiesen werden. Es darf daher vermutet werden, daf3 auch
die Gene fir AK und PTA auf transkriptioneller Ebene in ihrer Expression reguliert werden.
In E. coli Wird die Expression des ace-Operons durch die Genprodukte von icIR und judR
additiv reprimiert (Brice und Kornberg, 1968; Maloy et al., 1981; 1982), wohingegen in A.
nidulans ein durch das facB-Gen kodiertes Aktivatorprotein die Expression der Gene fiir
ACS, ICL, MSY und Acetamidase aktiviert (Hynes, 1977). Durch Amplifikation eines
mutierten Acetamidase-Gens (amdl9), in dessen Promotorbereich das facB-Genprodukt
besonders effektiv gebunden wird, konnte dieses in 4. midulans austitriert und somit die
Regulation der Expression der Gene fir ACS, ICL und MSY verdndert werden (Kelly und
Hynes, 1987, Hynes et al,, 1988). In C. glufamicum konnte durch Uberexpression des
intergenischen Bereiches zwischen aced und aceB kein am Acetat-Stoffvechsel beteiligtes
Regulatorprotein austitriert werden. Durch Selektion auf Resistenz gegeniiber Fluoracetat
wurden jedoch drei C. glutamicum-Mutanten erhalten, bet denen in Anwesenheit von Acetat
keine Erhohung der Aktivitat von AK, PTA, ICL und MSY beobachtet wurde. Es kann
d__ahe_r vermutet werden, dal3 in diesen Mutanten ein zur Aktivierung der Gene ack, pra, aceA
und aceB bendtigtes Protein fehlt bzw. funktionslos ist. Bereits bei 4. niduians konnten nach

dem _gl.ei_(_:h.en Selektionsschema Mutanten mit fehlender. Aktivierung der Gene fiir ACS, ICL,
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MSY und Acetamidase isoliert werden (Apirion, 1965; Katz und Hynes, 1989). Diese

wiesen einen Defekt in dem fiir das Aktivatorprotein kodierenden facB-Gen auf.

Unter Einbeziehung der in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse kann ein Modell
zur Regulation des Acetat-Stoffwechsels in C. glutamicum entworfen werden, das in
Abbildung 18 dargestellt ist. Das Modell basiert auf der Annahme, dal} bei Wachstum von
C. glutamicum auf Glucose die Aktivitit der Pyruvat-Dehydrogenase einer strikten
Kontrolle unterliegt und damit der Acetyl-CoA-Pool der Zelle niedrig ist. Fir eine strikte
Kountrolle der Pyruvat-Dehydrogenase spricht die Beobachtung, dafl bei Wachsturn von C.
glutamicum auf Lactat grofle Mengen an Pyruvat in das Medium ausgeschieden werden
(Cocaign et af., 1993). Dariiberbinaus wurde in der vorliegenden Arbeit bei Wachstum von
C. glutamicum auf Lactat- bzw. Pyruvat-MM keine signifikante Erhohung der
Enzymaktivititen von ICL und MSY beobachtet. In Siugetieren wird die Pyruvat-
Dehydrogenase durch GTP, Acetyl-CoA und NADH sowie durch reversible
Phosphorylierung in ihrer Aktivitdt reguliert (Reed et al., 1985). Bei £ coli wird die
Pyruvat-Dehydrogenase dariiberhinaus auf genetischer Ebene durch das pdhR-Genprodukt
reguliert (Quall et o/, 1994). Da in C. glutamicum die Pyruvat-Dehydrogenase bislang nicht
ndher untersucht wurde, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht gesagi werden, ob deren

Regulation auf genetischer und/oder auf enzymatischer Ebene erfolgt.

Am Verzweigungspunkt zwischen Glyoxylat-Zyklus und Citrat~ZykIu§ konkurrieren ICL
und IC-DH um das gemeinsame Substrat Isocitrat. Unter nicht-induzierten Bedingungen
flief}t der Kohlenstoff in C. glufamicum wahrscheinlich ausschlieBlich in den Citrat-Zyklus,
da die IC-DH sowohl grolBere Affinitit beziiglich Isocitrat. (Km: 0,01 mMj als auch eine
gréBere spezifische /lktfwtat ({ (1,0 'J/'rg) :gegeﬁ""ber der ICL Besitzt (Km: 0,28 mM; V: 0,01
U/mg). Auch die IC-DF H von E. coli weist. eine weitaus hohere Affinitat zu Isocitrat auf als
die ICL (LaPorte und lkeda, 1991). Wird dem Medium Acetat zugesetzt so konnen in C.
gluiamicum bereits durch die Grundaktivititen von AKX (0,2 U/mg) und PTA (0,35 U/mg)
grofle Mengen an Acetyl-CoA gebildet und somit die zellinterne Acetyl- CoA—Konzentratlon
erhéht werden. Em Anstieg der Acetyl-CoA-Konzentration sollte dann, vermittelt iiber ein
Aktivatorprotein, zur Induktion der Expression von aced, aceB, ack und pta fihren. Bereits
fur N salmonicolor und Y. lipolytica wurde Acetyl-CoA als Induktor fiir die Synthese von

ICL und MSY diskutiert (Sariaslani et of., 1975; Kujau et af., 1992). =+ '
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Abbildung 18, Modell zur Regulation des Kohlenstoffflusses bei Wachstum von C.
glutamicum auf Glucose- bzw. Acetat-MM. Leere Kastchen stellen das Aktivatorprotein in
seiner inaktiven, ausgefiillte Kastchen in seiner aktiven Form dar; |— Hemmung des Enzyms
durch den enisprechenden Effekior; e Hemmung der Synthese eines Enzyms durch den
ensprechenden Effektor; 7. unbekannter Effektor; Abkiirzungen: ack, pia, aced, aceB: Gene
fiir Acetat-Kinase, Phosphotransacetylase, [socitrat-Lyase bzw. Malat-Synthase.
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In C. glutamicum kann unter induzierten Bedingungen durch die gesteigerte Aktivitdt von
AK (1,0 U/mg) und PTA (3,5 U/mg) vermehrt Acetat zu Acetyl-CoA aktiviert werden. Eine
weitere Erhohung der zellinternen Acetyl-CoA-Konzentration gewihrleistet wahrscheinlich
die Aufrechterhaltung der Induktion. Neben den Aktivitdten von AK und PTA steigen in C.
glutamicum auch die spezifischen Aktivititen von ICL und MSY drastisch an (ICL: 2,8
U/mg; MSY: 2,1 U/mg). Trotz der geringen Affinitat der ICL zu Isocitrat sollten durch
deren hohe Aktivitit geringe Mengen an Glyoxylat gebildet werden kénnen, welche
zusammen mit Oxalacetat die Aktivitdt der IC-DH hemmen. Eine Hemmung der IC-DH
durch ein Gemisch aus Oxalacetat und Glyoxylat wurde bereits fir £. coli, B. subtilis und C,
glutamicum ssp. flavum beschrieben (Shiio und Ozaki, 1968). Eine Hemmung der IC-DH
wirde in C. glutamicum zu einem Anstieg der intrazelluliren Isocitrat-Konzentration und
somit zu einem vermehrten Kohlenstoffflul} in den Glyoxylat-Zyklus fuhren. Aufgrund der
hohen Affinitat der MSY aus C. glutamicum fur Glyoxylat (Km: 0,03 mM) und deren hoher
Aktivitdt unter induzierten Bedingungen (2,1 U/mg) sollte allerdings die =zellinterne
Glyoxylat-Konzentration niedrig gehalten werden, so daB keine vollstindige Hemmung der
IC-DH erfolgt. Auf der Stufe der ICL kann in C. ghtaniicum die Feinkontrolle des
Kohlenstoffflusses zwischen Glyoxylat- und Citrat-Zyklus ablaufen. Wird durch die
anaplerotische Reaktion des Glyoxylat-Zyklus geniigend an Succinat, Malat, PEP, 3-
Phosphoglycerat, 6-Phosphogluconat bzw. Fructose-1,6-bisphosphat gebildet, so sollten
diese Metabolite ihrerseits die Aktivitdt der ICL hemmen und somit den Kohlenstofffluf3

zuriick in Richtung des Citrat-Zyklus zwingen.
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V. ZUSAMMENF&SS@N@

Ziel der vorliegenden Arbeit war die physiologische und genetische Charakterisierung des

Acetat-Stoffwechsels in C. glrtamicum.

In C. glutamicum wurden die an der Aktivierung des Acetats beteiligten Enzyme Acetat-
Kinase und Phosphotransacetylase sowie die Glyoxylat-Zyklus-Schliiisselenzyme Isocitrat-

Lyase und Malat-Synthase enzymatisch nachgewiesen. Bei Wachstum auf Acetat waren die

itéten von Acetat-Kinase und Phosphotransacetylase 7-fach, die von
von Acetat-Kinase und Phosphotransacetyl /-tach, die von

snezifischen A
spezifischen Al
Isocitrat-Lyase und Malat-Synthase 50- bis 200-fach hoher als bei Wachstum auf Glucose.
Dies zeigt, daB3 in C. gletamicum die Schlusselenzyme des Acetat-Stoffwechsels durch die

Kohlenstoffquelle des Mediums reguliert werden.

Durch heterologe Komplementation einer . coli-Mutante wurden die Gene fiir Isocitrat-
Lyase und Malat-Synthase aus C. glutamicum isoliert. Das Isocitrat-Lyase-Strukturgen
besteht aus 1296 Basenpaaren, das Malat-Synthase-Gen aus 2217 Basenpaaren. Beide Gene
liegen im Chromosom von C. glutamicuin nebeneinander vor, sind durch 597 Basenpaare
voneinander getrennt und werden in divergenter Richiung transkribiert. In Northern-Blot-
Experimenten wurde fiir das Transkript des Isocitrat-Lyase-Gens eine GroBe von 1,5 kb, fiir
das des Malat-Synthase-Gens eine GroBe von 2,75 kb nachgewiesen. Aus diesem Ergebnis
kann der SchiuB gezogen werden, dafl in C. glutamicum die Gene fir Isocitrat-Lyase und
Malat-Synthase monocistronisch  organisiert sind. Weitere Untersuchungen  auf
Transkriptionsebene ergaben fir beide Gene eine 50- bzw. 200-fach gesteigerie
Transkription bei Wachstum auf Acetat im Vergleich zu Wachstum auf Glucose. Das zeigt,
daf} Isocitrat-Lyase und Malat-Synthase in C. glutamicum auf transkriptioneller Ebene

reguliert werden.

Isocitrat-Lyase und Malat-Synthase aus C. glutamicurn wurden bis zur Homogenitit
gereinigt. Die biochemische Charakterisierung der Isocitrat-Lyase ergab, dal das Enzym
geringe Affinitit zu seinem Substrat Isocitrat besitzt (Km: 0,28 mM). Die Metabolite
3-Phosphoglycerat, 6-Phosphogluconat, Phosphoenolpyruvat, Fructose-1,6-bisphosphat,
Succinat und Glyoxylat hemmten die Aktivitdt der Isocitrat-l.yase und zeigten Inhibitor-

Konstanten zwischen 0,46 mM und 1,48 mM. Die Malat-Synthase aus C. glutamiucm wies
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hohe Affinitit zu ihren Substraten Glyoxylat (Km: 28 upM) und Acetyl-CoA (Km: 11 pM)
auf und wurde lediglich durch ATP als physiologisch relevantem Effektor in ihrer Aktivitét
gehemnmt (Ki: 4,3 mM). Zusédtzlich zu Isocitrat-Lyase und Malat-Synthase wurde in
Zellextrakten von C. glutamicum die Isocitrat-Dehydrogenase biochemisch charakterisiert.
Die Isocitrat-Dehydrogenase zeigte hohe Affinitdt sowohl fur Isocitrat (Ks: 12 uM) als auch
fur NADP (Ks: 8 uM) und wurde durch jeweils 0,1 mM Glyoxylat plus Oxalacetat zu 80%

in ihrer Aktivitit gehemmt.

.Dumh gezielte Mutag nese wurden (. glutamicum-Mutanten mit Defekt in Isocitrat-
Lyase bzw. Malat-Synthase und durch ungerichtete Mutagenese Mutanten mit Defekt in
Acetat-Kinase und/oder Phosphotransacetylase erzeugt. Siamitliche Mutanten waren nicht
mehr in der Lage, auf Acetat als alleiniger Kohlenstoffquelle zu wachsen. Daraus kann
geschlossen werden, daf die Enzyme Acetat-Kinase, Phosphotransacetylase, Isocitrat-Lyase
und Malat-Synthase fiir das Wachstum von C. glutamicum auf Acetat essentiell sind. Durch
Analyse des Induktionsverhaltens dieser Mutanten sowie unter Einbeziehung definierter C.
glutamicum-Mutanten mit Defekten inl Isocitrat-Dehydrogenase bzw. Citrat-Synthase
konnte gefolgert werden, dal3 eine Erhohung der intrazelluldren Acetyl-CoA-Konzentration
die Ursache fur die Aktivitdtszunahme von Acetat-Kinase, Phosphotransacetylase, Isocitrat-

Lyase und Malat-Synthase bei Wachstum von C. glutamicum auf Acetat ist.

Anhand der gewonnenen Daten wurde ein Modell zur Regulation des Acetat-
Stoffwechsels in C. glutamicum entworfen. In diesem Modell wird bei Wachstum von C.
glutamicum auf Acetat mit Hilfe der Enzyme Acetat-Kinase und Phosphotransacetylase die
zellinterne Acetyl-CoA-Konzentration erhdht und dadurch die Expression der Gene fiir
Acetat-Kinase, Phosphotransacetylase, Isocifrat-Lyase und Malat-Synthase gesteigert.
Gleichzeitig hemmt das durch die Isocitrat-Lyase gebildete Glyoxylat zusammen - mit
Oxalacetat die Isocitrat-Dehydrogenase und fihrt somit zu einem Anstieg der intrazellularen
Isocitrat-Konzentration. Dies hat einen verstirkten KohlenstofffluB in den Glyoxylat-Zyklus
zur Folge. Die Hemmung der Isocitrat-Lyase durch die Metabolite 3-Phosphoglycerat, 6-
}?hospho_gluconat, Phosphoenolpyruvat, Fructose-1,6-bisphosphat, Succinat und Glyoxylat
.e_rlau_bt die Feinkontrolle des C-Flusses zwischen Glyoxylat- u.nd Citrat-Zyklus. | |
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