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Einleitung 1

. Einleitung

Corynebacterium glutamicum wurde 1957 von Kinoshita et al. aus dem Boden isoliert.
Dieses Gram-positive, Biotin-auxotrophe Bakterium ist unbeweglich, bildet keine Sporen
und ist von stdbchen- bzw. keulenférmiger Gestalt. Namengebendes Merkmal von
Corynebacterium glutamicum ist die Produktion von Glutamat durch Wildtypzellen
(Kinoshita et al., 1957). Mutantenstimme von Corynebacterium glutamicum exkretieren
aber auch L-Lysin ins Medium (Kinoshita et al., 1958, Shiio & Miyajima, 1969, Shiio &
Sano, 1969). Heutzutage werden mit Corynebacterium glutamicum und seinen
subspecies flavum und lactofermentum (Liebl et al., 1991) pro Jahr 700000 Tonnen L-
Glutamat und 300000 Tonnen L-Lysin produziert (Leuchtenberger, personliche
Mitteilung). Wéhrend L-Glutamat als Geschmacksverstarker in der Lebensmittelindustrie
verwendet wird, dient die fir Vertebraten essentielle Aminosédure L-Lysin hauptsachlich

als Futtermitteladditiv (Yoshinaga & Nakamori, 1983).

Die Lysinbildung erfolgt in Prokaryoten als Teil eines mehrfach verzweigten Biosynthese-
weges der Aminosduren der Aspartatfamilie (Patie, 1996). Dabei weist die
corynebakterielle Lysinbiosynthese einige Besonderheiten auf, die im Folgenden
dargestellt werden (Abb. 1). Wahrend in E. coli und B. subtilis Isoenzyme der Aspartat-
kinase (AK) existieren, die jeweils unterschiedlich reguliert werden (Cohen & Saint-
Girons, 1987, Chen et al., 1987, 1988, Graves & Switzer, 1990), liegt in C. glutamicum
nur eine Aspartatkinase-Variante vor. Diese wird durch das Gen lysC kodiert (Kalinowski
et al., 1991), und durch das gemeinsame Vorliegen von Lysin und Threonin Endprodukt-
inhibiert (Nakayama et al., 1966). Eine Regulation von lysC auf Expressionsebene, so wie.
es flir E. coli beschrieben ist (Richaud et al., 1980), ist flir C. glutamicum unbekannt
(Cremer et al., 1991). Die Uberexpression des Gens fiir die Endprodukt-resistente
Aspartatkinase, lysC™" (Kalinowski et al., 1991), fiihrt bereits zur Produktion von Lysin
durch C. glutamicum (Cremer et al, 1991). Damit stellt die Deregulation der
Aspartatkinase den entscheidenden ersten Schritt dar, um Lysin-Produktionsstimme von
C. glutamicum zu erhalten (Sahm et al., 1995). Am Verzweigungspunkt der Biosynthese
in Richtung Lysin bzw. in Richtung Homoserin konkurrieren die Enzyme Dihydro-
dipicolinatsynthase (dapA) und Homoserindehydrogenase (hom) um das gemeinsame
Substrat Aspartatsemialdehyd. Die Homoserindehydrogenase von C. glutamicum wird,
analog zu den E. coli Isoenzymen (Truffi-Bachi et al., 1968, Dautry-Varsat et al., 1977),
durch Threonin oder Isoleucin inhibiert (Miyajima & Shiio, 1970) und durch Methionin
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reprimiert (Miyajima & Shiio, 1971, Follettie et al., 1988). Dagegen wird die Dihydro-
dipicolinatsynthase von C. glutamicum, anders als das E. coli Enzym (Richaud et al.,
1986), nicht reguliert (Cremer et al, 1988). Interessanterweise bewirkt aber die
Uberexpression des Synthasegens dapA eine gesteigerte Lysinbildung, und zwar sowohl
im Wildtyp von C. glutamicum als auch in einem C. glutamicum Stamm mit deregulierter
Aspartatkinase (Cremer et al., 1991, Eggeling, 1996). Dies belegt eine Beteiligung der
Dihdrodipicolinatsynthase an der FluBkontrolle, wobei dies direkt (iber die Enzymmenge,
und nicht Uber den katalytischen Zustand des Enzyms vermittelt wird (Eggeling, 1994).
AuBer lysC™" und dapA ist bisher kein anderes Gen der Lysinbiosynthese von C.
glutamicum bekannt, dessen Uberexpression eine erhdhte Lysinproduktion zur Folge hat
(Cremer et al., 1991). Im Unterschied zu anderen vBakterien (Gilvarg, 1958, Misono et al.,
1976, White, 1983) besitzt C. glutamicum mit der Succinylase-Variante und der
Dehydrogenase-Variante zwei parallele Wege, um D,lL-Diaminopimelat zu bilden
(Schrumpf et al.,, 1991, Wehrmann et al., 1994). Beide D,L-DAP-Synthesewege werden
auch in vivo genutzt, wobei die FluBverteilung Uber beide Wege abhédngig von der
Verfligbarkeit von Ammonium ist (Sonntag et al., 1993). Die Inaktivierung des Dehydro-
genaseweges ist im Unterschied zur Inaktivierung des Succinylaseweges mit einer
deutlichen Herabsetzung der Lysinbildung in Produkiionsstammen verbunden (Schrumpf
et al., 1991, Wehrmann, 1995). Dies zeigt, daB3 der Dehydrogenaseweg, obwohl nicht
essentiell fur das Wachstum, fiir einen gesteigerten MetabolitfluB zur Bildung von Lysin

wichtig ist (Sahm, 1995).

Obwohl der Transport von Aminoséuren aus der Zelle eine entscheidende Voraussetzung
far die industrielle Aminosaureproduktion ist, gab es hierzu lange Zeit weder
mechanistische noch molekulare Untersuchungen. Dagegen ist die Aufnahme von
Aminoséuren aus dem Kulturmedium sowohl biochemisch als auch molekularbiologisch
gut charakterisiert. So kodiert das Gen aroP von C. glutamicum flr einen sekundéaren
Aufnahmecarrier der aromatischen Aminosduren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan
(Wehrmann et al., 1995). Mit dem gluABCD Cluster von C. glutamicum konnten die Gene
fur ein primares, Bindeprotein-abhangiges System zur Aufnahme von Glutamat kloniert
werden (Kronemeyer et al., 1995). In Escherichia coli erfolgt die Aufnahme von Lysin und
Ornithin ebenfalls tber ein primdres, ATP-abhéngiges System, das Lysin-Arginin-
Ornithin-System (LAO) (Rosen, 1971). Zuséatzlich kann E. coli Lysin auch mittels LysP in
einem UniportprozeB (Rosen, 1971, Ellis et al., 1995) oder mittels CadC in einem Antiport

gegen Cadaverin aus dem Medium aufnehmen (Meng & Bennett, 1992).
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Abb. 1: Die Lysinbiosynthese von Corynebacterium glutamicum als Teil -des
verzweigten Biosyntheseweges der Aminosduren der Aspartatfamilie und

deren Regulation.

Da sowohl LysP als auch CadC durch niedrige pH-Werte des Mediums induziert werden,
wird diskutiert, daB LysP und CadC an der pH-Homdostasis in E. coli beteiligt sind (Meng
& Bennett, 1992, Steffes et al, 1992). In Lactococcus lactis erfolgt die Aufnahme von
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Lysin im Symport mit Protonen (Driessen et al., 1989). Daneben besitzt L. /actis subsp.
lactis einen Arginin-Ornithin-Antiporter. Mit diesem Antiporter konnte in Vesikeln von L.
lactis subsp. lactis auch ein heterologer Antiport von Arginin und Lysin gezeigt werden
(Driessen et al., 1989). Durch Komplementation eines C. glutamicum Stammes, der
gegen das toxische Lysin-Analogon S-(2-Amino-Ethyl)-Cystein resistent ist, konnte das
Gen flr das corynebakterielle Lysin-Aufnahmesystem isoliert werden (Seep-Feldhaus et
al., 1991). Das komplementierende Gen lys/ (L-lysine import) kodiert fur ein Polypeptid
von 501 Aminosauren mit dreizehn potentiellen transmembranen Helices (Seep-Feldhaus
et al, 1991). Auf Sequenzebene zeigt Lysl, ebenso wie CadC aus E. coli, hohe
Ahnlichkeit zu ArcD, dem Arginin-Ornithin-Antiporter aus Pseudomonas aeruginosa (Lithi
et al.,, 1990). Die biochemische Charakterisierung ergab, daf3 die Lysinaufnahme von
Corynebacterium glutamicum zwischen zwei Transportmodi wechseln kann (Bréer &
Kramer, 1990). Ist ausreichend Lysin in der Zelle vorhanden, wird Lysin (ber einen
homologen, elektroneutralen Lysin-Lysin-Antiport mit einer geringen Rate von 0,15 nmol
min™ (mg Trockengewicht)' transportiert (Bréer & Kramer, 1990). Dagegen findet bei
Herabsetzung des zelluldren Lysinpools ein heterologer, elekirogener Antiport von Lysin

gegen Alanin, Valin oder Leucin statt, der in einer Netto-Aufnahme von Lysin resultiert

(Broer & Kramer, 1990).

In den letzten Jahren wurden vermehrt Untersuchungen zum Efflux l6slicher Substrate
aus der Bakterienzelle durchgefihrt. Dabei zeigte sich, daB in vielen Fallen auch der
Export von Substanzen Carrier-vermittelt erfolgt (Konings et al., 1992). So katalysieren
Effluxcarrier den Export von Antibiotika und interkalierenden Agentien, und erlauben das
Wachstum in einer ansonsten toxischen Umgebung (MDR-Familie, multi drug resistance
proteins) (Hillen & Berens, 1994). Ein Bespiel hierflr ist TetA aus E. coli, das den Export
von Tetracyclin im Antiport gegen Protonen vermittelt (Hillen & Berens, 1994). Andere
Effluxcarrier exkretieren zellular synthetisierte Substanzen, die bakteriostatisch oder
bakteriotoxisch wirken. Hierzu gehdren die verschiedenen Bacteriocin-Exporter, die
bespielsweise Colicine oder Lanthibiotika transpottieren (Jack et al., 1995). Der a-Faktor-
Transporter Ste6 aus Saccharomyces cerevisiae exportiert ein Pheromon (Higgins, 1992,
Kolling &. Hollenberg, 1994). Er ist damit ein Beispiel flir einen Exportcarrier, der der
Kommunikation mit anderen Zellen dient. Exportcarrier sind auch notwendig, um
Stoffwechsel-Endprodukte zu entfernen, die besonders unter anaeroben Bedingungen
zellintern akkumulieren. So wird zum Beispiel das Gérungsprodukt Lactat nicht nur durch

Diffusion, sondern auch mittels eines sekundéren Lactat-Protonen-Symporters aus E. coli
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und L. lactis entfernt (Konings et al, 1992). Weitere Beispiele sind der Export von
Succinat bei der Fumarat-Atmung (Engel et al., 1994, Six et al., 1994) oder von Nitrit bei
der Nitrat-Atmung (Rowe et al., 1994).

Die physiologische Bedeutung der Exkretion von Antibiotika oder von Garungsprodukten
ist einleuchtend. Dagegen ist die Carrier-vermittelte Exkretion von Primarmetaboliten, wie
Aminosauren, nicht so naheliegend. Da Aminosauren in der Bakterienzelle unter Energie-
verbrauch synthetisiert oder durch spezifische Aufnahmesysteme aufgenommen werden,
wurde zundchst vermutet, daB der Efflux von Aminosduren durch passive Diffusion
erfolgt. Flr den Export der hydrophilen Aminoséure Lysin durch C. glutamicum wurde die
passive Diffusion mittels eines osmotisch kontrollierten Porenmodells diskutiert (Luntz et
al., 1986). Eine andere Hypothese zum Export von Aminoséauren wurde urspringlich
durch Clement et al. (1984) fur die Exkretion von Glutamat etabliert. Diese
Lnversionshypothese” basiert auf der prinzipiellen Reversibilitdt von Transportprozessen
analog zu Enzym-katalysierten Reaktionen. Sie geht von einem - bei Umkehrung der
Gradienten - in Exportrichtung arbeitenden sekundédren Aufnahmesystem aus. Der
unveranderte Lysinexport in einer lysl-Inaktivierungsmutante von C. glutamicum
widerlegte aber die Inversionshypothese (Seep-Feldhaus et al., 1991). Analog konnte
auch die unveranderte Glutamatexkretion in einem Stamm mit Deletion des Glutamai-
Aufnahmesystems gemessen werden (Kronemeyer et al.,1995). Die ,Carrierhypothese”
stellt eine dritte Moglichkeit dar, wie Aminoséuren aus der Zelle nach auf3en transportiert
werden konnen. Sie geht davon aus, daB spezifische Aminoséaure-Exportcarrier neben
den entsprechenden Aminosaure-Aufnahmecarriern existieren (Krémer 1994 b). Durch
die Charakterisierung der Effluxprozesse von Lysin, Isoleucin und Glutamat in
Corynebacterium glutamicum konnte diese Hypothese biochemisch bestétigt werden.
Dabei wurde die Exkretion der hydrophoben Aminosdure Isoleucin als ein Efflux
charakterisiert, der sich aus einer Carrier-abhéngigen sekundéren Transportkomponente,
aber auch aus einer Diffusions-abhédngigen Komponente zusammensetzt (Ebbighausen
et al,, 1989, Zittrich & Kramer, 1994). Der Export der Aminosdure Giutamat erfolgt
ebenfalls Carrier-vermittelt (Hoischen & Kramer, 1989). Fir eine effiziente Glutamat-
exkretion ist jedoch zusétzlich eine reversible Verédnderung des Membranstatus
notwendig, die vermutlich eine Modulation der Carrieraktivitit durch die veranderte
Membranspannung zur Folge hat (Gutmann, 1993, Kramer, 1994 a). Auch far die
Exkretion der Aminosdure Lysin konnte biochemisch ein Carrier-vermittelter
Transportproze3 gezeigt werden (Bréer & Kramer, 1991 a). Die Charakterisierung des
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Lysinexportes durch C. glutamicum ergab, daB es sich um einen sekundaren
Transportproze3 handelt, bei dem Lysin im Symport mit zwei Hydroxyl-lonen (iber die
Membran transportiert wird. Die treibende Kraft zum Transport Uiber die Membran stellt
das Membranpotential dar; eine Modulation der Transportaktivitdt ist durch das
Membranpotential und die Uber der Membran bestehenden Gradienten von Protonen und
Lysin mdglich (Bréer & Kréamer, 1991a, 1991b, Broer et al., 1993).

In den letzten Jahren wurden mit steigender Zahl Gene fur Exportcarrier kloniert, die
Substanzen wie Antibiotika oder Bacteriocine transportieren (Jack et al., 1995, Nikaido,
1994). Bis heute gibt es jedoch kein Beispiel fur die Klonierung eines Gens, das fir einen
spezifischen Exportcarrier einer metabolisch wichtigen Substanz, wie einer Aminoséaure,
kodiert. Es existieren aber Hinweise, daB der Export von Aminoséuren in C. glutamicum
limitierend ist. So akkumuliert C. glutamicum nach Uberexpression von lysC™" und von
dapA, den beiden wichtigen Charakteristika flr eine erhdhte Lysinproduktion, bis 400 mM
Lysin in der Zelle (Eggeling et al., 1996). Die zellinterne Lysinkonzentration des Wildtypes
von C. glutamicum liegt dagegen nur bei 20 mM (Viljic et al.,, 1995). Daher konnte das
Gen fir den Lysin-Exportcarrier ein weiteres Target zur Steigerung der Lysinproduktion

durch C. glutamicum darstellen.

Das Ziel dieser Arbeit war die Isolierung des Gens fur den Lysin-Exportcarrier von
Corynebacterium glutamicum, um den Lysinexporter molekular charakterisieren zu
kénnen. Dabei konnte weder auf Mutanten zur heterologen Komplementation noch auf
Sequenzinformationen fir Hybridisierungsexperimenten zurlickgegriffen werden. Es
muBte also zunéchst eine spezifisch im Lysinexport defekte Mutante von C. glutamicum
isoliert werden. Wéhrend Aminosaure-Aufnahmedefekte Stdmme durch Resistenz
gegeniber toxische Aminosaureanaloga selektioniert werden kénnen (Seep-Feldhaus et
al., 1991, Boles et al., 1993), mussen zur Isolierung Aminosaure-Exportdefekter Mutanten
die Stdmme einzeln auf Verlust des Exportes getestet werden. Da auBerdem der Wildtyp
von C. glutamicum ohne Manipulationen zur Steigerung der zellinternen Lysin-
konzentrationen Uberhaupt keine Exkretion von Lysin zeigt, muf3te zunéachst ein System
etabliert werden, um die Lysinexkretion durch den Wildtyp von C. glutamicum zu
erreichen. Die Nutzung eines induzierbaren Systems der Lysinexkretion wiirde dann die
Isolierung einer Lysinexport-defekten Mutante von C. glutamicum fur homologe

Komplementations-Experimente erlauben.
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I. Material und Methoden

1. Bakterienstdmme und Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstdmme sind in der Tabelle 1, die

verwendeten Plasmide sind in der Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tab. 1: Verwendete Bakterienstimme und ihre Eigenschaften.

Bakterienstamm Genotyp / Phénotyp Referenz
E. coli
DH50MCR endA1 supE44 thi-1 A" recA1 gyrA96 relA1 Grant et al., 1989

deoR A (lacZYA-argF) U169 ®80dlacZAM15
mcerA A(mrr hsdRMS mcerBC)

S17-1 thi-1 F endAR1 hsdR17 supE44 A" pro Simon et al., 1983
JM109(DE3) mcrA recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 Promega, Wisconsin
supE44 relA1 A(lac- proAB) F USA
[traD36 proAB" laglQZAM15] A(DE3)
MC4100 araD39 (argF-lac) U169 relA51 rps150 Casadaban, 1976

flbB5301 deoC1 ptsF25

C. glutamicum

ATCC 13032 Wildtyp Abe et al., 1967
R127 Restriktionsdefekt, res Liebl et al.,1989
MH20-22B Lysinproduzent, lysC™7, leuCD Menkel et al., 1989
DG52-5 Lysinproduzent, fysC™"? ' Cremer et al., 1988
ATCC13287 Homoserin-, Methionin-, isoleucin- American type
auxotroph, hom culture collection
49/3 Lysinauxotrophie, lysA Vtljic et al., 1995

NA8 Lysinexport-Defekt, lysE, res Vtiljic et al., 1995
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Tab. 1 (ff): Verwendete Bakterienstimme und ihre Eigenschaften.
Bakterienstamm Genotyp / Phanotyp Referenz
C. glutamicum
NAS8-6-3 NAS8 mit Plasmid pMV10 diese Arbeit
NA8-8-524 NA8 mit Plasmid pMV8-3 diese Arbeit
NA8-7-1 NAS8 mit Plasmid pMV7-1 diese Arbeit
ATCC13032 AlyseG Deletion eines 1236bp Stul-Miul-Fragmentes  diese Arbeit
mit gréBtem Teil der Gene lysE, lysG
ATCC13032 lysk::  lysE disruptiert durch den Vektor pEM1 diese Arbeit
pPEM/ysEin
ATCC13032 lysG::  lysG disrutiert durch den Vektor pEM1 diese Arbeit
PEMIysGin
Tab.2: Verwendete Plasmide mit ihren Eigenschaften und Markern.
Plasmid Marker / Eigenschaft Referenz
pKW3 Pendelvektor, Kopienzahl in C.g. <5/Zelle Kronemeyer et al.,
Km' oriVi. oriVog cos cf” APg AP_ 1995
pFB-2.7p Pendelvektor, Kopienzahl in C.g. <5/Zelle Sonnen, 1991
Km' oriVe,. oriVe g,
pJC1 Pendelvektor, Km" oriVe .. oriVcg, Cremer et al., 1990
pZ1 Pendelvektor, Km' oriVe.. oriVog, Cremer et al., 1990
pEM1 Integrationsvektor, Km' oriVg . oriT Schrumpf ef al.,1991
pK18mobsacB Integrationsvektor, Km" oriVg. oriT sacB Schéfer et al.,, 1994
pEKEXx2 Expressionsvektor, Km" oriVg,. oriVc 4 Eikmanns et al.,
tac promotor 1991
pUC18/pUC19 Ap' oriVe,. Yanisch-Perron
et al., 1985
pSPORT Expressionsvektor, Ap" oriVe .. T7-und GIBCO BRL

SP6-Promotor
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Tab. 2 (ff): Verwendete Plasmide mit ihren Eigenschaften und Markern.

Plasmid Marker / Eigenschaft Referenz

pFB-Bam pFB-2.7p mit Insertion eines 235bp diese Arbeit
EcoRI-Pvull-Fragmentes aus pUC19

pMV10 pJC1 mit 10 kb chromosomalem Sau3A  diese Arbeit
Fragment und den Genen lysk und lysG

pMV8-3 pJC1 mit 8,3 kb chromosomalem Sau3A  diese Arbeit
Fragment und den Genen lysE und lysG

pMV7-1 pJC1 mit 21 kb chromosomalem Sau3A  diese Arbeit
Fragment und dem Operon hom-thrB

pMV7-2Bam pJC1 mit 7.2 kb BamHlI Insert aus pMV10 diese Arbeit

pJClysEG2,4 pJC1 mit 2.4 kb BamH|I Insert aus pMV10 diese Arbeit
und den Genen lysk und lysG

pUC18lyseG2,4 pUC18 mit 2.4 kb BamHl Insert aus pMV10  diese Arbeit
und den Genen lysE und lysG

pEMIysEiy pEM1 mit 343bp internem lysE Fragment diese Arbeit

pPEMIysGiy pEM1 mit 266 bp internem lysG Fragment diese Arbeit

pEM2IlysGiy pEMlysG ohne BamHI-Schnitistelle diese Arbeit

pEKEx2lysE pEKEx2 mit 858 bp Scal- Pvull Insert aus  diese Arbeit
pJClysEG2,4

pSPORTIysE pSPORT mit Insert wie in pEKEx2lysE diese Arbeit

pJClysE pJC1 mit 1.17 kb Hindl-Pvull Insert aus  diese Arbeit
pJClysEG2,4

pK18mobsacB pK18mobsacB mit [ysEG Sequenzen diese Arbeit

AlysEG deletiert ist ein 1236 bp internes Stul-Miul

Fragment der Gene lysE und lysG
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2. Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen

Nahrmedien fiir E. coli:

Zur Kultivierung der E. coli Stamme wurde das Volimedium LB verwendet (Sambrook et
al., 1989). Nur fur den Stamm E. coli JM109(DE3) wurde das Minimalmedium M9 nach
Tanaka et al., (1967) eingesetzt. Die Anzucht zur Herstellung kompetenter E. coli Zellen
erfolgte auf SOB-Medium (Hanahan, 1985). Nach der Transformation wurden die Zellen
in das Regenerationsmedium SOC (Hanahan, 1985) uberfiihrt.

Nahrmedien flir C.glutamicum:

Zur Stammhaltung, DNA-Isolierung und zur Kultivierung von C.glutamicum wurde das
Vollmedium LB verwendet. Zur Messung des Membranpotentials und als
Vorkulturmedium zur Messung der Lysinproduktion wurde das Komplexmedium BHI
eingesetzt. Als weiteres Vollmedium wurde das fur C. glutamicum optimierte Medium
CGlll (Kase & Nakayama, 1972) verwendet. Es diente als Vorkulturmedium flr
Fermentationen zur Isoleucin- und Glutamatproduktion. Als Fermentationsmedium zur
Quantifizierung von  Aminosaure-Konzentrationen und zur Bestimmung von
Enzymakiivitdten wurde das Minimaimedium CGXII genutizi (Keilhauer ef al., 1993); der
Vorteil dieses Mediums liegt in der guten Pufferung durch 3-[N-morpholino}-
propansulfonsaure (MOPS). Bei Fermentationen zur Induktion der Glutamatexkretion
durch C. glutamicum wurde das CGXIlI-Medium nicht mit den tblichen 200 pg I Biotin,
sondern nur mit 1 pg I"" Biotin angefertigt (Hoischen & Kramer, 1989).

Medienzusatze:

Zur Induktion der Lysinexkretion durch C. glutamicum Stamme mit Endprodukt-regulierter
Aspartatkinase wurde dem Minimalmedium 5 mM L-Methionin hinzugesetzt (Vrljic et al.,
1995). Zur Induktion der Isoleucinexkretion wurde 50 mM Ketobutyrat verwendet
(Eggeling et al., 1987). Bei Kultivierungen auf Dipeptid-haltigem Medium enthielt das
CGXlI-Minimalmedium 1 mM Lysyl-Alanin (Erdmann et al, 1993). Zur Expression von
Genen, die unter der Kontrolle IPTG-induzierbarer Promotoren vorlagen, wurde den

Medien, wenn nicht anders angegeben, 1 mM IPTG zugeseizi.
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Selektionsmarker:

Zur Selektion rekombinanter E. coli Stimme wurden 50 mg I Carbenicillin bzw. 50 mg I’
Kanamycin eingesetzt. Die Selektion auf Kanamycin-resistente C.glutamicum Stamme
erfolgte mit 50 mg I’ Kanamycin bzw. nach Elektroporation und Konjugation nur mit
15 mg I Kanamycin. Zusatzlich enthielt das Medium nach Konjugation 50 mg I
Nalidixinsdure, um das Wachstum der E. coli Donorzellen zu verhindern. Die Selektion

auf Excision des Vektors pK18mobsacB AlysEG aus dem Genom von C. glutamicum
ATCC 13032 lysEG::pK18mobsacB AlysEG erfolgte auf LB-Medium mit 2 % Glukose und

10 % Saccharose.

Kultivierung der Bakterien:

C.glutamicum wurde zur Herstellung kompetenter Zellen in 2 | Erlenmeyerkolben mit zwei
seitlichen Schikanen in 500 ml Nahrmedium kultiviert. Kultivierungen von C.glutamicum
und E. coli fir Plasmidisolationen in gréBerem Mafstab, fur Aminosdure-Bestimmungen
und zur Herstellung von Rohextrakten. erfolgten in 500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei
seitlichen Schikanen. Diese 500 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen enthielten 100 ml
Volimedium bzw. 60 ml CGXII-Minimalmedium. Fir Plasmidisolationen in kleinerem
MaBstab wurden 5 ml Volimedium im Reagenzglas verwendet. Zur Bestimmung von
Aminosaure-Konzentrationen und Enzymaktivititen wurden Bakterienkulturen zunéchst
auf Komplexmedium vorkultiviert, und dann in Minimalmedium Ubertragen. Dazu wurden
Aliquots der Vorkulturen in der Minifuge RF (Heraeus Christ GmbH, Osterode) fir 10 min
bei 5000 Upm und 4°C geerntet, zweimal mit 50 ml 0,9 % sterilem NaCl gewaschen, und
dann in das Minimalmedium Uberfihrt. Wenn nicht anders angegeben, wurde eine
anfangliche Zelldichte von ODgy= 0,5 eingestellt. Kulturen in Reagenzglasern wurden bei
200 Upm, alle Ubrigen Kulturen bei 140 Upm auf der Rotationsschiittelmaschine inkubiert.
Die Wachstumstemperatur fir C. glutamicum betrug 30°C, fur E. coli 37°C.

Zur Stammbhaltung wurden Dauerkulturen angelegt, die aus 70 % (v/v) einer auf Komplex-
medium angezogenen Ubernachtkultur und 30 % (v/v) sterilem Glyzerin bestanden.
Aliquots dieser Zellsuspensionen wurden bei -20°C bzw. -70°C aufbewahrt und zum
Animpfen von Festmedium verwendet. Diese Stammhaltungsplatten wurden flr 18
Stunden bei 37°C (E. coli) bzw. 48 Stunden bei 30°C (C. glutamicum) inkubiert, dann bei
4°C gelagert und im 14-tdgigem Rhythmus erneuert.
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3. Mutagenese von C. glutamicum mit NNG

5 ml einer auf CGlll-Komplexmedium Uber Nacht angezogenen Vorkultur wurden mit
250 pl NNG (5 mg NNG ml™" Dimethylformamid) versetzt und 25 Minuten bei 30°C und
200 Upm inkubiert (Adelberg, 1958). Durch Zentrifugation wurde das Zellpellet geerntet,
zweimal mit steriler NaCl-Lésung (0,9 %) gewaschen und dann in 3,5 ml Glukose-freiem
CGilll-Medium resuspendiert. Nach Zusatz von 1,5 ml sterilem Glyzerin (87 %) wurde die
Zellsuspension in 500 pl Aliquots bei -20°C bis zur Verwendung aufbewahrt.

4. Bestimmung von Aminosauren
4.1 Qualitative Bestimmung extrazelluldren Lysins

Um den C. glutamicum Wildtyp qualitativ auf Verdnderungen der Lysinexkretion testen zu
kénnen, wurde ein Plattentest verwendet (Viljic et al., 1995). Dazu wurde der Lysin-
auxotrophe Indikatorstamm CG 49/3 auf CGlll-Komplexmedium kultiviert und in der spéat-
exponentiellen Wachstumsphase geerntet. Die Zellen wurden gewaschen und mit einer
Zelldichte von 107 Zellen ml" in das autoklavierte und auf 45°C abgekihlte CGIX-
Minimalmedium (modifiziert nach Kase & Nakayama,' 1972) eingerihrt. Zur Induktion der
Lysinexkretion durch den C. glutamicum Wildtyp wurde dem Medium zuséatzlich 5 mM L-

Methionin sterilfiltriert hinzugesetzt.

4.2 Kultivierungen zur quantitativen Bestimmung von Aminoséuren

C. glutamicum Kulturen wurden Uber Nacht auf Vollmedium vorkultiviert, zweimal mit
0,9 % steriler NaCl-Lésung gewaschen, und dann in CGXII-Minimalmedium Ubertragen.
Die Medien enthielten die fur die jeweilige Fragestellung notwendigen Zuséatze (s.
Medienzusatze). Kulturen, denen das Dipeptid Lysyl-Alanin zugesetzt worden war,
wurden mit einer anfanglichen Zelidichte von OD, = 2,0 gestartet. Die Kulturen zur
Induktion der Isoleucin-, Glutamat- und Lysinproduktion wurden mit OD,,,= 0,5 gestartet.
Die Probenentnahmen erfolgten unter sterilen Bedingungen Uber einen Zeitraum von 24
Stunden. Um zellinterne Aminoséure-Konzentrationen bestimmen zu kénnen, wurden die

Proben zur Silikonolzentrifugation eingesetzt. Wurden nur extrazellulare Aminosaure-
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Konzentrationen bestimmt, wurden die Zellen kurz abzentrifugiert (5 min, 13000 Upm)
und der Kulturiberstand zur HPLC-Analyse verwendet.

Um Lysin-Exkretionsraten zu bestimmen, wurde eine modifizierte Form der
Kurzzeitfermentation nach Hoischen & Kramer, 1989 verwendet. Zur Steigerung der
Lysinbildung wurden die C. glutamicum Stadmme zwdlf Stunden in CGXlI-Minimalmedium
unter Zusatz von 5 mM L-Methionin vorkultiviert. Dann wurden die Zellen durch
Zentrifugation geerntet und zweimal mit eiskaltem CGXH-Minimalmedium gewaschen
(10 min, 5000 Upm, 4°C). Die Induktion der Lysinexkretion wurde durch Resuspendieren
der Zellen in CGXIlI-Minimalmedium erreicht, das auf 30°C vorgewarmt war. Das
Kultivierungsgefa3 hatte ein Gesamtvolumen von 40 ml und enthielt 10 ml CGXIl-
Minimalmedium. Zuséatzlich wurden dem Medium 5 mM L-Methionin zugesetzt. Die
ausreichende Bellftung der Zellsuspensionen wurde durch Rihren (650 Upm) mittels
eines Magnetrihrers gewéhrleistet. Die im Testansatz vorhandene Zelldichte wurde auf
2,5 -3,0 mg Zell-Trockengewicht mi™ eingestellt. Uber einen MeBzeitraum von 3 Stunden
wurden alle 20 min Proben entnommen. Nach Quantifizierung der extrazellularen
Lysinkonzentrationen konnten aus den Tangentensteigungen der Exporikurven, unter

Berlcksichtigung der jeweiligen Zell-Trockengewichie, die Exportraten berechnet werden.

4.3 Silikondlzentrifugation

Um intrazelluldre Metabolite quantifizieren zu kénnen, ist eine schnelle Inaktivierung des
Stoffwechsels notwendig. Gleichzeitig muB eine rasche und méoglichst vollstandige
Abtrennung der Bakterienzellen vom Kulturmedium erfolgen, um Verfalschungen interner
Konzentrationen durch exkretierte Metabolite zu vermeiden. Beide Anforderungen werden
durch die Methode der Silikonélzentrifugatidn erfullt (Klingenberg & Pfaff, 1967). Hierzu
wurden 400-pl-Mikrozentrifugenrdhrchen (Beckman Instruments GmbH, Miinchen)
eingesetzt, in denen jeweils 30 pl 20%ige Perchlorséure von 65 pl Silikondl der Dichte
1,04 g cm™ Uiberschichtet war. Pro MeBpunkt und Kultur wurden vier Silikondl-Réhrchen
verwendet. Jeweils 200 pl einer Kultur wurden auf die Silikondlschicht pipettiert, und
sofort flir 30 Sekunden in der Microfuge E bei 13750 Upm zentrifugiert. So wurde eine
Trennung der Zellen vom Kulturmedium erreicht. Das als Uberstand auf der
Silikondlphase verbliebene Kulturmedium wurde abpipettiert, vereinigt und bis zur
Bestimmung der exkretierten Aminoséuren bei -20°C aufbewahrt. Zur Bestimmung der
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zellinternen Aminoséure-Konzentrationen mufBte das in der Perchlorsiurephase
vorliegende Zellpellet aufgearbeitet werden. Die Aufarbeitung erfolgte nach Hoischen &
Kramer, 1989. Dazu wurde das Zellpellet mit Ultraschall aufgeschlossen und die
erhaltenen Extrakte mit KOH (5 M) und Triethanolamin (1 M) neutralisiert. Nach der
Zentrifugation (10 min, 13000 Upm, 4°C) konnten die Uberstande zur Aminosaure-

Bestimmung mittels HPLC verwendet werden.

4.4 reversed phase HPLC

Die quantitative Bestimmung von Aminoséuren erfolgte mittels reversed phase HPLC
(Lindroth & Mopper, 1979). Es wurde ein HPLC-Gerat vom Typ HP 1090 M (Hewlett-
Packard, Waldbronn) mit angeschlossenem Fluoreszenzdetektor (HP 1046 A) verwendet;
die Systemsteuerung erfolgte Uber die ,HP-Chem-Station®. 2,5 pl der zu analysierenden
Aminosaure-L6sung wurden in einer automatischen Vorsédulenderivatisierung mit 17,5 pl
o-Phtaldialdehyd/2-Mercaptoethanol-Fertigreagenz gemischt. Die dabei entstehenden
fluoreszierenden, thiosubstituierten Isoindole (Jones & Gilligan, 1983) wurden auf einer
reversed phase Saule (Hypersil ODS 5p) uber ein Gradientenprogramm mit zunehmend
unpolarer Phase (Methanol) aufgetrenni. Das polare Eluenz war 0,1 M Nairiumacetat, pH
7,2. Die FluBrate betrug 0,5 ml min™'. Die Fluoreszenzdetektion der Aminoséure-Derivate
erfolgte bei einer Anregungswellenlange von 230 nm und einer Emmissionswellenlange
von 450 nm. Die Aminoséaure-Konzentrationen wurden berechnet Uber einen Vergleich
mit einem externen Standard und Ornithin als zuséatzlichem internen Standard. Zur
Quantifizierung der zellinternen Aminosduren-Konzentrationen wurden folgende

Parameter berlcksichtigt (Gutmann, 1993):

ODggo =1 = 0,3 mg Zell-Trockengewicht ml™

Zellvolumen Biotin-supplementierter Zellen = 2,0 pl (mg Zell-Trockengewicht) ™

Zellvolumen Biotin-limitierter Zellen = 1,6 pl (mg Zell-Trockengewicht)™
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5. Radiochemische Transportstudien

5.1 Messung des Membranpotentials

Zur Messung des Membranpotentials wurde das radioaktiv markierte Kation Tetra-["*C]-
Phenylphosphoniumbromid (TPP*) als Sonde eingesetzt ( Rottenberg et al, 1979,
Kashket, 1985). Wegen seiner lipophilen Struktur kann TPP* Uber die Cytoplasma-
membran permeieren, so daB es bei intaktem elektrischen Potential Uber der Membran
im Zellinneren akkumuliert. 500 pl einer auf BHI exponentiell wachsenden Kultur (1,5 mg
Zell-Trockengewicht ml™) wurden mit 15 pl “C-TPP* (2,25 Kbq im Ansatz) fiir 60 sec bei
30°C unter Riihren inkubiert. Zur Trennung von Zellen und Uberstand wurden 3 x 100 pl
der Zellsuspension einer Silikonélzentrifugation unterzogen. Jeweils 50 pl der Uberstande
sowie 3 x 50 pl der Zellsuspension wurden in die Flissigszintillationszéhlung (Rackbeta
1214, LKB) eingesetzt. So konnte die Radioaktivitat im Uberstand und die Radioaktivitét
des Gesamtansatzes der Zellsuspension ermittelt werden. Aus der Differenz dieser Werte
ergibt sich die Zell-assoziierte Radioaktivitdt. Unter Berlcksichtigung des zellinternen
Volumens kann so die intrazelluldare Volumenaktivitdt der Sonde berechnet werden.

Hiermit ist unter Nutzung der Nernst’schen Gleichung das Membranpotential zu

berechnen:
A\V =-2,3083x RxTx IOQ (VA intem)/(VA extem)

- Ay =  Membranpotential [mV]
- VA intem =  Ajnemn/ V inem = intrazelluldre Volumenaktivitat der Sonde
- Vaexem =  Radioaktivitat im Uberstand [dpm/100 pl]

=  exirazellulare Volumenaktivitat der Sonde
- A intem =  Zellassoziierte Radioaktivitat [dpm/ 100 pl Zellsuspension]

- V intem = Intrazellulares Volumen [pl/100 pl Zellsuspension]
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5.2 Messung der Lysinaufnahme

Die Messung von Lysinaufnahmeraten in C.glutamicum erfolgte mit “C-Lysin. Dazu
wurden auf LB + 5% Glukose exponentiell gewachsene Zellen geerntet, dreimal mit je
50 ml 50 mM Kalium-Phosphatpuffer (KPP), pH 7,0 gewaschen und auf ein Zell-
Trockengewicht von 10 mg ml" eingestellt. 200 pi dieser Zellsuspension wurde mit
1200 pl Waschpuffer (50 mM KPP, pH 7,0) fiir 3 min bei 30°C im Wasserbad unter
Rihren inkubiert (1,5 mg Zell-Trockengewicht mI™ im Testansatz). Dann wurde durch die
Zugabe einer L-Lysinldsung mit einer Endkonzentration von 100 pM die Messung
gestartet. Die Radioaktivitat im Testansatz betrug 20 Kbg. In Abstédnden von 30 sec
wurden jeweils 200 pl Zellldsung entnommen und mittels einer Mehrfachfilteranlage (VF1,
Amicon) durch Glasfaserfilter (Milipore) von der Lysinldsung getrennt. Zur Entfernung
anhaftender Losungsreste wurden die Zellen sofort zweimal mit je 1,5 ml eiskaltem 0,1 M
LiCl gewaschen. Nach Trocknen der Filter wurde im Flussigkeitsscintillationszéhier
(Rackbeta 1214, LKB) die inkorporierte Aktivitdt ermittelt. Aus der Zeit-abhdngigen

Zunahme zellinterner Aktivitdten konnten so die Lysin-Aufnahmeraten bestimmt werden.

6. Molekulargenetische Methoden

6.1 Isolierung von DNA

Zur schnellen Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde die Methode der alkalischen
Lyse (modifiziert nach Birnboim & Doly, 1979) verwendet. GroBere Mengen Plasmid-DNA
mit hoherer Reinheit wurden mit einer modifizierten Methode nach Sambrook et al. (1989)
isoliert. Um Plasmid-DNA aus Coryneformen zu erhalten, wurde eine Modifikation des
Protokolls zur alkalischen Lyse von E. coli verwendet (Schwarzer & Puhler, 1991). Die
Isolierung chromosomaler DNA aus C. glutamicum und E. coli erfolgte nach Altenbuchner

& Cullum (1984).
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6.2 Restriktion und Modifikation von DNA

Alle Techniken zur Restriktion, Phenol-Extraktion, Prazipitation, Klenow- oder alkalischer
Phosphatasebehandlung wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt. Ligationen
wurden mit dem rapid ligation kit (Boehringer, Mannheim) in 5 min bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Wurden die Ligationsansétze direkt nach C.glutamicum transformiert, so
erfolgte die Ligation Uber Nacht bei 16°C unter Nutzung der DNA-Ligase des
Bakteriophagen T4. Zur Herstellung von Deletionsklonen mit dem Enzym Exonuklease |l
wurde das Erase-a-base System (Promega, Madison, USA) nach dem Potokoll des
Herstellers verwendet. Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten, die
mittels Restriktionsenzymen generiert wurden, erfolgte in 0,5 bis 2%igen TAE-
Agarosegelen (Sambrook et al.,1989). Wurden die im Agarosegel aufgetrennten DNA-
Fragmente flr weitere Klonierungen bendtigt, so wurde die DNA nach Isolierung aus dem
Gel mit Hilfe des QIAEX kit (QIAGEN, Hilden) aufgereinigt.

6.3 GréBenfraktionierung chromosomaler DNA mittels Dichtegradienten-Zentri-

fugation

Um DNA schonend gréenfraktionieren und hochrein isolieren zu kénnen, erfolgte eine
hochtourige Auftrennung in einem Saccharosegradienten. Dazu wurde mit einer 10 %igen
und einer 40 %igen Saccharose-Ldsung (in 10 mM TrisHCI, pH 8,0, 10 mM NaCl, 1 mM
EDTA) in einem Zentrifugenbecher ein linearer Saccharosegradient hergestellt (nach
Herbort, personliche Mitteilung). Dieser Gradient wurde mit partiell SauBA-geschnittener
chromosomaler DNA (5-100 pg) vorsichtig Uberschichtet, und im Ausschwingrotor SW28
bei 22000 Upm und 20°C flr 28 Stunden zentrifugiert. Danach wurde der Gradient in 24
Fraktionen a 500 pl geerntet. Die Analyse der DNA einzelner Fraktionen mittels
Gelelektrophorese ergab, daB die Fraktionen 2-7 DNA-Fragmente der gewlinschten
GrofRe von 5-10 kb enthielten. Zur Entfernung der Saccharose wurden diese Fraktionen in
einen Dialyseschlauch uberfiihrt (Durchmesser 16 mm, Servapore, Heidelberg), und dann
zweimal fur jeweils 2 Stunden gegen 1,5 | 1 x TAE-Puffer bei 4°C dialysiert.
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6.4 Erstellung einer Plasmidgenbank in C.glutamicum

In den Vektoren pJC1 (Cremer et al, 1990) und pFB-Bam (diese Arbeit) wurden
Genbéanke von C. glutamicum aufgebaut. Dazu wurden diese Vektoren zunéchst mit dem
Restriktionsenzym BamHl linearisiet und dann mit alkalischer Phosphatase
dephosphoryliert. Die so vorbehandelten Vektoren wurden dann zur Ligation mit den tber
Dichtegradienten-Zentrifugation gréBenfraktionierten chromosomalen DNA-Fragmenten
eingesetzt. 25 ng Vektor-DNA wurden mit 100 hg chromosomaler DNA in einem Volumen
von 10 pl Gber Nacht bei 16°C ligiert. Da nach Ymer (1991) die Anwesenheit der T4-
Ligase in Elektroporations-Ansétzen die Transformationseffizienz senkt, wurden die
Ligationsansatze aufgereinigt. Nach Hitzeinaktivierung der T4-Ligase (10 min, 70°C)
wurde das Volumen mit H,0 bidest. auf 100 pl erhéht, und die Ligase durch
Phenol/Chloroform-Exiraktion entfernt. Die anschlieBende Nukleinsdureprazipitation
erfolgte mit 7,5 M Ammoniumactetat (Endkonzentration 1,45 M) und 400 pl absolutem
Ethanol (1 Stunde, -20°C). Um Verluste der DNA wéahrend des Fallungsschrittes zu
minimieren, erfolgte eine 45 minltige Zentrifugation bei 13000 Upm und 4°C. Das
Nukleinsaure-Pellet wurde einmal mit 70% Ethanol gewaschen (13000 Upm, 15 min,
4°C), lyophilisiert, und in 2 pl sterilem H,0 bidest. resuspendiert. Diese DNA-LOsung

wurde dann zur Elekiroporation eingesetzt.

6.5 Southern-Blot-Analyse

Um zu prifen, ob kionierte DNA-Fragmente entsprechend der genomischen Situation in
C. glutamicum vorlagen, erfolgten DNA:DNA-Hybridisierungen nach Southern, 1975. Mit
dieser Methode wurden auch Gen-gerichtete Disruptionen oder Deletionen von Zielgenen
Uberprift. Mit Restriktionsenzymen gespaltene und im Agarosegel (ber Nacht
aufgetrennte DNA wurde mittels Vakuum-unterstitzter Diffusion (LKB 2016 VacuGene;
Pharmacia, Freiburg) auf eine Nylonmembran (Nytran N 13, Schleicher & Schuell,
Dassel) transferriert. Dazu wurde das auf die Nylonmembran gelegte Agarosegel flr
jeweils 20 min zun&dchst mit Depurinierungslésung (0,3 M HCI), dann mit
Denaturierungslésung (0,5 M NaOH, 15 M NaCl) und anschlieBend mit
Neutralisationsldésung (1 M TrisHCI, 1,5 M NaCl, pH 7,5) Uberschichtet. Der vollsténdige
DNA-Transfer auf die Membran erfolgte, in dem das Gel fir 60 min mit 20 x SSC-L&sung
Uberschichtet wurde (0,3 M Na-Citrat pH 7,0, 3 M NaCl). Die Nylonmembran wurde fir 5
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min bei Raumtemperatur getrocknet, und die DNA durch 3 minttige UV-Bestrahlung bei
366 nm auf dem Filter fixiert. Zur DNA:DNA-Hybridisierung wurde die Nylonmembran fiir
16 Stunden bei 68°C unter leichtem Schwenken mit 200 ng hitzedenaturierter,
Digoxigenin-markierter Sonde inkubiert. Um die DNA:DNA-Hybride nachzuweisen, wurde
der Filter zunachst zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen mit 1% Blocking
Reagenz (in 0,1 M TrisHCI, 0,15 M NaCl, pH 7,5) gebadet. Dann erfolgte die Inkubation
mit einem Anti-Digoxigenin-Alkalische Phosphatase-Konjugat. Der so spezifisch gebildete
DNA:DNA-Hybrid-Konjugat-Komplex wurde in einer Enzym-katalysierten Farbreaktion mit
den Substraten 5-Bromo-4-Chlor-2-Indoylphosphat (X-Phosphat) und Nitroblau-
Tetrazoliumsalz (NBT) sichtbar gemacht. Die Blockierung der Nylonmembranen, die
Markierung der Sonden und die Detektion der Hybridisierungsbanden mit Antikorper-
Konjugat und X-Phosphat/NBT erfolgte mit Hilfe des DIG DNA Labeling and Detection Kit

von Boehringer Mannheim entsprechend den Angaben des Herstellers.

6.6 Synthese und Aufreinigung von Oligonukleotiden

Synthetische Oligonukleotide wurden als Startermolekile (Primer) in der PCR-Reaktion
und fir die DNA-Sequenzierung verwendei. Die Synihese erfolgte computergesteuert mii
dem Gene Assembler Plus (Pharmacia LKB, Freiburg) nach der Methode von Caruthers
(1985). Hierbei war das erste Nukleotid Uber sein ¥.Ende fest am Tragermaterial der
verwendeten Saule gebunden. Die Synthese lief im organischen Lésungsmittel Acetonitril
ab, wobei die reaktiven Gruppen der Nukleotide, d.h. die freien OH-Gruppen und
primaren Amine, wahrend der Synthese durch Schutzgruppen maskiert waren. Die
Trennung der Oligonukleotide vom Saulenmaterial und die Entfernung der Schutzgruppen
erfolgte durch 16 stiindige Inkubation der Saule mit 1 ml 30 %iger Ammoniakldsung bei
50°C in einem Reaktionsgefa3. AnschlieBend wurde die Oligonukleotididsung durch
Saulenchromatographie gereinigt (NAPTM-1O Saule, Sephadex G-25, Pharmacia, LKB,
Freiburg). Die Konzentration der Oligonukieotidiésung wurde photometrisch bei 260 nm
im Ultrospec Plus Spectrophotometer (Pharmacia LKB, Freiburg) bestimmt. Bei einer
durchschnittlichen molekularen Masse eines dNTP von 325 g/mol gilt fir ein

Oligonukieotid von 20 Nukleotiden.

ODyeo=1 = 33 pg/ml single strand DNA = 33 g/ 20 x 325 g/mol =5 nmol
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6.7 Polymerase-Kettenreaktion

Der Nachweis der Gen-gerichteten Inaktivierung von JysG erfolgte mittels der
Polymerase-Kettenreaktion mit dem Thermocycler der Firma Biozym Diagnostik
(Oldendorf). Dabei wurde das zu amplifizierende Fragment von zwei flankierenden,
komplementéren, konvergierenden Oligonukieotiden eingerahmt (Saiki et al, 1988).
Durch einen sich wiederholender Zyklus aus DNA-Denaturierung, Primer-Bindung
(annealing) und Kettenverlangerung wurde die exponentielle Zunahme des zu
amplifizierenden Fragmentes erreicht. Die Nutzung der thermostabilen Tag-Polymerase
aus Thermus aquaticus ermdglichte das Fortlaufen der Zyklen, ohne daB nach jedem

Denaturierungsschritt die DNA-Polymerase neu zugesetzt werden mufBte (Tindall &
Kunkel, 1988).

Es wurden die Primer TA1 und TA2 verwendet. Die Nukleotidzahlen geben die Position

dieser DNA-Sequenzen auf dem in dieser Arbeit isolierten DNA-Fragment wieder.

TA1: ¥.198-CGAGGAGGATCACTTCTCCTGC-219-*
TA2: 5.605-CGCTCACGCTGCGCTTGGAAGA-584->

in einem 100 pi PCR-Ansatz wurden folgende Reagentien eingesetzt: je 500 ng Primer
TA1 und TA2, 10 ng chromosomale DNA, 20 ul 1,25 M dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 10 pl
10 x Tag-Puffer (100 mM TrisHCI, pH 8,3, 15 mM MgCl,, 500 mM KCI, 1 mg/ml Gelatine)
und 0,5 pl Tag-Polymerase (5 U/pl). Der Reaktionsansatz wurde mit Mineraldl
Uberschichtet, und anschlieBend die PCR-Zyklen gestartet. Es wurden 30 Zyklen mit
einer Annealing-Temperatur von 63°C und einer Elongations-Temperatur von 72°C
durchgefihrt. Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurde das Mineral6l abpipettiert, und

5 pi des Reaktionsansatzes im Agarosegel analysiert.

6.8 DNA-Sequenzanalyse

Die  Priméarstruktur  der isolierten  DNA-Fragmente  wurde  mittels der
Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. (1977) bestimmt. Dabei wurden zum einen
radioaktiv markierte Nukleotide (**S-dATP) verwendet, die eine Detektion der
Sequenzierungsprodukte durch Autoradiographie (Roéntgenfilm Kodak X-Omat)
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ermdglichten. Bei der nicht-radioaktiven Sequenzierung wurden die
Sequenzierungsprodukte Fluoreszenz-markiert, und die Fluoreszenzsignale der
Sequenzierungsprodukte mittels Automated Laser Fluorescence (A.L.F., Pharmacia LKB,
Freiburg) angeregt, detektiert und aufgezeichnet. Fir die Sequenzierungsreaktionen
unter Nutzung radioaktiv markierter Nukleotide wurde der Sequenase kit Version 2.0
(USB, Cleveland OH, USA) verwendet. Die Sequenzierungsreaktionen fur die
automatische Laser-Fluoreszenz-Detektion wurden mit dem AutoRead™ Sequencing kit
(Pharmacia, Freiburg) nach dem fast protocol des Herstellers durchgefuhrt. Bei Primern,
die mit dem Gene Assembler Plus (Pharmacia LKB, Freiburg) hergestellt wurden, erfolgte
die Fluoreszenz-Markierung der neusynthetisierten Strédnge mit Fluorescein-15-dATP
nach dem F-dATP/Autoread™ Protokoll des Herstellers. Die Sequenzierung der lysE- und
lysG-Allele aus C. glutamicum Stammen mit verandertem Lysinexport erfolgte durch die
Firma Medigene (Miinchen) mit fluoreszenzmarkierten ddNTPs mit einer automatischen

DNA-Sequenzierapparatur (Applied Biosystems).

6.9 Computer-gestiitzte Sequenzanalyse

Die Assemblierung der DNA-Sequenzen und die Kodierbereichsanalyse erfolgte mit dem
Programmpaket PCGENE (IntelliGenetics, Release 6.60). Die Datenbankrecherche zur
Suche nach DNA- bzw. Aminosédure-Sequenzen mit Ahnlichkeit zu den in dieser Arbeit
ermittelten Sequenzen erfolgte unter der Nutzung der Programme BLASTX bzw. BLASTP
(Lipman & Pearson (1985), HUSAR 4.0, EMBL, Cambridge, Grof3britannien). Zum
Homologievergleich wurden die Programme GAP (Needleman & Wunsch, 1970, HUSAR
4.0), CLUSTAL (Higgins & Sharp, 1988, HUSAR 4.0) und MULTALIGN (Krueger &
Osterburg, 1983, HUSAR 4.0) eingesetzt. Die Sekundarstrukturanalyse erfolgte einerseits
unter der Nutzung der Programme PEPTIDESTRUCTURE, PEPPLOT und PREDICT
(HUSAR 4.0). Diese Programme ermdglichen Sekundarstrukturvorhersagen nach den
Methoden von Chou & Fasman (1974a, 1974b), Garnier et al. (1978), und die
Bestimmung der Hydrophobizitat der Aminosduresequenzen nach Kyte & Doolittle (1982).
Zur Vorhersage membranhelikaler Bereiche kamen auch die Programme RAOARGOS
- (Rao & Argos, 1986, PCGENE, Release 6.60) und HELIXMEM (Eisenberg et al., 1984,
PCGENE, Release 6.60) zur Anwendung. Zur Vorhersage der Sekundarstruktur
abgeleiteter Polypeptidsequenzen wurden weiterhin die Programme PHD Neuronal Net
(Rost & Sander, 1993,1994, EMBL, Cambridge, GroBbritannien), PHD-htm Neuronal Net
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(Rost et al., 1995, EMBL, Cambridge, GroBbritannien) und TMP (Persson & Argos, 1994,
tmap@embl-Heidelberg.de) genutzt. Der Vorteil der drei zuletzt genannien Programme

besteht darin, daB sie die Ergebnisse mehrerer Einzelanalysen kombinieren.

7. Transformationstechniken

Transformation von E, coli:
Zur Erhdéhung der Transformationseffizienz wurden Zellen von E. coli nach der
Rubidiumchlorid-Methode, modifiziert nach Hanahan (1983, 1985), behandelt.

Transformation von C. glutamicum:

Zur Transformation von C. glutamicum wurde die Methode der Elektroporation verwendet
(Dower et al., 1988; Dunican & Shirvhan, 1989; Liebl et al., 1989; Wolf et al., 1989). Dazu
wurden die Zellen nach einer modifizierten Methode von Haynes & Britz (1989) mit
Zellwandmodifikatoren (500 ml LB-Medium, 4 mg ml” Isonicotinsaurehydrazid, 2,5 %
Glycin (v/v), 0,1 % Tween 80 (v/v)) bis zu einer optischen Zelldichte von ODg=0,5
inkubiert. Die Zellen wurden dann in der Beckman-Zentrifuge (J2-21 M/E, Rotor JA 10,
6000 Upm, 8 min, 4°C) geerntiet. Das Zellpellet wurde einmal mit 250 ml, zweimal mit
100 ml und einmal mit 50 ml eiskaltem 10 %igen Glycerin gewaschen, bevor es in 1 mi
eiskaltem Glycerin (10 %) resuspendiert wurde. Die Zellsuspension wurde dann in 100 pli
Aliquots bei -70°C gelagert. Zur Elektroporation wurden 50 pl Zellsuspension mit der DNA
gemischt, luftblasenfrei in vorgekuhlte, sterile Bioradkivetten (16 S 2086) Uberfihrt, und
dann bei einer Spannung von 2,5 kV, einem Parallelwiderstand von 200 OHM und einem
kapazitédren Widerstand von 25 pF zur Elektroporation eingesetzt (Haynes & Britz, 1990).
Dazu wurde der BIORAD GENE PULSER™ verwendet. Sofort nach Beendigung des
elektrischen Pulses wurde 1 ml LBHIS in die Klvette pipettiert, und die Zellsuspension in
ein steriles Reagenzglas Uberfihrt. Die Regeneration erfolgte flr 45 min bei 30°C auf der
Rotationsschittelmaschine (100 Upm), bevor die Zellen auf Antibiotika-haltigem LBHIS-
Medium (Liebl et al., 1989) ausplattiert wurden.

Konjugativer Plasmid-Transfer von E. colinach C. glutamicum:

Zum Transfer von Integrationsplasmiden zur gerichteten Inaktivierung von Genen wurde
die Methode nach Schéfer et al. (1990) verwendet. Dazu wurden 400 pl einer LB-
Vorkultur des Donorstammes S17-1pEMIysE;; bzw. S17-1pEMlysG;,; in 20 ml LB (100 ml




Material und Methoden 23

Erlenmeyer mit zwei seitlichen Schikanen) Ubertragen und bei 37°C bis zu einer
optischen Dichte ODgy = 1 inkubiert. Die Zellen wurden dann auf Eis gelagert. Pro
Konjugationsansatz und zu transferrierendem Plasmid wurden 3 ml einer LB-
Ubernachtkultur (ODgy = 5) des Rezipienten in einem Reagenzglas zum Hitzeschock (9
min, 48,5°C) eingesetzt. Dann wurden 1 mi Donorzellen mit 3 ml Rezipientenzellen in
einem sterilen Reagenzglas gemischt, 30 sec bei 5000 Upm zentrifugiert, und nach
Entfernung des Uberstandes in 100 pl LB-Medium resuspendiert. Sterile
Zellulosenitratfilter (Millipore, Typ HAWP, PoengréBe 0,45 pum, Millipore S.A., Molsheim,
Frankreich) wurden auf LB-Festmedium plaziert, und die Zellsuspensionen auf die Filter
aufgetropft. Nach dem Antrocknen der Suspensionen wurden die Platten 20 Stunden bei
30°C inkubiert. Die Filter wurden mit sterilen Pinzetten von den Platien abgenommen und
in ReaktionsgefédBe mit 0,6 ml LB-Medium Uberfihrt. Nach Resuspendieren der Zellen
konnten die Zellsuspensionen auf LB-Festmedium mit 50 mg ml™" Nalidixinsdure und

25 mg ml™ Kanamycin plattiert werden.

8. Messung der spezifischen Homoserindehydrogenase-Aktivitét

Auf CGXIlI-Minimalmedium ohne und mii Zusatz von 5 mM L-Methionin kuliivierte C.
glutamicum Zellen wurden in der exponentielien Wachstumsphase geerntet (5000 Upm,
10 min, 4°C). Nach zweimaligem Waschen mit 50 ml 200 mM KPP, pH 7 (5000 Upm,
10 min, 4°C) wurde das Zellpellet in 1 ml des gleichen Puffers resuspendiert. Der
AufschluB der Zellen erfolgte .mit Hilfe des Ultraschall-Desintegrators Branson Sonifier
W-250 fir 10 min mit einer Ultraschallfrequenz von 20% und einer Leistung von 30 W.
Dabei wurden die Zellen konstant im Eis-Wasser-Bad gekuhlt. Nach einem 30minUtigen
Zentrifugationsschritt (13000 Upm, 4°C) wurde ein klarer Uberstand erhalten, der als
Rohextrakt zur Proteinbestimmung und flr die Enzymaktivitdtsbestimmung eingesetzt

wurde. Die Proteinkonzentrationen wurden nach der Biuret-Methode (Gornall et al., 1949)

bestimmt.

Die Homoserindehydrogenase (L-Homoserin:NADP-Oxidoreductase) katalysiert die
- NADPH-abhangige Reduktion von L-Aspartatsemialdehyd zu L-Homosetrin. Durch
Extinktionsmessung bei einer Wellenldnge von 340 wurde die Konzentrationsabnahme
des reduzierten Pyridinnucleotids NADPH verfolgt, die der Menge des umgesetzten
Substrates Aspartatsemialdehyd entspricht. Die Messung erfolgte modifiziert nach
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Cremer et al., 1988. Dazu wurden 500 pl 200 mM KPP, pH 7, 440 pl Aqua dest., und
20 pl NADPH-Na, in eine Halbmikroklvette pipettiert, und mit 20 pl verdinnter
Rohextraktlésung versetzt, so daB3 die Proteinkonzentration im Testansatz zwischen 50
pg und 100 pg lag. Durch Zugabe von 0,1 mM Aspartatsemialdehydlésung (20 pl,
Degussa AG, Halle-Kiinsebeck) wurde die Reaktion gestartet, und die
Extinktionsdnderung bei 340 nm und 30°C Uber einen Zeitraum von 3 Minuten verfolgt.

Der Extinktionskoeffizient fiir NADPH bei 340 nm ist: Eas = 6,26 mI mol™ ¢cm .

9. Western-Blot-Analyse zum Nachweis von LysE
9.1 Herstellung von Protein-Rohextrakten

Rekombinante Zellen von C.glutamicum und E. coli wurden in LB-Medium kultiviert. Bei
Erreichen einer optischen Dichte von ODgy = 0,5 wurden die Kulturen fur 4 Stunden mit
2 mM IPTG versetzt, um die Expression von Genen, die unter Kontrolle IPTG-
induzierbarer Promotoren vorlagen, zu induzieren. Danach wurden die Zellen durch eine
10minltige Zentrifugation (5000 Upm, 4°C) geerntet, zweimal mit 0,9% NaCl gewaschen
und in 6 ml 0,9% NaCl resuspendiert. Eine Halfte der Zellsuspension wurde mit dem
Ultraschall-Desintegrator Branson Sonifier W-250 flir 10 min mit einer Ultraschallfrequenz
von 20% und einer Leistung von 30 W aufgeschlossen. Die zweite Halfte der
Zellsuspension wurde flir eine Stunde bei 37°C in Lysispuffer (5 mg/m! Lysozym in 10 mM
Tris-HCI, 25 mM MgCl,, 200 mM NaCl) inkubiert (modifiziert nach Kallio et al., 1986). So
erfolgte ein schonender Abbau der Zellwdnde. Um den Abbau von Proteinen durch
zelleigene Proteasen zu vermeiden, wurde dem Lysispuffer 1 mM Phenylmethyl-
sulfonylfluorid (PMFS), ein Protease-Inhibitor, zugesetzt. Der nach Ultraschallbehandlung
und anschlieBender Zentrifugation (Kihlzentrifuge 202 MK, 13000 Upm, 4°C, 30 min)
erhaltene, klare Uberstand wurde zur Bestimmung der maximal freizusetzenden
Proteinkonzentrationen verwendet. Die Proteinbestimmung wurde mit der Lowry-Methode
modifiziert nach Bensadoun & Weinstein (1976) durchgefihrt.
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9.2 Herstellung polyklonaler Antisera

Mittels der von lysk abzuleitenden Aminosduresequenz wurden Antikérper gegen LysE
hergestellt. Dazu wurde ein flnfzehn Aminoséure-haltiges Peptid aus der deutlich
hydrophilen Region des LysE-Proteins unter carboxyterminaler Addition eines Tyrosins
synthetisiert (Aminoséaure118-131 von LysE): Gly-Gly-Ser-Ala-Val-Ala-Thr-Asp-Thr-Arg-
Asn-Arg-Val-Arg-Tyr (nach Hoop & Woods, 1981, 1983, Kyte & Doolittle, 1982). Das
Peptid wurde (ber das carboxyterminale Tyrosin an Bisdiazobenzidin (BDB) gekuppelt
und dann auf Ovalbumin als Tragerprotein Ubertragen. Nach Injektion in Kaninchen
wurde ein Antikdrper-Gemisch gegen die antigene Determinante des LysE-Proteins,
gegen die Kupplungsgruppe und gegen das Trégerprotein gebildet. Das aufgearbeitete
klare Blutserum wurde von der Firma Neosystem S.A.(StraBburg, Frankreich) bezogen.

9.3 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelekirophorese und Western-Blot-Analyse

Die Auftrennung von Proteinen nach deren MolekilgréBe erfolgte durch Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) unter denaturierenden Bedingungen nach Laemmli (1970). Es
wurden 12 %ige Trenngele, Gberschichtet von 6 %igen Sammelgelen nach Sambrook et
al. (1989) verwendet. Eine Halfte der Gele wurde zur Anférbung der Proteine mittels
Coomassie-Blau (1,75 g Serva Blau R, 454 ml Methanol, 92 mi Eisessig ad 1 1) oder mit
Silberfarbung behandelt, die identische zweite Gelhélfte wurde ohne vorherige Anfarbung
zum Western-Blot eingesetzt. Der Transfer erfolgte im SemiDry-Blotting-Verfahren auf
Polyvinylidendifluorid-Membranen (PVDF, Pharamcia LKB, Freiburg). Dazu wurde das
Gel zundchst 15 min im Blot-Puffer (10 mM CAPS pH 11, 10 vol% Methanol) aquilibriert,
die PVDF-Membran kurz (1 min) mit Methanol gebadet, und anschlieBend Membran, Gel
und ebenfalls im Blot-Puffer &quilibrierte Filterpapiere in die SemiDry-Blotting-Apparatur
(Pharmacia LKB, Freiburg) Uberfuhrt. Der Transfer der Proteine erfolgte fiir 1 Stunde mit

0,8 mA cm™ entsprechend den Angaben des Herstellers.

Zum immunologischen Nachweis der Proteine mit Antikérpern wurde die Methode von
Towbin et al. (1979) verwendet. Die Protein-tragende Membran wurde zur Abséattigung
unspezifischer Bindungsstellen fir 1 h bei 37°C in 50 ml Lésung | unter leichtem
Schwenken inkubiert, und dann mit 1:250 in 50 ml L&ésung Il verdinntem, nach
Immunisierung isoliertem Blutserum Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Zur Entfernung nicht
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gebundener, Uberschissiger Antikdrper wurde die Membran zweimal mit je 50 mi Lésung
II fir 30 min bei 37°C gewaschen, und dann mit dem zweiten Antikdrper inkubiert. Als
zweiter Antikorper wurde Biotin-konjugiertes Anti-Kaninchen Immunglobulin aus Ziegen
(Sigma Immuno Chemicals, Product No. B-7389, Sigma, St. Louis, MO, USA) verwendet.
Dieser Biotin-konjugierte Antikdrper erlaubte eine nachfolgende Behandlung mit einem
Extravidin-alkalische Phosphatase-Komplex. Der Vorteil dieses Biotin-Extravidin-Systems
ist die auBerordentliche Stabilitdit und die Bildung von Quervernetzungen zur
Signalverstarkung (Berman & Basch, 1980; Hsu et al, 1981). Die Protein-tragende
PVDF-Membran wurde fir 1 h bei 37°C mit 50 ml der zweiten Antikérper-Lésung
(1:10000 in Losung Il) inkubiert. Dann wurden Uberschiissige, nicht gebundene
Antikérper durch zweimaliges Waschen mit 50 ml Lésung Il (30 min, 37°C) entfernt. Die
Membran wurde flir 2 min in Lésung Ill Aquilibriert, bevor der Extravidin-alkalische
Phosphatase-Komplex (Sigma Immuno Chemicals, Product No. E-2636, Sigma, St.
Louis, MO, USA) als eine 1:50000 Verdlinnung in 50 ml Lésung Il zugegeben wurde.
Nach einer Inkubation mit diesem Komplex fir 30 min bei 37°C wurde die Membran
zweimal mit 50 ml Lésung lll fur je 15 min bei 37°C gewaschen, worauf die Férbereaktion
mit BCIP/NBT und somit der spezifische Nachweis Antikérper-markierter Proteine folgte.

Zum Abstoppen der Farbereakiion wurde die Membran in Losung IV gewaschen.

Loésung I: 100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 3 % BSA, 0,9% NaCl

Losung Il: 100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,3 % BSA, 0,9 % NaCl, 0,1 % Tween 20

Losung lli: 100 mM Tris-HCI, pH 9,5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,

Loésung IV (pro 11): 2,45 g EDTA, 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,24 g KH,PO,, 1,81 g Na,HPO,
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lli. Ergebnisse

1. Etablierung eines Testsystems zur Isolierung des Gens fiir den

Lysinexportcarrier
1.1 Der Methionineffekt zur Steuerung der Lysinexkretion von C. glutamicum

Der Wildtyp von Corynebacterium glutamicum exkretiert bei Kuitivierung auf
Mineralsalzmedium kein L-Lysin. Um eine im Lysinexport defekte Mutante zu isolieren,
muBte also zunadchst ein System etabliert werden, das zur Lysinexkretion von C.
glutamicum fihrt. Uberraschenderweise wurde bei Untersuchungen zur Steuerung der
Aspartatkinase-Aktivitdt durch zellinterne Threoninlimitation festgestellt, daB der C.
glutamicum Wildtyp dann Lysin exkretierte, wenn L-Methionin im Kulturmedium vorlag. In
Kulturen ohne Methioninzusatz lag die extrazelluldre Lysinkonzentration in der
exponentiellen Wachstumsphase unter 0,06 mM, und in der stationdren Wachstums-
phase unter 0,3 mM. Dagegen flihrte der Zusatz von 5 mM L-Methionin ins Kulturmedium
zu einer etwa zwanzigfachen Steigerung des extrazelluldren Lysins auf 1,5 mM in der
exponentiellen und 3 - 5 mM in der stationdren Wachstumsphase (Abb. 2). Auch
zellintern wurden nach Methioninzusatz erhdhte Lysinkonzentrationen gemessen. Dann
akkumulierte C. glutamicum bis zu 70 mM L-Lysin, wahrend in der Kultur ohne Methionin
maximal 40 mM L-Lysin intrazellular vorhanden war. Aufféllig war eine erniedrigte
Wachstumsrate fiir C. glutamicum von 0,37 h™ bei Methioninzusatz im Vergleich zu
0,40 h™' ohne Methioninzusatz. Neben dem Wildtyp wurde auch der C. glutamicum
Stamm R127 auf diesen Methionineffekt geprift. C. glutamicum R127 ist
restriktionsdefekt und besitzt eine hohe Transformationseffizienz fir homologe und
heterologe DNA (Liebl et al., 1989). Exportdefekte Mutanten dieses Stammes wiirden
sich daher besonders fir zukinftige Klonierungsexperimente eignen. Wie aus der Tabelle
3 hervorgeht, fihrte Methionin auch in C. glutamicum R127 zur Steigerung von
intrazelluldren und extrazelluldren Lysinkonzentrationen. Maximal sechsfach erhdhte
externe Lysinkonzentrationen lagen fur C. glutamicum R127 nach Methioninzusatz im

Vergleich zur Kuitivierung ohne Methionin vor.
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Abb. 2: Intrazelluldre und extrazelluldre L-Lysinkonzentrationen bei Kultivierung von

C. glutamicum ATCC13032 auf CGXIl-Minimalmedium (A) ohne und (B) mit

Zusatz von 5 mM L-Methionin.




Ergebnisse 29

Tab. 3: Intrazelluldre und exirazelluldre L-Lysinkonzentrationen und Lysin-Exkretions-

raten von C. glutamicum in Abhangigkeit von L-Methionin (5 mM) im Nahr-

medium.
C. glutamicum  Methionin- Wachstums- Lysin-Konz.? [mM] Exkretionsrate
Zusatz phase intrazelluldr extrazelluldr [nmol mg” min™]
ATCC13032 + exp.’ 15-30 1,5 1,5
+ stat. 40-70 3-5 0,5
- exp. 10-15 <0,06 nb®
- stat. 15-25 <0,3 nb
R127 + exp. 30-40 1-3 2,5
- exp. 20 0,5 nb
& Lysinkonzentration
P exponentiell
: stationar

nicht bestimmt

Zur Analyse der Methionin-abhéngigen Lysinexkretion wurde die Spezifitit des Effektes
geprift. Methioninzusatz hatte keine erhdhte Exkretion anderer Aminoséuren zur Folge.
Valin, Prolin, Arginin, Tryptophan und Cystein als Verireter der anderen Aminosaure-
Familien fihrten nicht zu einer gesteigerten Lysinbildung. Die einzige Aminoséaure, die
neben Methionin einen Effekt auf die Lysinproduktion hatte, war Isoleucin. Durch Zusatz
von 5 mM L-lsoleucin zu Kulturen des Wildtypes von C. glutamicum konnte eine
Steigerung der extrazelluldren Lysinkonzentrationen um den Faktor 3 auf 0,15 mM L-
Lysin erreicht werden. Methionin, und in geringerem Maf auch Isoleucin, beeinfluBten
also spezifisch die Lysinproduktion. In C. glutamicum wird kein Enzym der Lysin-
biosynthese durch Methionin und Isoleucin reguliert (Cremer et al., 1988). Mit der Homo-
serindehydogenase existiert jedoch ein Enzym, das mit dem Lysinbiosynthese-Enzym
Dihydrodipicolinatsynthase um das gemeinsame Substrat Aspartatsemialdehyd
konkurriert, und das durch Methionin (Follettie et al., 1988) und Isoleucin (Miyajima et al.,
1968) reguliert wird. Eine verminderte Homoserindehydrogenase-Aktivitdt wlrde zur
herabgesetzten Bildung der sich von Homoserin ableitenden Aminosauren Threonin,
Isoleucin und Methionin fiihren. Dies wiirde die reduzierte Wachstumsrate von C.
glutamicum in Ndhrmedium mit Methionin-Zusatz erklaren. Wie aus der Tabelle 4
hervorgeht, fihrte der Zusatz von Methionin sowohl in C. glutamicum ATCC13032 als
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auch in C. glutamicum R127 zu einer Herabsetzung der spezifischen Homoserin-
dehydrogenase-Aktivitdten auf nur noch 30% im Vergleich zur Kultivierung ohne
Methionin. Zusatzlich zeigten sich stammspezifische Unterschiede. Fir C. glutamicum
R127 lag immer eine um 50% reduzierte Homoserindehydrogenase-Aktivitat im Vergleich
zum Wildtyp vor, die auf die Mutagenese, die R127 zur Stammentwicklung durchlaufen
hat, zurtickzufihren sein muf3. Die Bestimmung der zellinternen Threoninkonzentrationen
ergab 6 - 9 mM flr den Wildtyp ohne Methioninzusatz, und nur noch 0,5 - 2 mM nach
Methioninzusatz zum N&hrmedium. In C. glutamicum waren die intrazellularen Threonin-
konzentrationen schon ohne Methioninzusatz reduziert im Vergleich zum Wildtyp. Die

Kultivierung von R127 mit Methionin im Nahrmedium fihrte zu einer weiteren Abnahme

des zellinternen Threoningehaltes.

Tab. 4: Homoserindehydrogenase-Aktivitdten und zellinterne Threoninkonzentrationen
fur zwei C. glutamicum Stdmme nach Kultivierung auf CGXII-Minimalmedium
ohne oder mit Methioninzusatz. Die spezifische Enzymaktivitat ist in pmol min™

(mg Protein)™ angegeben.

C. glutamicum Methionin- Homoserin- zellinternes
Zusaiz dehydrogenase- Threonin
(5 mM) Aktivitat [mM]
ATCC13032 - 1,23 6-9
+ 0,32 0,5-2
R127 - 0,59 3-6
+ 0,16 0,5-1

Diese Ergebnisse zeigen, daB der Zusatz von Methionin zum Kulturmedium zu einer
Repression der Homoserindehydrogenase flihrt, was herabgesetzte Threonin-
konzentrationen zur Folge hat. Die beobachtete Verzégerung des Wachstums von
Corynebacterium glutamicum nach Methioninzusatz ist direkt auf die herabgesetzten
Threoninkonzentrationen zurlickzuflihren. Durch Zusatz von Threonin zu Kulturen, die in
Methionin-haltigem Medium wuchsen, lie3 sich die Wachstumsverzégerung aufheben.
Die Aminosdure Threonin ist ein allosterischer Effekior des ersten Enzyms der

Lysinbiosynthese, der Aspartatkinase (Shiio & Miyajima, 1969). Daher ist zu folgern, daBB
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die verringerte Threoninkonzentration zu einer verringerten allosterischen Hemmung der
Aspartatkinase fUhrt, und in einer gesteigerten Lysinbildung mit anschlie3ender Exkretion
von Lysin resultiert. Flr C. glutamicum Stamme mit einer konstitutiv deregulierten
Aspartatkinase wurde eine gesteigerte Lysinproduktion bereits hachgewiesen (Cremer et
al., 1991, Schrumpf et al., 1992).

Der Zusatz von Methionin flihrte auch auf Festmedium zur Induktion der Lysinexkretion
von C. glutamicum. Auf Mineralsalz-Festmedium mit 5 mM L-Methionin exkretierten C.
glutamicum ATCC13032 und R127 Lysin, was durch den Wachstumshof des ins Medium
eingesaten, lysinauxotrophen Indikatorstammes C. glutamicum 49/3 angezeigt wurde. Mit
diesem auxanographischen Plattentest war ein einfaches biologisches System etabliert,

um Mutanten von C. glutamicum auf Vetlust der Lysinexkretion untersuchen zu kénnen.

1.2 Isolierung und Charakterisierung der Lysinexport-defekien Mutante

C. glutamicum NAS8

Der Methionineffekt wurde genuizt, um ausgehend vom resirikiionsnegativen C.
glutamicum Stamm R127 eine im Lysinexport defekie Mutante zu isolieren. Da die GroBe
des durch den Indikatorstamm gebildeten Wachstumshofes abhéngig ist von der GréBe
der zu testenden Kolonie, wurden die nach NNG-Mutagenese erhaltenen Kolonien
(12000) einzeln auf Indikatorplatten mit bzw. ohne L-Methioninzusatz gepickt. 108
Kolonien, die keine Kreuzfltterung des lysinauxotrophen Indikatorstammes zeigten,
wurden isoliert. In einem zweiten Plattentest konnte der Phanotyp der deutlich reduzierten
Lysinexkretion fur elf Kolonien bestatigt werden. Um zu unterscheiden, ob die fehlende
bzw. stark reduzierte Lysinexkretion dieser elf Mutanten auf eine herabgesetzte
Lysinbiosynthese oder auf den gewlinschten Lysinexport-Defekt zurlickzufUhren war,
wurden Fllssigkultivierungen zur Quantifizierung der Lysinkonzentrationen durchgefuhrt.
Fir zehn der analysieten Mutanten wurden deutlich reduzierte zellinterne
Lysinkonzentrationen festgestellt. In diesen Stdmmen war also der herabgesetzte
Lysinexport nur auf eine verringerte Lysinbiosynthese zurlickzufihren. Fir die Mutante C.
glutamicum NA8 ergab sich jedoch ein anderes Bild. Sie zeigte mit 174 mM L-Lysin bei
Methioninzusatz bzw. 62 mM ohne Methioninzusatz immer stark erhdhte zellinterne
Lysinkonzentrationen im Vergleich zum Ausgangsstamm R127. Dagegen lagen die

extrazelluldren Lysinkonzentrationen stets unter 1 mM, und damit unterhalb der
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Konzentrationen, die durch den Ausgangsstamm schon ohne Methioninzusatz exkretiert
wurden. Damit zeigte C. glutamicum NA8 den flir einen Lysinexport-defekten Stamm

erwarteten Phanotyp.

Tab.5: Zellinterne und extrazelluldre Lysinkonzentrationen fur drei Mutanten, die als
Kolonien mit verringerter Lysinexkretion aus dem Plattentest isoliert wurden.
Zum Vergleich sind die Lysinkonzentrationen des Ausgangsstammes

C. glutamicum R127 mit aufgefuhrt.

C. glutamicum Methioninzusatz Wachstum Lysinkonz.? [mM]
(5 mM) ODggo intrazellular extrazelluiar

R127 + 29 53 5,9

- 34 22 1,0
NA7 + 17 14 1,3

- 20 7 A 0,2
NA8 z + 28 174 0,7

- 22 62 0,1
NA9 + 16 23 0,6

- 20 8 <0,1

& Lysinkonzentration

Flir eine detaillierte Charakterisierung der Mutante NA8 wurde der zeitliche Verlauf
zellinterner und externer Lysinmengen vergleichend zu C. glutamicum R127 untersucht
(Abb. 3). In den ersten 17 Kultivierungsstunden wurde durch C. glutamicum NA8 auch bei
Methioninzusatz kein L-Lysin exkretiert, wahrend der Ausgangsstamm R127 bis zu 3 mM
L-Lysin exkretierte. Im weiteren Kultivierungsverlauf konnten fir C. glutamicum NAS8 nur
maximal 0,5 mM L-Lysin im Medium nachgewiesen werden, wobei die Lysin-
Exkretionsrate unterhalb von 0,1 nmol min™ (mg Zell-Trockengewicht)” lag. Durch den
Ausgangsstamm C. glutamicum R127 wurde hingegen bis 8 mM L-Lysin exkretiert; die
maximale Exkretionsrate betrug 2,5 nmol min” (mg Zell-Trockengewicht)”. Uberraschend
war der zeitliche Verlauf der zellinternen Lysinkonzentrationen, der fur C. glutamicum
R127 und NAS8 identisch war, nur daf3 die Lysinkonzentration in der Mutante NA8 um

mindestens den Faktor 2 erhéht war. Zum Ende der Kultivierung war stets ein deutlicher
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Abfall der intrazelluldren Lysinkonzentrationen zu beobachten. Berechnungen ergaben,
daB in C. glutamicum NA8 in der stationdren Wachstumsphase der Lysinbedarf fur die
Zellsynthese aus dem intrazellularen Lysinpool und nicht durch Neusynthese von Lysin
gedeckt wurde. Dabei wurde nach Marx et al., 1996 fur C. glutamicum ein intrazellularer

Lysingehalt von 191 umol (g Zell-Trockengewicht)’ zu Grunde gelegt.
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Abb. 3: Intrazellulare und extrazelluldre Lysinkonzentrationen der Lysinexport-defekten
Mutante C. glutamicum NA8 (geschlossene Symbole) und des Ausgangs-
stammes C. glutamicum R127 (offene Symbole) nach Methioninzusatz. ®,0

intrazellulares Lysin; &, extrazellulares Lysin.

Um zu beweisen, daf3 die Mutante NA8 spezifisch im Lysinexport defekt ist, war zu
zeigen, daf3 der carriervermittelte Transport anderer Aminosauren unverandert war. Dazu
wurde die Exkretion der Aminosauren Isoleucin und Glutamat vergleichend flr C.
- glutamicum NA8 und R127 gemessen. Die Induktion der Isoleucinexkretion in C.
glutamicum wird experimentell durch den Zusatz von 2-Ketobutyrat zum Minimalmedium
erreicht (Ebbighausen et al. 1989). Dabei kommt es nach Aufnahme von 2-Ketobutyrat zu
einer Umsetzung dieser Vorstufe zu Isoleucin, das zellintern akkumuliert und exkretiert
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wird. Nach Ketobutyrat-Zugabe wurde fiur C. glutamicum NA8 und R127 ein sofortiger
Anstieg der Isoleucinexkretion beobachtet (Abb. 4). Uber den gesamten Kultivierungs-
verlauf wurden fur beide Stdmme nahezu identische zeliinterne und extrazellulare
Isoleucinkonzentrationen gemessen. Ebenso ergab die Bestimmung von Isoleucin-
Exkretionsraten vergleichbare Werte von 2,6 nmol min™ (mg Zell-Trockengewicht)™ fiir C.
glutamicum R127 und 2,8 nmol min™ (mg Zell-Trockengewicht)” fiir die Lysinexport-

defekte Mutante NAS.

50 ~

B O Extrazellulares Isoleucin [mM]
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Abb. 4: L-Isoleucinexport in der Lysinexport-defekien Mutante C. glutamicum NA8 und
dem Ausgangsstamm R127. 2-Ketobutyrat-Zusatz erfolgte zum Zeitpunkt t=0.
Geschlossene Symbole, C. glutamicum NAS8, offene Symbole, C. glutamicum

R127. ®,0 zellinternes Isoleucin; &,L1 extrazelluldres Isoleucin.

Zur Exkretion von Glutamat durch Corynebacterium glutamicum ist eine zellinterne
Akkumulation dieser Aminosdure nicht ausreichend. Eine Limitation im Baustoffwechsel
bei gleichzeitig ausreichender Versorgung mit Kohlen- und Stickstoffquelle und eine
reversible Membranverdanderung sind die flir eine effektive Glutamatexkretion

notwendigen Voraussetzungen (Gutmann et al., 1992). Diese Bedingungen kénnen z.B.
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durch die Kultivierung des biotinauxotrophen Bakteriums C. glutamicum unter
biotinlimitierenden Bedingungen (1 pg I Biotin) erreicht werden (Shiio et al., 1962). Die
Abbildung 5 zeigt die extrazelluldre Akkumulation von Glutamat durch beide Stdmme auf
15-23 mM. Die Unterschiede der extrazellularen Glutamatkonzentrationen im zeitlichen
Verlauf spiegeln die Wachstumsunterschiede beider Stdmme wider. Die zellinternen

Glutamatkonzentrationen beider Stdmme waren nahezu identisch und {ber den

Kultivierungszeitraum konstant.
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Abb. 5: L-Glutamatexport und zellinterne Glutamatkonzentrationen in der Lysinexport-
defekten Mutante C. glufamicum NA8 und dem Ausgangsstamm R127.
Geschlossene Symbole, C. glutamicum NAS8, offene Symbole, C. glutamicum
R127. ®,0 zellinternes Glutamat; &, extrazelluldres Glutamat.

Das Membranpotential ist eine treibende Kraft fir den Lysinexport-Proze3 bei C.
glutamicum (Bréer & Kramer, 1991b). Es konnte gezeigt werden, daB eine Herabsetzung
des Membranpotentials durch Inhibitoren direkt mit einer Herabsetzung des Lysinexportes
korreliert (Broer & Kramer, 1991b). Damit stellte sich die Frage, ob in der Lysinexport-
defekten Mutante NA8 der Verlust des Lysinexportes nur auf einer Erniedrigung des
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Membranpotentials beruht. Die Messung des Membranpotentials unter Nutzung der
radioaktiven Sonde Tetraphenylphosphoniumbromid (TPP") (Rottehberg, 1979, Kashket,
1985) ergab Werte von -156 mV fur C. glutamicum NA8 und -149 mV fir C. glutamicum
R127. Dieses Ergebnis belegt, daf3 der Verlust der Lysinexkretion in der Mutante NA8

nicht auf eine Veranderung des Membranpotentials zuriickzuf{ihren ist.

AbschlieBend wurde gepriift, ob C. glutamicum NA8 in der Lysinaufnahme unveréndert
ist, da eine Inversion des Aminosdure-Aufnahmeprozesses als eine Méglichkeit zur
* Aminosaure-Exkretion diskutiert wurde (Clement et al., 1984). Fur C. glutamicum NAS
wurde eine maximale Lysin-Aufnahmerate von 0,42 nmol min” (mg Zell-Trocken-
gewicht)”, fur C. glutamicum R127 von 0,35 nmol min" (mg Zell-Trockengewicht)™
bestimmt. Dieses Experiment zeigt, daf3 C. glutamicum NA8 bei Verlust des Exportes von
Lysin diese Aminosaure noch aufnehmen kann. Es ist also ein Beleg fir die getrennte
Existenz von Lysinaufnahme- und Exportcarrier in Corynebacterium glutamicum. Alle
Ergebnisse unterstreichen, daB mit C. glutamicum NA8 eine spezifisch im Lysinexport
defekte Mutante isoliert wurde. C. glutamicum NAS8 ist bezlglich anderer Aminoséure-
Transportcharakteristika unverdndert zum Ausgangsstamm und eignet sich daher fiir

Komplementationsexperimente zur Isolierung am Lysinexport beteiligter Gene.

2. Klonierung und Sequenzierung des Gens fiir den Lysinexportcarrier

2.1 Etablierung einer Genbank und Klonierung eines DNA-Fragmentes, das den

Lysinexport-Defekt von C. glutamicum NA8 komplementiert

Die meisten Gene von Corynebacterium glutamicum wurden bisher durch heterologe
Komplementation von Escherichia coli kloniert (Jetten & Sinskey, 1995). Zur
Komplementation wurden in E. coli erstellte Genbénke von Vektoren mit hoher
Kopienzah! eingesetzt. Um die Klonierung des Gens flr den Lysinexportcarrier zu
ermoglichen, wurde jedoch eine Genbank in einem Vektor mit moderater Kopienzahl
aufgebaut, da Membranproteine nach Uberexpression des kodierenden Gens toxisch sein
kénnen (Hennig et al, 1978, 1979; Beck & Bremer, 1980). Uberdies hatte sich in

Vorversuchen gezeigt, da3 E. coli bestimmte DNA-Fragmente aus C. glutamicum nicht
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akzeptiert und somit als Zwischenwirt nicht geeignet war. Es muf3te also eine homologe
Genbank direkt in der Lysinexport-defekten Mutante C. glutamicum NA8 aufgebaut
werden. Deshalb war es notwendig, hohe Transformationsraten von C. glutamicum zu

erreichen.

Um Zellen von C. glutamicum NA8 mit mdglichst hoher Kompetenz zur DNA-Aufnahme
zu erhalten, wurden Untersuchungen zur Maximierung des Anteils kompetenter NA8-
Zellen durchgefiihrt. Dabei ergab sich eine Zunahme des Anteils kompetenter Zellen um
jeweils den Faktor 10, wenn die Zellen auf Vollmedium (VM), VM + Glycin, VM + Glycin +
Tween 80, bzw. auf VM + Glycin + Tween 80 + Isonicotinsdurehydrazid angezogen
wurden. Der maximale Anteil kompetenter Zellen konnte so bei Anzucht unter Zusatz aller
drei Wachstumsinhibitoren mit 0,1 % bestimmt werden; in der Literatur finden sich Werte

von 0,01 % bis 10 % kompetenter E. coli Zellen pro Transformationsansatz (Hanahan,

1985).

Chromosomale DNA des Ausgangsstammes R127 wurde isoliert, partiell Sau3A
geschnitien, und dann groBenirakiioniert. Dazu wurde eine Saccharose-Dichie-
gradienten-Zentrifugation durchgeiihit (Abb. 6). Frakiionen mit DNA-Fragmenien der
GroBe von 5 -10 kb wurden mittels Dialyse gegen TE-Puifer auigereinigt, und zur Ligation

eingesetzt.

Zur Erstellung der corynebakteriellen Genbank wurde zunachst der Vektor pKW3 genutzt,
der mit ca. 5 Kopien/Zelle repliziert und mit dem die Klonierung der Gene des
Bindeprotein-abhangigen Glutamataufnahmesystems von C. glutamicum gelungen war
(Kronemeyer et al., 1995). Die aufgereinigten chromosomalen DNA-Fragmente wurden in
den durch BamHI-Verdau linearisierten und durch alkalische Phosphatasebehandlung
dephosphorylierten Vektor pKW3 ligiert. Dann wurde C. glutamicum NA8 mittels
Elektroporation mit den aufkonzentrierten Ligationsahsétzen transformiert. Umfangreiche
Analysen Kanamycin-resistenter Transformanden ergaben aber, daB3 nur 15% der
Transformanden ein chromosomales DNA-Insert im Vektor pKW3 enthielten. Zudem
wurden veranderte Fragmentmuster des Vektors festgestellt, was moglicherweise mit der
Lage der singuldren Klonierungsstelle BamHI direkt stromaufwérts vom Kanamycin-

resistenz-Gen zusammenhangt.
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Abb. 6: Ergebnis der Saccharose-Dichiegradienten-Zentrifugation zur  Gréf3en-
fraktionierung SauBA despaliener chromosomaler DNA von C. gluiamicum
R127. In den Spuren 1-12 des Agarosegels ist die DNA der einzelnen
Fraktionen aufgetrennt. S steht fur den Molekulargewichtsstandard (A DNA-

Fragmente von 14,3 kb bis 0,7 kb).

Daher war der Vektor pKW3 zur Erstellung einer vollstédndigen Genbank ungeeignet, und
die Arbeiten wurden mit dem Vektor pFB-2.7p (Sonnen, 1991), der ebenfalls mit nur 5
Kopien/Zelle in Corynebacterium glutamicum repliziert, fortgesetzt. Dieser Vektor tragt
keine BamHI-Schnittstelle, daher wurde fir eine erste Uberpriifung der besseren Eignung
des Vektors partiell EcoRl gespaltene chromosomale DNA in den durch EcoRl-Verdau
linearisierten und dephosphorylierten Vektor ligiert. Bei ersten Versuchen wurden 500
kanamycinresistente Transformanden der Mutante NA8 erhalten. Durch Plasmidanalysen
konnte ein Anteil rekombinanter Vektoren von mindestens 30% nachgewiesen werden.
Restriktionen und verdnderte Fragmentmuster wurden nicht beobachtet. Deswegen
wurde im folgenden eine BamHI-Schnittstelle in diesen Vektor inseriert, um die mit dem

Restriktionsenzym Sau3A generierten Fragmente ligieren zu kdénnen. Zur Integration
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dieser BamHI-Schnittstelle wurde ein Pvull-EcoRI-Fragment aus dem Plasmid pUC19 in
den mit Smal und EcoRI geschnittenen Vektor pFB-2.7p ligiert. Mit dem resultierenden
Vektor pFB-Bam wurde dann eine Genbank direkt in C. glutamicum NA8 aufgebaut.
Parallel wurde auch der Vektor pJC1, der eine moderate Kopienzahl von ca. 50
Kopien/Zelle besitzt, zum Aufbau einer Genbank eingesetzt. Insgesamt wurden aus den
Arbeiten mit dem Vektor pFB-Bam 5000 Transformanden, mit dem Vektor pJC1 4500
Transformanden erhalten (Tab. 6). In umfangreichen Plasmidanalysen wurden die
Transformanden stichprobenartig auf den Anteil und die GréBe chromosomaler DNA-
Fragmente Uberprift. Dann wurden die Kolonien einzeln mit ahnlichen Zellmengen, um
eine Vergleichbarkeit der durch den Indikatorstamm gebildeten Wachstumshofe zu
gewahrleisten, auf Indikatorplatten mit Zusatz von 5 mM L-Methionin Ubertragen. Als
Positivkontrolle diente C. glutamicum R127, als Negativkontrolle die Mutante NAS.
Insgesamt wurden 29 Klone mit rekombinanten pJCi-Vektoren und 20 Klone mit
rekombinanten pFB-Bam-Vektoren isoliert, um die durch den Indikatorstamm
Wachstumshoéfe veranderter GroBen gebildet wurde. Diese Stdmme wurden in einem
zweiten Test erneut auf die Lysinexkretion Uberprift. So konnten drei Klone isoliert

werden, die einen von C. glutamicum NA8 abweichenden Phénotyp der Lysinexkretion’

zeigten.

Tab. 6: Erstellung einer Genbank in der Lysinexport-defekien Mutante NAS.

Vektor pJC1 Vektor pFB-Bam

Gesamtzahl getesteter Klone 4500 5000
durchschnittlicher Insertanteil 50 % 40%
durchschnittliche InsertgréBe 8 kb 5 kb
Wahrscheinlichkeit P? 0,99 0,96
Klone mit verstarkter Lysinexkretion 2 0
Klone mit Verlust der Lysinexkretion 1 0

a Wahrscheinlichkeit fir die Prasenz eines bestimmten Gens
in der Genbank (Clarke & Carbon, 1976)

Um zwei Klone, C. glutamicum NA8-6-3 und C. glutamicum NA8-8-524, wurde durch den

lysinauxotrophen Indikatorstamm ein ebenso groBer Wachstumshof gebildet wie um die
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Positivkontrolle C. glutamicum R127 (Abb. 7). Damit schienen diese Klone komplemen-
tierende Informationen fur den Lysinexpori-Defekt der Mutante C. glutamicum NA8 zu
tragen. Zuséatzlich wurde mit dem Klon C. glutamicum NA8-7-1 ein Stamm isoliert, der
Uberhaupt kein Lysin mehr exkretierte. Wahrend um die Mutante NA8 nach 72-stiindiger
Inkubation auf methioninhaltigen Indikatorplatten eine geringe Hofbildung durch den
Indikatorstamm zu beobachten war, fehlte diese Hofbildung beim Stamm NA8-7-1 véllig.
Zur Prifung, ob die beschriebenenen Phénotypen auch tatséchlich auf plasmidkodierte
Informationen zurlickgefihrt werden konnten, wurden Retransformations- und
Kurierungsexperimente durchgefihrt. Die Retransformation der rekombinanten Plasmide
nach C. glutamicum NAS8 flOhrte wiederum zu verstarkter bzw. im Fall von pMV7-1 zu
vollig fehlender Hofbildung. Entsprechend wurde nach Plasmidverlust der Phanotyp des

Ausgangsstammes NA8 beobachtet.

Abb. 7:  Untersuchung der Lysinexkretion von C. glutamicum im auxanographischen
Plattentest zur Isolierung von C. glutamicum NA8 Stdmmen, in denen der
Lysinexport-Defekt komplementiert wurde. C. glutamicum R127 (oben links),
Lysinexport-defekte Mutante NA8 (oben rechts) und die aus dem
Komplementationstest isolierten C. glutamicum Stdamme NA8-6-3 (unten links),
NA8-8-524 (unten Mitte) und NA8-7-1 (unten rechts).
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Um AufschluB Uber die plasmidkodierten Informationen zu bekommen, die zum
vollstandigen Verlust der Lysinexkretion in C. glutamicum NA8 flihrten, wurden die
zellinternen und externen Lysinkonzentrationen von C. glutamicum NA8 pMV7-1
gemessen. Wéhrend der Referenzstamm C. glutamicum NAB8 bei einer geringen externen
Lysinkonzentration von 0,1 mM bis zu 150 mM Lysin intrazellular akkumulierte, waren im
Stamm NA8 pMV7-1 zellintern nur noch 20 mM Lysin vorhanden. Die extrazellulére
Lysinkonzentration lag unterhalb der Nachweisgrenze von 0,1 mM. Dieser Phanotyp
kénnte mit der Klonierung eines Gens erklart werden, dessen Produkt die Lysinbildung in
C. glutamicum beeinfluBt. Denkbar wére die Klonierung des Gens fur die Homoserin-
dehydrogenase. Durch eine gesteigerte Homoserindehydrogenase-Aktivitdt bei
Uberexpression des kodierenden Gens kénnte die Umsetzung von Aspartatsemialdehyd
zu Dihydrodipicolinat und als Folge die Bildung von Lysin deutlich herabgesetzt werden.
Tatsachlich war mit dem Plasmid pMV7-1 die Komplementation des
Homoserindehydrogenase negativen Stammes C. glutamicum ATCC13287 hom moglich.
Fir C. glutamicum ATCC13287 pMV7-1 konnten zehnfach erhOhte spezifische
Homoserindehydrogenase-Aktivitdten im Vergleich zum C. glutamicum Wildtyp
nachgewiesen werden (Tab. 7). Eine Restriktionsfragment-Uberprilfung zeigte auBerdem,
daB auf dem Plasmid pMV7-1 ein 3,7 kb Sall-Fragment vorhanden ist, welches das homn-
thrB-Operon tragi (Folleitie et al, 1988). Damit ist neben dem Gen fir die
Homoserindehydrogenase auch das Gen des Folgeenzyms, der Homoserinkinase, auf
dem Plasmid pMV7-1 vorhanden, und die Uberexpression dieses hom-thrB-Operons
(Follettie et al., 1988) hebt die Methionin-bedingte Steigerung der Lysinbildung auf.

Tab.7: Spezifische Homoserindehydrogénase-Aktivitéiten far die Homoserin-
auxotrophe Mutante C. glutamicum ATCC13287hom ohne und mit dem
Plasmid pMV7-1, das den auxotrophen Phédnotyp der Mutante ATCC13287hom
komplementiert. Zum Vergleich ist die spezifische Homoserindehydrogenase-

Aktivitat des C. glutamicum Wildtypes aufgeflihrt.

Stamm spez. Homoserin-DH-Aktivitat
[umol min™ (mg Protein)™]
ATCC13287hom <0,01
ATCC13287pMV7-1 3,80
ATCC13032 0,39
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Die zwei aus dem Komplementationstest isolierten C. glutamicum Stamme NA8-6-3 und
NA8-8-524, um die im Pattentest Wachstumshdfe des lysinauxotrophen
Indikatorstammes gebildet wurden, exkretierten bei Flissigkultivierung 1,3 mM bzw.
1,6 mM L-Lysin. C. glutamicum R127 exkretierte unter den gleichen Kultivierungs-
bedingungen (18 Stunden in CGXIl-Minimalmedium bei Methioninzusatz) 2,1 mM L-Lysin,
die Lysinexport-defekte Mutante C. glutamicum NA8 0,2 mM L-Lysin. Damit bestétigte die
Flussigkultivierung der isolierten C. glutamicum Stamme das Bild des auxanographischen
Plattentestes. Zusammen mit dem positiven Ergebnis der Retransformation bedeutete
dies, daBB nun zwei rekombinante Plasmide mit chromosomalen DNA-Fragmenten von
8,3 kb (pMV8-3) bzw. 10 kb (pMV10) vorlagen, die am Lysinexport von Corynebacterium

glutamicum beteiligte Informationen trugen.

Zur Charakterisierung des komplementierenden Bereiches wurden Restriktionskarten fiir
die chromosomalen DNA-Fragmente der Vektoren pMV10 und pMV8-3 erstelit (vgl.
Abb. 8). Dabei zeigte sich, daBB das chromosomale DNA-Fragment des Vektors pMV8-3
mit dem groBten Teil des chromosomalen DNA-Fragmentes des Vektors pMV10
Ubereinstimmte. Um den zur Komplementation von C. glutamicum NA8 notwendigen
DNA-Bereich einzugrenzen, erfolgte eine Subklonierung des chromosomalen DNA-
Fragmentes von pMV10. Uber einen partiellen BamHI-Verdau wurde das 2,4 kb BamHI-
Fragment bzw. das 7,2 kb BamHI-Fragment aus dem Vektor pMV10 entfemnt, die
resultierenden Vektoren religiert, und damit C. glutamicum NA8 transformiert. Als weiterer
Subklon wurde C. glutamicum NA8 pMV3-7 mit einem 3,7 kb Sall-Xhol-Fragment im
Plasmid pJC1 eingesetzt. Wahrend sich im Platientest um C. glutamicum NAS8
pMV7-2Bam und NA8 pMV3-7 keine Wachstumshéfe zeigten, war um C. glutamicum
NA8 pJClysEG2,4 ein deutlicher Wachstumshof sichtbar. Eine quantitative Analyse intra-
und extrazelluldrer Lysinkonzentrationen ergab Ubereinstimmende Werte fur C.
glutamicum NA8 pJClysEG2,4 und den das Ausgangsplasmid tragenden Stamm C.
glutamicum NA8 pMV10. Hierdurch wurde bestétigt, daB die zur Komplementation des
Lysinexport-Defektes von C. glutamicum NA8 benétigte Information auf dem 2,4 kb

BamHI-Fragment vorhanden ist.
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Abb. 8: Restriktionskarte der beiden Sau3A-BamHI|-Fragmente der Vektoren pMV10
und pMV8-3 aus C. glutamicum R127. Beide rekombinanien Vekioren
komplementieren den Lysinexpori-Defeki von C. glutamicum NAS8. Die
Abbildung gibi zudem die Komplementation bei Subklonierung des
chromosomalen DNA-Fragmentes aus dem Vektor pMV10 wieder. B = BamHl,
H = Hindlll, Sc = Sacl, Sl = Sall, Sm = Smal, X = Xhol.

Zum Nachweis, daB das komplementierende 2,4 kb BamHI-Fragment auch mit der
genomischen Organisation in vivo Ubereinstimmt, wurde eine Southern-Blot-
Hybridisierung durchgefthrt. Dazu wurde genomische DNA von C. glutamicum R127, C.
glutamicum ATCC13032 und vom Lysinproduktionsstamm C. glutamicum MH20-22B mit
BamHI geschnitten, gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran
transferriert, und gegen eine DNA-Sonde hybridisiert. Zusatzlich wurde die genomische
DNA des Wildtyps auch mit den Restriktionsenzymen EcoRl, Xhol, Sacl und Clal
geschnitten, um Informationen Uber die genomische Nachbarschaft des distal auf dem
Plasmid pMV10 lokalisierten 2,4 kb Fragmentes zu erhalten. Als Sonde diente ein 1,2 kb
Xhol-EcoRl-Fragment des komplementierenden 2,4 kb BamHI-Fragmentes; diese wurde
mit Digoxigenin-dUTP markiert. Wie aus der Abbildung 9 zu ersehen ist, zeigten sich
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Hybridisierungssignale gleicher GréBe nicht nur im Vergleich von Plasmid-DNA (Spur 5)
zur Gesamt-DNA des Stammes R127 (Spur 8), sondern auch zur Gesamt-DNA des
Wildtypes ATCC13032 (Spur 7) und des Lysinproduktionsstammes MH20-22B (Spur 9).
Damit war die genomische Integritat des 2,4 kb komplementierenden Fragmentes belegt.

12 3 4 b 6 7 8 9

Abb. 9:  Southern-Blot-Analyse - zum Nachweis der genomischen Integritdt des
komplementierenden 2,4 kb BamHI-Fragmentes. Als Sonde diente ein internes
1,2 kb Xhol-EcoRI-DNA-Fragment. Spureﬁ 1-4: chromosomale DNA des
Wildtypes ATCC13032 geschnitten mit den Restriktionsenzymen Clal (1),
EcoRl (2), Sacl (3) und Xhol (4). Spur 5: pJClyseG2,4, Spur 6: pMV7-2Bam,
Spuren 7-9: chromosomale DNA von C. glutamicum ATCC 13032 (7), R127 (8)
und MH20-22B (9). DNA der Spuren 5-9 jeweils BamHI geschnitten.

2.2 Sequenzanalyse von lysE und benachbarten Genen

Zur Ermittlung der Nukleotidsequenz wurde zunéchst das 2,4 kb BamHI-Fragment aus
pJC1 in die BamHI-Schnittstelle des Sequenziervektors pUC18 ligiert. Es konnten beide
Orientierungen erhalten werden. Dies sprach, vorausgesetzt, das auf dem Fragment
lokalisierte Gen wurde in E. coli exprimiert, gegen eine mogliche Toxizitat des kodierten




Ergebnisse 45

Polypeptides. Durch Exonucleaselll-Verdau erfolgte eine sukzessive Verkleinerung des
chromosomalen Fragmentes von pUC18lysEG2,4, um (berlappende Deletionsklone zur
Sequenzierung zu erhalten. Sieben Deletionsklone wurden zur Sequenzierung eingesetzt.
Zusatzlich wurden Deletionsfragmente des 2,4 kb Fragmentes direkt aus pJC1lysEG2,4
isoliert, in pUC18 ligiert und zur Sequenzierung verwendet. Die Sequenzanalyse des
Gegenstranges erfolgte mittels primer-walking. Hierbei diente ein endsténdiger Bereich
der bereits ermittelten DNA-Sequenz als Template zur Synthese eines neuen
Startermolekiils (Primer) flir die DNA-Polymerase. Die Sequenzierung erfolgte mit der
Didesoxy-Methode nach Sanger et al. (1977). Zur Detektion der Sequenzierungsprodukte
wurde der Automated Laser Fluorescence-Sequencer (A.L.F.) eingesetzt. Die Abbildung
10 gibt einen Uberblick Giber die Sequenzierungsstrategie des 2,4 kb BamHI-Fragmentes.

Abb. 10: Restriktionskarte des 2,4 kb BamHI-Fragmentes, das den Lysinexport-Defekt
von C. glutamicum NA8 komplementiert, sowie die angewandte
Sequenzierungsstrategie. Die in Leserichtung von orf2 zeigenden schwarzen
Pfeile stehen flir Sequenzen, die mit Hilfe von Deletionsklonen ermittelt
wurden. Die Sequenz des Gegenstranges wurde mittel primer walking
bestimmt. Die offenen Pfeile zeigen die Sequenzen an, die mit den Subklonen

Xhol-EcoRl, Bgll-Clal und Scal-BamHI erhalten wurden.
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Um Informationen Uber mogliche benachbarte Gene zu erhalten, wurde ausgehend vom
2,4 kb BamHi-Fragment die angrenzende Region des Plasmides pMV10 sequenziert.
Mittels einer Sequenz aus dem 5’-Bereich des 2,4 kb BamHI-Fragmentes wurde ein
komplementéarer Primer synthetisiert und so die Sequenz weiterer 398 Nukleotide
bestimmt. Die komplette Nukleotidsequenz des 2,4 kb BamHI-Fragmentes einschlieB3lich
der 398 Nukleotide, die stromaufwarts vom 2,4 kb BamHI-Fragment auf dem Plamid
pMV10 lokalisiert sind, ist in der Abbildung 11 wiedergegeben.

. . . -361
CCTTTGCCGGTAGCCAGGAAGCGCACAACGAGGCGTAC

. . . . . -301
AAGCGGCTTTGEGTTGCGTTGGACTGGCTAGAAGATCGCTTATCGACGCGACGTTACCTC

. . . . . -241
ATGGGGGATCACATACCGAGCGGATATCCGCCCTCTACCCAACCCTCGTGCGTTTCGATG

. . . . . -181
CCGTCTACCACGGACACTTCAAGTGTEGCCGCAACAAGATCACCGAAATGCCGAATCTAT

. . . . . -121
GGGGCTACTGCGEGATCTTTTCCAGACCCCAGGCTTTGGCGACACCACCGATTTCACCGA

. . . . . . -61
AATCAAGCAGCACTACTACATCACCCACGCGGAGATTAACCCCACCCGGATCGTTCCAGT

. . . . . . -1
CGGACCAGATCTGTCTGEGTTTCGCGACACCACACGGCCGTGAAAAGCTCGECGGATCCCC

. . . . . . 60
GGTAAACGACTTCCACAATGAGACGGACCCEETTAAGGACGCCCECTTCTTCACT TG

. 120

: fryse

GGACTTGGAAAAGTCTTCATTGATTCCGGCGTTAGGGAGCTAACGACGTAGTTGCTGCCG
- P R L G E I A AUDV V A

. . . . . . 180
CAGACACTCAGATCGATCTCTAGATCTAAGGTCCGCGGTAGCAACGGTTATGTAGCCACA
D T L R AL S R SETUILU RTWUEROQUW Y M P T

. . . . . . 240
CAGTTACCCATAGAGTAGCTCCTCCTAGTGAAGAGGACGAAAATCGTACCCTCGTCGAAC
D I P I EDL L I V EGA AU XKTILMTZPA A O

. . . . . . 300
CCAAAGCCCTTCTTCAGGGETTGETTCCGGAGCCGCTTAACGGACTGETT TTGGAAGGCG
T E P L L, G W G L GRRTIATETGTF G E A

. . . . . . 360
GCTGCCCTETTACCTATEGCGCGGACGCEEGGTGTCCTGGTAGCTGCGCGGGCAGGTCCAG
S P VI S VRRIRGVYV P GEGDVIRGTDTL D

. . . . . . 420
TGCCAGAACTTCGTGTAGAAACCCTGECTTCGCATTCTGCCCGTAGCGTCGGGTTAGATC
R D QL V DK PGV FRUL V P M AU AZUWTD L

. . . . . . 480
AAAGEGTAGTTGGTACATCCGTAGGGCGTTACTCCCCCAACGTTACCGGTTCACCGCGTA
K 6 D V M YADU RTILS P TATIA ATULHTRM

540

CCAAGGTTCAAGATGATGAAGTGTAGGGCGGTGCCCTAATCGAAGTGCCCAATGGCGAGG
T G L EV YV BEC G AV P N A EUR T V A G
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. . . . . . 600
ATTTTGTAGAGGTGCGGCGTCGTTCCTATTACACACGCGAAGTAGAAGGTTCGCGTCGECA
L v D G R RL L 8 L T HAUEDE L R L T
. . . . . . 660
CTCGCAACGAGGTGGGEGTTCTTCGATGGAGCAACTTGTGCCCTCCTTTGGTACACCTATC
L T A G G W S AV ENUVFF V P P F W T S L
. . . . . . 720
GCTTAGACGCAACTACCGCTACCAATTGCCCTAAAGTCGTTCCGCAGGTCTATCAACGCG
s b A NTI A I TUL P I E A L R G S L Q A
. . . . . . 780
AAATCAAAGACGAACGTCGTTGTGGTAAAAGGCGCGACGAACGTGTTCCTGAAGTGGGECG
K T E A Q9 L L Vv M K R A A Q V L V E G A
. . . . . . 840
AAGCCAACGAAACCGGCCAACCCACGCGCTATGGTTGTGAGCTGGGTGCACTACGAGCTC
E T A K A P Q "™ R S VL V R G V H H E L
. . . . . . 900
TCGAAATTGCGCGACTGAGTGGCGGCTCCCCCTTTACCTTTCCCGATTCCTCCGCGGAAG
A K V R Q 8 VvV A 8 P 8§ I 8 L A L 8 A G E
RCGS 960
<===LysG
CTTCGACGGAAGTAGTTACTAACTCTCGTTTCACAGGTCAACTTACCCCAAGTA-———— 57
57~ -—TGCCTTCATCAATGATTGAGAGCAAAGTGTCCAGTTGAATGGGETTCATGAAGCT
¥ 8§ 6 E D I I 8§ L L ™ D L QQ I P N M
. . . . RBS 1020
ATATTAAACCATGTTAAGAACCAATCATTTTACTTAAGTACTTCCATAGGTCACGATGEGT
M v
LysE===>
. . . . . 1080
GATCATGGAAATCTTCATTACAGGTCTGCTTTTGGGGGCCAGTCTTTTACTGTCCATCGG
I M £ I F I " G L L L G A 8 L L L S8 I G
. . . . . . 1140
ACCGCAGAATGTACTGGTGATTAAACAAGGAATTAAGCGCGAAGGACTCATTGCGGTTCT
P 9 N VL. v T K @ G I K R E G L I A V L
. . . . . . 1200
TCTCGTGTGTTTAATTTCTGACGTCTTTTTGTTCATCGCCGGCACCTTGGGCGTTGATCT
L vc¢ L I 8§ DV FL F I A G T L G V D L
. . . . . . 1260
TTTGTCCAATGCCGCGCCGATCGTGCTCCGATATTATGCGCTGGGGTGGCATCGCTTACCT
L §$ N A A P I VL DI MU RWG G I A Y L
. . . . . . 1320
GTTATGGTTTGCCGTCATGGCAGCGAAAGACGCCATGACAAACAAGGTGGAAGCGCCACA
L W F A V M A A K D A M T N K V E A P 0Q
. . . . . . 1380
GATCATTGAAGAAACAGAACCAACCGTGCCCGATGACACGCCTTTGGGCGGTTCGGCGET
I I E E T E P T V P D D T P L G G S A V
S>555>> > < <<<<<<<
1440

GGCCACTGACACGCGCAACCGGGTGCGGETGGAGGTGAGCGTCGATAAGCAGCGGGTTTG
A T D T R N R V RV EV 8 V D K Q R V W
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. . . . . . 1500
GGTAAAGCCCATGTTGATGGCAATCGTGCTGACCTGGTTGAACCCGAATGCGTATTTGGA
vV K. p M L M A I VL T WL N PN A Y L D
. . . . . . 1560
CGCGTTTGTGTTTATCGGCGGCGTCGGCGCGCAATACGGCGACACCGGACGGTGGATTTT
A F V F I G GV G A QY G D T G R W I F
. . . . . . 1620
CGCCGCTGGCGCCTTCGCGGCAAGCCTGATCTGGTTCCCGCTGGTGGGTTTCGGCGCAGC
A°A G A F A A S L I WVF P L V G F G A A
. . . . . . 1les8o
AGCATTGTCACGCCCGCTGTCCAGCCCCAAGGTGTGGCGCTGGATCAACGTCGTCGTGGC
AL 8 R P L 8 §$s P R V WU R W I NV V V A
. . . . 1740
>5>555>> <<<<<<< |} orf3
- N E R T K
57 CTACTGGCGTAACCGGTAGTTTGACTACAACTACCCAATCAAAAGCGCCCAAAA
AGTTGTGATGACCGCATTGGCCATCAAACTGATGTTGATGGGTTAGTTTTCGCGGG 57
v v vy T A L A I K L M L M G -
LysE >5>>>>
. . . . . . 1800
CCTTAGCCACCGGAAGCGGGTTTACAACTACGGCCGCAGCACCCTTTAGAGTAGCTAGCG
S bD T A K A W I N I G A D H S I E D I A
<<<<<
. . . . . . 1860
GAGGTTGAGCCGCAGTCTTTTGAGCGTTCAACAACTCACTTAGTTCCGACAACAGGTCGAC
E L E A D S F E L NNIL S DL S8 N D L Q
. . . . . . 1920
GAGTTGACTGCTTCGTGGTTAGTTACGTGACCAGTGCCATAGGCGCGGCATGAGAGGAAC
E v s s A ¢ I L A S TV T™DAGY E G Q
. . . . . . 1580
GAGCGCGTCGTGGGTACGTTCGCGGTAGACGCGTTCACTGACGGGCGCAAGGACCCGCTA
E R L V W AL A M Q A L S Q G R E Q A I
. . . . . . 2040
CAGTAACTCGAACGCCTGGTATAGTTATAACAAGTGCAAGTTGTACGGGAGTCTGTCCCT
D N L K R V M DI NNV NTLMGE S L S
>>>>>
. . . . . . 2100
GAATGGGACCGACCGCGCCCTTGGGAGACCTTAAGGTAGCTCTATAAACAGGCACTCGTC
K G 9 $S A R S G E P I G DL Y K D T L L
<<<<<
. . . . . . 2160
CGGGACGCGTTCACCACTCTTTCGTTACTGCGGTTCTGGTAACAACCGTCGACTGACGTT
G ¢ AL P S F A I VG L GNNAWAS QL
. . . . . . 2220
GTTCAAGAGTGGCAGTAGCGGGCCAAGGAGGTGGGTTGCTAATTACTACCTTATCGAACC
L N E G b D G P BE EV WU RNTITI S Y S P
2280

GACTACTTAGTCTTCGCCCGTCGGGAGGAGGCGGTACTTGAGTCGGCGGAGGCGACACTC
¢ H I L L P C G E E A M F E A A E A T L
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2340

GAGACCTGGCATCCTTCTTTATGGGTGCATTTCTCGGAAAGGTCTGCGTTGTTACAGTGC
E P G Y S s I GV Y L A K G S A YV I DR
. . . 2374

<—orf3+
GTTACGCATGTACCAAAGAAGGTTTCCTCATAGA
L A Y Mm T E E L P T D

Abb.11: Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosduresequenz des 2,4 kb BamHlI-
Fragmentes, das den Lysinexport-Defekt der Mutante NA8 komplementiert.
Zusatzlich ist die Sequenz von 398 Nukleotiden, die stromaufwarts vom 2,4 kb
BamHI-Fragment auf dem Plasmid pMV10 lokalisiert sind, angegeben. Fir die
Gene lysG und orf3c ist der zu lyskE antiparallele Strang gezeigt. Die
Transkriptionsrichtung der Gene ist durch Pfeile gekennzeichnet. Das Helix-
Turn-Helix Motiv des LysG-Polypeptides ist ebenso markiert wie die potentielle
Erkennungsregion fur LysG zur Bindung an die DNA (RCGS-recognition
sequence) stromaufwérts von lysE (Nukleotide 941-953). Die potentielle
Ribosomenbindungsstelle fir Jysk ist als RBS markiert. Chevrons zeigen
Strukturen an, die als Transkriptionsterminatoren analog zu rho-unabhangigen

Terminatoren aus E. coli (Rosenberg & Court, 1979) dienen kénnten.

Die ermittelte Nukleotidsequenz ist in der EMBIl-Genbank unter der Accession Nr.
X96471 eingetragen. Auf dem 2,4 kb BamHI-Fragment konnten drei offene Leseraster
(orf) identifiziert werden, wobei orf3c am 3" Ende des DNA-Doppelstranges gelegen ist
und fir den carboxyterminalen Bereich eines potentiellen Polypeptides kodiert. Das
sequenzierte Fragment enthélt zwei vollsténdige offene Leseraster, die allerdings nicht
auf den gleichen DNA-Strangen lokalisiert sind. Das offene Leseraster orf2 erstreckt sich
von dem Nukleotid 1016 bis zu dem Nukleotid 1723. In der Abbildung 11 ist orf2 bereits
als lysk bezeichnet. Der Name lysE steht fir L-lysine export. Stromaufwérts von lysE
(Nukleotide 1008-1018) liegt die Sequenz °-AGGTCACGATG-"", die nach Scherrer et al.
(1980) und Stormo et al. (1982) als eine potentielle Ribosomenbindestelle fir lysE dienen
kénnte. Ein Vergleich der abgeleiteten Aminoséuresequenz von JysE mit den Sequenzen
der Datenbank (Programme BLASTX und BLASTP des Husar-Paketes 4.0, EMBL,
Cambridge, GroBbritannien) ergab Uberraschenderweise keinerlei Ahnlichkeit zu
Proteinen bekannter Funktion. Die einzige und mit 39% identischen und 65%
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konservierten Aminoséureresten sehr hohe Ahnlichkeit zeigt LysE zu YGGA_ECOLI,
einem Polypeptid unbekannter Funktion. Auf chromosomaler Ebene ist ygga_ecoli
benachbart zu den Genen gapB, pgk und fda lokalisiert, die flr die Glykolyseenzyme
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, 3-Phosphoglycerat-Kinase und Fruktose-
1,6-bisphosphat-Aldolase kodieren und auf dem E. coli Chromosom bei 62 min lokalisiert
sind (Alefounder & Perham, 1989). Zum Aminoséurevergleich wurde das Polypeptid LysE
mit einer GroBe von 236 Aminoséduren (Molekulargewicht 25425) eingesetzt. Dabei wurde
das ATG 1016, welches den Anfang des offenen Leserasters darstellt, auch als
potentieller Translationsstartpunkt betrachtet, da ohne die Isolierung und nachfolgende
Ansequenzierung des LysE-Proteins keine definitiven Aussagen gemacht werden
konnen, ob das ATG 1016, das GTG 1019 oder das ATG 1025 den tatsachlichen
Translationsstartpunkt darstellt. Das GTG 1091 und das GTG 1097 scheiden vermutlich
als Translationsstartpunkte aus, da sich diese direkt stromabwérts von einer Region
befinden, deren abgeleitete Aminosduresequenz identisch zu YGGA_ECOLI ist (Abb. 12).
Weiterhin favorisiert die potentielle Ribosomenbindestelle vor JysE (Nukleotide 1008-
1015) eines der drei frihen Startcodons. In der Abbildung 12 ist der Aminoséurevergleich

zwischen den von lysE und ygga abgeleiteten Polypeptiden dargestellit.

Eine Hydrophobizitdisanalyse nach dem Algorithmus von Kyie & Doolitlle (1982) mit
einem Fenster von 13 Aminoséuren zeigte, daf3 sich die hydrophoben Regionen von LysE
Uber das gesamte Polypeptid erstrecken (Abb. 13). Im zentralen Bereich des
Polypeptides, Aminoséure 94-145, befindet sich ein sehr groBer hydrophiler Abschnitt von
52 Aminoséuren, der interessanterweise im Polypeptid YGGA_ECOLI nur 13
Aminosé&uren umfaft. Mit den Sekundarstrukturvorhersage-Programmen TMP (Persson &
Argos, 1994) und PHD.htm Neuronal Net (Rost et al, 1995) wurden flr LysE sechs
(PHD.htm) bzw. sieben (TMP) transmembrane Segmente ermittelt. Damit zeigt lysE auf
Priméarstrukturebene keinerlei Ahnlichkeit zu bisher bekannten Transporter-Genen, und
ahnelt bezliglich seiner GréBe und Sekundérstruktur eher mitochondrialen Carriern (Kuan
& Saier, 1993) als Carriern zur Aminoséure-Aufnahme oder zum Export toxischer

Substanzen mit zwolf transmembranen Bereichen (Marger & Saier, 1993, Nikaido, 1994).
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LysE 1 MVIMEIFITGLLLGASLLLSIGPQNVLVIKQGIKREGLIAVLLVCLISDV 50

.. . . . . - . . .
.. .. .. .. . . . . .

Ygga 1 e MILPLGPQNAFVMNQGIRRQYHIMIALLCAISDL 34

LysE 51 FLFIAGTLGVDLLSNAAPIVLDIMRWGGIAYLLWFAVMAARDAMTNKVEA 100

delleclee & ool eloes THaledeee 1 1oTleees]

Ygga 35 VLICAGIFGGSALLMQSPWLLALVIWGGVAFLLWYGFGAFKTAMSSNIE. 83

LysE 101 PQITIEETEPTVPDDTPLGGSAVATDTRNRVRVEVSVDKQRVWVKPMLMAT 150
lieon| oon] P

Ygga 84 ................ LASAEVMKQGRWK. ............ ITIATMLAV 104

LysE 151 VLTWLNPNAYLDAFVFIGGVGAQYGDTGRWIFAAGAFAASLIWFPLVGFG 200

. . .. . . .. - ..
.. . .. .. . .o .« o s e .. ..

Ygga 105 ..TWLNPHVYLDTFVVLGSLGGQLDVEPKRWFALGTISASFLWFFGLALL 152

LysE 201 AAALSRPLSSPRVWRWINVVVAVVMTALAIKLMIMG......... 236

N e R N I A R A AR

Ygga 153 AAWLAPRLRTAKAQRIINLVVGCVMWFIALQLARDGIAHAQALFS 197

Abb. 12: Vergleich der abgeleiteten Aminoséuresequenz von lysE mit dem bisher
einzigen &hnlichen Polypeptid YGGA_ECOLI mit unbekannter Funktion unter

Nutzung des Programmes GAP, Husar 4.0 (l = identische Aminoséuren,

: = konservierte Aminosaure-Austausche).

Direkt benachbart zu lysE auf dem komplementaren DNA-Strang befindet sich das zweite
vollstandige offene Leseraster orfi, welches sich von dem Nukleotid 954 bis zu dem
Nukleotid 85 erstreckt. In Abbildung 11 ist orf1 bereits als lysG (governing L-lysine
excretion) bezeichnet. Datenbankanalysen sowohl mit der Nukleotidsequenz als auch mit
der abgeleiteten Aminosduresequenz (Programme BLASTX und BLASTP des Husar-
Paketes 4.0, EMBL, Cambridge, GroBbritannien) zeigten, daB LysG groBe Ahnlichkeit zu
einer Gruppe bakterieller Regulatorproteine besitzt, die als transkriptionelle Regulatoren
des LysR-Typus bezeichnet werden (LysR-type transcriptional regulators-LTTR) (Schell,
1993). Die héchste Ahnlichkeit (35% identische Aminoséuren, 55% konservative
- Aminoséaurereste) zeigt LysG zu ICIA aus E. coli (inhibitor of initiation of chromosomal
replication in vitro) (Abb. 14). ICIA ist an der Regulation der Synthese von DnaA und der
Replikationskontrolle beteiligt (Hwang & Kornberg, 1990, Thény et al., 1991, Lee et al.,
1996). Mittels des Programmes PHD Neuronal Net (Rost & Sander, 1993 b), einem
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Abb. 13: Hydrophobizitdtsanalyse fir LysE nach Kyte & Doolittle (1982) mit einem
Fenster von 13 Aminosauren (PEPPLOT, Husar 4.0). Aufgetragen ist die
durchschnitiliche lokale Hydrophobizitdt auf der vertikalen Achse flr den
jeweiligen Aminoséurerest auf der horizontalen Achse. Die sechs bzw. sieben
Balken geben die mégliche Lage transmembraner Helices an, deren Lage
mittels der Sekundérstrukturvorhersage-Programme PHD.htm Neuronal Net
(Rost et al., 1995) bzw. TMP (Persson & Argos, 1994) ermittelt wurde.

Sekundarstrukturvorhersage-Programm flr cytoplasmatische Proteine, konnte in der
abgeleiteten Aminosduresequenz von LysG aminoterminal ein Helix-Turn-Helix Motiv
(HTH-Motiv) ermittelt werden. Dieses ist sowohl von seiner aminoterminalen Lage als
auch von der GréBe her adhnlich zu den HTH-Motiven (Ubriger Mitglieder dieser
Regulatorfamilie. In  der Abbildung 14 ist ein Vergleich der abgeleiteten
Aminoséuresequenzen von lysG und iciA dargestellt. Wegen der Ubereinstimmungen von
LysG und ICIA auf Aminosaure-Sequenzebene ist es wahrscheinlich, da3 das ATG in der
Position 954, das den Beginn des offenen Leserasters markiert und in der Abbildung 14
als Translationsstart angenommen wurde, auch den tatsachlichen Translationsstart

darstellt. Damit wiirde das abzuleitende Polypeptid von 290 Aminosduren ein
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Molekulargewicht von 31388 besitzen. Ein alternativer Translationsstart ware bei dem
GTG in der Position 861 gegeben. Dies wiirde jedoch zu einem Wegfall konservierter
Regionen im Aminoséaurevergleich zu ICIA und zum Verlust des Helix-Turn-Helix-Motives
fUhren. Zusatzlich wére das resultierende Protein mit nur noch 258 Aminosauren kleiner
als die Ubrigen Mitglieder der LTTR-Familie mit typischen GréBen von 276-324
Aminoséuren (Schell, 1993).

LysG 1 MNPIQ...LDTLLSIIDEGSFEGASLALSISPSAVSQRVKALEHHVGRVL 47

. . -
. . . .. .

Icia 1 MKRPDYRTLQALDAVIRERGFERAAQKLCITQSAVSQRIKQLENMFGQPL 50

LysG 48 VSRTQPAKATEAGEVLVQAARKMVLLOAETKAQLSGRLAEIPLTIAINAD 97

« o . . . . . .. . . .
P . . .o e o .. .. . .. o . .

IciA 51 LVRTVPPRPTEQGQKLLALLRQVELLEEEWLGDEQTGSTPLLLSLAVNAD 100

LysG 98 SLSTWFPPVFNEVASWGGATLTLRLEDEAHTLSLLRRGDVLGAVTREANP 147

. . . . . o | .
. . D . .. B RS .. . « | . .

IciA 101 SLATWLLPALAPVLADSPIRLNLQVEDETRTQERLRRGEVVGAVSIQHQA 150

LysG 148 VAGCEVVELGTMRHLAIATPSLRDAYMVDGKLDWAAM. .PVLRFGPKDVL 195

e e Y e T P P

IciA 151 LPSCLVDKLGALDYLFVSSKPFAEKYFPNGVTRSALLKAPVVAFDHLDDM 200

LysG 196 QDRDLDGRVDGPVGRRRVSIVPSAEGFGEAIRRGLGWGLLPETQAAPMLK 245

. . . [
MR o | - . [ R . . .«

IciA 201 HQAFLQQNFDLPPGSVPCHIVNSSEAFVQLARQGTTCCMIPHLQIEKELA 250

LysG 246 AGEVILLDEIPIDTPM.YWQRWRLESRSLARLTDAVVDAAIEGLRP. 290

T R e

IciA 251 SGELIDLTPGLFQRRMLYWHRFAPESRMMRKVTDALLDYGHKVLRQD 297

Abb. 14: Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenzen von lysG aus C. glutamicum
und jciA aus E. coli mittels des Programmes GAP, Husar 4.0 (| = identische
Aminoséauren, : = konservierte Aminosaure-Austausche). Das potentielle Helix-

Turn-Helix Motiv fir LysG ist unterstrichen.

Neben der Ahnlichkeit zu Mitgliedern der LTTR-Familie auf Sequenzebene zeigt LysG
“eine Reihe weiterer Charakteristika, die fir diese Regulatorfamilie typisch sind. Dies ist
erstens der schon angesprochende Besitz des Helix-Turn-Helix Motives am

Aminoterminus des abgeleiteten Polypeptides (Aminoséure 18 bis Aminoséure 43), die
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potentielle DNA-Bindungsdoméne. Zweites Charakteristikum ist die divergente
Transkription vom zu kontrollierenden Gen, was in diesem Fall lysE ware. Drittens ist der
Abstand von 61 Nukleotiden zwischen den divergent transkribierten Genen typisch fir die
LTTR-Familie (Abstand LTTR zu Target-Gen: 25-70 Nukleotide). Als viertes
Charakterisitikum ist auch eine DNA-Erkennungsregion vorhanden, die partiell
palindromisch ist, mit dem Translationsstart des Regulatorproteins iberlappt und bei der
Familie der LTTRs als Bindungsstelle fiir das Regulatorprotein fungiert (regulator
recognition sequence-RCGS, Nukleotide 941-953) (Schell, 1993). Aufgrund dieser
Ubereinstimmungen von LysG zur LTTR-Familie wurde postuliert, daf3 LysG potentieller
Regulator des L-Lysinexportes von Corynebacterium glutamicum ist.

Wahrend eine Datenbankrecherche mit den stromaufwarts von IlysG gelegenen
Sequenzen lediglich Ahnlichkeiten zu offenen Leserastern unbekannter Funktion
(YQJG_ECOLI P42620, YK56_YEAST P36156, YM992005_YEAST S53073) zeigte,
konnte fur die abzuleitende Aminoséduresequenz des unvolistdndigen Leserasters orf3c
tiberraschenderweise eine recht hohe Ahnlichkeit zur carboxyterminalen Halfte des Kv31-
Proteins aus Eukaryonten festgestellt werden (33% identische und 55% konservierte
Aminosaureaustausche) (Abb. 15). Hierbei handelt es sich um die cytoplasmatische
Komponente eines spannungskonirollierien Kalium-Kanals, die die Kanalakitivitat
modulieren kann (Scott et al., 1994; Rettig et al., 1994). Diese Komponente wurde bisher
im Rattenhirn, und etwas modifiziert auch als Kv32 im Rinderhirn, bislang aber nicht in
Prokaryonten nachgewiesen. Mit KcsA wurde kirzlich ein neuartiger prokaryotischer
Kalium-Kanal, der ebenfalls spannungskontrolliert ist, aus dem Gram-positiven Bakterium
Streptomyces lividans isoliert (Schrempf et al., 1995). Daher wére eine Isolierung und
Analyse des vollstandigen orf3 aus dem corynebakteriellen Genom &auBerst interessant,
um die Frage zu klaren, ob auch in Prokaryonten Untereinheiten des Kanals existieren
und ob diese ebenfalls einen modularen EinfluB3 auf die Kanalaktivitit nehmen koénnen.
Versuche zur Inaktivierung von orf3 durch gengerichtete Disruption im Genom von C.
glutamicum ATCC13032 waren nicht erfolgreich. Daher ist nicht auszuschlie3en, daB das

von orf3 abzuleitende Polypeptid essentiell fiir C. glutamicum ist.

Strukturell interessant ist der Befund, daf3 die Stoppcodons von orf3 und lysE Gberlappen.
Aufgrund der konvergenten Orientierung von orf3 und lysE 4Bt sich hieraus die Lage der
Terminatoren fir orf3 bzw. fur lyskE im jeweils anderen Transkript folgern (Abb. 11).
Mittels RNA-Faltungsanalyse-Programmen (Stem-Loop, Terminator, Husar 4.0, EMBL,
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Cambridge, GroBbritannien) konnten vier potentielle Bereiche identifiziert werden, deren
Sekundarstrukturausbildung die Transkriptionstermination initiieren kénnten. Sowohl flir
orf3 als auch fur lysE ist jeweils ein solcher Bereich direkt folgend auf das Stoppcodon zu

finden, wahrend der zweite Bereich ca. 300 Nukleotide vom jeweiligen Stoppcodon

entfernt lokalisiert ist.

Orf3 L i e VGISSYGPELTAEAAE 16

Kvffl 151 YVDVVFANRPDPNTPMEETVRAMTHVINQGMAMYWGTSRWSSMEIMEAYS 200

Orf3 17 FMAE.EGCPLLIHQPSYSIINRWVEEPGDDGENLLQSAANNGLGVIAFSP 65

. . .. . . . . . . .
. < . . . PR .o . . .. e P I

Rvfzl 201 VARQFNLIPPICEQAEYHMFQR..EKVEVQLPELFHKI...GVGAMTWSP 245

Orf3 66 LAQGLLTDKYLDGIPEGSRAS....... QGKSLSEGMLNVNNIDMVRKLN 108

[P Leesl D 201 T S R k.

Rvisl 246 LACGIVSGKYDSGIPPYSRASLKGYQWLKDKILSEE..GRRQQAKLKELQ 293

Orf3 109 DIAQERGQSLAQMALAWVLREQGEYGADTVTSALIGASSVEQLDNSLDSL 158

. . . . . o . .. .
. . . . . . . . - . . el bl e] 1] e

Kvel 294 AIAERLGCTLPQLATAWCLRNEG...... VSSVLLGASNAEQLMENIGAI 337
Orf3 159 NNi.EFSDAELEAIDEISHDAGINIWARATDSKTREN 194
Kvfzl 338'QVLPKLSSSIVHETESI . LGNKPYSRKKDYRS. . .. 367

Abb. 15: Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenz des unvollstdndigen Lese-
rasters orf3c von C. glutamicum mit Kv31 aus Rattus norvegicus mittels des

Programmes GAP, Husar 4.0 (|= identische Aminosauren, : = konservierte

Aminosaure-Austausche).
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3. Funktion der durch lysE und lysG kodierten Polypeptide
3.1 LysE als essentielles Protein des Lysinexportes von C. glutamicum

Zum Nachweis, daB das durch lyskE kodierte Membranprotein tatséchlich am Lysinexport
in C. glutamicum beteiligt ist, erfolgte die Inaktivierung von lysE mittels der von Schwarzer
& Puhler (1991) etablierten Methode der gezielten Geninaktivierung (gene disruption).
Dazu wurde der von Schrumpf et al. (1991) Konstruierte Integrationsvektor pEM1
eingesetzt. Ein 343 bp internes Nael-Hindlll Fragment von lysE wurde aus einem
pUC18lysEG2,4-Exonuklease-Deletionsklon unter Nutzung der Hindill-Schnittstelle des
pUC-Derivates isoliert, und in den Vektor pEM1 ligiert. Dieses Integrationsplasmid
pEMlysE wurde dann zur Konjugation von E. coli $17-1 pEMlysEix mit C. glutamicum
ATCC13032 eingesetzt. Es konnten drei kanamycinresistente Klone isoliert werden. Die
korrekte Integration des Inaktivierungsvektors in die chromosomale Kopie des lysE-Gens

wurde mit einer Southern-Blot-Analyse bestétigt.

Kurzzeitfermentationen zur Bestimmung extrazelluldrer Lysinkonzentrationen und Lysin-
Exkretionsraten ergaben, daB die lysE-Inakiivierungsmutante C. glutamicum ATCC13032
lysE::pEMIysEr, kein Lysin mehr ins Kulturmedium exkretierte (Abb. 16). Dagegen
exkretierte der C. glutamicum Wildtyp L-Lysin mit einer Rate von 0,8 nmol min™
(mg Trockengewicht)'. Dieses Ergebnis, daB die Inaktivierung von IlysE zum
volistandigen Verlust der Lysinexkretion fuhrt, bestatigt nicht nur eine Beteiligung von
LysE am Lysinexport, sondern beweist, daB3 LysE essentiell flir den Lysinexport von C.
glutamicum ist. Die Analyse des Kulturliberstandes der lysE-Inaktivierungsmutante ergab
bis auf Lysin das identische Aminosédurespektrum zum C. glutamicum Wildtyp.
Beispielhaft ist in der Abbildung 16 der Efflux von Alanin aufgefiihrt. Dies zeigt, daf3 die
Inaktivierung von fysE einen spezifischen Exportdefekt fur Lysin zur Folge hat. Der
Lysinexkretionsverlust der Mutante C. glutamicum ATCC13032 lysE::pEMIysE, wurde
nicht nur bei Kultivierung auf CGXII-Minimalmedium mit Methionin, sondern auch auf BHI-
Komplexmedium beobachtet. Dies spricht gegen die Existenz eines zweiten, nur unter
bestimmten Bedingungen exprimierten Lysin-Exportsystems, im Unterschied z.B. zu den
zweien, in Abhangigkeit vom Nahrmedium exprimierten Glutamat-Aufnahmesystemen

von C. glutamicum (Kronemeyer et al., 1995, Burkovski et al., 1996).
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Abb.16: Exkretion von Lysin und Alanin durch C. glutamicum

lysE::.pEMlysEi (A) und C. glutamicum ATCC13032 pJC1 (B)
medium mit Methionin. @ extrazelluldres Lysin, O, extrazellulares Alanin.
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Um die Bildung des Genproduktes von lysE nachzuweisen, wurde zunéchst ein lysk-
Expressionsvektor konstruiert. Dazu wurde ein 0,85 kb Scal-Pvull Fragment, welches das
lysE-Strukturgen einschlieBlich der Ribosomenbindestelle tragt, in den partiell Smal
geschnittenen Expressionsvektor pEKEx2 (Eikmanns et al, 1991) ligiert. Im
resultierenden Vektor pEKEx2lysE liegt das JysE-Gen unter der Kontrolle des IPTG-
induzierbaren tac-Promotors vor. In Rohextrakien und Zelllysaten IPTG-induzierter
Kulturen von C. glutamicum ATCC13032 pEKEx2lysE konnte nach Auftrennung im SDS-
Gel und Silber-Farbung im Vergleich zu C. glutamicum ATCC13032 pEKEX2 keine
zusatzlich verstarkte Proteinbande beobachtet werden. Daher wurden zum Nachweis von
LysE Epitop-gerichtete Antikdrper hergestellt. Als antigene Determinante diente ein
vierzehn Aminosduren groB3es, chemisch synthetisiertes Peptid, das einem Ausschnitt
(Aminosaure 118-131) des hydrophilen Loop des LysE-Polypeptides entspricht. Dieses
Peptid wurde mittels Bisdiazobenzidin als Kupplungsgruppe auf Ovalbumin als
Carrierprotein Ubertragen und zur Immunisierung eingesetzt. Wie in der Abbildung 17 zu
sehen ist, konnte in C. glutamicum ATCC13032 pEKEX2lysE nach Induktion der tac-
abhangigen lysE-Expression eine spezifische Polypeptidbande nachgewiesen werden,
die in dem Vergleichsstamm C. glutamicum ATCC13032 pEKEx2 ohne die
plasmidkodierte Kopie von lysE fehlte. Diese Polypeptidbande, die einer molekularen
Masse von ca. 25 kDa entspricht, bestatigt die aus der Nukleotidsequenz abgeleiteie
molekulare Masse von LysE (25425 Da). Die Beobachtung, daB in dem Kontrollstamm
ATCC13032 pEKEx2 mit chromosomaler Kopie von lysE kein Nachweis des 25 kDa
Polypeptides méglich war, weist auf sehr niedrige Konzentrationen des Lysinexporters in
C. glutamicum hin. Mit einem weiteren Plasmid, pSPORT/ysE, welches das lysE-Gen
unter der Kontrolle des /ac-Promotors tragt, gelang auch die heterologe Uberexpression

und der Nachweis des LysE-Polypeptides in E. coli.

Zur Prufung, ob die verstdrkte Bildung von LysE in C. glutamicum ATCC13032
pEKEXx2/ysk mit einem erhdhten Export von Lysin korreliert werden konnte, wurde die
Lysinexkretion dieses Stammes vergleichend zu der von C. glutamicum ATCC13032
pEKEx2 (ohne plasmidkodiertes lysE) untersucht. Dazu wurden beide Stdmme auf
Minimalmedium unter Zusatz von 1 mM IPTG und 5 mM L-Methionin vorkultiviert und
dann zur Bestimmung der Lysin-Exkretionsraten in Kurzzeitfermentationen eingesetzt
(Abb. 18). C. glutamicum ATCC13032 pEKEx2/ysE exkretierte L-Lysin mit einer zehnfach
héheren Rate als C. glutamicum ATCC13032 pEKEX2: 3,76 nmol min™ (mg Zell-Trocken-
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C+ C- S E+ E- S kDa
= 53,2
= 34,9
= 28,7
= 20,5

Abb. 17: Western-Blot-Analyse zum Nachweis des IlysE-Genproduktes in Coryne-
bacterium glutamicum (C) und im heterologen Wirt Escherichia coli (E). + und -
Zeichen geben die Anwesenheit des lysE-Gens auf den Plasmiden pEKEX2 (im
Fall von C. glutamicum) bzw. pSPORT (im Fall von E. coli) an. § markiert den
Molekulargewichtsstandard; die entsprechenden molekularen Massen der
Markerproteine sind auf der vertikalen Achse in kDa angegeben. Die 25 kDa
LysE- Antikdrper reaktive Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die
intensive  Reaktion -~ des = Markerproteins  Ovalbumin im  Molekular-
gewichtsstandard resultiert aus der Nutzung von Ovalbumin als Carrierprotein
fur das LysE-Antigen zur Antikérperproduktion.

gewicht)" bzw. 0,32 nmol min" (mg Zell-Trockengewicht)™'. Gleichzeitig wurde durch C.
glutamicum ATCC13032 pEKEx2lysE die sechsfache Menge L-Lysin im Vergleich zu C.
glutamicum ATCC13032 pEKEX2 ins Kulturmedium exkretiert. Dieses Ergebnis zeigt, daB
allein durch erhdhte Expression des Lysinexportcarrier-Gens die Lysinproduktion durch
den C. glutamicum Wildtyp méglich wird. Die Lysin-Exkretionsrate nach Uberexpression
von lyskE war nicht nur die héchste, die je im C. glutamicum Wildtyp auf Minimalmedium
erreicht wurde (Erdmann et al., 1993, Vrljic et al., 1995), sondern Ubertraf sogar die Lysin-
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Exkretionsrate des Lysin-Produktionsstammes MH20 (Schrumpf et al,1992). Dieser C.
glutamicum Stamm wurde durch ungerichtete Mutagenese und Selektion auf erhdhte

Lysinbildung isoliert und produziert Lysin wegen einer konstitutiv deregulierten

Aspartatkinase.
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Abb. 18: Steigerung der Lysinexkretion durch Uberexpression von lysE im Wildityp von
C. glutamicum. C. glutamicum ATCC13032 pEKEx2/ysE (®) und ATCC13032
pEKEx2 (O) wurden auf CGXII-Minimalmedium mit Zusatz von 1 mM IPTG und

5 mM L-Methionin kultiviert.

3.2 Der EinfluB von LysG auf den Lysinexport von C. glutamicum

Auf dem 2,4 kb BamHI-Fragment, das den Lysinexport-Defekt von C. glutamicum NA8
komplementiert, befindet sich neben lysk das offene Leseraster lysG. Das abgeleitete
Polypeptid LysG zeigt auf Primar- und Sekundérstruktur-Ebene Ahnlichkeiten zur Familie
der LysR-&hnlichen Transkriptionsregulatoren (LTTR) (Schell, 1993). Zusammen mit der
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flr Mitglieder der LTTR charakteristischen divergenten Genorganisation von fysE und
lysG machte dies einen EinfluB von LysG auf den Lysinexport von C. glutamicum
wahrscheinlich. Deshalb wurde die Deletionsmutante C. glutamicum ATCC13032 AlysEG
konstruiert, die es ermoglichen solite, die Effekte von lysE und lysG einzeln oder in

Kombination zu untersuchen.

Zunachst wurde ein 1,2 kb Stul-Mlul Fragment aus dem Plasmid pUC18lysEG2,4
entfernt, so daB von den Genen lysG und Jysk nur jeweils 184 bp bzw. 219 bp, die die
Carboxytermini der abgeleiteten Polypeptide kodieren, zurlckblieben (Abb. 19). Aus dem
resultierenden Vektor pUC18AlysEG wurden die chromosomalen Anteile des urspriinglich
2,4 kb BamHI Fragmentes als ein 838 bp BamHI-EcoRl Fragment isoliert, und dann in
den ebenfalls BamHI-EcoRl geschnittenen Vektor pK18mobsacB (Schéfer et al., 1994)
ligiert. In dem so konstruierten Integrationsplasmid pK18mobsacBAlysEG grenzten also
Fragmente von 268 bp bzw. von 570 bp, die im Genom durch 1200 bp voneinander
getrennt sind, direkt aneinander. Das Integrationsplasmid wurde nach E. coli S17-1
transformiert, und der resultierende Stamm S17-1 pK18mobsacBAlysEG zur Konjugation
mit C. glutamicum ATCC13032 eingesetzt. So wurden kanamycinresistente Trans-
konjuganten von C. glutamicum ATCC13032 erhalien, in denen das in C. glutamicum
nicht replikative Integrationsplasmid in einen der beiden die Deletion umgebenden
homologen DNA-Bereiche integriet war. Der besondere Vorteil des Plasmides
pK18mobsacB besteht in der Méglichkeit, auch auf das zweite Rekombinationsereignis,
also Verlust des Integrationsplasmides, positiv selektionieren zu kénnen. Das auf dem
Vektor pK18mobsacB vorhandene Gen sacB kodiert fUr das Enzym Levansucrase und
fuhrt zur Synthese von Levan aus Saccharose. Da Levan fur C. glutamicum toxisch ist,
kénnen nur C. glutamicum Zellen, die das Integrationsplasmid verloren haben, auf
Saccharose-haltigem Medium wachsen (Jager et al., 1992). Der gewlnschte Gen-
Austausch zwischen dem chromosomal kodierten IlysEG-Gencluster und dem
plasmidkodierten intern deletierten JysEG-Fragment erfolgt jedoch nicht bei jedem
Rekombinationereignis. Nur wenn die zweite Rekombination zwischen den DNA-
Regionen erfolgt, die nicht an der ersten Rekombination beteiligt waren, wird die zuvor
plasmidkodierte Deletion im Genom von C. glutamicum etabliert. Andernfalls wird die
genomische Situation des Wildtypes wieder hergestellt. Insgesamt wurden nach
Kultivierung der Integrationsmutante auf Antibiotika-freiem Vollmedium 73 Klone isoliert,

die Saccharose-resistent und Kanamycin-sensitiv waren, also den Vektor pK18mobsacB
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pUC18 \Bam Stu_ Miu Eco Bany
lysEG2,4 (_/ysG I_’ysE
5.1kb
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puctg  \ Bam(St) (Ml EcoBany

AlysEG a P
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Abb. 19: Schema zur Konstuktion der Deletionsmutante C. glutamicum ATCC13032
AlysEG. Dargestellt ist die Konstruktion und die Integration des Plasmides
pK18mobsacBAlysEG in das Genom von C. glutamicum ATCC13032. Ein
zweites Rekombinationsereignis flhrt zur Excision des Integrationsplasmides
aus dem Genom. Die Plasmid-kodierte Deletion wird nur dann im Genom von
C. glutamicum etabliert, wenn die zweite Rekombination nicht zwischen den
DNA-Regionen stattfindet, die an der ersten Rekombination beteiligt waren.
Bam, BamHl; Eco, EcoRl; Stu, Stul; Miu, Miul, Km', Kanamycin-Resistenz,
Km?®, Kanamycin-Sensitivitit, Suc’, Saccharose-Resistenz, Suc®, Saccharose-
Sensitivitat.
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wieder verloren hatten. Diese wurden im Lysin-Indikatorplattentest auf ihre Fahigkeit zur
Lysinexkretion untersucht. Zwoélf der getesteten Kione waren Lysinexkretions-negativ.
Eine Southern-Blot-Analyse mit drei dieser Lysinexkretions-negativen Klone bestéatigte die

chromosomale Deletion des internen lysEG-Fragmentes.

Die Deletionsmutante C. glutamicum ATCC13032 AlysEG und der C. glutamicum Wildtyp
ATCC13032 wurden mit dem Plasmid pZ1lysE transformiert. Dieses Plasmid tragt das
lysE-Gen zusammen mit 300 stromaufwérts von lysE lokalisierten Nukleotiden. Dadurch
blieben die potentielle /ysE-Ribosomenbindestelle, die DNA-Erkennungsregion fir LysG
(Schell, 1993) und der intergene Bereich von lysG und JysE vor dem lysE-Strukturgen
erhalten. Die Transkription von IlysE erfolgte ausgehend vom corynebakteriellen
Promotor. Zusétzlich wurden die Deletionsmutante C. glutamicum ATCC13032 AlysEG
und der Wildtyp C. glutamicum ATCC13032 mit dem Plasmid pZ1/lysEG2,4 transformiert.
Auf diesem Plasmid ist das 2,4 kb BamHI-Fragment mit lysE und lysG lokalisiert, das aus

dem Komplementationstest isoliert worden war.

Tab. 8: Ubersicht der konstruierten C. glutamicum Stdmme zur Analyse der Effekie

von LysG auf den Lysinexport.

C. glutamicum chromosomale Kopie  Plasmid-kodierte Plasmid-kodierte
von lysE und lysG Kopie von lysE Kopie von lysG

ATCC13032 AlysEG - - -

ATCC13032 AlyseG - + -
pZ1lysk

ATCC13032 AlysEG - + +
pZilyseG2,4

ATCC13032 pZ1 + - -
ATCC13032 pZ1lysE + + -

ATCC13032 + + +
pZ1lysEG2,4

Um zu prifen, ob sich die konstruierten C. glutamicum Stdmme (Tabelle 8) in ihrer

Fahigkeit zur Lysinexkretion unterschieden, wurden Kurzzeitfermentationen auf
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Methionin-haltigem Minimalmedium durchgeflihit (Abb. 20). Die Deletionsmutante C.
glutamicum ATCC13032 AlysEG exkretierte - ebenso wie es flir die lysE-Inaktivierungs-
mutante beobachtet worden war - kein Lysin ins Kulturmedium. Nach Transformation von
C. glutamicum ATCC13032 AlysEG mit dem Plasmid pZ1/ysE kam es zum Export von
Lysin, obwoh! ATCC13032 AlyseG pZ1lysE keine Kopie des lysG-Gens besitzt. Dieses
Experiment zeigte also, da3 JysG im Unterschied zu JlysE nicht essentiell fir den
Lysinexport von C. glutamicum ist. ATCC13032 AlysEG pZ1lyskE akkumulierte sogar (ber
200% mehr Lysin im Vergleich zum Wildtyp ATCC13032 pZ1 im Kulturmedium. Die Lysin-
Exkretionsrate von C. glutamicum ATCC13032 AlysEG pZ1lysE war mit 2,62 nmol min™
(mg Zell-Trockengewicht)”" ebenfalls um 250% erhdht im Vergleich zu der des Wildtyps

mit 0,73 nmol min™' (mg Zell-Trockengewicht)™.

Wurde dagegen zusétzlich zu lysE auch lysG im Deletionsstamm Uberexprimiert (C.
glutamicum ATCC13032 AlysEG pZ1lysEG2,4), so wurde dreimal weniger Lysin exkretiert
als im lysG-freien C. glutamicum Stamm ATCC13032 AlyseG pZilysk. Die Lysin-
Exkretionsrate war im Deletionsstamm nach gemeinsamer Uberexpression von lysE und
lysG um mehr als die Halfte reduziert im Vergleich zur Mutante ohne lysG (1,12 nmol
min" (mg Zell-Trockengewicht)" bzw. 2,62 nmol min™ (mg Zell-Trockengewicht)™).
Dieses Ergebnis deutet darauf hin, daB JysG bzw. das kodierte Polypeptid einen

negativen Effekt auf den Lysinexport besitzt.

Der Stamm C. glutamicum ATCC13032 pZ1lysE exkretierte L-Lysin in geringerem MafBe
als C. glutamicum ATCC13032 AlysEG pZ1lysE. Beide Stdmme unterschieden sich nur
darin, daf3 ATCC13032 pZ1lyskE eine chromosomal kodierte Kopie von lysG besitzt und
daher im Gegensatz zu ATCC13032 AlysEG pZ1lysE ein LysG-Polypeptid bilden kann.

Dieses Ergebnis bestatigte den negativen Effekt von JysG auf den Lysinexport. Weiterhin
zeigt der Vergleich dieser beiden Stdmme (ATCC13032 pZilysE bzw. ATCC13032

AlysEG pZ1lysE), daB der Effekt von lysG in trans vermittelt wird, d.h. der Phanotyp durch

das Protein selbst, und nicht durch den kodierenden DNA-Bereich verursacht wird.

Die Lysinkonzentrationen und Lysin-Exkretionsraten von C. glutamicum ATCC13032
AlyseG pZ1ilysEG2,4, C. glutamicum ATCC13032 pZ1ilyskE und C. glutamicum ATCC
13032 pZ1ilysEG2,4 waren vergleichbar. Da sich diese drei Stamme nur in der lysG-
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Kopienzahl unterschieden, zeigt dieses Ergebnis, daf3 zur Herabsetzung extrazellularer
Lysinkonzentrationen eine lysG-Kopie ausreichend ist, und eine erhdhte Kopienzahl von
lysG keine weitere Reduktion der Lysinkonzentrationen und Lysin-Exkretionsraten zur

Folge hat.

Lysin extern [mM]
>

o
o

Zeit [min]

Abb. 20: Der EinfluB von LysG auf den Lysinexport von C. glutamicum. Dargestellt sind
die extrazelluldren Lysinkonzentrationen in Abhéngigkeit von der Inkubations-
zeit fur die C. glutamicum Stdmme ATCC13032 AlysEG pZilyst (e),
ATCC13032 AlysEG pZilysEG2,4 (E), ATCC13032 pZilysE (QO) und
ATCC13032 pZ1lysEG2,4 ([1). Zum Vergleich sind auch die Deletionsmutante
C. glutamicum ATCC13032 AlysEG (@) und der C. glutamicum Wildtyp

ATCC13032 pZ1 (A) aufgefihrt.

Zusétzlich zur lysEG-Deletionsmutante C. glutamicum ATCC13032 AlysEG wurde auch
die lysG-Inaktivierungsmutante C. glutamicum ATCC13032 pEMlysG::pEMlysGim
konstruiert. Hierzu wurde ein 266 bp Stul-BstEll internes lysG-Fragment in den

Inaktivierungsvektor pEM1 ligiert. Nach Konjugation von E. coli S17-1 pEMIysGi mit C.
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glutamicum ATCC13032 wurden Kanamycin-resistente Transkonjuganten erhalten. Die
Uberpriifung von drei Transkonjuganten auf korrekte Integration des Vektors pEMIysGin
in die chromosomale Kopie des [ysG-Gens erfolgte unter der Nutzung der
Polymerasekettenreaktion (Saiki et al, 1985, 1988, Ehrlich, 1989). Die Analyse externer
Lysinkonzentrationen und der Lysin-Exkretionsrate ergab nur geringe Unterschiede zum
C. glutamicum Wildtyp ATCC13032 pJC1 (Abb. 21). Die Lysin-Exkretionsrate von C.
glutamicum ATCC13032 pEMlysG::pEMlysG;y betrug 0,6 nmol min” (mg Zell-
Trockengewicht)®, die des C. glutamicum Wildtyps 0,73 nmol min" (mg Zell-
Trockengewicht)'. Dies bestatigte die mit der lysEG-Deletionsmutante erhaltenen
Ergebnisse, nach denen lysG im Unterschied zu lysE nicht essentiell fir den Lysinexport
ist. Die Daten zur Uberexpression von lysE im lysEG-Deletionsstamm bzw. im C.
glutamicum Wildtyp zeigten einen negativen, in trans wirkenden Effekt von LysG auf den
Lysinexport. Durch Inaktivierung von lysG konnte jedoch Kkeine Steigerung des
Lysinexportes erreicht werden. Dies deutet die Existenz weiterer Elemente an, die einen

regulatorischen EinfluB auf den Lysinexport in C. glutamicum haben.
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Abb. 21: Lysinexkretion der lysG-Inaktivierungsmutante C. glutamicum ATCC13032
pEM/lysG::.pEMlysGi. Die Abbildung =zeigt die Lysinkonzentrationen in
Abhangigkeit von der Inkubationszeit vergleichend fiir die lysG-Inaktivierungs-
mutante (A) und den Wildtyp C. glutamicum ATCC13032 pJC1 (B). (@)

extrazellulares Lysin, (Q) intrazellulares Lysin
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3.3 Isolierung und Sequenzanalyse von lysE- und lysG-Allelen verschiedener

C. glutamicum Stamme

Zur Prifung der Hypothese, daB Lysin-Produktionsstimme Mutationen im Gen des
Lysinexportcarriers tragen (Broer et al, 1993), wurde das lysEG-Gencluster aus drei
verschiedenen Lysin-Produktionsstimmen isoliert. Zusatzlich wurde das Gencluster auch
aus dem C. glutamicum Wildtyp ATCC13032 isoliert und sequenziert, da bisher nur die
Sequenz des restriktionsdefekten Stammes R127 bestimmt wurde. Die Isolierung und
Sequenzierung des Genclusters aus dem Lysinexport-defekten Stamm C. glutamicum
NAS sollte die molekulare Erkiarung fiir den beobachteten Exportdefekt liefern.

Zur Klonierung von JysE und lysG mittels plasmid rescue wurde der bereits zur
Inaktivierung des lysG-Gens konstruierte Vektor pEMIysGi verwendet. Zuvor wurde
jedoch die in der multiplen Klonierungsstelle des Vektors vorhandene BamHI-Schnittstelle
entfernt. Hierdurch war es namlich méglich, das plasmid rescue unter Nutzung der
BamHI-Schnittstellen, die das 2,4 kb IlysEG-Fragment flankieren, durchzufiihren. Der
erhaltene Vektor pEM2lysG;,, wurde mittels Konjugation von E. coli S17-1pEM2lysGiy
nach C. glutamicum MH20-22B, DG52-5, DM346-1, ATCC13032 und NAS8 transferriert
(Abb. 22). Da pEM2JlysGi keinen Replikationsursprung fiir C. glutamicum iragt, wurde
durch das Kanamycin-haltige Konjugationsmedium auf die Integration des Vektors ins
Genom von C. glutamicum selektioniert. Aus drei parallelen Konjugationsansatzen
wurden pro C. glutamicum Stamm jeweils 10-100 Transkonjuganten erhalten. Aus je zwei
Transkonjuganten pro C. glutamicum Stamm wurde die chromosomale DNA isoliert, mit
dem Restriktionsenzym BamHI vollstdndig geschnitten, und dann religiert. Nach
Transformation von E. coli DH5a mit diesen Ligationsansdtzen wurden Kanamycin-
resistente Transformanden erhalten. Plasmidisolierungen aus diesen Transformanden
wurden mit den Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI Ubetprift. In allen Fallen wurden
die erwarteten Bandenmuster flr die aus dem Integrationsvektor pEM2JysGi, und dem
2,4 kb BamHI-Fragment bestehenden rekombinanten Plasmide festgestellt. Jeweils ein
rekombinantes Plasmid pro C. glutamicum Ausgangsstamm wurde dann zur

Sequenzierung des isolierten 2,4 kb BarmHI-Fragmentes eingesetzt.
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Abb. 22: Schema zur Isolierung von Allelen des lysEG-Genclusters mittels plasmid
rescue aus verschiedenen C. glutamicum Stdmmen. Dargestellt ist die
Integration von pEM2/ysGi, in das Genom von C. glutamicum Uber homologe
Rekombination und das anschlieBende plasmid rescue. Dazu wurde aus den
Kanamycin-resistenten Transkonjuganten die chromosomale DNA isoliert, mit
BamHI geschnitten und religiert. Mit diesen Ligationsansatzen wurde E. coli
DH5¢ transformiert. Aus den Kanamycin-resistenten E. coli Transformanden
konnten die rekombinanten Vektoren pEMIysEG2,4 isoliert werden. Km',
Kanamycin-Resistenz, lysGn, lysGc, orf3c, fur den amino- bzw. carboxy-
terminalen Bereich des abzuleitenden Polypeptides kodierende Sequenz.
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Die Nukleotidsequenz des lysEG-Genclusters von C. glutamicum ATCC13032 war
identisch zu der des restriktionsdefekten Stammes C. glutamicum R127. Fur C.
glutamicum NAS8, der als Lysinexport-defekter Stamm isoliert worden war, und der die
Klonierung des lysE-Gens mdglich gemacht hatte, zeigte sich ein einziger
Nukleotidaustausch zur Wildtyp-Sequenz. Hier fihrte die Mutation G'**—A™* in der
dritten Position des Codons TGG zur Bildung des Stoppcodons TGA, und damit zum
vorzeitigen Translationsende. In C. glutamicum NA8 wird also ein um 43 Aminoséuren

verkirztes, nur noch 193 Aminoséuren grofBes LysE-Polypeptid gebildet.

ATCC 13032 571580 GCAAGCCTGATCTGGTTCCCG  '8%.3°
AS 189 A S L I W F P

NA8 571580 GCAAGCCTGATCTGATTCCCG  '8%.3°
AS 189 A S L I - - -

Abb. 23: ldentifikation der Mutation im lysE-Gen von C. glutamicum NAS8, die zum

1594
zZU

Verlust der Lysinexkretion dieses Stammes flhrt. Transition des Guanins
Adenin'® in der dritten Position eines Tripletts fihrt zur Entstehung eines
Stopp-Codons und damit zur Bildung eines um 43 Aminoséuren verklrzten

LysE-Polypeptides.

Uberraschenderweise wurde fiir die Lysin-Produktionsstamme C. glutamicum MH20-22B,
DG52-5 und DM346-1 keine Mutation in den lysE-Allelen festgestellt. Nicht einmal
Nukleotidaustausche, die zu Kkonservierten Aminosaure-Austauschen flthren, waren
vorhanden. Dieses Ergebnis widerlegt also die bisherige Hypothese, nach der veranderte
pH- und Membranpotential-Abhéngigkeiten des Lysinexportes von Produktionsstimmen
auf mutierte lysE-Allele zurlckzufihren sind (Broer et al, 1993). Die weitere
Sequenzierung der 2,4 kb BamHI-Fragmente ergab, daB auch die lysG-Allele und die
intergenen Regionen zwischen lysE und lysG in den Produktionsstdmmen unveréndert zu
denen des C. glutamicum Wildtypes waren. Damit kénnen die veranderten Lysinexport-
Charakteristika der Produktionsstdmme auch nicht mit Mutationen des potentiellen

Lysinexport-Regulators LysG erklart werden. Bislang gibt es keine Hinweise auf eine
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verstéarkte Expression von Jysk in diesen Lysin-Produktionsstdmmen; eine verstarkte

LysE-Bildung kann aber auch nicht ausgeschlossen werden.

3.4 Die physiologische Funktion des Lysinexportcarriers LysE

Als Bodenbakterium muB C. glutamicum in der Lage sein, auf komplexen, in
Zusammensetzung und Konzentration variablen Medien zu wachsen, und z.B. im Boden
vorhandene Proteine bzw. deren Abbauprodukte als Nahrungsquelle zu nutzen. Solch
eine Nutzung setzt das Vorhandensein spezifischer Permeasen flr Oligo-, Tri- oder
Dipeptide voraus, wie sie flr E. coli (Higgins & Gibson, 1986) und L. /actis (Mierau et al.,
1994, Bosman et al., 1990; Nardi et al.,1991) bekannt sind und in letzter Zeit auch flr die
Bodenbakterien B. subtilis (Slack et al., 1993, 1995) und C. glutamicum (Erdmann et
al.,1993) nachgewiesen wurden. Nach Aufnahme der Peptide in die Zelle und zellinterner
Hydrolyse stehen die Aminosauren fir den anabolen Stoffwechsel oder zur katabolen
Verwertung zur Verfligung. Bei verschiedenen Mikroorganismen (Payne & Smith, 1994),
einschlieBlich C. glutamicum (Erdmann et al,1998), konnte auch ein Efflux von
Aminosduren nach Aufnahme von Peptiden beobachiet werden. Zur Untersuchung der
physiologischen Funktion des Lysinexportcarriers wurde gepruft, wie die
Deletionsmutante ATCC13032 AlysEG auf verschiedenen N&hrmedien wachst. BHI-
Komplexmedium wurde als ndhrstoffreiches Vollmedium verwendet. Das Medium CGXII
diente als definiertes Minimalmedium. Weiterhin wurde CGXIlI-Mineralsalzmedium mit
dem Dipeptid Lysyl-Alanin als Zusatz verwendet. Die Gabe von Lysyl-Alanin war deshalb
von besonderem Interesse, da es sich hier um eine Substanz handelt, von der nur eine
Komponente verstoffwechselt werden kann (Alanin). Fur die zweite Komponente, L-Lysin,
existieren in C. glutamicum keine Abbauwege (Nakayama, 1985). Als Kohlenstoffquelle
enthielten die CGXII-Minimalmedien 4 % Glukose. Wie aus der Abbildung 24 hervorgeht,
wuchs die Deletionsmutante C. glutamicum ATCC13032 AlysEG auf allen drei
Medientypen langsamer als der C. glutamicum Wildtyp. Dies konnte mit erhdhten
zellinternen Lysinkonzentrationen der Deletionsmutante korreliert werden. Wéhrend im C.
- glutamicum Wildtyp bis 50 mM L-Lysin intrazellular vorlagen, akkumulierte C. glutamicum

ATCC13032 AlyseG auf dem Komplexmedium und dem CGXIl-Minimalmedium etwa
200 mM - 300 mM L-Lysin.
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Zeit [h]

Abb. 24: Wachstum der Deletionsmutante C. glutamicum ATCC13032 AlyseG auf
verschiedenen Nahrmedien. Dargestellt ist ein Vergleich des Wachstums der
lysEG-Deletionsmutante mit dem Wachstum des C. glutamicum Wildtypes
ATCC13032. Geschlossene Symbole stehen fur den Deletionsstamm
ATCC13032 AlysEG, offene Symbole fir den Wildtyp ATCC13032. (€ ,A) BHI-
Komplexmedium, (®,0) CGXIIl-Minimalmedium, (I,D) CGXIli-Minimalmedium
mit Zusatz von 1 mM Dipeptid Lysyl-Alanin

Der groBte Unterschied zwischen C. glutamicum ATCC13032 AlysEG und C. glutamicum

ATCC13032 zeigte sich auf Lysyl-Alanin-haltigem Minimalmedium (Abb. 25). Wé&hrend
der Wildtyp mit einer Rate von 0,42 h™ wuchs, konnte die Deletionsmutante
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C. glutamicum ATCC13032 AlysEG auf diesem Medium Uberhaupt nicht wachsen. Dabei
war dieser Wachstumsverlust spezifisch fur das Dipeptid Lysyl-Alanin, da die lysEG-
Deletionsmutante auf Arginyl-Alanin (Spies, persdnliche Mitteilung) und auf Isoleucyi-
Alanin (Burkovski, persdnliche Mitteilung) wachsen konnte. Die Deletionsmutante und der
Wildtyp nahmen aber beide das Dipeptid Lysyl-Alanin im Verlauf der Kultivierung aus dem
Medium auf. Im Medium von C. glutamicum ATCC13032 war bereits nach einer Stunde
kein Nachweis von Lysyl-Alanin méglich. Im Medium des Deletionsstammes war die
Abnahme der Dipeptid-Konzentrationen langsamer. Erst nach 4,5 Stunden war kein
Lysyl-Alanin mehr nachweisbar. Der Wildtyp exkretierte bis zu 1,5 mM L-Lysin, wéhrend
fir den Deletionsstamm die externen Lysinkonzentrationen unter 0,5 mM lagen. Eine
Analyse der zellinternen Lysinkonzentrationen zeigte, warum der lysEG-Deletionsstamm
auf Medium mit Lysin-haltigem Dipeptid nicht wachsen konnte. Wéahrend die zellinternen
Lysinkonzentrationen im Wildtyp bei 20 mM bis 30 mM lagen, akkumulierte L-Lysin im
Deletionsstamm bis 1100 mM. Mit diesem Gradienten, der in der Deletionsmutante fur
externes und internes Lysin Uber die Cytoplasmamembran aufgebaut wurde, konnte die
Diffusionskonstante flir Lysin berechnet werden. Die Konstante k=1,9x1 0° min
verdeutlicht, daf3 eine Diffusion von Lysin (ber die Cytoplasmamembran vernachlassigbar
gering ist. Diese Ergebnisse sind so zu interpretieren, dal3 das Dipeptid Lysyl-Alanin
offenbar auch bei zellintern erhohten Lysinkonzentrationen weiter aufgenommen und

hydrolysiert wird. Dies hat im Deletionsstamm C. glutamicum ATCC13032 AlysEG mit

fehlendem Lysinexport .und ohne Méglichkeit zur katabolen Verwertung von L-Lysin
(Nakayama et al, 1985) eine massive Akkumulation von Lysin zur Folge. Fur die
Aminosédure Alanin wurden dagegen vergleichbare Werte flir den Wildtyp und die
Deletionsmutante um 50 mM zellintern und 0,2 mM extern nachgewiesen. Alanin wurde
also durch beide C. glutamicum Stamme sowohl katabol verwertet als auch exkretiert.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daB die Existenz eines funktionierenden
Exportcarriers flir Aminoséuren, die nicht zu verstoffwechseln sind, essentiell fiir das
Wachstum im natlirlichen Habitat ist. Vor allen Dingen scheint dies bei Wachstum auf

peptidhaltigem Medium zu gelten, wenn auf der Stufe des Importes keine Selektion auf

bestimmte Peptidsorten méglich ist.




74 Ergebnisse

15.0 - [ 1500

1254 - 1250
=
B E
8 | | &
80 10.0 1000 2
5] sl
c o
S 75 - 750 S
@ =
2 2
E X
5 5.0 500 2
o )
e @
2.5 1 e - oononoeooee . | 250 ™

-
O . Q ? T ? T © T Q- 0
0 1 2 3 4 5 6
Zeit [h]

Abb. 25: EinfluB des Dipeptides Lysyl-Alanin auf das Wachstum und die zellinterne
Lysinakkumulation von Corynebacterium glutamicum ATCC13032 AlysEG.
Dargestellt ist ein Vergleich von Wachstum (8,0) und zellinternen
Lysinkonzentrationen (®,0) fur die Deletionsmutante ATCC13032 AlysEG
(geschlossene Symbole) und den Wildtyp C. glutamicum ATCC13032 (offene
Symbole) auf CGXI!l-Minimalmedium mit 4 % Glukose als Kohlenstoffquelle
und dem Zusatz von 1 mM Dipeptid Lysyl-Alanin.
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IV. Diskussion

1. Die Isolierung des Gens fiir den Lysinexportcarrier von C. glutamicum

Far das Ziel, das Gen fir den Lysinexportcarrier von C. glutamicum zu isolieren, war der
entdeckte Methionineffekt grundlegend. Damit wurde ein biologisches System etabliert,
um die Lysinexkretion durch den Wildtyp von C. glutamicum zu erreichen. Der Zusatz von
L-Methionin ins Medium hat eine herabgesetzte Homoserindehydrogenase-Aktivitat und
eine zellinterne Threoninlimitation zur Folge. Dies fuhrt zur Verringerung bzw. Aufhebung
der Hemmung der Aspartatkinase (Cremer et al, 1988) und damit zur erhohten
Lysinbildung. Ein zweiter Effekt besteht auf der Ebene Aspartatsemialdehyd-umsetzender
Reaktionen. Die Methionin-bedingte Repression der Homoserindehydrogenase (Follettie
et al., 1988) flhrt zu einer verstarkten Bildung von Dihydrodipicolinat aus Aspartatsemi-
aldehyd durch die Dihydrodipicolinatsynthase. Hierdurch wird eine weitere Steigerung der
Lysinbildung erreicht (Cremer et al, 1988). Die verstéarkte Lysinbildung in Threonin-
limitierten Zellen von C. glutamicum ist bekannt (Shiio & Sano, 1969). Allerdings wurden
damals Threonin-auxotrophe Mutanten von C. glufamicum zur Lysinproduktion
verwendet. Das Besondere des Methionineffekies ist es, reversibel Veranderungen der
zellinternen Threoninkonzentrationen und damit der Lysinbildung im Wildtyp von C.
glutamicum erreichen zu kbénnen. Dies ermdglichte es, bei Methioninzusatz
mutagenisierte Klone des restriktionsdefekten Stammes C. glutamicum R127 auf Verlust
der Lysinexkretion zu prifen. Durch Kultivierung unter nicht-induzierten Bedingungen
(ohne Methioninzusatz) wurde eine mégliche toxische Akkumulation von L-Lysin in einem
exkretorisch defekten Stamm vermieden. Mit diesem System gelang die Isolierung der
Lysinexport-defekten Mutante C. glutamicum NA8. Dieser Stamm exkretiert kein L-Lysin
mehr, akkumuliert aber zellintern bis 150 mM L-Lysin. Der carriervermittelte Export von
Isoleucin und Gilutamat (Kramer, 1994 b) ist in C. glutamicum NA8 vergleichbar zum
Ausgangsstamm, was die Spezifitit des Exporidefektes belegt. Die unveridnderte
Lysinaufnahme von C. glutamicum NA8 lieferte dariiber hinaus einen genetischen Beweis
fur die separate Existenz von Lysinaufnahme- und Lysinexportcarrier in Corynebacterium
- glutamicum. Umgekehrt konnten Seep-Feldhaus ef al. (1991) zeigen, daf3 der Lysinexport

in einem Stamm mit deregulierter Aspartatkinase und inaktivem Lysinaufnahme-Carrier

unverandert ist.
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Die Kopienzah| des Klonierungsvektors kann eine kritische GroBe zur Klonierung von
Genen fur Membranproteine darstellen. Denn eine erhohte Zahl von Transportern und
deren unkontrollierter Einbau in die Membran kénnen das Membranpotential beeinflussen
und wichtige Transportvorgénge stdren (Eckert & Beck, 1989). Daher wurden zur
homologen Komplementation Genbéanke mit zwei Vektoren, die sich in ihrer Kopienzah!
unterschieden (5 bzw. 50 Kopien / Zelle), direkt in C. glutamicum NA8 aufgebaut. Die
Klonierung des Lysinexportcarrier-Gens gelang mit dem Vektor pJC1, der mit ca. 50
Kopien / Zelle repliziert (Cremér et al., 1990). In C.glutamicum liegt das Gen flr den
Lysinexportcarrier benachbart zu einem Gen fir ein Regulatorprotein, unter dessen
Kontrolle es sich befindet. Die vermutlich negative Kontrolle der Expression des Exporter-
Gens durch diesen Regulator (vgl. 4.3) scheint eine gemeinsame Klonierung von Exporter
und Regulator gefoérdert zu haben. Anzeichen hierfir ist, da3 beide aus dem
Komplementationstest isolierten Plasmide sowohl lysE als auch lysG tragen, obwohl
mehrere Restriktionsschnittstellen zwischen lyskE und lysG theoretisch auch zur separaten

Klonierung beider Gene hétten flihren kénnen.

2. Der Lysinexportcarrier LysE

Biochemisch konnte der Export der Aminosédure Lysin durch C. glutamicum als ein
sekundéarer Transportmechanismus charakterisiert werden (Broer & Kramer, 1991 b).
Entsprechend wurde auf dem komplementierenden DNA-Fragment ein Gen erwartet,
dessen abgeleitetes Polypeptid Ahnlichkeit zu sekundiren Aminosaure-Aufnahme-
Carriern oder zu sekundaren Exportern toxischer Substanzen zeigt. Vertreter der APC-
Familie (amino acids, polyamines, cholines, Saier, 1994), die die Aufnahme von
Aminoséauren, Polyaminen und Cholinen katalysieren, dhneln strukturell Vertretern der
MFS-Familie (major facilitator superfamily, Marger & Saier, 1993), die z.B. den Efflux von
Tetracyclin (TetA, Aldema et al., 1996) vermittein. Beide Carrier-Familien besitzen eine
durchschnittliche GréRBe von 500 Aminosduren und haben die Fahigkeit, zwolf
transmembrane Helices mit einer deutlich hydrophilen Loop-Region zwischen der 6. und
7. Helix auszubilden. Die sogenannte Smr-Familie (staphylococcal multidrug resistance,
Nikaido, 1994) stellt die zweite Gruppe sekundarer Exporter toxischer Substanzen dar.
Namengebender Vertreter dieser Familie ist das Polypeptid Smr (QacC) aus
Staphylococcus aureus (Paulsen et al., 1995), das mit einer Lange von 107 Aminoséuren
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nur vier potentielle transmembrane Helices bildet, und den Export von quartaren
Ammoniumverbindungen und Farbstoffen vermittelt. Uberraschenderweise besitzt jedoch
das abgeleitete Polypeptid des in dieser Arbeit kionierten lysE-Gens weder auf
molekularer noch auf struktureller Ebene Ahnlichkeit zu den genannten Transportern. Mit
nur 236 Aminosauren ist LysE ein kleines Polypeptid, das stark hydrophob ist und sechs
potentielle transmembrane Helices ausbildet. Nach GréBe des Polypeptides und Anzahl
der Helices ist LysE den mitochondrialen Carriern mit einer durchschnittlichen Grof3e von
300 Aminosauren und sechs transmembranen Helices (mitochondrial carrier family, Kuan
& Saier, 1993) oder den major intrinsic proteins (MIP-Familie, Saier, 1994) &hnlicher.
Bekannter prokaryotischer Vertreter der letzten Gruppe ist der Glycerin-Diffusions-
Facilitator (GIpF) aus E.coli, der aus 281 Aminosauren besteht und ebenfalls sechs

potentielle hydrophobe o-Helices bildet (Weissenborn et al., 1992). Unterschiede finden

sich in den Transportmechanismen, mit denen die Carrierproteine der MIP- und MCF-
Familie ihre Substrate Uber die Membran bewegen. Wahrend GipF die erleichterte
Diffusion von Glycerin und damit einen Liganden-spezifischen UniportprozeB ermdglicht,
arbeiten mitochondriale Transportproteine wie der Aspartat-Glutamat-Carrier aus
Rinderherzmitochondrien als typische Antiporter (Dierks et al., 1990 a, b). Allerdings kann
der Transporimechanismus des Aspartai-Glutamat-Carriers  durch  chemische
Modifikation mit sulfhydrierenden Substanzen auch in einen Kanal-dhnlichen Uniport
Uberflihrt werden (Dierks et al., 1990 a, b). Auch flr einen Substrat:H*-Symporter wie die
B-Galactosid-Permease aus E.coli (LacY) konnte gezeigt werden, daB ein Aminoséure-
Austausch zu einem Kanal-dhnlichen Uniportprozef flihren kann (Nikaido & Saier, 1992).
Daher ist eine Ahnlichkeit des Lysinexporters als Lysin:OH-Symporter zu MIP- oder MCF-
Mitgliedern prinzipiell denkbar. Es finden sich jedoch auf Primarstrukturebene weder
Identitaten von LysE zu diesen Transportproteinen noch zu anderen Proteinen bekannter
Funktion. Intensive Vergleiche verschiedener Segmente von LysE ergaben zudem
keinerlei intramolekulare Homologien, wie es z.B. flr die mitochondriale Carrierfamilie mit
der Triplikation einer Zweierhelix oder fur die MIP-Familie mit der Duplikation einer
Dreierhelix gezeigt werden konnte (Reizer et al., 1991, Kuan & Saier, 1993). Damit kann
auch nicht auf eine analoge evolutionédre Vorgeschichte von LysE zu Transportproteinen
mit sechs transmembranen Helices geschlossen werden. Bisher ist mit YGGA_ECOLI
. (Alefounder & Perham, 1989) nur ein einziges Polypeptid bekannt, das auf
Sequenzebene Ahnlichkeiten zu LysE aus C.glutamicum zeigt. Die Funktion dieses
Polypeptides ist noch unbekannt. Somit lassen die Besonderheiten von LysE in Bezug auf
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seine Primar- und Sekundarstruktur vermuten, daf3 es sich hier um den ersten Vertreter

einer neuen Translokatorfamilie handelt.

Mit dem Sekundarstrukturvorhersage-Programm PHD.htm Neuronal Net (Rost et al.,
1995) wurde die mogliche Position und Ausdehnung der sechs potentiellen
transmembranen Segmente von LysE ermittelt. Auffallig sind die sehr kurzen Amino- und
Carboxytermini des LysE-Polypeptides und ein groBer hydrophiler Loop, der von
Aminosdure 94 bis zur Aminosdure 145 reicht, und somit 20% des gesamten

Polypeptides ausmacht.

auf3en m
NH, COOH

Abb. 26: Hypothetisches Modell fur die Topologie des Lysinexportcarriers LysE
entsprechend dem Sekundérstrukiurvorhersage-Programm Phd.htm Neuronal
Net (Rost et al., 1995). Ladungen der Aminosaure-Seitenketten sind mit + oder
mit - markiert. Grau unterlegt sind geladene Aminosauren, die identisch sind
zum einzigen, zu LysE &hnlichen Polypeptid YGGA_ECOLI bzw. konservierte

Aminoséaure-Austausche darstellen.
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Ein anderes Struktuirvorhersage-Programm, TMP von Persson & Argos (1994), spaltete
die in der Abbildung 26 als vierte Helix vorhergesagte Region mit angrenzenden
Bereichen in zwei Helices auf, so daf3 sieben potentielle transmembrane Bereiche
vorlagen. Die Anordnung dieser sieben a-Helices ist jedoch nicht in Ubereinstimmung zur
Innen-Positiv-Regel nach Gunnar von Heijne (1992) mdglich. Auch Vorhersagen flexibler
Proteinregionen (Brooks et al., 1985) und unpolarer a-Helices (Engelmann et al., 1986)
favorisieren das Sechs-Helix-Modell. Die mit dem Programm PHD.htm vorhergesagten
sechs o-Helices von LysE sind zudem in vélliger Ubereinstimmung zur Innen-Positiv-
Regel anzuordnen, wenn Amino- und Carboxyterminus extrazellular, und der hydrophile
Loop cytoplasmatisch lokalisiert sind. Obwohl diese Carriertopologie natirlich noch
experimentell Uberprift werden mu3, weist dieses hypothetische Modell Merkmale auf,
die mit der Funktion in Einklang zu bringen sind. Denkbar wére eine Interaktion der zwei
negativen Nettoladungen der hydrophilen Loop-Region mit den positiven Ladungen eines
Lysinmoleklls. Auch ware die Anordnung der hydrophilen Loop-Region als Membran-
integrale Struktur méglich, so daB innerhalb einer hydrophoben Carrier-Umgebung eine
kationische Pore gebildet wird. Ein solches Modell konnte flr den mitochondrialen
ADP/ATP-Carrier experimentell belegt werden, und es konnte sogar eine Korrelation
zwischen Transportfunktion und Lokalisation der Loop-Region gezeigt werden (Majima et
al., 1995). Interessanterweise ist diese 52 Aminoséauren grof3e, hydrophile Loop-Region in
dem einzigen zu LysE &hnlichen Polypeptid - YGGA_ECOLI - nicht vorhanden, sondern

lediglich eine mit 13 Aminoséuren viel kiirzere hydrophile Region.

Aus der Lysinexport-defekten Mutante C. glutamicum NA8 wurde mittels plasmid rescue
das lysE-Gen isoliert. Die Sequenzanalyse ergab, daB nur ein Nukleotidaustausch zur
lysE-Sequenz des Ausgangsstammes C. glutamicum R127 vorhanden war. Hierdurch
wurde das Tryptophan-kodierende Triplett TGG an Position 578 des lysE-Gens (Position
1594 des lysEG-Genclusters) in das Stoppcodon TGA UGberfiihrt. Die Folge dieses
Nukleotidaustausches ist das vorzeitige Translationsende und die Bildung eines mit nur
noch 193 Aminoséuren um 43 Aminosauren verkirzten, inaktiven Carrierproteins. Dieses
Ergebnis bestatigt die biochemische und physiologische Charakterisierung von C.
glutamium NA8 auf molekularer Ebene. Es ist zudem eine Erklarung, wie ein einzelner
" Nukleotidaustausch in einem Carrier-Allel zur vollstandigen Inaktivierung des Proteins
fihren kann. In E. coli wurden bei der Suche nach essentiellen Aminosauren fiir die

Carrieraktivitat 300 der 417 Aminosaure-Reste von JacY durch Cystein ausgetauscht.
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Interessanterweise zeigien mehr als 95% aller Mutanten noch B-Galactosid-Aufnahme
(Kaback et al., 1994). Insgesamt konnten aus diesen und weiteren Experimenten nur drei
Aminoséuren identifiziert werden, die wichtig fur die Transportaktivitdt von LacY sind
(Kaback et al., 1994). Hieraus wurde abgeleitet, daf3 individuelle Aminos&ure-Austausche
keine globalen Konformationswechsel von Cartierproteinen zur Folge haben (Kaback,
1994). Interessant wird es sein zu prifen, ob das verklrzte LysE-Protein von
C.glutamicum NA8 noch in die Membran integrieren kann. Sequentielle Verklrzungen
von LacY ergaben, daf3 Deletionen in der Transmembranhelix Xll zu einem vollstédndigen
Verlust der Transportaktivitdt fihren. Weitere Arbeiten deuten darauf hin, daB nicht der
Carboxyterminus, sondern der letzte "turn“ der Transmembranhelix XII wichtig fir eine
stabile Integration von LacY in die Membran ist (McKenna et al., 1991, 1992, Kaback et
al., 1994). Dem verkurzten LysE-Derivat von C. glutamicum NA8 fehlen die letzten beiden
Transmembrandurchgange (Abb. 26). Damit bietet dieses verklrzte Derivat von LysE
eine erste Maglichkeit zu prufen, ob auch fir LysE die terminale Helix zur Integration in

die Membran notwendig ist.

3. Der Regulaior des Lysinexportes, LysG

Benachbart zu lysE liegt das Gen lysG (governing L-lysine export), dessen abzuleitendes
Polypeptid alle typischen Eigenschaften eines prokaryotischen Transkriptionsregulators
der LTTR-Familie (LysR-type franscriptional regulators) besitzt (Schell, 1993). Neben
hohen Sequenzahnlichkeiten zu IciA, einem Mitglied der LTTR-Familie, zeichnet sich
LysG vor allem durch ein aminoterminales Helix-Turn-Helix Motiv als potentielles DNA-
Bindungsprotein aus. Stromaufwérts vom LysE-Translationsstart befindet sich die partiell
palindromische Region CTGAN,;TCAG (-72 bp— -58 bp), die als typische Erkennungs-
sequenz zur Bindung eines LysR-ahnlichen Regulators dienen kann. AuBerdem werden
die beiden Gene lysE und lysG divergent transkribiert, was ebenfalls charakteristisch fir
die meisten Mitglieder der LTTR-Familie ist (Schell, 1993). Diese stetig wachsende
Gruppe zumeist negativ autoregulativer, positiver Transkriptionsregulatoren kontrolliert
Zielgene, deren Proteine unterschiedlichste Funktionen besitzen. So werden Gene, die
Proteine zum Aromaten-Abbau (Neidle et al., 1989, Romero-Arroyo et al., 1995) kodieren,
ebenso durch LysR-&hnliche Regulatoren kontrolliert wie Gene fir Aminoséure-
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biosynthese-Enzyme (Stragier et al., 1983b). Bisher existiert mit nhaA aus E. coli (friher:
ant), einem Gen flr einen Na*/H'-Antiporter, jedoch erst ein einziges Beispiel, wo ein
Translokator-Gen durch einen LysR-ahnlichen Regulator (NhaR, friher: AntO) kontrolliert
wird (Rahav-Manor et al., 1992, Carmel et al., 1994). Ein weiteres Charakteristikum der
LysR-&hnlichen Regulatoren ist ihre Wirkungsweise in  Abhéngigkeit von
Induktormolekilen. Fur NhaR, den Regulator des Natrium-Protonen-Antiporters NhaA
aus E. coli, ist Natrium der Induktor (Carmel et al., 1994). Auch bei einer anderen Gruppe
von Transkriptionsregulatoren, die wie MerR Schwermetall-detoxifizierende Systeme
kontrollieren, stellt die zu transportierende Substanz gleichzeitig das Induktormolekul dar
(Summers, 1992). Entsprechend kdnnte Lysin das Effektormolekdl fir LysG darstellen.
Dies wilrde eine Exkretion von Lysin nur nach zellinterner Lysinakkumulation
gewdbhrleisten. Weniger sinnvoll wére beispielsweise Diaminopimelat, der unmittelbare
Vorlaufer des Lysins in der Biosynthese, als Effektormolekil fir LysG. Dies kénnte zu
einem verstédrkten Lysinexport flhren, obwoh! intrazelluldres Lysin nicht akkumuliert
vorliegt. Tatséchlich konnte eine zweifache Steigerung der Lysinexport-Aktivitat in C.
glutamicum mit erhéhten cytosolischen Lysinkonzentrationen korreliert werden, wobei

allerdings auch die Konzentrationen anderer Aminoséduren verandert waren (Erdmann et

al., 1993).

Zur Analyse der Wirkungsweise von LysG auf den Lysinexport in Corynebacterium
glutamicum wurden Defektmutanten von JlysG und lyskE konstruiert, und auch die
Uberexpression von lyskE einzeln oder in Kombination mit lysG untersucht. Hierbei zeigte
sich, daB die Lysinexkretion von C. glutamicum auch ohne funktionstiichtiges LysG-
Protein mdglich war. LysG ist also im Unterschied zu LysE nicht essentiell flir den
Lysinexport von C. glutamicum. Die Anwesenheit einer Kopie des lysG-Gens war
ausreichend, um die nach Uberexpression von lysE erreichte Steigerung der Lysin-
Exkretionsrate abzusenken. Die Verminderung der Lysin-Exkretionsrate war unabhangig
davon, ob die Genkopie chromosomal oder Plasmid-kodiert vorlag. Dies zeigt, daf3 der
Phéanotyp durch das von lysG kodierte Protein, und nicht durch den kodierenden DNA-
Bereich verursacht wird. Hieraus kann, unter Berlicksichtigung der sich aus den
Sequenzinformationen abzuleitenden Daten, gefolgert werden, daf3 LysG ein negativer
Transkriptionsregulator von LysE ist. Andere Beispiele aus der LTTR-Familie, die negativ
auf ihre Zielgene wirken, sind AmpR (Lindberg et al., 1985) und IciA (Thény et al., 1991).
In Abwesenheit von B-Lactamen wirkt AmpR, der Transkriptionsregulator der B3-
Lactamase (AmpC) aus Citrobacter freundii, als trans-wirkender Repressor. Die
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Anwesenheit von B-Lactamen ist mit einer Steigerung der Expression von ampC durch
AmpR verbunden (Lindberg et al., 1985, Bartowsky & Normark, 1993). IciA ist als
negativer Regulator der Initiation der Chromosomen-Replikation in vitro beschrieben
(Thény et al., 1991). Hier verhindert die Bindung von IciA an die 13mer Region des E. coli
eigenen oriC-Locus die Initiation der Replikation (Hwang & Kornberg, 1990). Zuséatzlich
wirkt IciA auch aktivierend auf die Transkription von dnaA (Lee et al, 1996). Weitere
Beispiele, allerdings nicht von Mitgliedern der LTTR-Familie, stellen die in
Enterobacteriaceae vorhandenen Tetracyclin-Efflux-Systeme TetA-TetR (Hillen & Berens,
1994) und der AcrR-AcrAB abhéangige Efflux lipophiler Inhibitoren in E.coli dar (Ma et al.,
1995). Hierbei handelt es sich sogar um Systeme, bei denen die Expression eines Export-
Translokators negativ durch das Regulatorprotein kontrolliert wird (Hillen & Berens, 1994,
Ma et al., 1996). Zudem liegt mit der divergenten Transkription des Regulator-Gens vom

Translokator-Gen eine genetische Organisation vor, wie sie auch fur LysG und LysE

Zutrifft.

Entgegen den Erwartungen fihrte die Gen-gerichtete Disruption von lysG nicht zu einer
Steigerung der Lysin-Exkretionsrate. Im  lysG-Inaktivierungsstamm ATCC13032
lysG::pEMlysGiy lagen vergleichbare Lysin-Exkretionsraten zum C. glutamicum Wildiyp
vor. Dies deutet auf einen zusatzlichen Regulationsmechanismus der lysE-Expression
hin. Eine Moglichkeit ware eine Regulation in cis durch die Uberlappenden Transkripte
von lysE und orf3. Interessanterweise tberlappen namlich die letzten drei Nukleotide des
stromabwarts von lyskE gelegenen orf3 (=kv37) mit den endsténdigen Nukleotiden von
lysE, und es lassen sich, aufgrund der konvergenten Orientierung von kvf37 und lysE,
potentielle Bereiche zur Initiation der Transkriptions-Termination im jeweils anderen
Transkript identifizieren. Diese 3 -Uberlappenden Transkripte kénnten eine regulatorische
Funktion auf die Synthese von LysE - und KvB1 - ausiiben. Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen aus lysG-lnaktivierung und alleiniger Uberexpression von [fysE im
Deletionsstamm wiirde diese zweite regulatorische Komponente von lysk nur in cis ihre
Wirkung zeigen. Eine solche Gberlappende Genanordnung ist mit Ausnahme viraler Gene
eher ungewohnlich. Sie wird als eine Form der Genregulation diskutiert, die nicht auf
Promotorstrukturen oder Regulatoren, sondern auf der benachbarten Lage zweier Gene
beruht (Normark et al, 1983). Der Regulationsmechanismus solcher (iberlappenden
Transkripte erfolgt Uber die Zusammenlagerung der Transkripte zu RNA-Doppelstréangen,
die fur RNAsen sensitiver als einzelstrangige RNA-Molekile sind und somit verstarkt
abgebaut werden (Hildebrandt & Nellen, 1992, Bonnelye & Laudet, 1994). Auch in E. coli
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existiert mit acrAB ein Export-Translokator, der ohne funktionelles AcrR-Regulatorprotein

exprimiert wird, und fir den AcrR nicht der einzige Regulator ist (Ma et al., 1996).

Aus den bisherigen Ergebnissen zur Wirkung von lysG auf den Lysinexport und unter
Beriicksichtigung regulatorischer Beispiele anderer, hier diskutierter Translokations-
prozesse wird folgende Arbeitshypothese flir den Export der Aminosdure Lysin und
dessen Regulation in C. glutamicum aufgestellt (Abb. 27). Der Lysinexportregulator LysG
bindet an eine Operatorstruktur, die im intergenen Bereich zwischen lysG und lysk
lokalisiert ist. Dadurch wird die Transkription von /ysE unterbunden und Lysin wird nicht
exkretiert. Das die Bindung von LysG an den Operator auch die eigene Transkription
verhindert, LysG also einer Autoregulation unterliegt, kann nicht ausgeschiossen werden.
Die Bindung von Lysin an LysG wirkt als Signal zur Transkriptionsinduktion des
Lysinexporter-Gens. Durch die Bildung des LysG-Lysin-Komplexes kommt es zu einer
Konformationsénderung und damit zu einer herabgesetzten Affinitdt des Komplexes zum
Operator. Aufgrund der herabgesetzten Bindungswahrscheinlichkeit des LysG-Lysin-
Komplexes am Operator kann die Transkription von lysk, und auch von lysG, erfolgen.
Ob die Uuberlappenden Transkripte von JysE und kvB1 einen zuséatzlichen
Regulationsmechanismus darstellen, bleibt unklar. Mehrere Versuche zur Inaktivierung
von kv371 in C.glutamicum waren nicht erfolgreich. Dies kénnie eine essentielle Funktion
von Kv31 unter den Versuchsbedingungen andeuten. Zukiinftig wird die exakte Wirkung
von lysG auf die JysE-Expression mit lysE-lacZ-Fusionen in einer genomischen
Umgebung unabhéngig vom kv31-Transkript untersucht werden. Damit wird auch
Auskunft darGber zu erhalten sein, ob das kv37-Transkript die Expression von LysG

beeinfluf3t.
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1. negative Kontrolle durch LysG

lysG lysE
2. Substratinduktion durch Lysin

RNA-Polymerase

Abb. 27: Hypothese zur LysG-vermittelten Regulation des Lysinexportes von
C. glutamicum. Die Bindung von LysG an eine Operatorstrukiur im intergenen
Bereich von lysE und lysG verhindert die Transkription. Lysin wirkt als Induktor,
bindet an LysG und setzt die Bindungswahrscheinlichkeit des LysG-Lysin-
Komplexes zum Operator herab. Die RNA-Polymerase kann an den DNA-

Doppelstrang binden, und die Transkription von [ysE und lysG initiieren.
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4. Die physiologische Funktiion des Lysinexportcarriers LysE

Aus Lysin-Produktionsstdmmen, die durch ungerichtete Mutagenesen und Selektion auf
erhéhte Lysin-Produktivitdt erhalten worden waren, wurden die lysE-Allele isoliert und
sequenziert. Dabei ergab sich liberraschenderweise, daf3 die Nukleotidabfolgen der drei
sequenzierten Exportcarrier-Allele unverdndert zum Wildtyp-Gen waren. Dies widerlegt
die bisherige Hypothese, daB veranderte pH- und Membranpotential-Abhangigkeiten des
Lysinexportes in Produktionsstdmmen auf Mutationen im Carrierallel zurlickzufiihren sind
(Broer et al.,, 1993). Neben JysE war auch die Sequenz von Allelen des Lysinexport-
regulators in den Lysin-Produktionsstdmmen unveréndert. Dies deutet an, daB weitere
Faktoren einen Einflu3 auf den Lysinexport besitzen. Denkbar ist eine Mutation in einer
weiteren regulatorischen Komponente des Lysinexportes neben LysG. Im Einklang
hiermit stehen biochemische Untersuchungen zum Lysinexport durch den Lysin-
Produktionsstamm MH20-22B (Erdmann et al. 1995). Diese lassen auch eine veranderte
allosterische Regulation von LysE als Ursache flir eine erhéhte Lysin-Exkretionsaktivitat

im Produktionsstamm C. glutamicum MH20-22B méglich erscheinen.

Ein weiterer Fakior, der einen EinfluB3 auf die Akiivitdt von Carriermolekilen hai, ist die
Lipidzusammenseizung der Membran (Chen & Wilson, 1984, Carruthers & Melchior,
1986, Uratani et al., 1987). Eine veranderte Lipidumgebung des LysE-Carriers kdnnte
auch zu verdnderten Transporteigenschaften fuhren. Unterstitzt wird diese These durch
die Isolierung einer C. glutamicum Mutante, die kein Lysin exkretiert, aber zusatzlich eine
erhohte Biotin-Bediirftigkeit besitzt (unveréffentlichte Daten). In C. glutamicum existieren
nur zwei Biotin-abhangige Enzyme, die Pyruvatcarboxylase (Peters-Wendisch, 1996) und
die Acyl-CoA-Carboxylase (Jager et al.,1996). Fur die an der Fetts&uresynthese beteiligte
Acyl-CoA-Carboxylase wird eine wichtige Funktion bei der Carrier-vermittelten
Glutamatexkretion in Corynebacterium glutamicum diskutiert (Kramer, 1994 a). Zudem
wurde das Gen flr die Acyl-CoA-Carboxylase von C. glutamicum im Zusammenhang mit
verandertem Lysinexport gefunden (Jager, personliche Mitteilung). Zukulnftig muf3 also

geprift werden, ob auch der Carrier-vermittelte Lysinexport Einflissen des

Membranzustandes unterliegt.

Die Deletion von Lysinexportcarrier und Lysinexportregulator im C. glutamicum Wildtyp
fihrte zu einem enormen Konzentrationsgradienten von Lysin Uber die




86 Diskussion

Cytoplasmamembran. Mit der Deletionsmutante C. glutamicum ATCC13032 AlyseG
wurde eine Diffusionskonstante fiir Lysin von k= 1,9 x 10° min™ ermittelt. Dieser Wert
zeigt, daf3 die Diffusion als TransportprozeB fir Lysin im Unterschied zur Diffusion
aromatischer Aminosduren wie Phenylalanin (k=0,45 min™, Kramer et al, 1994)
vernachlassigbar ist. Zudem betont dies die besondere Bedeutung des
Lysinexportcarriers flr die biotechnologische Lysinproduktion (Abb. 28). Die IPTG-
induzierte Expression von lysE flihrte zu einer zehnfach erhéhten Lysin-Exkretionsrate im
Vergleich zum Wildtyp. Mit 3,76 nmol min"' (mg Zell-Trockengewicht)' war diese
Exkretionsrate sogar hoher als die des Lysin-Produktionsstammes MH20 (3 nmol min™
(mg Zell-Trockengewicht)™) (Schrumpf et al., 1992), der Lysin wegen einer konstitutiv
deregulierten Aspartatkinase produziert. Das bedeutet, daB neben lysC™" (Kalinowski et
al., 1991) und dapA (Cremer et al., 1991, Eggeling, 1996) nun mit lysE ein drittes Zielgen
zur Verfiigung steht, dessen Uberexpression eine verstérkte Lysinproduktion zur Folge
hat. Im Unterschied zu LysC™" und DapA, die die intrazellularen Lysinkonzentrationen
durch verstarkte Lysinbiosynthese erhdhen kénnen (Cremer et al., 1991, Eggeling, 1996),
wirkt LysE (ber verstérkten Lysinexport, was eine Neubildung der exportierten Substanz
zur Folge hat. In den letzten Jahren hat sich gezeigt, daB3 in Corynebacterium glutamicum
nicht nur Limitationen des Exportes von L-Lysin bestehen (Eggeling, 1996). Bei
Steigerungen der L-Threonin- und L-Isoleucinbiosynthese wurden auch Limitationen des
Exportes dieser Aminosauren beobachtet (Reinscheid et al., 1994, Morbach et al., 1995).
Da der Exportprozef3 von Threonin und Isoleucin ebenfalls Carrier-vermittelt ist (Kramer
et al., 1994), erdffnet die Isolierung von lysE neue Perspektiven fir die industrielle

Produktion bakterieller Metabolite.

Die natlrliche Funktion des Lysinexportcarriers kann es nicht sein, eine aufwendig
synthetisierte Aminoséure zu exkretieren. Aber es existieren Bedingungen, unter denen
der Lysinexportcarrier auch im Wildtyp bendtigt wird. So ist C. glutamicum nicht immer in
der Lage, die Lysinbiosynthese effektiv zu regulieren (Vrljic et al., 1995, diese Arbeit).
Erhohte Methioninkonzentrationen flihren zu einer zellinternen Lysinakkumulation (Abb.
28), die nur durch den Lysinexporter abgebaut werden kann, da C. glutamicum Lysin
nicht katabol verwertet (Nakayama, 1985). Diese Situation mag spezifisch fur C.
glutamicum sein und hangt mit der einfacheren Regulation der corynebakteriellen
Lysinbiosynthese im Unterschied zu E. coli zusammen (Nakayama, 1985, Patte, 1996).
Der Besitz eines Aminosaure-Exporters kann aber auch von Wichtigkeit fur andere

Bakterien sein. Die Bildung von Aminosauren aus Peptiden wurde bereits flr
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Lactokokken (Pritchard & Coolbear, 1993) und Escherichia coli (Payne et al., 1979,
Payne & Smith, 1994) gefunden. Auch flr C. glutamicum konnte die Bildung von
Aminosauren aus Dipeptiden gezeigt werden. Hier wurden Transportcharakteristika fur
die Dipeptid-Aufnahme und den nach Peptidzusatz erfolgenden Export von Aminoséuren
studiert (Erdmann et al., 1993, Zittrich & Kréamer, 1994). Wie die Kultivierung von C.
glutamicum ATCC13032 AlysEG auf Lysyl-Alanin-haltigem Medium zeigte, scheint keine
strikte Kontrolle der Peptid-Aufnahme und der Hydrolyse von Peptiden in C. glutamicum
vorhanden zu sein. In Peptid-haltiger Umgebung und ohne Aminosdure-abbauende
Enzymaktivitditen missen also die Aminosauren aus der Zelle entfernt werden, um
zellinterne  Aminosaure-Akkumulationen zu vermeiden (Abb. 28). Damit kénnte der
Lysinexporter dem Bakterium C. glutamicum, das aus Bodenproben und dem Kot von
Tieren isoliert wurde (Kinoshita, personliche Mitteilung), die Mdglichkeit bieten, sich
wechselnden Substrat-Zusammensetzungen anzupassen. Aber auch flr andere
Bakterien, die in einer Peptid-reichen Umgebung leben, wie die in der Nahrungsmittel-
industrie verwendeten Milchsaurebakterien oder tier- und humanpathogene Bakterien, ist
die Existenz spezifischer Aminoséaure-Exportcarrier denkbar. Diese kénnen ein
Ungleichgewicht zellularer Metabolite abbauen, und fuhren damit ebenso zu
ausgeglichenen Metabolitkonzenirationen wie es die Regulationsmechanismen der

Metabolit-Biosynthesewege tun.
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Abb. 28: Die physiologische Funktion des Lysinexporters in C. glutamicum. Der Export-
Carrier katalysiert den Efflux von Lysin nach Deregulation der Lysin-
biosynthese, als ein Ergebnis natlrlicher FluB-Ungleichgewichte oder nach

Aufnahme und zellinterner Hydrolyse von Peptiden.
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V. Zusammenfassung

Fiar das Aminoséauren produzierende Baktetium Corynebacterium glutamicum konnte
kirzlich biochemisch gezeigt werden, daB3 die Lysinexkretion Carrier-vermittelt ist. Ziel
dieser Arbeit war es, das Gen flr den Lysin-Exkretionscarrier aus C. glutamicum zu

isolieren und den Lysinexport physiologisch zu analysieren.

1. Es wurde ein biologisches System etabliert, das die Lysinexkretion in C. glutamicum in
Abhéngigkeit von Methionin induziert. Damit konnte die im Lysinexport defekte Mutante
C. glutamicum NA8 isoliert werden. C. glutamicum NA8 wurde mit einer direkt in dieser

Mutante erstellien Genbank komplementiert.

2. Das komplementierende Gen lysE (L-lysine expori) kodiert flr ein Polypeptid (236 AS)
mit sechs potentiellen transmembranen o-Helices und einem Molekulargewicht von
25425, Dieses Polypeptid besitzt keine Sequenzéhnlichkeit zu Proteinen bekannter
Funktion. Das LysE-Genprodukt konnte durch Western-Blot-Analyse nachgewiesen
werden. Die Inaktivierung zeigte, daB3 lysE essentiell flr die Lysinexkretion von C.
glutamicum ist. Die Uberexpression von lysE fithrt mit 3,76 nmol min”" (mg Zell-

Trockengewicht)” zu einer zehnfach erhdhten Lysin-Exkretionsrate.

3. Das Gen lysG (governing L-lysine export) liegt benachbart zu lysE auf dem Genom von
C. glutamicum, wird aber divergent transkribiert. Das abgeleitete Polypeptid (290 AS)
besitzt am Aminoterminus ein Helix-Turn-Helix Motiv. Auf Sequenzebene zeigt LysG bis
zu 35% Identitdt zu prokaryotischen, LysR-ahnlichen, autoregulativen Transkriptions-

regulatoren. LysG wirkt in frans und fihrt zu einer Herabsetzung der Lysinexkretion durch

C. glutamicum.

4. Fir die Lysinexport-defekte Mutante C. glutamicum NA8 konnte die Transition
G'** A" nachgewiesen werden, wodurch im fysE-Gen ein Stopp-Codon entsteht. Das
abgeleitete LysE-Polypeptid ist in C. glutamicum NA8 um 43 Aminoséuren verkurzi. Aliele

von lysE und lysG aus drei Produktionsstdmmen sind unverandert zu den Wildtypallelen.

5. Eine lysEG-Deletionsmutante zeigt auf Minimalmedium mit Glukose nach dem Zusatz
Lysin-haltiger Dipeptide kein Wachstum mehr. Zellintern werden dann bis zu 1100 mM
Lysin akkumuliert. Somit besteht die physiologische Funktion des Lysinexportcarriers von

C. glutamicum darin, extrem hohe zellinterne Lysinkonzentrationen zu vermeiden.
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Vii. Anhang
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Abb. 29: Das in dieser Arbeit isolierte und sequenzierte 2,4 kb BamHI-Fragment mit
den divergent transkribierten Genen lysG und JysE und dem unvoll-
standigen offenen Leseraster orf3c. Eingezeichnet sind weiterhin die DNA-
Fragmente, die flr Gen-gerichtete Disruptionen und Deletionen bzw. zur
Uberexpression von Genen verwendet wurden. Bam, BamHl, Stu, Stul,
Hind, Hindil, Sca, Scal, Nae, Nael, Ml, Miul, Pvu, Pvull.
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Abb. 30: Der konstruierte C. glutamicum/E. coli Pendelvektor pFB-Bam.
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