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Abstract 1

I. Abstract

Transporters take part in the most essential processes of the cell due to their function in
substrate and product transport. In biotechnological applications export is often the limiting
step. The main objective of this thesis was to analyze transport processes in
Corynebacterium glutamicum and to overcome export limitations in L-threonine production

by the use of heterologous transporters.

Although the amino acids L-aspartate, L-serine and L-threonine are co-consumed together
with glucose, transcriptome analysis did not reveal any distinct indication of increased
expression of the amino acid importers involved in the uptake. However, a hitherto unknown
transcriptional regulation of the genes glyA and serA encoding for serine
hydroxymethyltransferase and 3-phosphoglycerate dehydrogenase by L-serine was

discovered.

Of the four analyzed transporters RhtA, RhtB, RhtC and YeaS from Escherichia coli the two
transporters RhtA and RhtC could effectively catalyze the export of L-threonine in
C. glutamicum. Whereas the use of peptides without expression of RhtC led to the
accumulation of up to 140 mM of cell-internal L-threonine, the cell-internal concentration
was reduced to a maximum of 10 mM due to RhtC-mediated export. Under these conditions a
maximal export rate of 8.9 nmolmin' mgTG' was determined for RhtC and of
5.8 nmol min! mg TG for RhtA. Moreover, it was shown that RhtA also exports L-serine in

addition to L-threonine.

In addition to the export, increased L-threonine accumulations were achieved in the strain
background of C. glutamicum DM1800 pEC-T18 hom™ thrB thrE pEKEX2 rhtC. Inactivation
of the threonine dehydratase resulted in a rise of 20%, increased transcription of the pyruvate
carboxylase by 5% and reduced citrate synthase activity by 15%. The maximal export rate
obtained was 13.3 nmol min" mg TG and the maximal accumulation of L-threonine was
66 mM with a yield of 0.3 mol L-threonine per mol glucose. This is a 900% increase
compared to the strain present at the beginning of this thesis. Due to the product spectrum and
the internal concentration it can therefore be assumed that by using the heterologous

transporter RhtC the export of L-threonine is no longer limiting.



Zusammenfassung 2

I1. Zusammenfassung

Auf Grund ihrer Funktion des Substrat- und Produkt-Transports sind Transporter an den elementarsten
Prozessen der Zelle beteiligt. Bei biotechnologischen Anwendungen ist hiufig der Export der
limitierende Schritt. Ziel dieser Arbeit war es, Transportprozesse bei Corynebacterium glutamicum zu
untersuchen und durch Nutzung heterologer Transporter gezielt die Exportlimitierung bei der
L-Threonin-Produktion zu beseitigen. Zusétzlich zur zelluldren Synthese von Aminosduren sind auch
Transportprozesse fiir die mikrobielle Aminosidurebildung relevant. Insbesondere erfordert massive
Aminosduresynthese eine entsprechend hohe Exportleistung der Zelle. Neben dem Einsatz globaler
Transkriptomanalysen war es das herausragende Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob durch Nutzung
heterologer Transporter die Exportlimitierung bei der L-Threonin-Produktion mit Corynebacterium

glutamicum beseitigt werden kann.

Es konnte gezeigt werden, dass L-Aspartat, L-Serin und L-Threonin zusammen mit Glukose
aufgenommen werden. Durch globale Transkriptomanalysen wurde aber kein eindeutiger Hinweis auf
die an der Aufnahme beteiligten Transporter erhalten. Dagegen wurde eine bisher unbekannte

transkriptionelle Regulation der Gene glyA und serA durch L-Serin entdeckt.

Von den vier untersuchten Exportern RhtA, RhtB, RhtC und YeaS aus Escherichia coli konnte gezeigt
werden, dass RhtA und RhtC effektiv in Corynebacterium glutamicum den L-Threonin Export
katalysieren. Wihrend im Ausgangsstamm zellintern bis zu 140 mM L-Threonin akkumulieren, wird
durch den RhtC bedingten Export die zellinterne Konzentration auf 10 mM erniedrigt. Fiir RhtC
konnte eine Exportrate von 8,9 nmol min"' mg TG und fiir RhtA eine von 5,8 nmol min" mg TG
bestimmt werden. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass RhtA neben L-Threonin auch L-Serin

exportieren kann.

Zusitzlich zum Export wurde durch Metabolic Engineering des Stoffwechsels eine gesteigerte
L-Threoninbildung im Stammbhintergrund Corynebacterium glutamicum DM1800
pEC-T18 hom™ thrB thrE pEKEX2 rhtC erreicht: Inaktivierung der Threonin-Dehydratase fiihrte zu
einer Steigerung von 20%, verstirkte Transkription der Pyruvat-Carboxylase um 5% und Reduktion
der Citrat-Synthase Aktivitit um 15%. Die maximal erreichte Exportrate war 13,3 nmol min"' mg TG
und die maximale extrazellulire Akkumulation betrug 66 mM L-Threonin mit einer Ausbeute von
0,3 mol pro mol Glukose. Gegeniiber dem anfangs vorliegenden Stamm betrigt die Steigerung 900%.
Aufgrund des Produktspektrums, sowie der internen Konzentrationen, ist davon auszugehen, dass der
Export von L-Threonin durch Nutzung des heterologen Transporters RhtC in Corynebacterium

glutamicum nun nicht mehr limitierend ist.
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II1. Einleitung

Auf Grund der starken Nachfrage in der Lebensmittel- und Futtermittelindustrie zdhlen
L-Aminosduren mit zu den wichtigsten biotechnologisch hergestellten Produkten. Dabei sind
die drei Aminosduren mit dem mengenmaifig groften Marktanteil L-Glutamat mit 1.800.000
Tonnen (Nakamura et al., 2007), L-Lysin mit 850.000 Tonnen und L-Threonin mit 70.000
Tonnen pro Jahr bei jahrlichen Steigerungsraten von 5-7% (Leuchtenberger et al., 2005),
wihrend 850.000 Tonnen L-Methionin pro Jahr noch durch chemische Synthese gewonnen
werden (Demain et al., 2000, Eggeling et al., 2001). Wihrend L-Glutamat und L-Lysin mit
modifizierten Stdmmen von Corynebacterium glutamicum hergestellt werden findet die
Produktion von L-Threonin mit Escherichia coli statt. Auf Grund der von E. coli sekretierten
Enterotoxine muss dieser Organismus von den produzierten Aminosduren zur Verfiitterung
von L-Threonin jedoch abgetrennt werden (Rieping et al., 2006). Im Gegensatz dazu miissen
C. glutamicum Zellen nur inaktiviert und kénnen zusammen mit der produzieren Aminosiure
als Futtermittelzusatz verwendet werden (Rieping et al., 2006). Dies stellt einen erheblichen

Vorteil bei der Produktion auf Grund wegfallender Aufreinigungsschritte dar.

Sowohl C. glutamicum als auch seine Subspezies flavum und lactofermentum gehoren zu den
bedeutendsten Eubakterien in der weillen Biotechnologie (Eggeling und Sahm 1999).
C. glutamicum wurde 1957 als Micrococcus glutamicus von Kinoshita et al. aus Bodenproben
isoliert (1957). Es ist ein Gram-positives, nicht-Sporenbildenes, unbewegliches, Biotin-
auxotrophes Eubakterium aus der Gruppe der Mykol-haltigen Actinomyceten und ist mit den
Gattungen Mycobacterium und Nocardia eng verwandt (Pascual et al., 1995, Stackebrandt et
al., 1997). Die keulenférmige Morphologie (coryneform) und die Eigenschaft bei Biotin-
Mangel L-Glutamat auszuscheiden waren namensgebende Aspekte (Kinoshita et al., 1957).
Der einzigartige Zellwandaufbau ist eine Besonderheit der Corynebacterianeae. Obwohl sie
zu den Gram-positiven Bakterien zdhlen, wird die Zellwand auf Grund der gebildeten
Mykolsduren von einer zweiten Lipidschicht umgeben (Minnikin et al., 1978). Friihzeitig
wurde der isolierte C. glutamicum Stamm durch molekular-genetische Methoden zur
verbesserten Aminosdure-Produktion verdndert (Katsumata et al., 1984, Ozaki et al., 1984,
Santamaria et al., 1984). Durch den stindigen Wettbewerb ist die Weiterentwicklung
vorhandener Stamme zur Steigerung der Produktivitit unerlédsslich. Dabei findet bislang
hauptsédchlich eine Fokussierung auf die Modifizierung der jeweiligen Aminosaure-

Biosynthese mit dem Ziel der Uberproduktion statt.
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Wihrend die Kenntnis iiber derartige, genetische Verdnderungen des Zentralstoffwechsels
und der anschlieBenden Synthesewege verschiedener Aminosduren bereits gut untersucht
sind, ist dies nicht der Fall fiir den Export von Aminosduren. Als einer der ersten Aminoséure-
Exporter wurde der L-Lysin-Transporter LysE aus C. glutamicum molekular untersucht
(Vrljic et al., 1996). Die auBlerordentliche Bedeutung des Exports in biotechnologischen
Prozessen konnte anhand des L-Lysin-Transports veranschaulicht werden, da die Deletion des
fir den L-Lysin-Exporter kodierenden Gens [lysE zur vollstindigen Exportinhibierung in
C. glutamicum fithrt (Bellmann et al., 2001). Daher beruht die Moglichkeit L-Lysin mit
C. glutamicum zu produzieren auch auf der Anwesenheit dieses Transporters. Weitere
Exporter, die neben LysE aus C. glutamicum identifiziert wurden, sind ThrE (Simic et al.,
2001) und BrnFE (Kennerknecht et al., 2002). ThrE exportiert L-Threonin und L-Serin (Simic
et al., 2001), wogegen BrnFE L-Isoleucin, L-Leucin, L-Valin (Kennerknecht et al., 2002) und
auch L-Methionin exportiert (Trotschel et al., 2005).

Die drei Transporter LysE, BrnFE und ThrE reprisentieren jeweils Modellproteine neuartiger
Proteinfamilien (Vrljic et al., 1999, Yen et al., 2002). Sogar fiinf paraloge, strukturell
verwandte Transporter zu LysE sind in E. coli gefunden worden (Aleshin et al., 1999, Vrljic
et al.,, 1999), darunter der Transporter RhtB, der am Export von L-Homoserin und
Homoserinlakton beteiligt ist, und RhtC, der L-Threonin transportiert. Des Weiteren
katalysiert der paraloge Transporter YeaS den Export von L-Leucin (Kutukova et al., 2005)
und YfiK denjenigen von O-Acetylserin und L-Cystein (Franke et al., 2003). Dariiber hinaus
wurden drei am Aminosdure-Export in E. coli beteiligten Transporter, die Mitglieder der
Major Fascilitator Superfamily (MFS) sind, gefunden. Der Exporter RhtA katalysiert den
L-Threonin-Transport (Livshits et al., 2003), der Exporter YdeD den L-Cystein-Export
(Dassler et al., 2000) und YddG den Export aromatischer Aminosiduren (Doroshenko et al.,
2007). Allerdings sind Exporter wegen experimentellen Schwierigkeiten hdufig nur relativ
schlecht charakterisiert. So ist z.B. bei einigen Exportern aus E coli nur bekannt, dass sie
Resistenz gegen die extrazelluldr dargebotene Aminosédure erhohen (Zakateva et al., 1999,
Livshits et al., 2003), was auf Export schlieBen ldsst, oder dass sie den Gesamtertrag an

Produkt erhchen (Kruse et al., 2002, Lee et al., 2007).

Neben Exportern sind auch einige Importer aus C. glutamicum identifiziert worden. Unter
anderem der ABC-Transporter GIuABCD, der die L-Glutamataufnahme katalysiert
(Kronemeyer et al., 1995) oder AroP, der fiir die Aufnahme aromatischer Aminosduren

verantwortlich ist (Wehrmann et al., 1995). Die Untersuchung von Aufnahmesystemen ist
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interessant, da im Falle der L-Tryptophan-Bildung mit C. glutamicum gezeigt werden konnte,
dass die Inaktivierung des L-Tryptophanaufnahme-Systems den Gesamtertrag an

L-Tryptophan erhohte (Ikeda et al., 1994).

Da mit C. glutamicum auerordentlich erfolgreich L-Glutatmat und L-Lysin produziert wird,
sind bereits Versuche unternommen worden die herausragenden Kenntnisse des Stoffwechsels
auch fiir die L-Threonin-Produktion zu nutzen (Simic et al., 2002). Obwohl die L-Threonin-
Synthese die ersten Schritte mit der L-Lysin-Synthese gemeinsam hat, ist eine effiziente
L-Threonin-Bildung mit C. glutamicum nicht ohne Weiteres moglich. Ausgehend von der
L-Lysin-Biosynthese setzt die L-Threonin-Biosynthese an dem Verzweigungsknoten des
L-Aspartat-Semialdehyds an und fiihrt den Stoffwechselfluss durch die drei Enzymreaktionen
der Homoserin-Dehydrogenase (hom), der Homoserin-Kinase (thrB) und der Threonin-
Synthase (thrC) zu L-Threonin fort. Eine Studie, in der die Folge der graduellen Kopienzahl-
Steigerung der Gene hom und thrB in einem L-Lysin-Produktionsstamm untersucht wurde,
fiihrte zu der Erkenntnis, dass bereits drei zusitzliche Kopien dieser Gene die extrazellulédre
L-Threonin-Konzentration zwar moderat ansteigen ldsst, gleichzeitig aber die intrazellulidre
Konzentration drastisch erhoht ist (Reinscheid et al., 1994). Dies weist darauf hin, dass ein
wesentlicher Unterschied zwischen der L-Lysin- und L-Threonin-Produktion mit
C. glutamicum die unterschiedliche Exportkapazitit der zwei Aminoséuren ist (Abbildung 1).
Wie die molekularbiologischen Untersuchungen ergeben haben, wird die Expression des
L-Lysin Exporters LysE strikt durch den Regulator LysG reguliert (Bellmann 2001). Ohne
erhohte intrazelluldre L-Lysin-Konzentration, wie es beim Wachstum von C. glutamicum in
Minimalmedium der Fall ist, wird lysE nicht exprimiert. Bei erhohter Konzentration wie sie
z.B. durch Anwesenheit L-Lysin-haltiger Peptide, auf Komplexmedium oder auch in
Produktionsstimmen vorliegt, interagiert L-Lysin mit dem Regulatorprotein LysG, und dieser
Komplex induziert die Transkription von lysE (Bellmann et al., 2001). Dieses natiirliche
System verhindert, dass es zu toxischen, intrazelluliren L-Lysin-Konzentrationen in C.
glutamicum kommt und ist so effektiv, dass eine Limitation des L-Lysin-Exports in
Produktionsstimmen nicht bekannt ist. Dies ist beim L-Threonin-Export nicht der Fall. Der
L-Threonin-Exporter ThrE exportiert nachweislich L-Threonin, sowie auch L-Serin (Simic
2001), doch konnte die natiirliche Funktion auch eine andere als der L-Threonin Export sein.
Anders als fiir lysE gibt es keinen spezifischen Regulator fiir thrE. Dariiber hinaus besitzt
ThrE noch eine zusitzliche Doméne unbekannter Funktion, die untypisch fiir Transporter ist
(Yen et al, 2002). Des Weiteren ist trotz Uberexpression von thrE und verstirkter

L-Threonin-Synthese nur eine miBig verstiarkte extrazelluldre L-Threonin-Akkumulation zu
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beobachten (Simic et al., 2001). Es gelang bisher noch nicht eine vollstindige Umlenkung des
Metabolitflusses in C. glutamicum von L-Lysin zu L-Threonin zu erreichen, da zusétzlich zu
L-Lysin auch immer das L-Theonin-Abbauprodukt Glycin extrazelluldr gefunden wurde
(Nakamori et al., 1987). Auch dies deutet auf intrazelluliren Anstau von L-Threonin hin,
sodass die eigentliche Barriere zur Erzeugung eines effizienten L-Threonin produzierenden
C. glutamicum Stammes der Export darzustellen scheint (Eggeling und Sahm 2003, Eggeling
et al., 2006).

L-Lysin Synthese

L-Threonin Synthese

L-Threonin L-Threonin

\

L-Lysin L-Threonin

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Unterschieds zwischen der L-Lysin- und
L-Threonin-Produktion mit C. glutamicum. Der linke Pfeil in der jeweiligen Zelle stellt die
Situation der Aminosduresynthese im Wildtyp und der rechte Pfeil die verstirkte Synthese
durch Uberexpression der beteiligten Gene und Aufhebung der Feedback-Regulation im
Produktionsstamm dar. Wihrend durch verstidrkte L-Lysin-Synthese auch die Expression des
Transporters LysE auf Grund regulatorischer Effekte ansteigt (gestrichelte Pfeile) und es zu
keiner Exportlimitation kommt, fiihrt die verstiarkte L-Threonin-Synthese nicht zur
verstirkten Bildung von ThrE. Daher kommt es zum zellinternen Abbau von L-Threonin.

Zusammengenommen deutet all dies darauf hin, dass der L-Threonin-Export der
Hauptansatzpunkt ist, um aus C. glutamicum einen effizienten L-Threonin-Produzenten zu
erzeugen. Generell konnten Exportlimitierungen der Kernpunkt der Entwicklung zukiinftiger
Produktionsprozesse fiir neuartige Metabolite sein. Ziel dieser Arbeit war es deswegen,
Transportprozesse in C. glutamicum detaillierter zu untersuchen, wobei das Hauptaugenmerk

auf die Beseitigung bestehender Exportlimitierungen in C. glutamicum durch Nutzung
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heterologer Transporter aus E. coli gelegt wurde. Dabei wurde untersucht inwiefern die

L-Threonin-Produktion durch Nutzung heterologer Transporter gesteigert werden kann.
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IV. Material und Methoden

1. Chemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders aufgefiihrt, wurden Chemikalien und Enzyme der Firmen Merck KGaA
(Darmstadt), Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe), Roche Diagnostics (Mannheim), Sigma-
Aldrich Chemie (Deisenhofen), Bachem Biochemica AG (Heidelberg) und Difco
Laboratories (Detroit, USA) verwendet.

2. Bakterienstimme und Plasmide
Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme sowie deren Eigenschaften sind in

Tabelle 1, die verwendeten Plasmide in Tabelle 2 aufgelistet.

Tab. 1: In dieser Arbeit verwendete und konstruierte Bakterienstimme.

. Referenz /
Bakterienstamm Merkmale Herkunft
Escherichia coli endAl supE44 thi-1 1 recAl gyrA96 relAl  Grant et al.,
DH50aMCR deoR A(lacZYA-argF) U169 ¢80dlacZAM15 1990
mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
Escherichia coli F—, ompT, hsdSg (rg—, mp—), dcm, gal, Davanloo et al.,
BL21(DE3) MDE3) 1984;
Escherichia coli C41(DE3) abstammend von E. c. BL21(DE3); Miroux und
entstanden aus ungerichteter Mutagenese Walker, 1996
Escherichia coli C43(DE3) abstammend von E. c. C43(DE3); Miroux und
entstanden aus ungerichteter Mutagenese Walker, 1996
Corynebacterium Wildtypisolat Abe et al., 1967
glutamicum ATCC 13032
Corynebacterium pyc P IyscTM Georgi et al.,
glutamicum DM 1800 2005
Corynebacterium C. g. DM1800 pEC-T18 hom™ thrB thrE diese Arbeit
glutamicum DM 1800-T
Corynebacterium C. g. DM1800 pyc™®® 1ysC™' ijya®oP Fiirst, 2007
glutamicum DM 1800-96
Corynebacterium C. g. DM1800-96 pEC-T18 hom™ thrB thrE  diese Arbeit
glutamicum DM1800-96-T
Corynebacterium C. g. DM1800 pyc™® [ysc™!! jjyASH1eP Fiirst, 2007

glutamicum DM1800-416

Corynebacterium C. g. DM1800-416 pEC-T18 hom™ thrB diese Arbeit
glutamicum DM1800-416-T thrE
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Tab. 1(ff): In dieser Arbeit verwendete und konstruierte Bakterienstimme.

. Referenz /
Bakterienstamm Merkmale Herkunft
Corynebacterium DM 1800 mit 160 bp Deletion im g/tA diese Arbeit
glutamicum DM1800-CS Promotorbereich; pyc™™ IysC™'"! A160
PgltA
Corynebacterium C. g. DM1800 CS pEC-T18 hom™ thrB thrE diese Arbeit
glutamicum DM1800-CS-T
Corynebacterium DM 1800 mit Austausch des Promotors von  diese Arbeit
glutamicum DM1800-PC pyc durch den Promotor von glyA; PpycP458$
el
Corynebacterium C. g. DM1800 PC pEC-T18 hom™ thrB thrE diese Arbeit
glutamicum DM1800-PC-T
Corynebacterium pyc™ IysCPM M hom Y2 Apck Georgi et al.,
glutamicum DM1730 2005
Corynebacterium C. g. DM1730 pEC-T18 hom™ thrB thrE diese Arbeit
glutamicum DM1730-T
Corynebacterium pycp4585 2xlysCT31 W pomY>A Apck mqored B. Bathe, Evonik
glutamicum DM1730
2xlysC mgo™
Corynebacterium C. g. DM1730 2xlysC mgo™ pEC-T18 diese Arbeit
glutamicum DM1730 hom™ thrB thrE
2xlysC mgo™-T
Corynebacterium DM1730 2xlysC mgo™ mit 160 bp Deletion diese Arbeit
glutamicum DM1730 im gltA Promotorbereich, pycP458S
2xlysC mgo™*-CS 2xlysC" hom" > Apck mgo™®
Corynebacterium C. g. DM1730 2xlysC mgo™® CS pEC-T18  diese Arbeit
glutamicum DM1730 hom™ thrB thrE

2xlysC mgo™*-CS-T
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Tab. 2:In dieser Arbeit verwendete und konstruierte Plasmide.

Plasmid Marker / Eigenschaft Referenz
pEKEXx2 Expressionsvektor, KanR, oriV g ., oriV  Eikmanns et al., 1991
C.g.» Ptac, laqlq
pEKEX2 rhtA pEKEX2 mit rhtA aus E. coli Tietze, 2004
pEKEX2 rhtB pEKEX2 mit rhtB aus E. coli Tietze, 2004
pEKEX2 rhtC pEKEX2 mit rhtC aus E. coli Tietze, 2004
pEKEX2 yeaS pEKEX2 mit yeas$ aus E. coli Tietze, 2004
pUCI18 Amp®, Klonierungsvektor Norrander et al., 1983
pUCI18 ilvA AmpR, ilvA aus C. g. ATCC 13032 Fiirst, 2007
pUCI18 Ppyc Amp®, mit Ppyc nach Crossover-PCR zur  diese Arbeit
Klonierung in pK19mobsacB
pK19mobsacB Integrationsvektor, KanR, oriVg,., oriT, Schifer et al., 1994
mob, sacB
pK19mobsacB ilvA®®®  Vektor zum Austausch von ilvA durch Fiirst, 2007
ilvA%*P
pK19mobsacB ilvA>*'®®  Vektor zum Austausch von ilvA durch Fiirst, 2007
i1y AS416D
pK19mobsacB Ppyy. Vektor zum Austausch des pyc Promotors diese Arbeit
durch den glyA Promotor
pK19mobsacB Pga A160 Vektor zur Deletion von 160 bp des gl/tA Radmacher et al., 2007
Promotors
pEK hom™ thrB Kan®, hom™ thrB aus C. g. DM368-3 Eikmans et al., 1991
pEC-T18mob2 thrE TetR, thrE aus C. g. ATCC 13032 Simic el al., 2001

pEC-T18 hom™ thrB thrE Tet®, pEC-T18mob2 thrE mit hom™ thrB diese Arbeit
Fragment aus pEK hom™ thrB

pET-52b(+) AmpR, Pr7, lagl, Strepll-Tag N-terminal, Novagen
HIS-Tag C-terminal, HRV 3C- und
Thrombin-Schnittstelle

pET-52b(+) rhtC pET-52b(+) mit rhtC aus E. c. diese Arbeit

pET-52b(+) lysEM pET-52b(+) mit lysE aus M. tuberculosis, diese Arbeit
Codon-Usage an E. c. angepasst

pET-52b(+) ubiaA™ pET-52b(+) mit ubiA aus M. tuberculosis, diese Arbeit
Codon-Usage an E. c. angepasst

pRc-Expll Derivat von pET22b(+) (Novagen), oriV' AG Tom Drepper

E. c., oriV R.c. Replikon von
Rhodobacter capsulatus integriert

pRc-Expll rhtC pRc-Expl, rthC aus E. c. diese Arbeit

pRec-Expl1 lysE™ pRc-Expl, lysE aus M. tuberculosis, diese Arbeit
Codon-Usage an E. c. angepasst

pRec-Expl1 ubiA™ pRc-Expl, ubiA aus M. tuberculosis, diese Arbeit

Codon-Usage an E. c. angepasst

pEKEX2 rhtC hom™ thrB pEKEX2 rhtC, hom™ thrB iiber PCR auf  diese Arbeit
pEC-T18 hom™ thrB thrE, downstream
von rhtC kloniert

pEKEX2 hom™ thrB rhtC pEKEX2 rhtC, hom™ thrB aus pEC-T18  diese Arbeit
hom™ thrB thrE mit Smal Restriktion
prapariert




Material und Methoden 11

Die Restriktionskarten der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind im Anhang VIIL

aufgefiihrt.

3. Oligonukleotide
Die Oligonukleotide, die von Operon Biotechnologies, Inc. bezogen wurden und bei DNA-
Sequenzierungen, Polymerasekettenreaktionen (PCR) und RealTime PCR eingesetzt wurden,

sind im Anhang VIII aufgefiihrt.

4. Nihrmedien

E. coli-Stimme wurden in Luria-Bertani-Medium (LB) kultiviert (Sambrook et al., 1989).
Nach der Transformation wurden die Zellen zur Regeneration in SOC-Komplexmedium
inkubiert (Miller und Nickoloff, 1995).

Die Kultivierung von C. glutamicum-Stimmen in Vollmedium erfolgte, wenn nicht anders
beschrieben, in Brain-Heart-Infusion-Medium (BHI, Difco Laboratories, Detroit, USA). Als
Minimalmedium wurde CGXII-Medium genutzt (Keilhauer et al., 1993), dem 4% Glukose
(222 mM) zugesetzt wurde. Die Spurensalze wurden erst nach dem Autoklavieren dem
Medium zugefiigt. Nach Elektroporation wurden die Zellen in BHIS-Medium (BHI-Medium
mit 0,5M Sorbitol) regeneriert und auf BHIS (52 g/l BHI-Agar, 91 g/l Sorbitol)-Platten
ausgestrichen. Zur Herstellung von Agarplatten wurde den Medien 1,5 % (w/v) Agar (Difco)

zugesetzt.

4.1. Medienzusitze

Zur Selektion und zur Haltung von Stimmen, die Plasmide enthalten, wurden die in Tabelle 3
angegebenen Antibiotika-Konzentrationen eingesetzt. Bei Vorliegen einer Ampicillin-
Resistenz wurde das strukturverwandte Carbenicillin eingesetzt, was zu einer verringerten

Bildung von Satellitenkolonien fiihrte.

Tab.3: In dieser Arbeitverwendete Antibiotika-Konzentrationen und deren

Stammlosungen
Antibiotikum E. coli C. glutamicum Stammlosung
Carbenicillin 50 pg/ml 25 pg/ml 50 mg/ml in H,O

Kanamycin S0 pug/ml 25 bzw. 15 ug/ml 50 mg/ml in 50 % Ethanol
Tetracyclin 30 pg/ml S pug/ml 5 mg/ml in H,O
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5. Kultivierung der Bakterien

Die Kultivierung von E. coli und C. glutamicum erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in
500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen. Diese enthielten 50 ml Voll- oder
CgXII-Minimalmedium. Fiir Plasmidisolationen im kleineren Mallstab wurden die Zellen in
5 ml LB-Vollmedium iiber Nacht im Reagenzglas angezogen. Kulturen in Reagenzglidsern
wurden unter Schiitteln bei einer Geschwindigkeit von 170 Upm, alle anderen Kulturen bei
einer Geschwindigkeit von 120 Upm in einem ISF4-W-Schiittelschrank (Kiihner, Schweiz)
inkubiert. Die Kultivierungstemperatur betrug 37°C fiir E. coli und 30°C fiir C. glutamicum,
wobei die relative Luftfeuchtigkeit auf 80 % eingestellt wurde.

Zur RNA-Priparation und Bestimmung der Aminosdure-Akkumulation wurden die Zellen
tiber Nacht auf Komplexmedium kultiviert und dann in eine Minimalmedium-Hauptkultur
ibertragen. Dazu wurden die Zellen 10 min bei 4500 Upm und 4°C abzentrifugiert (Hereaus
Megafuge 1.0R, Hereaus GmbH & Co. KG, Hanau), mit 50 ml kalter, steriler 0,9%iger (w/v)
NaCl-Losung gewaschen und anschlieBend in Minimalmedium iiberfithrt, wobei eine
anfangliche Zelldichte von OD = 1 eingestellt wurde. Die Messungen der optischen
Dichte erfolgte in einem Pharmacia Biotech ultrospec 3300 pro-Spectrophotometer

(Amersham, Freiburg) bei einer Wellenldnge von 600 nm.

5.1. Stammhaltung

Zur Herstellung von Dauerkulturen wurden die Stimme in Reagenzglisern mit 5 ml
LB-/ BHI-Komplexmedium fiir 8-14 h bei 170 Upm und entsprechenden Temperaturen
kultiviert. AnschlieBend wurden 500 pul Kultur zusammen mit 500 pl sterilem Glycerin
(80 %) in sterilen 1,5 ml-Cryogenic-Vials (Nalge Company, USA) iiberfiihrt und bei -70°C

gelagert. Fiir jeden Stamm wurden zwei parallele Dauerkulturen angelegt.

6. Molekularbiologische Methoden

6.1. Isolierung von DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma
Qiagen (Hilden) oder der NucleoBond Kit der Firma Macherey & Nagel (Diiren) verwendet.
Das Prinzip dieser Kits beruht auf der alkalischen Lyse von Bakterienzellen nach Birnboim
und Doly (1979). Um Plasmid-DNA aus C. glutamicum zu isolieren, wurde die modifizierte
Form nach Schwarzer und Piihler (1991) verwendet. Auf Grund der besonders stabilen
Zellwand von C. glutamicum ist zur effektiven Lyse der Bakterienzellen eine vorhergehende
Behandlung der Zellen mit Lysozym (15 mg/mL) erforderlich. Die Isolierung chromosomaler

DNA aus C. glutamicum erfolgte mit dem DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden).
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6.2. Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration

Zur Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration wurde die Extinktion bei 260 nm
gemessen. Die Extinktionsmessung einer wiassrigen Nukleinsdurelosung erfolgte am ND-1000
(NanoDrop Technologies, Delaware, USA), dabei wurden folgende Umrechnungsfaktoren

verwendet (Sambrook, 1989):

Doppelstrang-DNA: E»60 = 1 entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml.
Einzelstrang-DNA und RNA: Exe0 = 1 entspricht einer Konzentration von 40 pg/ml.

Der Quotient E260/E280, der ein Mal fiir die Reinheit der DNA bzw. RNA ist, sollte fiir
DNA bei 1,8 und fiir RNA bei 2,0 liegen.

6.3. Restriktion

Die Verwendung von Restriktionsendonukleasen erfolgte gemi3 den Produktinformationen
fir die einzelnen Enzyme (Fermentas International Inc. (Burlington, Kanada), Roche
Diagnostics (Mannheim, Deutschland) und New England Bioabs (Ipswich, USA). Die
notwendigen Pufferbedingungen wurden durch Zusatz von 1/10 Volumenanteilen 10-fach
konzentriertem Restriktionspuffer eingestellt. Die Reaktion wurde durch Zugabe der
erforderlichen Menge an Enzym gestartet. Es wurden Ansédtze mit einem Volumen von
insgesamt 25 pl (analytische Restriktion) oder 50-100 pl (préiparative Restriktion) und 1-10 U
Enzym hergestellt. Die Reaktionsansitze wurden mindestens 2 h bei der vom Hersteller
angegebenen optimalen Temperatur inkubiert. Zur Kontrolle der Restriktion wurde ein
Aliquot des Ansatzes mit 1/6 Volumenanteilen Gel-Ladepuffer (Promega, Mannheim)

versetzt und einer Agarose-Gelelektrophorese unterzogen.

6.4. 5’-Dephosphorylierung linearer Plasmid-DNA

Die alkalische Phosphatase katalysiert die hydrolytische Abspaltung der Phosphatgruppe von
den 5'-Enden der DNA. Dies verhindert die Rezirkularisierung des Vektors in einem
Ligationsansatz, da die Ligase nur 5'-Phosphat-Enden mit 3'-OH-Enden verkniipfen kann
(Sambrook, 1989). Hierdurch wurde der Anteil rekombinanter Plasmide im Ligationsansatz
erhoht. Zur Dephosphorylierung der 5'-Stringe wurde das Plasmid mit 1 U alkalischer
Phosphatase (Shrimp alkaline phosphatase, Roche Diagnostics, Mannheim) versetzt und

30-45 min bei 37°C inkubiert.
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6.5. Ligation

Ligationen wurden bei Raumtemperatur mit dem Rapid DNA Ligation Kit (Roche
Diagnostics, Mannheim) durchgefiihrt. Die verwendete Vektor-DNA wurde in einem
Mengenverhiltnis von 1:2 bis 1:5 (Vektor : Insert) mit Insert-DNA versetzt, nachdem die
DNA-Konzentration beider Fragmente mit dem ND-1000 (NanoDrop Technologies,

Delaware, USA) bestimmt wurde.

6.6. Agarose-Gelelektrophorese

6.6.1. DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Auftrennung und Groenbestimmung von DNA-
Fragmenten eingesetzt. Die Herstellung der Gele und die Durchfithrung der Elektrophorese
erfolgte nach Sambrook et al. (1989). Die Agaroseldosung wurde durch kurzes Aufkochen des
Ultra-Pure Agarosepulvers (Gibco-BRL, Life Technologies, Karlsruhe) in TAE-Puffer
(40 mM Tris-HCIL, pH 7,5, 40 mM Essigsdaure, 1 mM EDTA) hergestellt, der auch als
Laufpuffer verwendet wurde. Es wurden 0,8%ige, 1%ige und 2%ige (w/v) Agarose-Gele, je
nach aufzutrennender Grofle verwendet. Die zu analysierenden Proben wurden mit 1/6
Volumen 6x-Ladepuffer versetzt, bevor sie auf das Gel aufgetragen wurden. Die
Elektrophorese erfolgte bei 17-120 Volt in einer Horizon-Gelkammer von Gibco BRL (Life
Technologies, Karlsruhe) mit einem Heinzinger LNG 175-06-Spannungsgeber (Heinzinger
electronic, Rosenheim). Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel 10
Minuten in einer Ethidiumbromid-Losung (0,5 mg/l) gefirbt. Ethidiumbromid ist ein bei
Anregung mit UV-Licht fluoreszierender Farbstoff, der aufgrund seiner planaren Struktur in
doppelstriangige DNA interkaliert. Zur Reduktion der Hintergrundfluoreszenz wurde das Gel
20 min in H,O inkubiert und danach unter UV-Licht mit einem ImageMaster® VDS-System
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) photographiert.

6.6.2. RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die Reinheit isolierter RNA wurde unter Anderem durch Elektrophorese in 6%igen
Formaldehyd-Agarosegelen untersucht. Die Herstellung der Gele und die Durchfithrung der
Elektrophorese erfolgte nach Sambrook et al. (1989). Dazu wurde eine Agaroselosung aus
0,25 g Agarose, S ml 5x MOPS, 15,75 ml DEPC-H,O aufgekocht, anschlieBend 4,25 ml
Formaldehyd zugegeben und nach Abkiihlen auf etwa 60°C in eine Gelelektrophoresekammer
gegossen. Die RNA-Proben wurden vor der Elektrophorese mit 5x Ladepuffer
(50 % Formamid, 20 % Formaldehyd, 20 % 5x MOPS, 10% Farbstoff, 0,7 %

Ethidiumbromid-Losung (10 mg/ml)) versetzt, 10 min bei 95°C und 5 min auf Eis inkubiert.
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Die Elektrophorese erfolgte in 1x MOPS (40 mM MOPS, 10 mM Essigsdure, 2 mM EDTA in
DEPC-Wasser gelost, pH 7). Nach der Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht mit
einem ImageMaster® VDS-System (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) photographiert.

6.7. Transformationstechniken

6.7.1. Transformation von E. coli

Zur Transformation von E. coli wurden die Zellen mit Rubidium- und Caesiumchlorid
behandelt. Dazu wurden die Zellen in 50 ml SOB- oder LB-Medium angezogen und nach
Erreichen einer OD von ca. 0,15 geerntet. Die weitere Durchfiihrung erfolgte nach der
Methode von Hanahan (1983, 1985). Zur Transformation wurden 200 pl kompetente E. coli-
Zellen mit Plasmid-DNA gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschlieend folgte ein
Hitzeschock (90 s, 42°C) zur Induktion der DNA-Aufnahme in die Zelle. Danach wurden die
Zellen zur Regeneration fiir 45 min bei 37°C in 800 pl LB-Medium inkubiert. Diese
Inkubation unter leichtem Schiitteln ermoglichte sowohl die Regeneration der Zellen als auch
die Ausprigung der Resistenz vor dem Ausplattieren auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten,

welche bei 37°C inkubiert wurden.

6.7.2. Transformation von C. glutamicum

Zur Transformation von C. glutamicum wurde die Methode der Elektroporation mit
anschlieBendem Hitzeschock angewandt (Tauch et al., 2002). Dazu wurden 50 ml BHIS-
Medium (BHI-Komplexmedium mit 0,5 M Sorbitol) mit einer Einzelkolonie von
C. glutamicum angeimpft und iiber Nacht bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 5 ml der
Vorkultur in 100 ml BHIS-Medium tiberimpft und bis zu einer OD von 1,75 inkubiert. Nach
Erreichen der gewiinschten Zelldichte wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet
(10 min, 4500 Upm, 4°C). Die Zellen wurden nachfolgend zweimal mit 50 ml eiskaltem TG-
Puffer (1 mM Tris, 10 % Glycerin, pH 7.5) und zwei weitere Male mit 50 ml eiskaltem
10%igem (v/v) Glycerin gewaschen. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 1 ml eiskaltem
10%igem (v/v) Glycerin resuspendiert, Aliquots von 150 pl in fliisssigem Stickstoff
schockgefroren und bis zu ihrer Verwendung bei -70 °C gelagert. Zur Elektroporation wurden
150 pl Zellen mit der zu transformierenden DNA gemischt und luftblasenfrei in eine
vorgekiihlte, sterile Elektroporationskiivette (Typ 16 S 2086, Biorad, Miinchen) {iiberfiihrt.
Der Ansatz wurde mit 0,8 ml 10%igem (v/v) Glycerin iiberschichtet. Die Elektroporation
wurde dann bei einer Spannung von 2,5 kV, einem Parallelwiderstand von 200 Q und einer
Kondensatorkapazitit von 25 pF in einem Gene Pulser™ (Biorad, Miinchen) durchgefiihrt.

Sofort nach Beendigung des elektrischen Pulses wurde die Zellsuspension in 4 ml BHIS-
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Medium aufgenommen, in ein 15 ml Falcon-Rohrchen {iiberfithrt und 6 min bei 46 °C
inkubiert. Dieser Hitzeschock inaktiviert vermutlich das Restriktionssystem von
C. glutamicum, so dass bei Verwendung heterologer DNA eine  hohere
Transformationseffizienz erreicht werden kann (Schifer et al., 1994). Nach dem Hitzeschock
wurden die Zellen fiir 60 min bei 30 °C unter Schiitteln regeneriert, bevor die Zellsuspension

auf Antibiotika-haltigen BHIS-Agarplatten ausplattiert wurde.

6.8. Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) wurde zur in vitro-
Amplifizierung von DNA-Fragmenten (Mullis und Faloona, 1987) sowie zur Kontrolle von
Klonierungen und cDNA-Synthesen eingesetzt. Wiahrend fiir die Amplifizierung weiter
verwendeter DNA-Fragmente die KOD Polymerase (Novagen, San Diego, USA) auf Grund
der Effizienz und geringen Fehlerrate genutzt wurde, ist die Taq Polymerase in Kontroll-
PCRs eingesetzt worden.

Dazu wurden jeweils zwei, den =zu amplifizierenden DNA-Bereich flankierende
Oligonukleotide eingesetzt, die bei Eurofins Operon MWG (Ebersberg, Deutschland) bezogen
wurden. Das PCR-Programm bestand aus einem sich wiederholenden Zyklus aus DNA-
Denaturierung bei 94 °C, Oligonukleotideanlagerung (Annealing) bei 55-66 °C und
Verldangerung (Elongation) der Oligonukleotide mittels DNA-Polymerase bei 72 °C. Dies
ermoglicht eine exponentielle Amplifizierung des durch die Oligonukleotide begrenzten
DNA-Fragmentes. Zur Durchfithrung der PCR wurde ein Thermocycler (Biozym Diagnostik,
Oldendorf) verwendet. Als Matrizen-DNA wurde iiblicherweise genomische DNA aus durch
Hitzebehandlung aufgeschlossenen Bakterienzellen oder Plasmid-DNA verwendet. Zur
Nutzung genomischer DNA als Template wurde eine Kolonie des zu untersuchenden
Stammes in 100 pl sterilem Wasser resuspendiert und die Suspension fiir 10 min bei 95 °C
inkubiert, um die Zellen aufzuschlieBen. Die optimale Anlagerungstemperatur (T,) fiir die
PCR wurde entweder vom Hersteller der Oligonukleotide angegeben oder aus der
Basenzusammensetzung berechnet (Sambrook et al., 1989), wobei nur der Bereich des
Oligonukleotides beriicksichtigt wurde, der bereits im ersten Zyklus an die DNA-Matrize
anlagert (T, = (4x [G+C] + 2x [A+T]) - 5). Die Elongationszeit wurde je nach GroBe des zu
amplifizierenden Fragments variiert, wobei routineméfig 1 min pro 1000 Basen berechnet
wurde. Es wurden jeweils 30-35 Zyklen durchgefiihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde
ein Aliquot jedes Ansatzes entnommen und durch Agarose-Gelelektrophorese analysiert.

Wurden die amplifizierten DNA-Fragmente fiir weitere Klonierungsschritte bendtigt, wurden
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sie mit Hilfe des QIAex Kit (Qiagen, Hilden) oder des NucleoBond Kit (Macherey & Nagel,

Diiren) aufgereinigt.

6.8.1. Cross-over-PCR

Zum Austausch des nativen Promotors von dem Gen pyc, das fiir die Pyruvat-Carboxylase
kodiert, durch den glyA Promotor wurden zwei etwa 500 bp grofle Fragmente, die den 5'- und
den 3'-flankierenden Bereiche des pyc Promotors enthalten, und der g/yA Promotor mit
speziellen Oligonukleotiden amplifiziert. Dabei enthielten die @uBleren Oligonukleotide der
flankierenden Bereiche Restriktionsschnittstellen zur spiteren Klonierung und die inneren
Oligonukleotide jeweils homologe Sequenzen zu dem amplifizierten glyA Promotor fiir die
anschlieende zweiphasige Crossover-PCR (VIII. Tabelle 15).

In der ersten Crossover-PCR wurden jeweils die beiden ~500 bp groflen Fragmente der ersten
PCR zusammen mit dem amplifizierten g/lyA Promotor als Matrize eingesetzt und mit den
flankierenden Oligonukleotiden der beiden Fragmente aus der ersten PCR zu einem
Fusionsprodukt amplifiziert. Die beiden generierten Fragmente, der 5’-flankierende Bereich
mit g/lyA Promotor und der glyA Promotor mit dem 3’-flankierenden Bereich wurden in einer
weiteren Crossover-PCR als Matrize eingesetzt und mit den duBleren Oligonukleotiden der
flankierenden Bereiche amplifiziert. Das in der PCR amplifizierte Fragment wurde

aufgereinigt, in den Vektor pUC18 kloniert und im Folgenden sequenziert.

6.8.2. Gerichtete Mutagenese des Gens ilvA

Der gerichtete Basenpaaraustausch im Gen ilvA, das fiir die Threonin-Dehydratase kodiert,
wurde mittels PCR generiert. Dazu wurde ein spezifisches, komplementires
Oligonukleotidpaar benutzt, das den Basenpaaraustausch in ihrer Sequenz beinhaltete, und der
Vektor pUC18 ilvA als DNA-Matrize eingesetzt. Da die Polymerase nicht iiber Ligase-
Eigenschaften verfiigt, lag in den neu generierten Plasmiden ein Bruch im DNA-Strang vor.
Nach Beendigung PCR-Reaktion waren sowohl der Ausgangsvektor als auch der Vektor
pUCI18 mit dem mutierten Gen ilvA im Ansatz vorhanden. Durch die anschlieBende
enzymatische Reaktion mit Dpnl iiber 1 h bei 37°C wurde die DNA des Ausgangsvektors
pUC18 ilvA abgebaut, da dieses Restriktionsenzym selektiv methylierte oder hemimethylierte
DNA spaltet. Da die Basenpaare der mittels PCR generierten Plasmide keine Methylgruppen
enthalten, wurden diese nicht durch Dpnl gespaltet. Nach der einstiindigen Inkubation wurden
E. coli Zellen durch den Ansatz transformiert. Der Bruch in dem DNA-Strang der

transformierten Plasmide wurde durch die E. coli Zellen geschlossen.
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6.9. Ortsgerichtete Mutagenese - Das pK19mobsacB-Systems

Von C. glutamicum wurden Mutanten nach der von Schifer et al. (1994) beschriebenen
Methode mit dem Vektor pK19mobsacB konstruiert. Nach Klonierung und Sequenzierung der
generierten Fragmente zum Promotor- oder Genaustausch (Material und Methoden 6.8.1) in
den Vektor pK19mobsacB, wurden die Plasmide mittels Elektroporation in C. glutamicum
transferiert und auf BHIS-Agarplatten mit 15 pg/ml Kanamycin ausplattiert. Da der Vektor
pK19mobsacB in C. glutamicum nicht repliziert wird, wurden Kanamycin-resistente Klone, in
denen das Plasmid durch homologe Rekombination in das Chromosom integriert wurde,
selektioniert. Im Anschluss wurden Kanamycin-resistente Klone iiber Nacht in 5 ml BHI-
Medium ohne Antibiotikum inkubiert um ein zweites Rekombinationsereignis zu induzieren.
Jeweils 100 pl von 1:100 - 1:10.000-Verdiinnungen der Kulturen wurden auf BHIS-
Agarplatten mit 10 % (w/v) Saccharose ausplattiert. Das sacB-Gen des Plasmids
pK19mobsacB kodiert fiir das Enzym Levansucrase, das Saccharose in die Monosaccharide
Fruktose und Glukose spaltet und Fructose zu oligomerem Levan polymerisiert. Da gezeigt
werden konnte, dass die sacB-Expression in Anwesenheit von Saccharose lethal fiir
C. glutamicum ist (Jager et al., 1992), sollten bei Saccharose-resistenten Klonen das Plasmid
durch ein weiteres Rekombinationsereignis wieder aus dem Chromosom entfernt worden sein.
Dieses zweite Rekombinationsereignis fiihrt entweder zur Wiederherstellung der genetischen
Wildtyp-Situation oder zur Etablierung der erzielten, chromosomalen Mutation. Die nach dem
zweiten Rekombinationsereignis erhaltenen Klone, die sowohl Saccharose-resistent als auch
Kanamycin-sensitiv waren, wurden durch Kolonie-PCR mit entsprechenden Oligonukleotiden

analysiert.

6.10. Sequenzierung und computergestiitzte Sequenzanalysen

Die Sequenzierung klonierter DNA erfolgte nach dem Prinzip des Kettenabbruchs nach
Sanger et al. (1977). Die durch QIAprep Spin Miniprep Kit oder Qiagen Plasmid Midi Kit
(Qiagen, Hilden) isolierte hochreine DNA wurde mit den in Tabelle 3 angegebenen
Oligonukleotiden bei der Firma Agowa (Berlin) sequenziert.

Zum Bearbeiten erhaltener Sequenzen, Erstellen von Vektorkarten sowie zur Analyse von
offenen Leserahmen wurde das Programm Clone Manager fiir Windows (Version 7, Scientific
& Educational Software) genutzt. Um anhand von Genomsequenzen zu erfahren, welche
Stoffwechselwege in bestimmten Bakterien moglich sind, wurde die Datenbank KEGG,
Metabolic pathways verwendet (http://www.genome.ad.jp/kegg/kegg2.html). Eine weitere
Datenbank, die zur Untersuchung von Ahnlichkeiten auf DNA- und Proteinebene, Funktionen

von Proteinen und Stoffwechselwegen eingesetzt wurde, war die ERGO database
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(http://ergo.integratedgenomics.com/ERGOY/) von Integated Genomics. Dariiber hinaus wurde
die FZ Juelich — IBT Microarray database zur Analyse generierter und vorhandener

Microarray Daten genutzt (http://ibt022/cgi-bin/jmd.cgi).

7. mRNA-Quantifizierung mittels RealTime RT-PCR

7.1. Isolierung bakterieller Gesamt-RNA

Zur Isolierung bakterieller Gesamt-RNA wurde 1 ml der Bakterienkultur in der
exponentiellen Wachstumsphase (OD = 10) geerntet (13.000 Upm, 4°C, 15 sek.). Das
Zellpellet wurde dann entweder direkt weiterverarbeitet oder bis zur weiteren Verwendung in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —70°C gelagert (Berstein et al., 2002; Khodursky
et al., 2003). Frisch abzentrifugierte oder gefrorene Pellets wurden mechanisch mit dem
Silamat S5 (Vivadent, Ellwangen) aufgeschlossen und mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden) weiterverarbeitet (Lange et al., 2003).

Die RNA wird in Gegenwart von Ethanol und einer speziellen, hochkonzentrierten Salz-
Puffer-Losung (RNeasy, Qiagen) an eine Silica-Gel-Membran adsorbiert, die selektiv
einzelstringige RNA-Molekiile ab einer Groe von 200 Basen bindet. Nach
Herstellerangaben wurde die adsorbierte RNA mit 30 U RNAse freier DNAse [ (RNAse-Free
DNAse Set, Qiagen, Hilden) auf der Sdulchenmembran fiir 15 min inkubiert. Danach folgten
zwel weitere Waschschritte bevor die RNA mit 50 pl RNAse freiem Wasser vom Séulchen
eluiert wurde.

Die RNA-Konzentration sowie die Reinheit (E260/E280 ~ 1,8-2,2) der isolierten RNA-
Losungen wurden photometrisch bei den Wellenldngen 230 nm, 260 nm und 280 nm
gemessen. Mittels denaturierender Formamid-Gelelektrophorese (Sambrook et al., 1989)
wurden die RNA-Konzentration und die Reinheit der RNA zusitzlich {iiberpriift. Die

Lagerung priparierter RNA erfolgte bei -20 °C.

7.2.  Synthese der cDNA

Die Synthese der cDNA erfolgte ausgehend von 500 ng Gesamt-RNA, die durch reverse
Transkription mit den in Tabelle 3 angegebenen Oligonukleotiden und reverser Transkriptase
(Omniscript Reverse Transkriptase, Qiagen, Hilden) in ¢cDNA umgeschrieben wurde. Die
RNA wurde vor der Synthese fiir 5 min bei 68 °C inkubiert und dann 5 min auf Eis abgekiihlt.
AnschlieBend wurde der vorbereitete Mastermix aus Reaktionspuffer, Nukleotiden und
reverser Transkriptase zugegeben. Die Synthese erfolgte fiir 1 h bei 37 °C. Die synthetisierte

cDNA wurde ohne weitere Aufreinigung als femplate in der Real-time PCR eingesetzt.
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7.3. RealTime PCR

Die Real-time PCR wurde mit dem LightCycler 1.0 (Roche Diagnostics, Mannheim)
durchgefiihrt. Als Reagenzien dienten die Bestandteile Quantitect SYBR Green I Kit (Qiagen,
Hilden). Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green 1 (Invitrogen, Karlsruhe) bindet
doppelstriangige DNA und hat ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldange von 521 nm.
Bei der Messung erfolgte eine Anregung der in speziellen Kapillaren (LightCycler
Capillaries, Roche Diagnostics, Mannheim) vorliegenden Proben durch eine blaue Licht
emittierende Diode (LED) mit einer Anregungswellenlinge von 470 nm. Die
Fluoreszenzmessung erfolgte mit dem Kanal F1 bei einer Wellenldnge von 530 nm. In

Tabelle 4 ist der Ablauf der RealTime PCR sowie der Schmelzkurve aufgelistet.

Tab. 4: Ablauf der RealTime PCR. Nach Vorinkubation erfolgt die Amplifikation in 50 PCR-
Zyklen. Das Produkt wird im Anschluss anhand der Schmelzkurve analysiert.

Programm Schritt Temperatur Zeit Zyklen Fluoreszenz-
Detektion
Vorinkubation 95°C 15 min 1 -
Amplifikation Denaturierung 95°C 10 s 50 -
Oligonukleotid-
Annealing abhéngig 20 s -
Synthese 72°C Produkt [bp] /25s -
Messung 72-86°C 0s Einfach
Schmelzkurve Denaturierung 95°C Os 1 -
Annealing 65°C 15s -
Aufschmelzen 95°C Os Kontinuierlich
der DNA Temperatur-
Erhohung
=0,1°C/s

Kiihlung 40°C 30's -




Material und Methoden 21

7.4. Auswertung der Quantifizierung

Die absolute Quantifizierung der Transkripte erfolgte anhand von externen Standards
(Abbildung 2). Bei den externen Standards handelte es sich um DNA-Fragmente, die fiir jedes
untersuchte Gen sowie die Referenzgene amplifiziert wurden. Alternativ kann auch Plasmid-
DNA als Standard genutzt werden. Zusitzlich wurden Referenzgene zur Normierung in die

Analyse aufgenommen, wodurch eine relative Quantifizierung durchgefiihrt werden konnte.

500 ng RNA PCR
Reverse
Transkription
cDNA DNA (Standard)

l j?O" 107 10°

(Vs Wk

Real-time PCR C C @ U
l

Real-time PCR
Eichgerade

N/

absolute
Quantifizierung

Abbildung 2: Ablauf der absoluten Quantifizierung. Nach der reversen Transkription wurde
die cDNA Menge des in der Realtime PCR untersuchten Gens mit Hilfe von externen
Standards bestimmt. Mittels der durch PCR hergestellten Standard-DNA bekannter
Konzentration wurde eine Eichgerade angefertigt, an der die cDNA-Konzentration der Probe
abgelesen wurde.
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Mittels der Standard-DNA, deren Konzentration nach photometrischer Bestimmung bekannt
war, wurde eine Eichgerade angefertigt, anhand derer die Probenkonzentration abgelesen

werden konnte. Die Abbildung 3 dient der Veranschaulichung dieser Vorgehensweise.
A B

Fluoreszenz
Crossing point

Zyklusnummer log Konzentration

Abbildung 3: A) Erstellung der Eichgerade mit DNA-Standards, die als eine Reihe von 10er
Verdiinnungen als template in der Real-time PCR eingesetzt werden. Die Kurven zeigen die
Fluoreszenzzunahme der einzelnen Proben wihrend der Real-time PCR. B) Durch Auftragung
der Crossing points der einzelnen Proben, welche von der LightCycler-Software ermittelt
werden, gegen den Logarithmus der Standardkonzentration wird eine Eichgerade erstellt.

Eine typische PCR Amplifikationskurve, wie in Abbildung 3A dargestellt, 1dsst sich in drei
Segmente unterteilen: 1) Die frithe Hintergrundphase: In dieser Phase wird nur die
Hintergrund-Fluoreszenz gemessen, da die Konzentration des amplifizierten PCR-Produkts
noch zu gering ist. 2) Die exponentielle Phase, in der das PCR-Produkt akkumuliert, die
Fluoreszenz des Produkts exponentiell zunimmt und die Hintergrundfluoreszenz iibersteigt bis
schlieB8lich ein Plateau erreicht wird. 3) Die Plateau Phase. In dieser Phase fillt die Effizienz
der PCR und es kommt zu keiner weiteren Amplifikation, daher bleibt das Fluoreszenzsignal
konstant.

Die Fluoreszenzzunahme kann mittels der LightCycler-Software durch zwei verschiedene
Methoden berechnet werden. In dieser Arbeit wurden die Crossing points (CP), die Punkte an
denen die Fluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz iibersteigt, unter Zuhilfenahme der Second
derivative maximum Methode bestimmt. Bei dieser Methode wird die wihrend der Realtime
PCR aufgenommene Kurve der Fluoreszenzzunahme als Funktion beschrieben. Dem
bestimmten CP-Wert einer Probe entspricht nun die Zyklusnummer, welche dem Maximum
der zweiten Ableitung dieser Funktion als X-Wert zugeordnet werden kann. Wie Abbildung 4
zeigt, liegt der CP-Wert am Beginn der logarithmischen Phase der PCR, in der die
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Fluoreszenz exponentiell ansteigt. Uber die CP-Werte kann nun die Quantifizierung erfolgen,

indem in der Eichgerade die dem CP-Wert entsprechende Konzentration abgelesen wird.

—— Fluoreszenzzunahme (sigmoide Funktion)
---- 1. Ableitung
------------- 2. Ableitung

Fluoreszenz

Zyklusnummer

Abbildung 4: Die Crossing-Point-Werte wurden nach der Second derivative maximum
Methode ermittelt. Die Kurve der wihrend der Realtime PCR  gemessenen
Fluoreszenzzunahme entspricht einer sigmoiden Funktion. Die Zyklusnummer, welche dem
X-Wert des Maximums der zweiten Ableitung dieser Funktion entspricht, wird der
zugehorigen Probe als Crossing-Point-Wert zugeordnet.

Parallel zu den Proben wurden die zwei verwendeten Referenzgene ddh (meso-
Diaminopimelatdehydrogenase) und gyrA (DNA-Gyrase, Untereinheit A) zur Normierung
amplifiziert, um so eventuelle Ungenauigkeiten durch abweichende PCR-Effizienzen oder
Template-Konzentrationen zu beriicksichtigen. Als Referenzgene werden konstitutiv
exprimierte Gene genutzt, die auch bei unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen gleiche
Expressionsstiarken aufweisen. Dariiber hinaus sollten sich die Transkriptionsstirken der

untersuchten Gene und des Referenzgen nicht zu stark unterscheiden.

8. Globale Transkriptomanalysen

8.1. Synthese fluoreszenzmarkierter cDNA-Sonden

Fiir den Vergleich genomweiter Genexpressionsmuster wurden fluoreszenzmarkierte cDNA-
Sonden in gleichen Konzentrationen von der zu vergleichenden RNA synthetisiert (Wendisch

et al., 2001). Die cDNA-Sonden wurden aus priparierter RNA mittels reverser Transkriptase
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(Invitrogen, Groningen) und Zufalls-Hexamer-Oligonukleotiden synthetisiert.  Als
Fluoreszenzfarbstoffe =~ wurden die dUTP-Analoga Cy3-dUTP (A Apsorption max. 550 nms
A Fluoreszenz max. 570 nms ~ griin,  Amersham, Freiburg) oder Cy5-dUTP (A Apsorption max. 649 nms
A Fluoreszenz max. 670 nm»> TOt, Amersham, Freiburg) verwendet. Jeweils 20-25 ug RNA wurden in
einem 15 ul Ansatz mit 500 ng Zufalls-Hexanukleotid-Oligonukleotiden (GE Healthcare,
Freiburg) fiir 10 min bei 65°C inkubiert. Nachdem Abkiihlen der Proben auf Eis (2 min),
wurde die reverse Transkription durchgefiihrt. Der Ansatz (30 pl) enthielt 3 ul Cy3-dUTP
(1 mM) oder Cy5-dUTP(1 mM), 6 ul 1.Strang Puffer (End-Konz. 50 mM Tris-HCI, pH 8,3,
75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 10 mM DTT), 0,6 ul Nukleotidmix (End-Konz. 500 pM dATP,
dGTP, dCTP, 200 pM dTTP; Invitrogen, Groningen) und 2 ul Superscript-Il Reverse
Transcriptase (End-Konz. 400 U; Life Technologies Inc., Rockville, MD; Wendisch et al.,
2001). Nach der Synthese (110 min, 42°C) wurde die RNA durch Zusatz von 10 ul
NaOH(0,1 N) hydrolysiert (10 min, 70°C) und mit 10 ul HCI (0,1 N) neutralisiert. Um
nichteingebaute Nukleotide abzutrennen wurde der Ansatz (50 ul) mit H,O auf 500 ul
aufgefiillt und mittels Ultrazentrifugationseinheiten (Microcon YM-30, Millipore,
Schwalbach) eingeengt. Die Cy3- und Cy5-markierten Sonden wurden vereinigt, wieder mit
H,O auf 500 ul aufgefiillt und erneut bis auf ein Volumen von 14,5 ul eingeengt. Die so
erhaltene Cy3- bzw. Cy5-markierte cDNA der zu vergleichenden RNA-Proben wurde sofort

zur Hybridisierung eingesetzt.

8.2. DNA-Chip-Technologie

Die in dieser Arbeit verwendete DNA-Chip-Technologie zur Untersuchung differentieller
Genexpressionsmuster und das verwendete Robotersystem zur Herstellung von DNA-Chips
beruht auf dem an der Stanford University entwickelten Systems (Shalon et al., 1996) und
wurde am Institut fiir Biotechnologie durch Prof. Dr. V. F. Wendisch und Dr. T. Polen
etabliert (Lehnen et al., 2002; Polen, 2002; Wendisch et al., 2001). Dabei wurden zwei
unterschiedlich fluoreszenzmarkierte Sonden gleichzeitig auf einem DNA-Chip hybridisiert
(Shalon et al., 1996; Zimmer et al., 2000). Detailierte Informationen sind zusitzlich im
Internet unter MGuide, http://cmgm.stanford.edu/pbrown/mguide einzusehen. Auf die Chips
wurden 3530 PCR-Produkte (ca. 300-500 bp) von 3567 putativen C. glutamicum-Genen
aufgebracht. C. glutamicum ATCC 13032 diente als Matrize fiir die Amplifizierung der
Genfragmente mittels PCR. Die verwendeten Oligonukleotide wurden durch die Firma Gene
Scan AG (Freiburg) synthetisiert. Fiir die spidtere Immobilisierung der DNA auf dem Chip
wurden die DNA-Chip-Glasobjekttriger zundchst mit Poly-L-Lysin beschichtet (Shalon et al.,
1996; Zimmer et al., 2000). Die Auftragung der PCR-Produkte (150-300 ng/ul) erfolgte mit
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einem computergesteuerten Robotersystem auf eine Fliacher von 2cm x 2 cm auf einen
Objekttriger. Dabei wurden etwa 0,1-1,0 nl PCR-Produkt pro Spot aufgetragen. Die Spots
hatten einen Durchmesser von etwa 60-120 um. Neben den PCR-Produkten der amplifizierten
C. glutamicum-Gene  wurden  zusitzlich  Hybridisierungskontrollen  (Lambda-DNA,
PCR-Produkt eines E. coli-Gens und genomische DNA von E. coli) auf den Chip aufgebracht.
Fir die Datennormalisierung wurde genomische C. glutamicum DNA an verschiedenen

Stellen auf dem Chip angeordnet.

8.3. Chemische und thermische Nachbehandlung von DNA-Chips

Bevor die hergestellten DNA-Chips in Hybridisierungsexperimenten eingesetzt wurden,
erfolgte eine chemische Nachbehandlung (Wendisch et al., 2001). Diese diente einerseits der
Blockierung von Nukleinsdure-bindenden e-Aminogruppen freier Seitenketten von Poly-L-
Lysin, an Stellen, an denen keine DNA aufgetragen wurde, und andererseits zur
Immobilisierung der DNA. Zur Erzeugung hybridisierungsfihiger, einzelstringiger DNA aus
der doppelstriangigen DNA erfolgte eine thermische Nachbehandlung. Fiir eine gleichméBige
Verteilung der Fluoreszenzintensititen innerhalb der Spot-Flidche, wurden die DNA-Chips im
ersten Schritt der Nachbehandlung durch Inkubation in einer Feuchtigkeitskammer (Sigma,
Deisenhofen) iiber der Oberfliche einer 1 x SSC-Losung inkubiert (100 ml, 15 min). Wéhrend
der Inkubation (15 min) verteilen sich infolge der Brown'schen Molekularbewegung die
DNA-Molekiile, deren negativ geladene Phosphatreste noch nicht ausreichend durch die
positiv geladenen Aminogruppen der Poly-L-Lysin-Seitenketten fixiert wurden. Zur Fixierung
der DNA Molekiile auf der Oberflache erfolgte nach dem Rehydratisieren eine Blitztrocknung
fiir 5s bei 100°C (Shalon et al., 1996). Danach wurde die DNA durch UV-Bestrahlung
(650 uJ, UV-Stratalinker, Stratagene) erneut auf den Objekttriger immobilisiert. Zum
Blockieren der freien Poly-L-Lysin beschichteten Oberfliche, die nicht mit DNA bedeckt
war, erfolgte eine 25-miniitige Inkubation in Methyl-2-Pyrrolidinon-Losung (0,2 M
Bernsteinsdure-Anhydrid, 50 mM Na-Borat). Dabei reagieren die e-Aminogruppen der freien
Seitenketten des Poly-L-Lysins mit Bernsteinsdure-Anhydrid (Shalon et al.,, 1996).
Unmittelbar danach wurden die DNA-Chips fiir 2 min bei 95°C im Wasserbad zum
Denaturieren der DNA-Doppelstringe inkubiert. Um eine anschlieBende Renaturierung der
DNA-Doppelstriange zu verhindern, wurden die Chips in eiskaltem Ethanol inkubiert (2 min,
95 % Ethanol, 4°C) und auf diese Weise die DNA-Einzelstringe fixiert. Danach erfolgte zur
Trocknung eine Zentrifugation (5 min, 50 g). Die trockene Lagerung der nachbehandelten

DNA-Chips bis zu ihrer Verwendung erfolgte im Exikator (Shalon et al., 1996).
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8.4. DNA-Chip-Hybridisierung

Zur Bestimmung relativer mRNA-Spiegel wurden die aus den beiden zu vergleichenden
RNA-Proben erhaltenen Cy3- und Cy5-fluoreszensmarkierten cDNA-Sonden gleichzeitig auf
einem DNA-Chip hybridisiert. Die vereinigten und aufgereinigten Cy3- bzw. Cy5-markierten
cDNA-Sonden wurden dazu in 20 ul Hybridisierungspuffer (20 ug Poly-A; 3 x SSC;
25 mM HEPES pH 7.0, 0,23 % (v/v) SDS) fiir 2 min bei 100°C denaturiert und anschlieBend
fir 5-10 min bei Raumtemperatur inkubiert (Zimmer et al., 2000). Poly-A (Sigma,
Deisenhofen) diente als Kompetitor zur Verringerung unspezifischer Hintergrundfluoreszenz
und die Endkonzentration von 3 x SSC sicherte stringente Hybridisierungsbedingungen
(Zimmer et al., 2000). Vor der Hybridisierung wurde auf dem DNA-Chip iiber dem Bereich
mit immobilisierter DNA (2 cm x 2cm) ein Spezialdeckglischen gelegt, um eine
gleichmifige Verteilung der Probenlosung iiber der DNA-Chip-Fliche sicherzustellen
(LifterSlip, Erie Scientific, New Hampshire, USA). Zur Gewihrleistung einer ausreichend
hohen Feuchtigkeit in der Kammer wurden mehrfach kleine Tropfen 3 x SSC-Losung am
Rand des DNA-Chips aufgetragen, dann die vorbereitete Probenlosung unter das Deckglas
pipettiert und der DNA-Chip in einer wasserdichten Hybridisierungskammer (Die Tech Inc.,
York Haven, USA) 5-16 h bei 65°C im Wasserbad inkubiert (Zimmer et al., 2000). Um die
Probenlosung und unspezifisch gebundene fluoreszenzmarkierte DNA nach der
Hybridisierung zu entfernen, erfolgte ein stringentes Waschen der DNA-Chips fiir je 5 min
inl x SSC/0,03 % (w/v) SDS und danach in 0,05 x SSC bei Raumtemperatur (Zimmer et al.,
2000). Durch Zentrifugation (5 min, 50 g) wurde der DNA-Chip getrocknet und anschlieBend
die Fluoreszenz auf der DNA-Chip Oberflidche bestimmt.

8.5. Fluoreszenz-Messung von DNA-Chips

Um die mRNA-Spiegel zu bestimmen, wurde die Cy3- und die Cy5-Fluoreszenz der Spots
gemessen. Da das Verhiltnis von Cy3- und Cy5-Fluoreszenz eines Spots direkt mit dem
Verhiltnis der Anzahl der mRNA-Molekiile in den verglichenen RNA-Proben korreliert, ist
es ein MaBl fiir den relativen mRNA-Spiegel (Shalon et al., 1996). Zum Messen der
ortsaufgelosten Fluoreszenz auf den DNA-Chips wurde der GenePix 4000 A laser scanner
(Axon Inc., USA) verwendet. Die DNA-Chip-Oberfliche (10 x 10 um Raster) wurde zum
Anregen der fluoreszierenden Molekiillgruppe von Cy3- und Cy5-dUTP mit
monochromatischen Licht zweier verschiedener Wellenldngen bestrahlt, je eine zur Anregung
von Cy3-dUTP (532 nm) und Cy5-dUTP (635 nm), und die daraufhin emittierte Fluoreszenz
wurde mit lichtempfindlichen Kathoden bei 570 nm (Cy3-Fluoreszenz) und bei 670 nm

(Cy5-Fluoreszenz) registriert. Diese wandeln die Cy3- und CyS5-Fluoreszenz in elektrischen
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Strom um, der weiter verstiarkt wird. Die gemessene Stromstidrke korreliert direkt mit der
Cy3- bzw. Cy5-Fluoreszenz. Mit Hilfe der Software wurde die ortsaufgeldste Information fiir
die Cy3- und CyS5-Fluoreszenz anhand der numerischen Werte als Fluorogramm bildlich
dargestellt und im 16-bit-TIFF-Format elektronisch gespeichert (GenePix Pro 3.0 Software).
Hierdurch wurden die Roh-Fluoreszenz-Daten erhalten. Die GenePix Array List (erstellt von
G. Sindelar und C. Lange, AG Dr. Wendisch) erlaubte eine Zuordnung jedes einzelnen
detektierten DNA-Spots zu dem entsprechenden C. glutamicum-Gen bzw. zu den
entsprechenden Hybridisierungskontrollen (genomische C. glutamicum-DNA, A-DNA und
PCR-Produkte von Genen aus E. coli).

8.6. Auswertung von DNA-Chips

Die Berechnung des Verhiltnisses von Signal zu Hintergrund fiir Cy3- und
Cy5-Fluoreszenzsignale erfolgte durch Bildung des Quotienten Signalintensititspot-Probe /
Signalintensitdtspot-Hintergrund. Wenn das Signal/Hintergrund-Verhiltnis fiir die Cy3- und
die CyS-Fluoreszenz kleiner als drei war, wurden die Signale als zu schwach angenommen,
um zuverlédssig ausgewertet werden zu konnen und in weiteren Analysen nicht beriicksichtigt
(Khodursky et al., 2000). Um die durch die Cy5-/Cy3-Fluoreszenz-Verhiltnisse
reprasentierten relativen mRNA-Spiegel verschiedener DNA-Chip-Experimente besser
miteinander vergleichen zu konnen, wurden die numerischen Werte normalisiert (Eisen et al.,
1998). Die Normalisierung erfolgte fiir jeden DNA-Chip iiber die genomische DNA von
C. glutamicum. Anhand des Cy5-/Cy3-Fluoreszenz-Verhiltnisses, das bei Hybridisierung der
Sonden mit chromosomaler DNA von C. glutamicum gemessen wurde und gleich 1 sein sollte
(Eisen et al., 1998), wurden die einzelnen Spots normiert. Es wurde ein Korrekturfaktor
ermittelt, der bei Multiplikation mit dem experimentellen Ergebnis ein Verhiltnis von 1 fiir
die chromosomale DNA ergab und die Verhiltnisse aller genspezifischen Spots wurden
anschlieBend mit diesem Faktor multipliziert (Khodursky et al., 2000). Beruhend auf einem
von W.S. Gosset (1876-1937) entwickelten statistischen Verfahren zur Berechnung von
Wahrscheinlichkeiten beziiglich Ubereinstimmung oder Verschiedenheit zweier Datensiitze
erfolgte fiir Gene, deren relativer mRNA-Spiegel mehrfach bestimmt wurde, die Berechnung
von p-Werten mit dem t-Test (TTEST-Tabellenfunktion, EXCEL 2000, Microsoft). Dabei
wurde die Streuung der mehrfach gemessenen und normalisierten Cy3-/CyS5-
Fluoreszenzverhiltnisse eines Gens mit der Streuung der normalisierten Cy3-/Cy5-
Fluoreszenzverhiltnisse genomischer DNA verglichen (Khodursky et al., 2000). Verédnderte
relative mRNA Spiegel von Genen mit p-Werten >0,05 wurden als statistisch nicht signifikant

verdndert gegeniiber der genomischen DNA betrachtet. Ein p-Wert von 0,05 bedeutet, dass
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die ermittelten relativen RNA-Level sich mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % von den zu

vergleichenden mRNA-Leveln unterscheiden.

8.7.  Oligonukleotid-basierende DNA-Chips
Oligonukleotid-basiernde Microarray Analysen wurde in Bielefeld in der Gruppe von
Dr. J. Kalinowski mit freundlicher Unterstiitzung von Dr. Andrea Hiiser nach dem Protokoll

von Hiiser et al. durchgefiihrt (2003).

0. Chromatographische Methoden

9.1. Bestimmung organischer Siuren mittels HPLC

Die quantitative Bestimmung organischer Sduren in Kulturiiberstinden erfolgte durch Ionen-
Ausschlusschromatographie an einer Kationenaustauschersidule (Organic Acid Resign, 250 x
8 mm; CS Chromatographie Service GmbH, Langerwehe, Germany) durch isokratische
Elution innerhalb von 20 min mit 6 mM H,SO, bei einer Flussrate von 0,8 ml min”' und einer
Temperatur von 65 °C mit Hilfe eines Agilent Technologies 1100 LC Systems. Die eluierten
organischen Sduren wurden mit einem Diodenarray-Detektor (DAD G1315B) bei einer
Wellenldnge von 215 nm detektiert. Die Quantifizierung der organischen Séduren erfolgte
durch Analyse der ermittelten Peakflichen der Proben und externer Standards der

entsprechenden Saure.

9.2. Bestimmung von Aminosiuren mittels HPLC

Zur Identifizierung und quantitativen Bestimmung von Aminosduren im Kulturiiberstand
wurden von der jeweiligen Kultur zum gewiinschten Zeitpunkt 1-ml-Proben entnommen und
die Zellen sedimentiert (10 min, 13000 Upm, 4°C). Der Uberstand wurde ein weiteres Mal
zentrifugiert (10 min, 13000 Upm, 4°C) und anschlieBend untersucht. Die Aminosdure-
Analyse des Uberstandes erfolgte unter Verwendung eines Agilent Technologies 1100 LC
Systems (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) mit einer LiChrospher 100 RP 18EC
125 x 4 mm Trennsdule (CS Chromatographie Service GmbH, Langerwehe, Germany) mit 5
um PartikelgroBe und einer 40 x 4 mm Vorsdule. Die Aminosidure-Bestimmung erfolgte
mittels reversed phase-HPLC nach Derivatisierung der Probe mit o-Phthaldialdehyd (OPA)
(Lindroth und Mopper, 1979). Dies erfolgte durch eine automatisierte Derivatisierung, bei der
1 pl der zu analysierenden Probe mit 20 pl OPA/2-Mercaptoethanol-Fertigreagenz (Pierce
Europe BV, Oud-Beijerland, Niederlande) gemischt und eine Minute bei RT im Probenraum
inkubiert wurde. Die Derivatisierung beruht auf der Reaktion der primidren Aminogruppe mit

OPA und 2-Mercaptoethanol in alkalischem Medium, wobei ein fluoreszierendes 1-
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Mercaptoethanol-2-alkylisoindol entsteht (Jones und Gilligan, 1983). Die Substanzen wurden
entsprechend ihrer Hydrophobizitdt mit einer Flussrate von 0,8 ml min™ bei 40 °C mit einem
Gradienten (Abbildung 5) aus 0,1 M Natriumacetat (pH 7,2) als polarer Phase und Methanol

als unpolarer Phase eluiert.
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Abbildung 5: Anteil des prozentualen Methanolgehaltes im Laufmittel zur Auftrennung von
Aminoséuren.

Die Fluoreszenz der Aminosdure-Isoindol-Derivate wurde nach Excitation bei einer
Wellenlinge von 230 nm bei einer Emissionswellenlinge von 450 nm detektiert. Die
Identifizierung von Aminosduren erfolgte anhand ihrer Retentionszeit. Die Aminoséure-
Konzentration in der analysierten Probe wurde iiber Vergleich der erhaltenen Peakfliche mit
denen aus parallel untersuchten Standards der entsprechenden Aminosduren bestimmt.
Zusitzlich wurde Asparagin als interner Standard genutzt um die erhalten Aminosidure-

Konzentrationen zu normieren.
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10. Enzymatische Analysen

10.1. Enzymatisch-photometrische Glukose — Bestimmung

D-Glucose wurde nach einer Methode von Bergmeyer et al. (1974) enzymatisch mit
Hexokinase (HK) und Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G-6-P-DH) bestimmt. Dieser
Test beruht auf den in Gleichungen (I) und (II) dargestellten Reaktionen.

HK
Glucose + ATP ——> Glucose-6-Phosphat + ADP @D
G-6-P-DH
G-6-P + NAD* ——m> 6-Phospho-8-Gluconolacton + NADH + H* (1D

Die wihrend der Reaktion gebildete NADH-Menge ist der D-Glukose-Menge dquivalent und
wurde aufgrund der Absorption bei 340 nm (molarer Extinktions-koeffizient
€340= 6,4 mM’! cm'l) bestimmt. Fiir den Test wurden Mikrotiterplatten fiir 96 Proben
(Wellplates, VWR International, Wien, Osterreich) verwendet. Es wurden jeweils 40 ul Probe
bzw. Glukose-Standards unterschiedlicher Konzentrationen (0,1- 2,5 mM) in die
Probenvertiefungen pipettiert (jeweils Doppelbestimmungen) und 260 ul der Reaktionslosung
(siehe unten) zugesetzt. Danach erfolgte eine 90-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur
unter leichter Bewegung auf einem Mikrotiterplattenschiittler (Heidolph Polymax 1040).
Anschlieend wurde die Extinktion bei 340 nm mittels eines Mikrotiterplattenphotometers
(ThermoMax microplate reader, MWG) bestimmt. Die Umrechnung der gemessenen
Extinktionen in die Glukosekonzentration erfolgte anhand einer durch Proben mit definierten

Glukose-Konzentrationen erstellten Kalibriergeraden.

50 mM Tris-Maleat-Puffer pH 6,8:

Tris 12,1 ¢
Maleinsiure 11,6 g

NaOH (konz.) pH 6,8 einstellen
bidest. H,O ad 1000 ml

100 mM Magnesiumchlorid-Losung:

MgCl, x 6 HO 1,017 g
Tris-Maleat-Puffer ad 50 ml

NAD/ATP-Mix (24 Ansitze):

ATP 367,5 mg
NAD 477,0 mg
MgCl,-Lsg. 25,0 ml

Tris-Maleat-Puffer ad 600 ml
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Enzym-Ldsung.

Hexokinase (3000 U/ml) 55 ul
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (1000 U/ml) 55 pl
bidest. H,O 4290 ul
Reaktionslésung:

Probe 40 ul
Enzym-Lsg. mit NAD/ATP-Mix 260 pl

10.2. Bestimmung der Threonindehydratase-Aktivitiit

Die Aktivitit der Threonin-Dehydratase (TDH) wurde photometrisch bestimmt (McGee und
Doudoroff, 1954). Das in der Reaktion entstandene o-Ketobutyrat reagiert bei Zugabe von
Semicarbazid zu Semicarbazon, das photometrisch bei einer Wellenldnge von 254 nm
gemessen wurde. Der Reaktionsansatz (80 ul TDH1 [1 M Kaliumphosphat pH 8,2],
80 ul TDH2 [10 mM Pyridoxalphosphat], 40 ul TDH3 [0,8 mM L-Threonin], x ul Rohextrakt
und 600-x ul H,O) wurde 30 min bei 30°C inkubiert. Nach 0 min, 15 min und 30 min wurde
200 pul Ansatz in vorgelegte 20 ul 36 % TCA zur Beendigung der Reaktion gegeben. Im
Anschluss wurden die Proben mit 1 ml Semicarbazid-Losung versetzt. Nach 15 min
Derivatisierung bei 30°C entstand durch Reaktion des Semicarbazids mit dem a-Ketobutyrat
das photometrisch nachweisbare Semicarbazon (McGee & Doudoroff, 1954). Zur Reduktion
der unspezifischen Hintergrundreaktion wurden die Proben nach Zugabe von 3 ml H,O fiir 10
min bei 13.000 Upm zentrifugiert. Zur Berechnung der in den Proben gemessenen

Konzentrationen wurde eine Eichreihe mit O pmol bis 1,5 pmol a-Ketobutyrat erstellt.

11. Protein-biochemische Analysen

11.1. Expressionskulturen

100 ml LB-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin bzw. 100 ug/ml Ampicillin wurde mit 1 ml
einer UN-Kultur des E. coli-Stammes (BL21(DE3) bzw. C43(DE3)) mit dem gewiinschten
Expressionsplasmid angeimpft. Die Kulturen wurden zunédchst bei 37°C und 140 Upm
inkubiert, bis sie eine OD von ca. 1,0 erreicht hatten. Die Expression des Zielgens wurde
durch Zusatz von 0,1 mM IPTG (Endkonzentration) induziert. Danach wurden die Zellen bei
20 °C und 130 Upm 3 bis 4 Stunden weiter inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zellernte
durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 6000 Upm, Hereaus Megafuge 1.0R, Hereaus GmbH &
Co. KG, Hanau). Die sedimentierten Zellen wurden einmal in 50 ml Aufschlusspuffer (TNIS

fiir pET-Derivate) gewaschen und bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert. Vor
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Induktion sowie 1, 2, 3 und 4 Stunden danach wurde die OD bestimmt sowie 150-ul-Proben
entnommen und abzentrifugiert um den Verlauf der Proteinbildung zu dokumentieren. Die
sedimentierten Zellen wurden in (OD x 30) ul 1x SDS-Ladepuffer aufgenommen und bis zur

Analyse durch SDS-PAGE bei —20°C gelagert.

11.2. Zellaufschluss

Zellen wurden in 1 ml Aufschlusspuffer TNIS resuspendiert, in ein Eppendorfgefal tiberfiihrt
und auf Eis gelagert. Der anschlieende Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall mit einem
Ultraschallprozessor (UP 200 S, Dr. Hielscher GmbH, Teltow; Amplitude 60 %, Cycle 0,6) in
sechs Intervallen, bestehend aus 45 s Ultraschall und 15 s Pause. Anschliefend wurden die
Zelltrimmer durch Zentrifugation sedimentiert (13.000 Upm, 4°C, 15 min). Die in dem
Uberstand befindlichen Proteine wurden mittels Ultrazentrifugation (60 min, 4°C,
50.000 Upm, Beckman TI 70.1 Rotor; Beckman Coulter GmbH, Krefeld) in cytosolische und
membrangebundene Proteine separiert. Die cytosolischen Proteine im Uberstand wurden
abgenommen und bei -20°C gelagert. Die im Sediment enthaltenen Membranproteine wurden
in 200 pl TNIS, 1 % Triton X-100 aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert.

11.3. Proteinkonzentrations-Bestimmung

Proteinkonzentrationen wurden mit dem BCA(Bicinchonin-Sdure)-Test (Smith et al., 1985)
bestimmt. Hierbei wurden 50 ul Probe mit 1 ml BCA-Reagenz (BCA™ Protein Assay Kit,
Pierce Biotechnology Inc., Rockford, USA) versetzt, 30 min bei 56 °C inkubiert und die
Extinktion bei 562 nm gemessen (Ultrospec 500 pro Visible Spectrophotometer, GE

Healthcare). Als Standard fiir die Eichkurve wurde Rinder-Serumalbumin verwendet.

11.4. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Bestimmung des Molekulargewichts loslicher und membrangebundener Proteine unter
denaturierenden Bedingungen wurde die SDS-PAGE (Polyacrylamid Gelelektrophorese) mit
dem NuPAGE® System (Invitrogen, Carlsbad, USA) eingesetzt. Die Auftrennung erfolgte in
12 %igen Bis-Tris-Polyacrylamidgelen, wobei zur Probenvorbereitung ein sechsfach
konzentrierter Ladepuffer (350 mM Tris, 10 % (w/v) SDS, 6 % DTT (Dithiothreitol),
30 % (v/v) Glycerin, pH 6,8) verwendet wurde, in dem die Proben fiir 30 min bei 42°C
denaturiert wurden. MOPS-haltiger (3-(N-Morpholino)propansulfonsidure) SDS-Laufpuffer
(50 mM MOPS; 50 mM Tris; 3,5 mM SDS; 1 mM EDTA) wurde zur Auftrennung bei einer

maximalen Spannung von 200 V eingesetzt. Zur Abschitzung des jeweiligen
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Molekulargewichts wurde der vorgefirbte Standard Precision Plus Protein™ Standard Dual
Color (Bio-Rad Laboratories, Inc.) verwendet. Die Proteine wurden mit Hilfe eines
kolloidalen Coomassie-Farbstoffes (GelCode® Blue Stain Reagent, Pierce Chemical
Company, Rockford, USA) fiir eine Stunde angeférbt und der iiberschiissige Farbstoff durch
einstiindiges Waschen mit H,O entfernt. AnschlieBend wurden die Polyacrylamidgele in
Cellophan (Laboratory Plast Utensils, Hellerup, Dédnemark) eingelegt und getrocknet.
Absorptionsspektren von Proteinen wurden in einem Wellenldngen-bereich von 200 nm —
800 nm mit einem Jasco V-560 UV/VIS Spektrophotometer (Jasco GmbH, GroB-Umstadt)

aufgenommen.

11.5. Western-Blot-Analyse

Zur Detektion von Proteinen mittels spezifischen Antikdrpern wurden diese aus SDS-
Polyacrylamidgelen auf Nitrocellulose-Membranen durch Elektroblotting fiir 30 min - 1 h bei
100 V in Trans-Blot™ Kammern (Biorad) transferiert.

Nach dem Transfer der Proteine wurde die Membran zur Abdeckung unspezifischer
Bindungsstellen 1 h bei 4°C in Block-Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7.5, 0,9 % NaCl, 5 %
Magermilchpulver, 0,1 % Tween 20) geschwenkt. Danach wurde die Membran zweimal
15 min in Blot-Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7,5, 0,9 % NaCl, 0,1% Tween 20) gewaschen. Im
Anschluss wurden die Membranen iiber Nacht in Blot-Puffer mit dem priméiren Antikorper
(Qiagen, Hilden, Verdiinnung 1:1.000) gegen den His-Tag des Zielproteins inkubiert. Zum
Entfernen iiberschiissiger Antikorper wurde die Membran zweimal 15 min in Blot-Puffer
gewaschen. Fiir den Nachweis des primédren Antikérper wurde die Membran fiir 3 h in Blot-
Puffer mit sekunddrem Antikorper, an den alkalische Phosphatase gekoppelt war (Anti-Mouse
IgG, Verdiinnung 1:15.000), inkubiert. Uberschiissige Antikorper wurden durch zweimaliges
Waschen fiir 15 min in Blot-Puffer entfernt. AnschlieBend wurde die Membran in
Entwicklungspuffer (100 mM Tris/HCL pH 9,0, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,) 10 min
equilibriert und zum Starten der Farbreaktion mit 10ml Entwicklungslosung
(10 ml Entwicklungspuffer, 66 ul NBT [50 mg/ml in 70 % Formamid], 66 pl BCIP
[25 mg/ml]) iiberschichtet. Sobald die Proteinbanden ausreichend sichtbar waren, wurde die

Reaktion durch Zugabe von 3 %iger TCA-Lsung gestoppt.

12. Exportratenbestimmung im Peptid-System
Zur Bestimmung von Exportraten und -spezifititen untersuchter Transporter wurden
C. glutamicum Zellen in Anwesenheit von Peptiden inkubiert und die Akkumulation von

Aminosduren gemessen (Vrljic et al., 1996). Die Vorkultivierung der Zellen erfolgte in 50 ml
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BHI bei 30°C uber einen Zeitraum von 12-16 h. Im Anschluss wurden die Zellen bei 4°C,
4.500 rpm abzentrifugiert und mit kalter 0,9 % NaCl-Losung gewaschen. Die sedimentierten
Zellen wurden in CgXII-Minimalmedium resuspendiert und zur Adaption an das Peptid in
50 ml CgXIl, 4 % Glukose, und Peptid (1,5 mM Ala-Thr-Dipeptid [L-Alanin L-Threonin]
oder 1 mM Thr-Tripeptid [L-Threonin L-Threonin L-Threonin]; Bachem, Bubendorf,
Schweiz) mit eine OD = 2,5 {iberfiihrt und fiir 2 h bei 30°C kultiviert. Die Zellen wurden
abzentrifugiert, mit kalter 0,9 % NaC-Losung gewaschen und in 10 ml CgXII, 4% Glukose,
plus Peptid (1,5 mM Thr-Dipeptid bzw. 1 mM Thr-Tripeptid) in 10 ml GlasgefdBen mit
kleinem Magneten auf einer Magnetrithrerplatte (H+P Labortechnik GmbH,
Oberschleissheim) in einem auf 30°C temperierten Wasserbad iiber einen Zeitraum von 2 h
inkubiert. In Zeitabstinden von 15 min wurden zweimal 100 ul Probe in vorbereitete,
gekiihlte Beckman-Vials (Beckman Coulter GmbH, Krefeld), die 20 ul 20 % HCIO,4, 65 ul
Silikonsl (Dichte=1,04 g/cm’) enthielten, gegeben und 30s abzentrifugiert (Beckman
Microfuge E). Die Zentrifugation fithrte zu einer dreiphasigen Auftrennung. Die obere Phase
enthielt das Kultivierungsmedium mit den exkretierten Aminosduren, die mittlere Phase
bestand aus dem trennenden Silikondl und in der unteren Phase waren die Zellen in der
Perchlorsiure lokalisiert. Die obere Phase wurde abgenommen, bei -20°C gelagert und mittels
HPLC analysiert. Die untere Phase wurde von der mittleren getrennt und 45 pul H>O und 10 pl
Silikondl (Dichte = 1,07 g/cm3) zugegeben. Die Losung wurde gemischt und fiir 5 min im
Ultraschallbad behandelt (Bransonic, Danbury, USA). Nach Zugabe von 25 ul 5M KOH,
1 M Triethanolamin wurde die Probe 30 min auf Eis gelagert und im Anschluss zentrifugiert
(30 min, 4°C, 13.000 Upm). Der Uberstand wurde abgenommen und bei -20°C gelagert und
mittels HPLC analysiert.



Ergebnisse 35

V. Ergebnisse

1. Suche nach Aminosiure-Transportern mittels globaler Transkriptomanalyse

Niedermolekulare Stoffe, wie Zucker, Peptide oder Aminosduren miissen {iiber
Membranproteine in oder aus der Zelle transportiert werden. Es war von Interesse solche
Systeme zu identifizieren. Dazu wurde zundchst das Wachstum von Corynebacterium
glutamicum unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen untersucht. Die Zugabe
verschiedener Aminosduren in das Medium und die Untersuchung ihrer Verstoffwechselung
sollte der Entdeckung bislang unbekannter Aminosédure-Importer dienen, und Sauerstoff-
Limitierung, bzw. Zugabe organischer Sduren der Identifizierung von Metabolit-Transportern
des Citratzyklus. Fiir Produktionsprozesse ist auch die Identifizierung von Importern
interessant, da die Deletion dieser Transporter die Wiederaufnahme des Produkts verhindert
und somit zu insgesamt besserer Produktbildung beitragen kann (Ikeda et al., 1994). Es sollte
deswegen untersucht werden, ob durch Transkriptionsanalysen Zugang zu Transportern

erlangt werden kann.

1.1. Wachstum und Genexpressionen bei Zugabe ausgewihlter Aminosiuren

C. glutamicum wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen verschiedener Aminoséduren in
Minimalmedium CgXII kultiviert. Dies diente der Untersuchung ob das Wachstum der Zellen
beeinflusst ist oder sogar die jeweilige Aminosdure verstoffwechselt wird, da beides Kriterien
fiir anschlieBende Transkriptomanalysen waren. Abweichende Wachstumsraten hitten primér
transkriptionelle Verdnderungen am Wachstum beteiligter Gene zur Folge was die
Identifizierung spezifischer Genexpressionen erschweren konnte. Idealerweise sollte die
Verstoffwechselung der Aminosduren erfolgen, um die Wahrscheinlichkeit der Expression
des Aufnahmesystems zu erhéhen, und somit eine Identifizierung mittels Microarray-Analyse
zu ermoglichen. Daher wurde C. glutamicum in Medium kultiviert, dem jeweils 50 mM
L-Alanin, L-Aspartat, Glycin, L-Serin oder L-Threonin zugegeben wurde, wobei L-Aspartat

auch in der Konzentration von 10 und 25 mM mit einbezogen wurden (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Wachstum von C. glutamicum ATCC 13032 in Minimalmedium CGXII,
4% Glukose bei Zugabe verschiedener Aminosiduren in den angegebenen
Konzentrationen (s. Legende).

Abgesehen von der Zugabe von 50 mM L-Alanin wuchs C. glutamicum unter Zugabe der
Aminosiuren mit einer maximalen Wachstumsrate von p=0,27 h™'. Wihrend die Zugabe von
50 mM L-Alanin in einer Reduktion der Wachstumsrate auf pu=0,21 h! fiithrte, inhibierte die
Zugabe von 50 mM L-Aspartat das Wachstum auf Grund von pH-Verdnderungen

vollkommen (Daten nicht gezeigt).

Die Verstoffwechselung der zugegebenen Aminosduren wihrend der Kultivierung ist in
Abbildung 7 gezeigt. Abgesehen von Glycin werden alle zugegebenen Aminosduren mit
Glukose co-verstoffwechselt. Wéihrend L-Aspartat und L-Serin stark verstoffwechselt
wurden, konnte fiir L-Alanin und L-Threonin nur ein leichter Verbrauch nachgewiesen
werden. Dies stimmt mit der Beobachtung iiberein, dass Aminosduren nah dem

Zentralstoffwechsel effizienter verstoffwechselt werden als weiter entfernte (Kramer 2004).
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Abbildung 7: Aminosdure-Verstoffwechselung durch C. glutamicum ATCC 13032 in
Minimalmedium CGXII, 4% Glukose bei Zugabe verschiedener Aminosiduren
in den angegebenen Konzentrationen (s. Legende).

Zur Identifizierung der jeweiligen Aminosdure-Importer mittels Microarray Analyse wurden
Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase geerntet, die in Anwesenheit von
10 mM L-Aspartat, 50 mM L-Serin bzw. 50 mM L-Threonin inkubiert wurden. Von diesen
Zellen sowie den Referenz-Zellen, die ohne Zugabe von Aminosduren inkubiert wurden, ist
die RNA prépariert und die Transkriptome mittels DNA-Chips verglichen worden. Die DNA-
Chip-Analysen basierten auf zwei von einander unabhingigen Wachstumsexperimenten und

jeweils acht technischen Replikaten fiir jedes Gen, die auf jeden Microarray gespottet waren.
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Tabelle 5: Globale Transkriptomanalyse von C. glutamicum ATCC 13032 Zellen, die mit
bzw. ohne Zugabe von 50 mM L-Serin kultiviert wurden. Aufgelistet sind Gene
deren unterschiedliches mRNA-Verhiltnis (CgXII + L-Serin / CgXII) signifikant
(p-Wert < 0,05) verédndert ist.

NCgl Gen Genprodukt Ratio
NCgl0986  ssul NAD(P)H-dependent FMN reductase 4,65
NCgll214  IysE Putative secondary lysz(lzey j]gjb}); ’Zflpyorter, L-lysine exporter 3.01
NCgl0245 leuA 2-Isopropylmalate synthase 2,45
NCgl2899 Conserved hypothetical protein 2,23
NCgl0120  cysR Transcriptional activator of assinﬁlatory sulfate reduction, ROK- 2.02

Sfamily

NCgl2719 fpr2 Ferredoxin--NADP(+) reductase 2

NCgl2160 Putative membrane protein 1,56
NCgl1235 serA Phosphoglycerate dehydrogenase 0,53
NCgl2787 Putative flavin-containing monooxygenase 0,48
NCgl2698 Aldehyde dehydrogenase (NAD(+)) 0,39
NCgl2877 Putative transcriptional regulator, PadR-family 0,36
NCgl2709 adhA Alcohol dehydrogenase 0,33

Die erhaltenen Ergebnisse zeigten, dass bei Zugabe von L-Serin zwei Gene, die fiir
Membranproteine kodieren, eine erhohte Transkription aufwiesen, lysE und NCgl 2160
(Tabelle 5). Trotz der erhohten Transkription des Gens lysE ist es ausgeschlossen, dass der
L-Lysin-Exporter an der L-Serin-Aufnahme beteiligt war. Des Weiteren war nicht davon
auszugehen, dass das Gen NCgl 2160 fiir einen L-Serin-Importer kodiert, da zum einen die
Transkription nur sehr gering erhoht war und fiir das Protein nach dem Vorhersageprogramm
TMHMM nur zwei Transmembranhelices vorausgesagt wurden, was gegen einen

Aminosdure-Transporter sprach.

Interessanterweise zeigte das erste der drei Serin-Biosynthesegene serA eine geringere
Transkription, obwohl keine transkriptionelle Regulation der Gene des L-Serin-Synthesewegs
bekannt ist. Bisher konnte beziiglich serA nur gezeigt werden, dass dessen Genprodukt einer

Feedback Hemmung durch L-Serin unterliegt (Peters-Wendisch et al., 2002).
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Bei Zugabe von L-Threonin in das Medium zur Identifizierung eines L-Threonin-Importers
zeigten Gene von zwei Membranproteinen eine erhohte Transkription, ein Gencluster eines

unbekannten ABC-Transporters (NCgl 1033 — NCgl 1035) und NCgl 0014 (Tabelle 6)

Tabelle 6: Globale Transkriptomanalyse von C. glutamicum ATCC 13032 Zellen, die mit
bzw. ohne Zugabe von 50 mM L-Threonin kultiviert wurden. Aufgelistet sind
Gene deren unterschiedliches mRNA-Verhiltnis (CgXII + L-Threonin / CgXII)
signifikant (p-Wert < 0,05) verindert ist.

NCgl Gen Genprodukt Ratio
NCgl0245 leuA 2-Isopropylmalate synthase 2,35
NCgl1253  thiC Thiamine biosynthesis protein ThiC 2,15
NCgl1033 Putative membrane protein 2,1
NCgl0625 metY O-Acetylhomoserine sulfhydrylase 2,03
NCgl1034 ABC-type putative cobalt transporter, ATPase subunit 1,99
NCgl0014 Putative membrane protein 1,81
NCgl1035 ABC-type putative cobalt transporter, permease subunit 1,73

Sowohl der Gencluster NCgl 1033 — NCgl 1035 als auch das einzelne Membranprotein
NCgl 0014 wurden automatisch annotiert, wobei es keine Hinweise auf deren spezifische
Funktion gab. Der Genlokus des Membranproteins NCgl 0014 ist iiber mehrere Spezies wie
z.B.  Brevibacterium linens oder Streptococcus mutans konserviert und das
Vorhersageprogramm TMHMM sagte zehn Transmembranhelices fiir das Protein voraus, was
die Vermutung bestidrkte, dass dieses Gen fiir einen moglichen Aminosdure-Transporter

kodiert.
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Da unter den ersten Versuchsbedingungen kein wahrscheinlicher Kandidat fiir den L-Serin-
Import gefunden werden konnte und auch fiir L-Threonin nur zwei Membranproteine eine
schwach erhohte Transkription zeigten, wurde ein entsprechender Ansatz fiir L-Aspartat
verworfen. Stattdessen wurde der Versuchsaufbau variiert indem das Transkriptom der Zellen

nach einem Aminosaure-Puls untersucht wurde.
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Abbildung 8: Wachstum von C. glutamicum ATCC 13032 in Minimalmedium CGXII,

4% Glukose. Der Zeitpunkt der Zugabe verschiedener Aminosduren ist

markiert. Nach 6 Stunden wurde dem Medium jeweils 10 mM L-Aspartat,

50 mM L-Serin oder 50 mM L-Threonin zugegeben und anschlieBend die

Zellen nach weiterer Inkubation fiir 5 Minuten und 30 Minuten zur RNA-
Priparation entnommen.

Um dies zu erreichen wurde eine CGXII Vorkultur zum Beimpfen von zwei parallel
angesetzten neuen CGXII Kulturen benutzt. Der einen Kultur wurde nach 6 h sterilfiltrierte
Aminosdure zugegeben. Beide Kulturen wurden weiter inkubiert, und sowohl nach 5 Minuten
als auch nach 30 Minuten den Kulturen 1 ml Zellen zur RNA Priparation entnommen

(Abb. 8).

In Tabelle 7 sind Gene aufgefiihrt deren Transkription sich spezifisch durch die Zugabe von
10 mM L-Aspartat verdndern haben. Kein Membranprotein zeigte in diesem Experiment eine
verstarkte Transkription. Auffallend ist die deutlich verstirkte Expression der geclusterten

Biosynthesegene von Arginin, was auf bisher unbekannte regulatorische Effekte schlie3en
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lasst. Neben Genen der Nitrat-Reduktion und der Succinat-Dehydrogenase zeigten Gene des
Glutamatimporters (gluABC), der unbekannte ABC-Transporters NCgl 0509 sowie der
unbekannte ABC-Transporters NCgl 1915-NCgl 1918 einen verringerten mRNA Spiegel.

Tabelle 7: Globale Transkriptomanalyse von C. glutamicum ATCC 13032 Zellen, die mit
bzw. ohne Zugabe von 10 mM L-Aspartat nach 6 Stunden kultiviert wurden.
Aufgelistet sind  Gene  deren  unterschiedliche = mRNA-Verhiltnis
(CgXII + L-Aspartat / CgXIl) signifikant (p-Wert < 0,05) verdndert ist und in
mindestens zwei unterschiedlichen Experimenten identifiziert wurden.

NCgl Gen Annotation Smin 30min 6,75h
NCgl1340 argC N-acetyl-gamma-glutamyl-phosphate 3.29 2.41
reductase
NCgl1341 argJ Glutamate N-acetyltransferase 5,17 4,26
NCgl1342 argB Acetylglutamate kinase 6,68 6,36
Acetylornithine aminotransferase,
NCgl1343 argD AT class 11 6,06 6,59 1,68

NCgl1344 argF Ornithine carbamoyltransferase 3,76 4,41
Transcriptional repressor of arginine

NCgll345  argR biosynthesis, ArgR-family 2,75 2,23
NCgl0359 sdhCD Succinate dehydrogenase, subunit CD 0,49
NCgl0360 sdhA Succinate dehydrogenase, subunit A 0,58 0,31
NCgl0361 sdhB Succinate dehydrogenase, subunit B 0,44 0,4 0,64
NCgl0509 Putative integral membrane protein 0,66 0,5
NCell139  narl Respiratory nitraZl ;’;z’uctase 2, gamma 0.28 0.33

NCgl1140 narJ  Respiratory nitrate reductase 2, delta chain 0,36 0,32
NCgl1141 narH  Respiratory nitrate reductase 2, beta chain 0,22 0,29
NCgl1142 narG Respiratory nitrate reductase 2, alpha chain 0,42 0,32

NCgl1143 narK  Putative nitrate/nitrite permease, MFS-type 0,48
ABC-type glutamate transporter,

NCgl1875 gluA ATPase subunit 0,64 0,44

NCgl1876  gluB ABC-type glutamate transporter, substrate- 0.5 0.38

binding lipoprotein
ABC-type glutamate transporter, permease
subunit
ABC-type putative dipeptide/oligopeptide

NCgl1877 gluC 0,66 0,36 0,47

NCgl1915 e : 0,44 0,24 0,16
transporter, substrate-binding lipoprotein
NCel1916 ABC-type putative dzpeptlde/ollgopeptlde 0.5 0.33 0.23
transporter, permease subunit
NCgl1917 ABC-type putative dzpeptlde/ollgopeptlde 0.37 0.19 031
transporter, permease subunit
NCgl1918 ABC-type putative dipeptide/oligopeptide 0.24 0.25 0.3

transporter, ATPase subunit
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Die durch Zugabe von L-Threonin in ihrer Transkription verdnderten Gene sind in Tabelle 8
aufgelistet. Hauptsidchlich zeigten Gene des Eisen- oder Schwefelstoffwechsels eine
Verinderung der Transkription, wobei der Faktor bei allen Genen nur gering war. Die einzig
starke Reaktion auf die Zugabe von L-Threonin zeigte das Gen aceA, das fiir das
Glyoxylatzyclus-Enzym Isocitratlyase kodiert. Auch durch diesen variierten experimentellen
Ansatz konnte kein Importer fiir L-Threonin identifiziert werden und die moglichen

Kandidaten aus vorhergegangenen Experimenten wurden nicht bestitigt.

Tabelle 8: Globale Transkriptomanalyse von C. glutamicum ATCC 13032 Zellen, die mit
bzw. ohne Zugabe von 50 mM L-Threonin nach 6 Stunden kultiviert wurden.
Aufgelistet sind  Gene  deren  unterschiedliche = mRNA-Verhiltnis
(CgXII + L-Threonin / CgXIl) signifikant (p-Wert < 0,05) verdndert ist und in
mindestens zwei unterschiedlichen Experimenten identifiziert wurden.

NCgl Gen Annotation Smin 30min 6,75h
NCgl1235 serA Phosphoglycerate dehydrogenase 1,95 1,59
NCgl2248 aceA Isocitrate lyase 5,06 1,75

Transcriptional activator of assimilatory

NCglO120  cysR sulfate reduction, ROK-family 0,49 0.4

NCgl0544 Putative acetyltransferase, GNAT-family 0,6 0,63

NCgl1541 metK Methionine adenosyltransferase 0,66 0,37

NCgl2353 ABC-type putative dipeptid'e/olifgopeptid'e 0.56 0,63
transporter, substrate-binding lipoprotein

NCgl2439  fin Ferritin-like protein 0,52 0,54

NCgl2717 cysH Adenosine phosphosulfate reductase 0,51 0,36

ABC-type methionine transporter,

NCgl0610  metQ substrate-binding lipoprotein

0,61 0,31 1,53

NCgl0625 metY O-Acetylhomoserine sulfhydrylase 0,45 0,22 2,03
NCgl2718  cysl Ferredoxin-sulfite reductase 0,34 0,36 1,79
NCgl2719  fpr2 Ferredoxin--NADP(+) reductase 0,23 0,39 1,96

Bei L-Serinzugabe zeigte sich, dass Gene des Eisen- und Schwefelstoffwechsels verstirkt
transkribiert wurden (Tabelle 9). Da fiir die als Membranproteine annotierten Gene
NCgl 0549 und NCgl 1481 nur drei bzw. eine Transmembranhelix vorhergesagt sind und die
Expression nach 30 min verringert ist, kann davon ausgegangen werden, dass die beiden Gene
nicht fiir einen L-Serin-Importer kodieren. Somit konnte auch unter diesen Bedingungen kein

putativer Importer fiir L-Serin gefunden werden.

Wie zuvor bei der langeren Kultivierung in Anwesenheit von L-Serin, zeigte sich aber, dass
eine verringerte Transkription des ersten L-Serin Biosynthesegens serA auch im variierten

Versuchsansatz erfolgt. Die durchgefiihrten Transkriptomanalysen weisen stark darauf hin,
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dass neben der bekannten Feedback-Regulierung (Peters-Wendisch et al., 2002) auch eine
transkriptionelle Regulation vorliegt. Dariiber hinaus wurde auch eine schwach verringerte
Transkription des fiir die Serinhydroxymethyltransferase kodierenden Gens glyA beobachtet.
Somit zeigte sich erstmals, dass diese beiden Gene offensichtlich einer transkriptionellen

Regulation unterliegen.

Tabelle 9: Globale Transkriptomanalyse von C. glutamicum ATCC 13032 Zellen, die mit
bzw. ohne Zugabe von 50 mM L-Serin nach 6 Stunden kultiviert wurden.
Aufgelistet sind  Gene  deren  unterschiedliche = mRNA-Verhiltnis
(CgXII + L-Serin / CgXII) signifikant (p-Wert < 0,05) verdndert ist und in
mindestens zwei unterschiedlichen Experimenten identifiziert wurden.

NCgl Gen Annotation Smin 30min 6,75h

Transcriptional activator of assimilatory

NCglO120  cysR sulfate reduction, ROK-family 2.2 2,02
NCgl0776 ABC-type putative lr(?n—flder'()phore ‘ 1,68 1,61
transporter, substrate-binding lipoprotein
NCgl1173 ssubI FMNH?2-dependent aliphatic sulfonate 2.01 4,05
monooxygenase
NCgl2719  fpr2 Ferredoxin--NADP(+) reductase 1,91 2
3-Methyl-2-oxobutanoate
NCglOL13  panB hydroxymethyltransferase 0.46 0.61
NCgl0798 Putative integral membrane protein 0,54 0,61
Putative Na+/solute symporter, solute:sodium
NCgl0799 symporter (SSS) family 0.62 0,53
NCgl0954 ghyA Serine hydroxymethyltransferase 0,66 0,59
NCgl1094  metE 5-M ethyltetrahydropterqyltrzglutamate— 041 039 0.6
homocysteine

NCgl1235 serA Phosphoglycerate dehydrogenase 0,55 0,34 0,53
NCgl0549 Putative membrane protein 2,17 0,52
NCgl1481 Putative membrane protein 2,06 0,48

Trotz Zugabe von Aminosduren und der nachgewiesenen Metabolisierung dieser Substanzen,
sowie der RNA Priparierung zu verschiedenen Zeitpunkten konnte keine signifikante
Expressionserhohung festgestellt werden. Dariiber hinaus war die Transkription der
moglichen Kandidaten zum Teil widerspriichlich, sodass die Identifizierung eines
spezifischen Aminosdure-Importers nicht weiter verfolgt wurde. Aus den erhaltenen
Ergebnissen muss geschlossen werden, dass die Moglichkeiten einen Importer mittels
Microarrays zu identifizieren begrenzt sind. Ein vergleichbarer Ansatz ist weder fiir
C. glutamicum noch fiir E. coli bekannt, da zumeist Aminosdure-Importer aus Mutanten, die
durch ungerichtete Mutagenese entstanden waren, und anschlieBender Selektion identifiziert

wurden.
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2. Nutzung von Exportern aus E. coli in C. glutamicum

2.1 Auswahl von Kandidaten zur L-Threonin-Produktion

Mittels Metabolic Engineering des L-Threonin-Biosynthesewegs ist es nicht moglich aus
C. glutamicum einen effektiven L-Threonin-Produzenten zu generieren, da vorhergegangene
Experimente zeigten, dass sehr wahrscheinlich der Export dieser Aminosdure der limitierende
Faktor fiir diesen Prozess ist (Reinscheid et al., 1994). Obwohl in C. glutamicum das ThrE
Protein, das L-Threonin Efflux vermittelt, identifiziert wurde, kann die Export-Limitation
durch Uberexpression des entsprechenden Gens nicht aufgehoben werden (Simic et al., 2001).
Zurzeit werden zur mikrobiellen L-Threonin-Produktion ausschlieBlich Stimme von E. coli
genutzt, die momentan L-Threonin am effizientesten iiberproduzieren und ins Néhrmedium
ausscheiden (Rieping et al., 2006). Mittlerweile sind mehrere am L-Threonin-Efflux beteiligte
Membranproteine aus E. coli bekannt und ihre Funktion teilweise in E. coli Stimmen
nachgewiesen (Kruse et al., 2002). Daher wurden vier Exporter aus E. coli ausgewihlt um
thre Funktionalitit beziiglich des L-Threonin-Transports in C. glutamicum zu untersuchen
(Tabelle 10), da zum einen keinesfalls gewihrleistet ist, dass sie in die Membran eingebaut
werden und zum anderen auch deren Spezifitit in Untersuchungen mit E. coli nicht eindeutig
ist. Die bekannten Eigenschaften der gewihlten Transporter sind in Tabelle 10 aufgelistet und
moglicherweise konnen C. glutamicum-Stimme bei Nutzung dieser Transporter beziiglich der

L-Threonin-Akkumulation verbessert werden.

Tabelle 10: Uberblick der heterologen Transporter aus E. coli deren Funktionalitit in
C. glutamicum beziiglich L-Threonin-Transport in dieser Arbeit untersucht
wurde. Zusitzlich sind die Familien und die bekannten Eigenschaften der
jeweiligen Transporter aufgelistet.

Merkmale

Gen Familie - Referenz
Resistenz Export
rhtA MES L-Thr; L-Hom; L-Ser; Purine L-Thr; L-Hom Zakataeva
et al., 2006
: : Eggeling
rhtB RhtB L-Thr; L-Hom; L-Homlac L-Thr et al., 2003
Eggeling und
rhtC RhtB L-Thr L-Thr Sahm 2003
) ) L-Cys; O- Eggeling und
yeaS RhtB L-Thr; L-Hom; L-Homlac Acetylserine Sahm 2003

Die in dieser Arbeit untersuchten Transporter RhtB, RhtC und YeaS sind paraloge Proteine
der RhtB-Familie aus E. coli (Zakataeva et al., 1999) und RhtA ist Mitglied der Major

Facilitator Superfamily (Saier et al., 1999). In E. coli wurde bereits nachgewiesen, dass die
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Bildung der Proteine RhtA, RhtB und RhtC die L-Threonin Produktion steigert und die

Bildung von YeaS die Resistenz von E. coli gegeniiber L-Threonin deutlich erhoht.

2.2 Uberpriifung ausgewiihlter Transporter

Um die L-Threonin-Exporteigenschaften der ausgewihlten Transporter zu untersuchen war es
notwendig einen C. glutamicum Stamm mit erhohten, internen L-Threonin Konzentrationen

auszuwihlen, wie es bei Deregulation des L-Threonin-Biosynthesewegs der Fall ist.
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Abbildung 9: Schematische Ubersicht des Stoffwechselwegs ausgehend von dem Substrat
Glukose zu dem Produkt L-Threonin und dessen Abbauprodukte Glycin und L-Isoleucin.
Zusitzlich sind Stoffwechsel-relevante Gene gezeigt, die fiir folgende Enzyme kodieren: glrtA
— Citrat-Synthase, glyA — Serinhydroxymethyltransferase, hom — Homoserin-Dehydrogenase,
ilvA — Threonin-Dehydratase, lysC — Aspartat-Kinase, mgo — Malatquinon-Oxidoreduktase,
pck — Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase, ppc — Phosphoenolpyruvat-Carboxylase, pyc —
Pyruvat- Carboxylase, thrB — Homoserin-Kinase
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Erste Untersuchungen fanden in dem durch ungerichtete Mutagenese entstandenen Stamm
C. glutamicum DM368-3 statt. Die Feedback-Inhibierung der Aspartat-Kinase und der
Homoserin-Dehydrogenase sind in diesem Stamm aufgehoben (Abbildung 9) und es wurde
gezeigt, dass dieser Stamm L-Threonin ins Medium ausscheidet (Eikmanns et al., 1991).
Mittels Transformation des Stammes durch die pEKEx2-Derivate mit den entsprechenden
Transportern wurde dieser Kanamycin-resistent. Die erhaltenen Stimme wurden in
Minimalmedium CgXII mit 4% Glukose kultiviert und die akkumulierten Aminosiduren nach
24h und 48 h bestimmt (Abbildung 10). Der Kontrollstamm C. glutamicum DM368-3
pEKEX2 akkumulierte nach 24 h 5,2 mM L-Threonin, was bis auf 7,2 mM nach 48 h anstieg.
Dariiber hinaus wurde die L-Threonin-Vorstufe Homoserin und das Abbauprodukt Glycin im
Uberstand detektiert. Wihrend die Homoserin-Konzentration im Verlauf der Kultivierung
moglicherweise durch Wiederaufnahme geringer wurde, konnte Glycin in hoherer
Konzentration nachgewiesen werden. Dabei war die Glycin-Konzentration bei weitem hoher
als die L-Threonin-Konzentration. Da Glycin ein Abbauprodukt von L-Threonin ist, ldsst dies
auf starken, internen Abbau durch die Serinhydroxymethyltransferase schlieen (Simic et al.,
2002). Trotz der Expression von rhtB in C. glutamicum DM368-3 pEKEX2 rhtB war die
Aminosdure-Akkumulation vergleichbar mit dem Kontrollstamm, obwohl bereits gezeigt
wurde, dass RhtB L-Threonin effektiv in E. coli transportiert (Kruse et al., 2002). Dagegen
fiihrte die Expression von yeaS zu einer gesteigerten L-Threonin-Akkumulation und zu
geringeren Glycin-Konzentrationen wihrend der Kultivierung, was auf einen gesteigerten
L-Threonin-Export schlieBen ldsst. Dariiber hinaus wurde auch Homoserin im Uberstand
gemessen was einhergeht mit der Beobachtung, dass die Uberexpression von yeaS E. coli
Resistenz gegen L-Threonin, L-Homoserin und L-Homoserinlakton im Medium verleiht
(Eggeling und Sahm 2003). Ein starker Anstieg der L-Threonin-Konzentration wurde durch
Expression der fiir die heterologen Transporter kodierenden Gene rhtA und rhtC erzielt, die
bis zu vierfach hoher gegeniiber dem Kontrollstamm war. Dariiber hinaus wurden hohe
Homoserin-Konzentrationen von bis zu 15,7 mM gemessen. Auch dies stimmt mit
Beobachtungen iiberein, die zeigten, dass die Uberexpression von rhtA in E. coli zu

Homoserin-Resistenz fiihrt (Livshits et al., 2003).
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Abbildung 10: Aminosdure-Akkumulation nach 24 h und 48 h von C. glutamicum DM368-3
Stammen, die =zusitzlich die jeweiligen pEKEx2-kodierten Transporter
exprimierten. Die Stimme wurden in Minimalmedium CGXII, 4% Glukose,
kultiviert. Als Kontrolle wurde der Stamm mit dem Leerplasmid pEKEx2
untersucht. Der jeweils linke Balkensatz gibt die Akkumulationen nach 24 h
und der rechte nach 48 h an.

Zur Bestitigung der erhaltenen Daten wurden die ausgewdéhlten Transporter in weiteren
Stimmen untersucht, die aber durch ortsgerichtete Mutagenese entstanden und somit
eindeutig definiert waren. C. glutamicum DMI1730 ist ein Derivat des Wildtyps
C. glutamicum ATCC13032, der den Metabolitfluss verstirkt tiber L-Aspartat in Richtung
L-Lysin leitet. Durch einen Aminosdureaustausch in der durch das Gen pyc"™® kodierten
Pyruvatcarboxylase findet die Reaktion von Pyruvat zu der L-Aspartat-Vorstufe Oxalacetat
verstirkt statt (Abb. 9) (Georgi et al., 2005). Des Weiteren wird der Abbau von Oxalacetat
durch Deletion des fiir die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase kodierenden Gens pck
reduziert (Petersen et al., 2001). Durch gerichtete Mutagenese der Aspartatkinase wurde die
Feedback-Inhibierung aufgehoben (Cremer et al., 1991), und der Stoffwechselfluss von
L-Aspartat Semialdehyd in Richtung L-Methionin und L-Threonin durch Verringerung der
Homoserin-Dehydrogenase-Aktivitdt durch den Aminosdureaustausch in dem kodierenden

V94 reduziert (Reinscheid et al., 1994). Die Transformation des Stammes durch das

Gen hom
Plasmid pEC-T18 hom™ thrB thrE ermdglichte jedoch die weitere Umlenkung des
Stoffwechselflusses von L-Aspartat-Semialdehyd zu L-Threonin durch Plasmid-kodierte
Uberexpression der Feedback-resistenten Homoserin-Dehydrogenase und der Homoserin-

Kinase (Abb.9). Des Weiteren wird auch der native Transporter thrE iiberexprimiert. Mit
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diesem Gen konnte ein geringfiigig verbesserter L-Threonin-Export erreicht werden (Simic
etal.,, 2002). C. glutamicum Stiamme, die durch das Plasmid pEC-T18 hom™ thrB thrE
transformiert wurden, werden im Folgenden durch die Namenserweiterung ,,-T
gekennzeichnet. Die jeweiligen pEKEx2 Derivate mit den heterologen Transportern wurden
durch Transformation in den Stamm eingefiigt. Als Kontrolle wurde das Leerplasmid

pEKEX2 verwendet.
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Abbildung 11: Wachstum von C. glutamicum DM1730-T, der zusitzlich die jeweiligen
pEKEx2-kodierten Transporter exprimierte. Die Kultivierung fand in
Minimalmedium CGXII, 4% Glukose statt. Als Kontrolle wurde der Stamm
mit dem Leerplasmid pEKEx2 eingesetzt.

Die Kultivierungen mit den generierten DM1730-T Stimmen zeigten, dass die RhtA, RhtB
und YeaS enthaltenden Stimme mit einer Wachstumsrate von u=0,25 h™! nahezu identisch
zum Vergleichsstamm mit Leervektor wuchsen (Abbildung 11). Die einzige Ausnahme war
der rhtC exprimierende Stamm, der mit einer Wachstumsrate von nur u=0,12 h! deutlich
langsamer wuchs. Um im Weiteren die Funktionalitidt der Transporter zu untersuchen, wurden
parallel die Uberstinde auf die gebildeten Aminosiuren mittels HPLC Analysen untersucht
(Abbildung 12). Im Vergleich zu den im Uberstand der Kontrolle gemessenen 14,3 mM
L-Threonin nach 48 h konnte nur im Uberstand des rhtA exprimierenden Stammes mit
25,6 mM eine deutliche Steigerung der L-Threonin-Akkumulation nachgewiesen werden. In
dem Uberstand des rhtB exprimierenden Stammes wurde neben einer deutlich geringeren
L-Threonin Konzentration die hochste Glycin-Konzentration mit 9,6 mM gemessen. Die hohe
Glycin-Konzentration ldsst auf Abbau von L-Threonin zu Glycin schlieen, was vermuten

lasst, dass L-Threonin mittels RhtB in C. glutamicum nicht exportiert wird, und die



Ergebnisse 49

Experimente mit dem durch ungerichtete Mutagenese erhaltenen Stamm C. glutamicum
DM368 bestitigt. In Uberstinden der ratC und yeaS exprimierenden Stimme wurden im
Vergleich zu der Kontrolle mit 14,8 mM bzw. 15,6 mM L-Threonin nahezu identische
Konzentrationen gemessen. Dariiber hinaus wurde im Uberstand des rhtC exprimierenden
Stammes eine auffillig hohe Konzentration von L-Lysin detektiert, aber auch in den
Uberstinden der anderen Stimme konnte L-Lysin gemessen werden. Insgesamt ist es
tiberraschend, dass C. glutamicum DMI1730-T noch viel L-Lysin bildete, da durch die
Uberexpression der Gene hom™ und thrB der Stoffwechselfluss nahezu komplett in Richtung
L-Threonin umgelenkt werden sollte und dariiber hinaus zuvor mit C. glutamicum DM368
auch keine L-Lysin-Akkumulation gemessen wurde. Der Nachweis dieser Aminosédure lisst
auf Probleme beim Umleiten des Metabolitflusses schlieBen, was moglicherweise durch
Mutation der Plasmid-kodierten Gene hom™ oder thrB zu erkliren ist, da in Dbereits
vorhergegangenen Experimenten der Metabolitfluss durch Nutzung des Plasmids
pEC-T18 hom™ thrB thrE vollstidndig von L-Lysin zu L-Threonin umgeleitet werden konnte
(Daten nicht gezeigt). Auf Grund der L-Lysin-Bildung wurde nicht die maximal mogliche
Menge L-Threonin gebildet weshalb die Gesamtausbeute in dem Stamm C. glutamicum
DM1730-T geringer war als in C. glutamicum DM368-3. Des Weiteren resultierte die
Expression von rhtC nicht in einer erhohten L-Threonin-Akkumulation, aber auch das
Wachstum dieses Stammes war stark beeintrichtigt. Offensichtlich lagen Probleme bei der

Expression der Gene beider Plasmide vor.
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Abbildung 12: Aminosdure-Akkumulation von C. glutamicum DM1730-T Stimmen nach
48 h, die zusitzlich die jeweiligen pEKEx2-kodierten Transporter exprimierten
Die Kultivierung fand in Minimalmedium CGXII, 4% Glukose statt. Als
Kontrolle wurde der Stamm mit dem Leerplasmid pEKEX2 untersucht.



Ergebnisse 50

Bereits in den vorhergegangenen Analysen mit dem durch ungerichtete Mutagenese
entstandenen Stamm C. glutamicum DM368-3 wurden mit Ausnahme bei Expression von
rhtC vergleichbare Ergebnisse erhalten, wenn auch die Konzentrationen zum Teil geringer
waren. Daten der Firma Evonic bestitigten die erhaltenen Ergebnisse beziiglich der
L-Threonin-Akkumulation mit C. glutamicum DM1730-T, wobei die hochste L-Threonin-
Akkumulation durch Expression des Gens rhtC erzielt wurde. Die noch nachweisbaren
L-Lysin-Konzentrationen in allen Uberstinden weisen auf unvollstindige Umlenkung des
Stoffwechselflusses von L-Aspartat Semialdehyd zu L-Threonin hin. Dennoch konnte
deutlich gezeigt werden, dass durch Nutzung der heterologen Transporter die L-Threonin-
Akkumulation gesteigert werden kann. Da das noch gebildete L-Lysin auf Mutationen in dem
Plasmid pEC-T18 hom™ thrB thrE schlieBen lasst, mussten die Stimme neu konstruiert
werden. Da die Funktionalitét bereits zum Teil in C. glutamicum DM1730-T gezeigt wurde,
sind die weiteren Analysen mit einem zweiten L-Lysin produzierenden Stamm durchgefiihrt

worden.

2.3. Produktbildung mit C. glutamicum DM1800-T

Der Stamm C. glutamicum DM1800, der erst im Verlaufe der Untersuchungen durch die Fima
Evonic zur Verfiigung gestellt wurde, ist besser fiir die L-Threonin-Bildung geeignet, da er im
Vergleich zu dem Stamm C. glutamicum DM1730 keine reduzierte Homoserin-
Dehydrogenase-Aktivitit besitzt (Abbildung 9). Um den Stoffwechselfluss von L-Lysin zu
L-Threonin zu lenken wurde der Stamm C. glutamicum DM1800 durch das Plasmid
pEC-T18 hom™ thrB thrE  transformiert. Stimme, die durch das Plasmid pEC-
T18 hom™ thrB thrE transformiert wurden, werden im Folgenden wieder durch die
Namenserweiterung ,,-T“ gekennzeichnet. Zusitzlich wurden als pEKEx2-Derivate die
heterologen Transportergene rhtA und rhtC eingebracht. Versuche mit den heterologen
Transportern rhtB und yeaS wurden nicht durchgefiihrt, da die vorhergegangenen Versuche
zeigten, dass diese L-Threonin in C. glutamicum ineffizient bzw. iiberhaupt nicht
transportieren. Die neu generierten Stimme C. glutamicum DMI1800-T pEKEX2,
C. glutamicum DM1800-T pEKEX2 rhtA, C. glutamicum DM1800-T pEKEX2 rhtC wurden
iber einen Zeitraum von 48 h in CgXIl, 4% Glukose kultiviert und die Akkumulation der
Aminosduren mittels HPLC Analysen bestimmt (Tabelle 11). An der Kultivierung war
auffillig, dass die Transporter exprimierenden C. glutamicumm DM1800-T Stdamme mit der

Wachstumsrate von u=0,19h™" deutlich langsamer wuchsen als der Kontrollstamm
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DM1800-T (u=0,23 h'"). Offensichtlich beeintrichtigt die Bildung der Transporter das
Wachstum der Zellen.

Wie aus Tabelle 11 zu entnehmen ist wurde im Uberstand der Kontrolle nach 24 h
8,5 mM Glycin und 9,7 mM L-Threonin gemessen, die in der weiteren Kultivierung nach 48 h
auf 15,8 mM Glycin und 14,6 mM L-Threonin anstiegen. Auch in diesem Fall ldsst die hohe
Glycin-Konzentration im Medium auf hohe zellinterne L-Threonin-Konzentrationen
schlieBen. Dariiber hinaus fand keine L-Lysin-Akkumulation statt, was die effiziente

Umlenkung des Stoffwechselflusses von L-Lysin zu L-Threonin bestitigt.

Tabelle 11: Aminosdure-Akkumulation von C. glutamicum DM1800-T durch Expression
der heterologen Transporter rhtA, bzw. rhtC. Als Kontrolle wurde der Stamm
mit dem Leerplasmid pEKEx2 untersucht. Die Stimme wurden iiber einen
Zeitraum von 48 h in Minimalmedium CGXII, 4% Glukose, kultiviert.

24 h 48 h
Kontrolle RhtA  RhtC Kontrolle RhtA  RhtC
L-Glutamat 0,4 1,6 0,5 0,5 7,2 1,3
L-Serin 0,1 7.9 0,5 0,1 2,1 1,4
L-Homoserin 1,4 14,1 0,3 0,6 14,7 0,3
Glycin 8,5 2,1 0,8 15,8 2,8 1,4
L-Threonin 9,7 19,0 32,7 14,6 31,0 49,5
L-Alanin 3,2 34 2,5 4.4 4,2 2,4
L-Lysin 0 0 0 0 0 0

Da im Uberstand der ritA bzw. rhtC exprimierenden Stimme keine Glycin-Akkumulation zu
messen war, kann dies als Hinweis gesehen werden, dass durch Bildung der heterologen
Transporter eine hohe interne L-Threonin-Konzentration verhindert wurde. Neben
31 mM L-Threonin akkumulierte der rhtA exprimierende Stamm 7,2 mM L-Glutamat und
14,7 mM Homoserin. Diese Ergebnisse zeigten, dass rhtA ein breites Substratspektrum besitzt
und nicht nur L-Threonin exportiert. Bereits in den zuvor durchgefiihrten Experimenten mit
dem Stamm C. glutamicum DM368-3 konnten vergleichbare Beobachtungen gemacht
werden. Dagegen konnte bei Expression von rhtC schon nach 24 h 32,7 mM L-Threonin im
Uberstand gemessen werden. Dieser Wert steigerte sich noch im Laufe der Kultivierung auf
49,5 mM L-Threonin nach 48 h. Neben L-Threonin wurde keine Aminosdure in hoher
Konzentration bei Expression von rhfC in dem Stamm DMI1800-T detektiert. Daraus kann
geschlossen werden, dass RhtC eine sehr hohe Spezifitit gegeniiber L-Threonin besitzt. Trotz
der verringerten Aktivitit der Homoserin-Dehydrogenase wiren wahrscheinlich vergleichbare

Ergebnisse mit C. glutamicum DM1730-T erzielt worden, da dies durch das Plasmid-kodierte
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Gen hom™ ausgeglichen worden wiire. Jedoch bietet der Stamm C. glutamicum DM1800 die
ideale Ausgangsbasis fiir weitere Stammmodifikationen zur Verbesserung der L-Threonin-
Produktion, da keine chromosomal kodierte, reduzierte Homoserin-Dehydrogenase-Aktivitit

vorliegt.
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2.4. Bestimmung zellinterner Konzentrationen und Exportraten

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die heterologen Transporter RhtA und RhtC
L-Threonin in C. glutamicum effektiv exportieren. Um noch detailliertere Daten iiber diese
beiden Transporter beziiglich Spezifitit und Effektivitit zu erhalten, wurde ein spezieller
experimenteller Ansatz gewihlt, der darin besteht unabhingig vom Stammbhintergrund durch

Peptidzugabe die intrazelluldre Aminosidure-Konzentration zu beeinflussen, wie es in

Abbildung 13 schematisch dargestellt ist.
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Schritt 1
Aufnahme

Schritt 2
Hydrolyse
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des experimentellen Ansatzes zur Bestimmung
spezifischer Exportraten durch Zugabe von Peptiden. Es wurde die
Verstoffwechselung  von  L-Threonin-Tripeptid,  L-Alanin-L-Threonin
Dipeptid und die Kombination dieser Peptide untersucht. Zusitzlich sind die
vier entscheidenden Schritte zur Akkumulation hoher interner
Konzentrationen von L-Threonin aufgefiihrt. Dabei treten die Schritte 1 und 2
in Konkurrenz zu Schritt 3 und 4.
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Es wurde bereits gezeigt, dass C. glutamicum Peptide effektiv aufnimmt und hydrolysiert
wodurch sehr schnell sehr hohe, interne Aminosiure-Konzentrationen erzielt werden konnen
(Vrljic et al., 1996). Um genaue Transportraten zu bestimmen ist es notwendig eine hohe,
sattigende Konzentration von dem Substrat zu erreichen (Abb. 13). Dabei sind vor allem die
beiden ersten Schritte, die Aufnahme der gewihlten Peptide in die Zelle und deren Hydrolyse,
von entscheidender Bedeutung, da beide Schritte Geschwindigkeits-bestimmend sein konnen.
Die Aufnahme und die Hydrolyse konkurrieren dabei in diesem experimentellen Ansatz mit
den anschlieenden Reaktionen, dem Abbau und dem Export des Substrats. Um eine hohe,
sittigende Konzentration zu erzielen miissen somit die ersten beiden Schritte schneller
ablaufen als die beiden Folgenden. Zu diesem Zweck wurde der Stamm C. glutamicum
DMI1800 durch die Plasmide pEKEx2, pEKEx2 rhtA und pEKEX2 rhtC transformiert, und
dann unter Zugabe verschiedener L-Threonin-haltiger Peptide inkubiert und die externe und
interne L-Threonin-Konzentration zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Dies hatte zum
Ziel durch Aufnahme und Hydrolyse der Peptide schnell eine hohe interne L-Threonin-
Konzentration zu erreichen, um den resultierenden Verlauf der externen L-Threonin-

Konzentration zu verfolgen um daraus eine Exportrate zu bestimmen.

Da C. glutamicum wahrscheinlich mehrere Peptid-Aufnahmesysteme mit moglicherweise
unterschiedlicher Spezifitit besitzt (Winnen et al., 2005), bestand die Moglichkeit, dass die
Kombination von Peptiden durch getrennte Aufnahme zu hoheren internen Konzentrationen
fiihrt als die Zugabe nur eines Peptids. Daher wurde zu Beginn in dem Stamm
C. glutamicum DM1800 pEKEX2 untersucht, ob die Nutzung eines L-Alanin-L-Threonin
Dipeptids, eines L-Threonin-Tripeptids oder die Kombination der beiden Peptide zu der

hochsten internen L-Threonin-Konzentration in kiirzester Zeit fiihrte (Abb. 14).
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Abbildung 14: Interne L-Threonin-Konzentration in dem Stamm C. glutamicum DM1800
pEKEx2, der in CgXIl, 4% Glukose, und 6 mM Ala-Thr Dipeptid,
2 mM Thr Tripeptid und der Kombination aus 1 mM Thr Tripeptid und
3 mM Ala-Thr Dipeptid inkubiert wurde.

In dem Experiment zur Ermittlung der optimalen Peptidzugabe wurden dquimolare Mengen
verschiedener Peptide eingesetzt um die gleiche Endkonzentration an L-Threonin zu
erreichen. Dazu wurden 6 mM L-Ala-L-Thr Dipeptid, 2 mM L-Thr Tripeptid oder 3 mM
L-Ala-L-Thr Dipeptid zusammen mit 1 mM L-Thr Tripeptid zugegeben um nach Hydrolyse
eine extrazelluldre Konzentration von theoretisch maximal 6 mM L-Threonin zu erzielen. Die
eingesetzten Konzentrationen waren hoher als in vergleichbaren Untersuchungen (Simic et
al., 2001) um moglichst deutlichere Unterschiede bei Ergebnisse zu erzielen. Es zeigte sich,
dass durch Zugabe von L-Threonin Tripeptid am schnellsten die maximale, interne
L-Threonin-Konzentration von 175 mM erreicht wurde. Dariiber hinaus ergab das
Experiment, dass keine zusétzliche Steigerung durch die Zugabe der Kombination aus Di- und
Tripeptid gegeniiber der Inkubation mit L-Threonin-Tripeptid erreicht werden konnte.
Wahrscheinlich wird die Aufnahme des Di- und Tripeptids durch das gleiche
Aufnahmesystem katalysiert. Daher handelt es sich bei der kombinierten Zugabe der Peptide
eher um eine Konkurrenzreaktion, was zwar zu einem schnelleren Anstieg der L-Threonin-
Konzentration verglichen zum Dipeptid aber zu einem langsameren Anstieg verglichen zum
Tripeptid fiithrt. Auch wenn bisher von C. glutamicum kein Peptidaufnahme-System bekannt

ist, konnten fiir andere Organismen diese Proteine identifiziert werden (Doeven et al., 2005).
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In den folgenden Experimenten wurde auf Grund der erhaltenen Ergebnisse ausschlie3lich mit

dem Tripeptid gearbeitet.

Zur Vergleichbarkeit mit bereits bekannten Daten zum nativen Threonin-Exporter thrE (Simic
et al., 2001) wurde in den Experimenten 1 mM L-Threonin-Tripeptid eingesetzt. Der Stamm
C. glutamicum DM1800, der zusitzlich pEKEx2, pEKEx2 rhtA oder pEKEX2 rhtC enthielt,
wurde zuerst zwel Stunden in CgXII, 4% Glukose und zusitzlich 1 mM L-Threonin-Tripeptid
vorinkubiert um bereits eine hohe interne L-Threonin-Konzentrationen zu erzielen. Im
Anschluss wurden die Zellen gewaschen und erneut zwei Stunden in CgXII, 4% Glukose und
zusidtzlich 1 mM L-Threonin-Tripeptid inkubiert und die internen (Abbildung 15) und

externen (Abbildung 16) L-Threonin-Konzentrationen gemessen.
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Abbildung 15: Interne L-Threonin-Konzentration in dem Stamm C. glutamiucm DM1800,
der zusitzlich pEKEx2, pEKEx2 rhtA oder pEKEx2 rhtC enthielt. Die
Inkubation erfolgte in CgXII, 4% Glukose ,1 mM L-Threonin-Tripeptid.

Durch Zugabe von L-Threonin-Tripeptid fand eine Akkumulation von bis zu 140 mM
L-Threonin im Zellinneren des Kontrollstammes statt. Vergleichbare Werte wurden auch von
Simic et al., (2001) bei Untersuchungen zu thrE gemessen. Dagegen fiihrte die Expression der
heterologen Transporter zu einer bei weitem niedrigeren Akkumulation von L-Threonin.

Wihrend die Expression von rhtA zu einer internen Akkumulation von noch 30 mM
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L-Threonin fiihrte, betrug die maximale L-Threonin-Konzentration bei Expression von rhtC

sogar nur 10 mM.
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Abbildung 16: Externen L-Threonin-Konzentration im Peptidsystem mit dem Stamm
C. glutamicum DM1800, der zusitzlich pEKEx2, pEKEX2 rhtA oder
pEKEX2 rhtC enthielt. Die Inkubation erfolgte in CgXII, 4% Glukose
,1 mM L-Threonin-Tripeptid. Die Daten wurden im identischen
Experiment wie fiir Abb. 14 erhoben.

Wie Abbildung 16 zeigt scheidet die Kontrolle iiber einen Zeitraum von zwei Stunden
konstant L-Threonin aus und akkumuliert bis dahin etwa 1 mM mit einer Exportrate von
2,3 nmol min™ mg TG™ (Tabelle 12),was vorhergegangene Untersuchungen, in denen fiir den
Wildtyp eine Exportrate von 2,2 nmol min"' mg TG™ bestimmt wurde, bestitigt (Simic et al.,
2001). Die rhtA beziehungsweise rhtC exprimierenden Stimme scheiden L-Threonin mit
erheblich hoheren Raten von 5,8 nmol min™! mg TG bzw. 8,9 nmol min! mg TG aus als die

Kontrolle und akkumulieren 1,6 mM bzw. 2 mM L-Threonin.
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Tabelle 12: Exportrate der heterologen Transporter
RhtA  und RhtC zur L-Threonin-
Akkumulation.

L-Threonin Exportrate

Exporter .1 -1
[nmol min~ mg TG ']
Kontrolle 2,3
RhtA 5,8
RhtC 8,9

Im Vergleich mit E. coli Produktionsstimmen mit kurzfristigen Exportraten von bis zu
25 nmol min™ mg TG wihrend der Fermentation scheinen die ermittelten Exportraten zwar
relativ gering zu sein (Kruse et al., 2002), doch es muss beriicksichtigt werden, dass die Raten
fir E.coli lediglich aus Kultivierungen ohne Messung intrazelluldrer L-Threonin-
Konzentrationen bestimmt wurden und nicht aus vergleichbaren Peptid-basierenden

Experimenten.

In den rhtA bzw. rhtC exprimierenden Stdmmen féllt die Exkretion aber schon nach weniger
als einer Stunde ab, was auf die bereits zu diesem Zeitpunkt geringen L-Threonin-
Konzentrationen zuriickzufiihren ist (Abbildung 15). Deswegen ist davon auszugehen, dass
das Exportsystem nicht gesdttigt ist und sogar prinzipiell noch hohere Exportraten erzielt
werden konnten, falls die interne L-Threonin-Konzentration noch weiter gesteigert werden
wiirde. Bei dem Versuch den zellinternen K, fiir den L-Lysin-Exporter LysE iiber die
Verdnderung der Effluxrate iiber die Zeit bei einer bestimmten Anfangskonzentration zu
bestimmen, wurde ein Wert von 24 mM abgeschitzt (Broer und Krdmer, 1991). Dies konnte
auch fiir den L-Threonin-Exporter der Fall sein, wobei der hohe K, den physiologischen
Bediirfnissen entspriche, da kein aus Glukose gebildetes L-Threonin ausgeschieden werden

sollte.

Da die intrazellulire Konzentration von L-Threonin der limitierende Faktor in diesen
Untersuchungen war (Abb. 15), wurde zusitzlich ein Experiment mit L-Threonin-Pentapeptid
durchgefiihrt, bei dem der Stamm mit dem bislang effizientesten Exporter RhtC eingesetzt
wurde. Der Hintergrund fiir die Verwendung des Pentapeptids war ferner, dass Doeven et al.
(2005) nachwiesen, dass Pentapeptide effektiv in zahlreichen Prokaryoten aufgenommen und
verstoffwechselt werden. Mit dem Stamm C. glutamicum DM 1800 wurde allerdings nur eine
maximale, interne Konzentration von 40 mM detektiert (Daten nicht gezeigt). Obwohl
C. glutamicum verschiedene Peptid-Aufnahmesysteme besitzen soll (Winnen et al., 2005)

konnte durch Verwendung von L-Threonin-Pentapeptiden keine hohere interne L-Threonin-



Ergebnisse 59

Konzentration, um die Sittigung des Transporters zu erreichen, erzielt werden. Es ist denkbar,
dass entweder der erste Schritt, die Aufnahme, oder der zweite Schritt, die Hydrolyse des
Pentapeptids, langsamer ablaufen als beim Tripeptid und somit keine hoheren internen

Konzentrationen erzielt werden konnen.

Durch das Pentapeptid wurde iiber einen Zeitraum von 2 Stunden ein linearer Anstieg der
extrazelluldren Threonin Konzentration bestimmt (Daten nicht gezeigt). Daraus wurde fiir
C. glutamicum DM1800 eine Exportrate von 1,2 nmol min™' mg TG berechnet, und fiir
C. glutamicum DM1800 pEKEx2 rhtC mit dem heterologen Transporter eine Exportrate von

6,8 nmol min™ mg TG™.

Die bisherigen Untersuchungen mit den Stammen C. glutamicum DM 368-3, C. glutamicum
DM1730-T und C. glutamicum DMI1800-T zeigten, dass im Gegensatz zu RhtC der
Transporter RhtA ein breiteres Substartspektrum besitzt. Deshalb wurde auch die Spezifitit
der Transporter in dem Peptidsystem untersucht. Dazu wurden vergleichbare Experimente zu
den oben beschriebenen mit L-Serin-Tripeptid durchgefiihrt. Auffallend war, dass gegeniiber
L-Threonin mit L-Serin deutlich geringere interne Konzentrationen erreicht werden konnten
(Daten nicht gezeigt). Moglicherweise wird L-Serin iiber die Serinhydroxymethyltransferase
und die Serin-Dehydratase stirker verstoffwechselt als L-Threonin (Netzer et al., 2004). Die
maximalen internen L-Serin-Konzentrationen betrugen 30 mM sowohl in der Kontrolle als
auch in dem rhtC exprimierenden Stamm. In dem rhfA exprimierenden Stamm war eine

Konzentration von maximal 15 mM nachweisbar (Daten nicht gezeigt).



Ergebnisse 60

== Kontrolle
2,5 —tr= RhtA
== RhtC
2
=
.§, 1,5
1 4
0,5
.~ - . —
0 * — + *> ¢ »
0 0,25 0,5 0,75 1 1,25 1,5 1,75 2

[h]

Abbildung 17: Externe L-Serin-Konzentration in dem Stamm C. glutamicum DM1800, der
zusitzlich pEKEx2, pEKEx2 rhtA oder pEKEx2 rhtC enthielt. Die
Inkubation erfolgte in CgXII mit 4% Glukose und 1 mM L-Serin-Tripeptid.

Entsprechend der geringeren internen L-Serin-Konzentration wurde in dem RhtA
exprimierenden Stamm eine iiber den gesamten Versuchszeitraum konstante Zunahme der
externen L-Serin-Konzentration gemessen (Abbildung 17), aus der eine Exportrate von
5 nmol min” mg TG™ bestimmt wurde. Schlussfolgernd kann die Aussage getroffen werden,
dass der Transporter RhtA ein breites Substratspektrum besitzt, denn neben L-Threonin und
dem bekannten Export von Homoserin (Zakataeva et al., 1999) konnte gezeigt werden, dass
RhtA auch den Export von L- Serin katalysiert. Dabei exportiert der Transporter RhtA
L-Serin fast genauso effektiv wie L-Threonin. Im Gegensatz dazu zeigten die bisherigen

Untersuchungen, dass RhtC spezifisch L-Threonin transportiert.

2.5. Transkriptquantifizierung unter Produktbildungsbedingungen

Um weitere Erkenntnisse beziiglich der L-Threonin-Bildung zu bekommen wurden sowohl
von den Stimmen C. glutamicum DMI1800-T pEKE2, C. glutamicum DMI1800-T
pEKE2 rhtA, C. glutamicum DMI1800-T pEKE2 rhitC als auch von dem Wildtyp
C. glutamicum ATCCI13032 die Transkriptmengen der fiir die L-Threonin-Produktion

relevanten Gene untersucht. Die Verhiltnisse der Transkriptmengen wurden dabei in Bezug
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zum Referenzgen ddh gesetzt (Abbildung 18). Von verschiedenen Genen hatte sich dieses als
das am besten geeignete Referenzgen erwiesen (Diesveld, 2005). Als Standard zu dem
jeweiligen Gen wurden in getrennten Ansédtzen zuvor PCR-Amplifikate dieser Gene generiert
und in definierten Konzentrationen zur Erstellung einer Eichgeraden mittels RT-PCR
eingesetzt. Die Experimente basierten auf zwei unabhéngigen, den Versuchen von Ergebnisse

2.3. entsprechenden Kultivierungen und anschlieBenden RNA Priparationen.
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Abbildung 18: Transkriptquantifizierung der an der L-Threonin-Akkumulation beteiligten
Gene aus C. glutamicum DM1800-T Stammen mit Expression der heterologen
Transporter rhtA oder rhtC unter Produktbildungsbedingungen. Als Kontrolle
wurde der Stamm mit dem Leerplasmid pEKEx2 (DM1800-T) und der Wildtyp
(C. glutamicum ATCC13032) untersucht. Die Konzentration der jeweiligen
Transkripte wurde auf die Konzentration von ddh bezogen.

Die Transkripte aller untersuchten Gene waren im Wildtyp gut quantifizierbar, wobei das
Referenzgen ddh am stirksten transkribiert wurde. Verglichen zu ddh wurde thrE 13-fach
schwicher, hom 2,5-fach schwicher und thrB 4,5-fach schwicher transkribiert. Dabei war die
Transkriptmenge von thrB niedriger als die von hom. Dies entsprach nicht den Erwartungen,
da ausgehend von bisherigen Untersuchungen zwei Transkripte fiir das Operon hom thrB zu
erwarten waren (Mateos et al., 1994). Zum einen wurde ein langes Transkript, das beide Gene
beinhaltet, und zum Anderen ein kurzes Transkript, das ausschlieBlich fiir thrB kodiert,

erwartet. Daher wurde eine hohere Transkriptmenge von thrB im Vergleich zu hom erwartet.
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Daten von Affimetrix Microarrays der Firma Evonic bestitigten jedoch, dass das thrB
Transkript im  Wildtyp und auch anderen Stdmmen unter vergleichbaren
Kultivierungsbedingungen etwa 3,4-fach geringer vorliegt als das hom Transkript.
Moglicherweise ist in den Northern Blot-Analysen, in denen die zwei Transkripte
nachgewiesen wurden (Mateos et al., 1994), ein spezifisches, kurzes hom Transkript nicht
detektiert worden, da es auf Grund seiner mutmaflichen Grofle von ca. 1,5 kb durch die 16S
rRNA iiberlagert wurde. Dies deutet auf spezifischere Regulation der Gene hom thrB hin als

bisher angenommen wurde (Eikmanns et al., 1991).

Verglichen zum Wildtyp war in DM1800-T pEKEx2 durch Uberexpression mittels des
Plasmids pEC-T18 hom™ thrB thrE die Konzentration der Transkripte hom, thrB und thrE
10-fach erhoht. Auch in diesen Experimenten war die Konzentration von hom etwa 5-fach
hoher war als thrB. Wihrend die Gene rhfA und rhtC unter Kontrolle des fac-Promotors ohne
Induktion durch IPTG circa 12-fach stirker transkribiert wurden als das Referenzgen ddh,
wurde hom etwa 3-fach und thrB 2-fach stirker transkribiert. Trotz 10-fach hoherer
Transkriptmenge von thrE durch Uberexpression war die Transkriptmenge 2-fach niedriger
als die des Referenzgens ddh.

Trotz der 10-fach stirkeren Transkription des nativen Exporters thrE ist der Stamm
C. glutamicum DM1800-T nicht in der Lage L-Threonin effektiv zu exportieren. Daher kann
auf Grund der geringen Transkriptmengen des nativen Transporters thrE und der hohen
Transkriptmenge der Gene rhtA und rhtC in dem jeweiligen Stamm aus den Experimenten
geschlossen werden, dass ausschlieBlich die Expression der heterologen Transporter fiir die
hohe L-Threonin-Akkumulation verantwortlich war. Dies wird auch vollig unabhiingig davon
durch die Fermentationsergebnisse der rekombinanten Stimme ohne Expression der
heterologen Transporter in den Abschnitten 2.2. und 2.3. bestitigt, da nur bedingt durch die
Bildung von RhtA bzw. RhtC die starke Produktbildung erfolgt.

2.6. Auswirkung von pEKEx2 hom thrB rhtC auf die L-Threonin-Akkumulation

Um bei eventuell zukiinftigen Stammkonstruktionen nicht zwei Plasmide transformieren zu
miissen, die fiir die L-Threonin-Synthesegene beziehungsweise rhtC kodieren, wurden
verschiedene Plasmidkonstruktionen versucht. Dazu wurde zunichst versucht das Gen thrE
tiber Restriktion aus dem Vektor pEC-T18 hom™ thrB thrE zu entfernen. Jedoch wurde mit

den entsprechenden Ligationsprodukten weder mit E. coli noch mit C. glutamicum ein
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entsprechend verkleinertes und intaktes Plasmid erhalten. Moglicherweise resultiert die
Uberexpression der Gene hom-thrB ohne gleichzeitige Uberexpression des Gens thrE in einer
hohen, toxischen Konzentration von L-Threonin im Zellinneren. Denn es wurde bereits
gezeigt, dass die Uberexpression von hom und hom-thrB zu instabilen Plasmiden in
C. glutamicum fihrt (Eggeling et al., 1997)

Daher wurde als weiterer Ansatz die Klonierung des Operons hom™ thrB in den Vektor
pEKEX2 rhtC verfolgt. Sowohl die Gene der L-Threonin-Biosynthese, als auch das Gen des
heterologen Transporters RhtC wiren somit auf einem Plasmid lokalisiert, was die
Transformation weiterer Stimme durch dieses Plasmid vereinfachen wiirde. Nach
Transformation des Stammes C. glutamicum DM1800 durch das neu konstruierte Plasmid und
anschlieBenden Kultivierungen zeigte der neu generierte Stamm ein vergleichbares
Wachstumsverhalten zum Wildtyp sowohl im Voll- als auch im CgXII Minimalmedium mit
4% Glukose. Auffillig dabei war jedoch, dass die erreichte End-OD von C. glutamicum
DM1800 pEKEx2 hom™ thrB rhtC mit OD = 45 gegeniiber C. glutamicum DM1800-T
pEKEX2 ritC mit OD = 32 deutlich erhoht war. Von Zellen aus der exponentiellen
Wachstumsphase dieser Kultivierung wurde die RNA prépariert, um die Eignung des neu
hergestellten Vektor pEKEx2 hom™ thrB rhtC iiber die Quantifizierung der Transkripte zu
bestimmen (Tabelle 13).

Tabelle 13: Transkriptquantifizierung der Gene hom™, thrB, rhtC, thrE und ddh aus dem
Stamm C. g. DM1800, der verschiedene Vektoren enthilt. Als Kontrolle
wurde der Stamm ohne Vektor verwendet. Die Faktoren der mRNA-
Transkriptmenge sind in Bezug auf das Referenzgen ddh angegeben, wobei
n. d. fiir nicht detektiert steht.

Vektor Gene Referenzgen
hom thrB rhtC  thrE ddh
- 0,39 0,22 n.d. 0,08 1
pEC-T18 hom™ thrB thrE
pEKEX2 rhtC 2,1 1,5 12,6 0,33 1
pEKEx2 hom™ thrB rhtC 9,1 9 46,6 0,06 1

Mit dem neu konstruierten Vektor pEKEx2 hom™ thrB rhtC in dem Stamm C. glutamicum
DM1800 wurden deutlich hohere Transkriptmengen gebildet als in dem Stamm
C. glutamicum DM1800-T pEKEX2 rhtC mit den zwei Plasmiden (Tab. 13). Sowohl das

Operon hom™ thrB als auch das Gen des heterologen Transporters rhtC wurden in dem
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Stamm mit dem neuen Vektor pEKEx2 hom™ thrB rhtC etwa vier- bis fiinffach stirker
transkribiert als in dem Stamm mit den beiden Vektoren pEC-T18 hom™ thrB thrE und
pEKEX2 rhtC. Der Transkriptlevel von thrE war erwartungsgemif3 unbeeinflusst im Stamm

mit dem Neukonstrukt.

Mit DM1800 pEKEx2 hom™ thrB rhtC wurden Fermentationen im direkten Vergleich mit
DMI1800-T pEKEX2 rhtC durchgefithrt. Wider Erwarten wurden nach 48 h mit dem
Neukonstrukt nur 20 mM L-Threonin im Kultivierungsiiberstand gemessen, verglichen zu
45 mM L-Threonin, die beim Vergleichsstamm C. glutamicum DMI1800-T pEKEx2 rhtC
akkumulierten. Auffillig an diesem Befund war, dass kein L-Lysin im Uberstand gefunden
wurde, was auf eine vollstindige Umlenkung des Stoffwechselflusses von L-Lysin in
Richtung L-Threonin schlieen lie. Da auch kein Glycin detektiert wurde, kann interne
Akkumulation und anschlieBender Abbau von L-Threonin ausgeschlossen werden. Da dieser
Stamm deutlich hohere OD-Werte erreicht, flieBt offensichtlich mehr C-Quelle in die
Biomasse verglichen zu dem Stamm C. glutamicum DM1800-T pEKEX2 rhtC. Auch wenn
bisher nicht erklidrt werden kann warum deutlich mehr C-Quelle in die Biomasse floss und
dadurch eine geringere Ausbeute erzielt wurde, zeigen die Experimente, dass offensichtlich
eine  Ausbalancierung der L-Threoninsynthese wund dessen Export mit dem
Gesamtstoffwechsel notig ist, die moglicherweise bei der mit pEKEx2 hom™ thrB rhtC

erreichten sehr hohen Expression nicht gegeben ist.

2.7. Einfilhrung chromosomaler Mutationen in i/lvA (Threonin-Dehydratase)

Da es sich bei L-Threonin nicht um eine Aminosidure am Ende eines Syntheseweges handelt,
sondern um die Vorstufe von L-Isoleucin, wurde versucht eine erhohte Akkumulation durch
Reduktion der weiteren Umwandlung zu L-Isoleucin zu erreichen, wie es auch fiir die
L-Threoninbildung mit E. coli bekannt ist (Debabov 2003). Auch fiir L-Serin, das zu Glycin
durch die Serinhydroxymethyltransferase und zu Pyruvat durch die Serin-Dehydratase
weiterverstoffwechselt wird, wurde in C. glutamicum bereits gezeigt, dass eine Reduktion der
Weiterverstoffwechselung die verstirkte Akkumulation von L-Serin zur Folge hat (Stolz et
al., 2006). Durch Mutation der Threonin-Dehydratase in einem E. coli L-Threonin-
Produktionsstamm konnte bereits die L-Threonin-Akkumulation deutlich gesteigert werden
(Debabov, 2003). Da aber die Deletion des fiir die Threonin-Dehydratase kodierenden Gens

ilvA eine L-Isoleucin-Auxotrophie zur Folge gehabt hitte, wurde das Gen ilvA tiber gerichtete
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Mutagenese zur Generierung verschiedener Threonin-Dehydratasen mit stark verringerter
Aktivitdt mutiert. Die in das Gen ilvA eingebrachten Mutationen basierten auf einer Auswahl
von Verdnderungen, die durch Mdockel et al. (1994) beschrieben wurden. Dazu wurde durch
ortsgerichtete Mutagenese mit spezifischen Oligonukleotiden ilvA plasmidkodiert verdndert
und durch doppelte Rekombination mit dem Vektor pK19 mob sacB in das Chromosom
eingebracht. Dies wurde durch Sequenzierung des chromosomalen Abschnittes nach

vorhergegangener PCR bestitigt.

Nachdem die Mutationen ilvA**, ilvAP*™, ilvA>®P ilvAPP, ilvASS ! und ilvA®"> in
das Genom von C. glutamicum DM1800 eingebracht worden waren, zeigten anschlieende
Wachstumsexperimente in CgXII mit 4% Glukose, dass die generierten Stimme in zwei
Gruppen unterteilt werden konnten (Daten nicht gezeigt). Der eine Teil der neu generierten
Stamme wuchs vergleichbar zu C. glutamicum DM1800, der andere Teil war auxotroph und
musste durch L-Isoleucin-Zugabe supplementiert werden. Dabei konnte mit steigender
L-Isoleucin-Konzentration das Wachstum graduell wiederhergestellt werden und mit 0,5 mM
und 1 mM L-Isoleucin ein Wachstum vergleichbar zum Kontrollstamm C. glutamicum

DM1800 erzielt werden.

Tabelle 14: Spezifische Aktivitit der durch gerichtete Mutagenese generierten Threonin-
Dehydratasen in  C. glutamicum DM1800. Als  Kontrolle = wurden
C. glutamicum SM13 pEK hom™® thrB pECM3 ilvA (Uberexpression) und
C. glutamicum DM1800 verwendet. Die Kodierungen geben jeweils den
durch die Punktmutation in i/lvA erreichten Aminosédureaustausch an.

Spezifische Aktivitit

[umol/min-mg]

Aminosidureaustausch im Gen i/vA

Uberexpression 0,527
C. g. DM1800 0,032
A257G 0,024
328N 0,027
S418D 0,016
G96D 0,009
G331L 0,013
Q27Stop 0,008

In Tabelle 14 sind die ermittelten Enzymaktivititen der generierten Mutanten aufgelistet.
Verglichen zu dem Ausgangsstamm C. glutamicum DM1800 resultierten die eingebrachten
Mutationen auf der einen Seite in Stammen mit geringerer Enzymaktivitit (ilvA?>TS,

ilvABSN, ilvAS418D) und auf der anderen Seite in Mutationen (ilvAG%D, ilvAGSSlL), die
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vergleichbare Enzymaktivititen wie die Negativkontrolle C. glutamicum DM1800 ilvA975*P
aufwiesen. Diese Negativkontrolle ergab im Test noch eine sehr geringe Aktivitit. Wie die
Wachstumstests aber ergaben (Daten nicht gezeigt), fiihrte sowohl die Mutation ilvA%P als
auch ilvAS®!Y zur L-Isoleucin-Auxotrophie der Stimme, sodass diese Restaktivitit keiner
Threonin-Dehydratase Aktivitét entspricht.

Entsprechend den Erwartungen, dass die Reduktion des L-Threonin-Umsatzes zu einer
gesteigerten Akkumulation fiihrt, wurde aus den beiden erzeugten Gruppen der Stamm
C. glutamicum DMI1800 ilvA>*'®® mit mittlerer Aktivitit und der auxotrophe Stamm
C. glutamicum DM1800 ilvA®*®  ausgewidhlt und mit den Plasmiden pEC-T18
hom™ thrB thrE und pEKEX?2 rhtC transformiert.

Die Supplementation von 1 mM L-Isoleucin resultierte bei dem Stamm C. glutamicum
DM1800 ilvA“®°—T in einem identischen Wachstumsverhalten verglichen zu dem
Ausgangsstamm (Daten nicht gezeigt). Die Wachstumsrate des rhtC exprimierenden Stammes
war mit u=0,19 h! deutlich niedriger als die der Kontrolle mit pu=0,24 h'. Wie bereits mit
dem Ausgangsstamm ohne ilvA Mutation (C.glutamicum DM1800-T pEKEX2 rhtC) wurde
auch in diesem Fall beobachtet, dass die Expression des heterologen Transporters rhtC das
Wachstum negativ beeinflusste. Bereits durch Zugabe von 0,5 mM L-Isoleucin konnte der

vASPP_T wieder wachsen. Jedoch resultierte die

auxotrophe Stamm C. glutamicum DM1800 il
niedrigere L-Isoleucin-Konzentration in einer niedrigeren Wachstumsrate (u=0,2h™"),
weshalb dieser Stamm zur Vergleichbarkeit in folgenden Kultivierungen durch Zugabe von
1 mM L-Isoleucin supplementiert wurde. Ohne Expression des Transporters wirkte sich die
Reduktion des L-Threonin-Abbaus bereits positiv auf die L-Threonin-Akkumulation aus. Der
auxotrophe Stamm akkumulierte 35 mM, der Stamm mit mittlerer Aktivitit 25 mM
verglichen zu 20 mM L-Threonin, die die Kontrolle im Medium nach 48 h akkumulierte.

In der weiteren Arbeit wird die folgenden Bezeichnung fiir die Stimme gewdhlt:

C. glutamicum DM1800-96 fiir den Stamm C. glutamicum DM1800 ilvA%*® und
C. glutamicum DM1800-416 fiir den Stamm C. glutamicum DM1800 ilvAS*'®P.

2.8. Produktbildung und Produktbildungsraten mit den konstruierten Stimmen

Nach Generierung der C. glutamicum Stimme DM1800-T, DM 1800-96-T und DM1800-416-
T durch Transformation der Plasmide pEC-T18 hom™ thrB thrE und pEKEx2 bzw.

pEKEX2 rhtC wurde eine Fermentation iiber 48 Stunden mit Probennahme in Abstinden von
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etwa 3 Stunden durchgefiihrt um anhand der erhaltenen Daten Produktionsraten berechnen zu

kOnnen.
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Abbildung 19: Wachstum von DM1800-T und seiner Derivate DM1800-96-T und DM 1800-
416-T in CgXIl, 4% Glukose. Die einzelnen Stimme enthielten zusitzlich
pEKEX2 rhtC oder pEKEx2. Die Stimme wurde durch Zugabe von 0 mM,
0,5 mM oder 1 mM Isoleucin entsprechend der Legende supplementiert.

Bei Betrachtung des Wachstums der Stimme C. glutamicum DMI1800-T und der Derivate
C. glutamicum DM1800-96-T und C. glutamicum DM1800-416-T zeigte sich, dass die
Expression von rhtC (rote Graphen) das Wachstum gegeniiber dem jeweiligen Kontrollstamm
mit Leerplasmid (schwarze Graphen) negativ beeinflusste (Abb. 19). Dies konnte auf die
verstarkte Bildung des Transporters, den Einbau in die Zellmembran und eine damit
einhergehende Destabilisierung der Zellmembran zuriickgefithrt werden (Wagner et al.,
2008). Auch ein zu starker L-Threonin-Export und eine daraus resultierende, zellinterne
Limitation von L-Threonin wiéren denkbar.

Da der Stamm C. glutamicum DM1800-96-T L-Isoleucin auxotroph ist, wurde die
Konzentration von 0,5 mM bzw. 1 mM L-Isoleucin gewihlt um etwa vergleichbares

Wachstum zum Ausgangsstamm C. glutamicum DM1800-T zu erméglichen.
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Abbildung 20: L-Threonin-Akkumulation von DM1800-T und seiner Derivate DM 1800-96-T
und DM1800-416-T in CgXIl, 4% Glukose. Die einzelnen Stimme enthielten
zusitzlich pEKEx2 rhtC oder pEKEx2. Die Stimme wurde durch Zugabe von
0 mM, 0,5 mM oder 1 mM Isoleucin entsprechend der Legende supplementiert.

Ohne Expression des Transporters rhtC wirkte sich die Verhinderung der
Weiterverstoffwechselung des L-Threonins im Stamm DM1800-96-T bereits positiv auf die
L-Threonin-Akkumulation aus (Abb. 20). Allein durch die ilvA%°°® Mutation wurde die
Akkumulation auf maximal 38 mM gesteigert. Dagegen konnte durch die Mutation ilvAS*1ED,
die zwar zu verringerter Threonin-Dehydratase-Aktivitit aber nicht zu erkennbarem
Wachstumsnachteil fiihrt, kein Effekt beobachtet werden. Durch zusétzliche Expression des
Transporters rhtC wurde eine Steigerung der L-Threonin-Akkumulation auf maximal 45 mM
im Ausgangsstamm erreicht. Wurde allerdings die Expression des Transporters rhtC mit der
Mutation ilvA%®® kombiniert, so ergab dies eine Steigerung um 20% auf die maximale

Akkumulation von 55 mM L-Threonin (Abb. 20).

Auf Grund der Probennahme in engen Zeitabstinden war es moglich iiber eine
Kurvenanpassung die L-Threonin-Akkumulationsrate zu bestimmen. Dazu wurden zunichst
die Messdaten des Wachstums und der Produktbildung als mathematische Kurve beschrieben
und dabei Daten zwischen den einzelnen Messpunkten generiert. Solch eine Anpassung ist fiir
C. glutamicum DM1800-96-T RhtC beziiglich des Wachstums und der L-Threonin-
Akkumulation in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Wachstum (M) und L-Threonin-Akkumulation (A) des Stamms
C. glutamicum DM1800-96-T RhtC in CgXIl, 4% Glukose und 1 mM
L-Isoleucin Supplementation. Zusitzlich wurden mittels eines Algorithmus

Daten zwischen den Messpunkten fiir Wachstum (M) und Akkumulation
(A) generiert.

Wie ersichtlich war eine hervorragende Anpassung moglich, da die generierten Daten fiir
Wachstum und Akkumulation nahezu deckungsgleich mit den gemessenen Daten des
Wachstums und der Akkumulation in der exponentiellen Phase waren und auch in der
stationdren Phase die Messdaten gut dargestellt werden konnten. Entsprechende
Berechnungen wurden fiir alle Stimme durchgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Diese
Anpassungen ermoglichten es die Produktbildungsraten fiir alle Stdimme zu bestimmen, was

fiir die ersten 30 Stunden in der Abbildung 22 gezeigt ist.
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Abbildung 22: L-Threonin-Akkumulationsrate von DM 1800-T und seiner Derivate DM 1800-
96-T und DM1800-416-T in CgXIl, 4% Glukose bei 0, 0,5 oder 1 mM
L-Isoleucin Supplementation. Die einzelnen Stdimme enthielten zusitzlich
pEKEX2 rhtC (rote Graphen) oder pEKExX2 (schwarze Graphen).

Ohne Expression des Transporters rhtC (schwarze Graphen) wirkte sich die Verhinderung der
Weiterverstoffwechselung von L-Threonin im Stamm DM1800-96-T wie zu erwarten auch
positiv auf die L-Threonin-Akkumulationsrate aus (Abb. 22). Wihrend die Mutation ilvAS*8P
verglichen mit dem Ausgangsstamm nur zu einer minimalen Steigerung fiihrte, war durch die

vA9® eine Steigerung von 3,5 nmol min” (mg TG)"' im Referenzstamm auf

Mutation il
5,4 nmol min"' (mg TG)" festzustellen. Verglichen mit den Leerplasmid enthaltenden
Stammen resultierte die Expression von rhtC (rote Graphen) in einer deutlichen Steigerung
der Threonin-Akkumulationsrate (Abb.22). Wihrend bei dem Referenzstamm DM1800-T
eine Steigerung von 3,5 nmol min" (mg TG)™" auf 8,6 nmol min" (mg TG)™ erfolgte, erhohte
sich die Akkumulationsrate in dem Stamm DM1800-96-T von 5,4 nmol min™ (mg TG)'1 auf
die maximale Threonin-Akkumulationsrate von 11,2 nmol min™ (mg TG)'I. Es konnte somit
gezeigt werden, dass die Reduktion des L-Threonin-Abbaus zu einer deutlichen Steigerung

der Produktivitidt fithrt. Dabei ist auffallend, dass bei allen Stimmen eine Kopplung der

Produktivitit an die exponentielle Phase zu beobachten war.
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2.9. Flussanalysen und chromosomale Mutationen in den Genen gItA und pyc

Die Reduktion der L-Threonin-Verstoffwechselung fiihrte zu einer deutlichen Steigerung der
Produktivitit und auch unter diesen Bedingungen wurde bei Expression des heterologen
Transporters rhtC kein Glycin im Medium akkumuliert. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass
durch Expression von rhtC der Export immer noch nicht limitierend ist. Zur weiteren
Steigerung der L-Threonin-Akkumulation sollte deswegen die Vorstufen-Bereitstellung
verbessert werden. Daher wurde als weiterer Schritt der Stamm C. glutamicum
DM1730 mgo™® 2xlysC mit in die Untersuchungen einbezogen. Ausgehend von dem Stamm
C. glutamicum DM1730 trigt dieser Stamm zwei weitere Mutationen (Abb. 9). Zum Einen
wurde eine zweite Kopie des fiir die Feedback-resistente Aspartatkinase kodierenden Gens
lysC in das Genom integriert (Cremer et al., 1991). Zum Anderen resultierte die Mutation des
Gens mgo in einer reduzierten Aktivitit der Malatquinon-Oxidoreduktase, von der bereits
gezeigt wurde, dass die Inaktivierung in einem L-Lysin-Produktionsstamm zu einer 18%
gesteigerten Ausbeute fithren kann (Mitsuhashi et al., 2006). Dieser Stamm hat eine
gesteigerte L-Lysin-Ausbeute verglichen mit dem Stamm C. glutamicum DM1800 und es
sollte gepriift werden, ob durch Umlenken des Stoffwechselflusses in Richtung L-Threonin
auch die L-Threonin-Akkumulation deutlich gesteigert werden kann. In einem weiteren
Ansatz zur Verbesserung der Vorstufen-Bereitstellung wurde die Reduktion des
Stoffwechselflusses iiber den Citrat-Zyklus durch Verdnderung der Citrat-Synthase Aktivitit
angestrebt (Radmacher et al., 2007) und durch chromosomale Uberexpression des fiir die
Pyruvatcarboxylase kodierenden Gens pyc sollte eine verstirkte Oxalacetat-Bereitstellung
erfolgen (Riedel et al., 2001).

Um Vorhersagen beziiglich der geplanten chromosomalen Veridnderung der Gene gltA und
pyc und die daraus resultierende Enzymaktivitit der Citrat-Synthase und der
Pyruvatcarboxylase treffen zu konnen, wurden zuvor mit Unterstiitzung von S. Noack (IBT2)
Stofffluss-Analysen in silico basierend auf dem Stamm C. glutamicumm DM1800-T
durchgefiihrt (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Robustheitsanalyse fiir C. glutamicum DM1800-T RhtC. Die berechneten
L-Threonin-Produktionsraten in Abhingigkeit zu der Citrat-Synthase- bzw. Pyruvat-
Carboxylase-Aktivitat  stellen theoretische Maximalwerte unter nicht-wachsenden
Bedingungen dar.

Unter Nutzung eines Netzwerkmodells fiir C. glutamicum, welches die Reaktionen des
Zentralstoffwechsels sowie aller Aminosdure-Biosynthesewege enthilt, wurde eine stationire
Stoffflussanalyse fiir den Stamm C. glutamicum DM1800-T RhtC durchgefiihrt. Mithilfe der
experimentellen Daten aus einem Schiittelkolbenversuch wurden zunichst die extrazelluliren
Flisse sowie die Wachstumsrate geschitzt (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der Annahme
metabolischer Stationaritdt ist mit dieser Methode ausschlieflich der exponentielle
Wachstumsbereich beschreibbar.

Um den Einfluss der Reaktionen Citratsynthase (CS) und Pyruvat-Carboxylase (PC) auf die
L-Threonin-Produktion in C. glutamicum DM1800-T RhtC zu untersuchen, wurde eine
Robustheitsanalyse durchgefiihrt. Die Glukose-Aufnahmerate wurde dabei auf den
geschitzten Wert von vg=2.08 mmol g TG'h! fixiert (Marx et al., 1999). Mithilfe eines
linearen Programmierungsansatzes wurden mittels Optimierung unter jeweils variierendem
Kontrollfluss (jeweils CS oder PC variiert) die maximalen L-Threonin-Produktionsraten
berechnet (Abb. 23).

Generell ist zu erkennen, dass eine Reduktion des CS-Flusses eine positive Wirkung auf die
L-Threonin-Bildung hat. Ursache hierfiir ist die damit verbundene Reduzierung des TCA-
Flusses, wodurch zum einen weniger Kohlenstoff in Form von CO, verloren geht und zum
anderen mehr Kohlenstoff iiber Oxalacetat in Richtung L-Threonin geleitet wird. Fiir den PC-
Fluss ist nur der Bereich bis ca. 1.0 mmol g TG h'! (<50% von vg) relevant, wobei hier

kein nennenswerter Einfluss auf die L-Threonin-Bildung beobachtet wird.
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Experimentelle Untersuchungen beziiglich gesteigerter Pyruvat-Carboxylase-Aktivitidt hatten
aber gezeigt, dass dies zu gesteigerter Ausbeute fiihrt (Riedel et al., 2001). Da ferner eine
graduelle Promotorabstuftung duerst aufwendig ist, wurde, um eine verstédrkte Transkription
des Gens pyc zu erreichen, dessen nativer Promotor durch den starken glyA-Promotor
ausgetauscht. Bereits in RT-PCR Analysen (Diesveld 2005) und in CAT-Assays zur
Detektion von Promoterstdrken (Stolz et al., 2007) konnte die starke Transkription durch den
glyA-Promotor nachgewiesen werden. Dazu wurde der glyA-Promotor mit flankierenden
Bereichen des pyc-Promotors in den Vektor pK19mobsacB kloniert und anschlieBend mittels
zweifacher homologer Rekombination des konstruierten Vektors pK19mobsacB P, ins
Genom integriert. Derartige Mutanten des Stammes C. glutamicum DM1800 werden im
Folgenden durch die Erweiterung ,-PC* gekennzeichnet. Die nach Stofffluss-Analyse
aussichtsreiche, reduzierte Citratsynthase-Aktivitdt zur Steigerung der Threonin-Ausbeute
wurde durch Deletion eines der zwei Citratsynthase-Promotoren mithilfe von
pK19mobsacB Pg4 A160 erreicht (Radmacher et al., 2007). Derartige Mutanten werden im
Folgenden durch die Erweiterung ,,-CS* gekennzeichnet. Die neu generierten Stimme wurden
durch die Plasmide pEC-T18 hom™ thrB thrE und pEKEX2 rhtC transformiert und beziiglich
der L-Threonin-Akkumulation untersucht. Stimme, die durch das Plasmid pEC-T18 hom™
thrB thrE transformiert wurden, werden im Folgenden durch die Namenserweiterung ,,-T*,
die diejenigen die mit pEKEX2 rhfC transformiert wurden durch die Namenserweiterung

,,RhtC* gekennzeichnet.
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Abbildung 24: Wachstum von DMI1800-T, DMI1800-T RhtC und seiner Derivate
DM1800-96-T RhtC, DM 1800-CS-T RhtC, DM1800-PC-T RhtC,
DM 1730 2xlysC mgo™-T RhtC und seinem Derivat DM1730 2xlysC mqo™*-
CS-T RhtC in CgXIl, 4% Glukose. Als Kontrolle wurde DM1800-T pEKEx2

verwendet. Der Stamm DMI1800-96-T RhtC wurde durch Zugabe von
1 mM L-Isoleucin supplementiert.

Der Kontrollstamm DM1800-T ohne Expression von rhtC wuchs mit einer Wachstumsrate
von u=0,25 h! deutlich schneller als alle anderen untersuchten Stimme (Abb. 24). Verglichen
zu den anderen bereits untersuchten Stimmen C. glutamicum DMI1800-T RhtC und
C. glutamicum DM1800-96-T RhtC, zeigte die neu konstruierte Mutante C. glutamicum
DM1800-PC-T RhtC mit einer Wachstumsrate von u=0,18 h' keinen Unterschied im
Wachstum. Im Gegensatz dazu fiihrte die 160 bp Deletion im Bereich des gltA Promoters zu
einem deutlich verlangsamten Wachstum. Der Stamm C. glutamicum DM1800-CS-T RhtC
wuchs mit einer Wachstumsrate von p=0,1 h"' signifikant langsamer als C. glutamicum
DM1800-T RhtC (u=0,18 h™"). Das schlechtere Wachstum durch die geringere Citrat-
Synthase-Aktivitdt 1idsst auf eine deutliche Verschiebung des Stoffwechselflusses durch die
geringere Citrat-Zyklus-Aktivitét schlieBen (Radmacher et al., 2007).

Auch die zwei weiteren Mutationen des neu mit in die Untersuchungen einbezogenen
Stammes C. glutamicum DM1730 2xlysC mgo™*-T RhtC fiihrten zu schlechterem Wachstum
(u=0,12 h'l), was eine verstirkte L-Threonin-Synthese vermuten lieB. Das schlechteste

Wachstum wurde aber fiir den Stamm C. glutamicum DM1730 2xlysC mgo™*-CS-T RhtC
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beobachtet, der in diesem Experiment mit einer Wachstumsrate von u=0,08 h™! erheblich

langsamer wuchs als der Ausgangsstamm.
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Abbildung 25: Glukose-Aufnahme durch C. glutamicumm DMI1800-T RhtC und seiner
Derivate C. glutamicumDM1800-96-T RhtC, C. glutamicum DM1800-CS-T RhtC,
C. glutamicum DM1800-PC-T RhtC, C. glutamicum DM1730 2xlysC mgo™*-T RhtC
und seinem Derivat C. glutamicum DM1730 2xlysC mgo™*-CS-T RhtC in CgXII,
4% Glukose. Als Kontrolle wurde C. glutamicum DM1800-T pEKEx2 verwendet.
Der Stamm DM1800-96-T RhtC wurde durch Zugabe von 1 mM L-Isoleucin
supplementiert.

Entsprechend dem Wachstum zeigte sich bei der Glukose-Abnahme, dass bei Eintritt in die
stationdre Wachstumsphase Glukose komplett verbraucht war (Abb. 25). So wurde fiir den
Kontrollstamm C. glutamicum DMI1800-T bereits nach 21 h der komplette Glukose-
Verbrauch festgestellt. Die Stimme C. glutamicum DMI1800-T RhtC, C. glutamicum
DM1800-96-T RhtC und C. glutamicum DM1800-PC-T RhtC verbrauchten langsamer die
Glukose als der Kontrollstamm C. glutamicum DM1800-T. Erst nach 24 h wurde der
komplette Glukose-Verbrauch festgestellt. Im Vergleich dazu verbrauchte das zweite neu
konstruierte Derivat C. glutamicum DM1800-CS-T RhtC deutlich langsamer die Glukose auf
Grund des langsameren Wachstums. Auch mit dem neu mit in die Untersuchung
einbezogenen Stamm C. glutamicum DM1730 2xlysC mgo™*-T RhtC und dessen Derivat
C. glutamicum DM1730 2xlysC mqo™®-CS-T RhtC wurden #hnliche Ergebnisse auf Grund

des langsameren Wachstums wie mit der Citrat-Synthase Mutante C. glutamicum
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DM1800-CS-T RhtC beziiglich des Glukose-Verbrauchs beobachtet. Fiir die drei Stimme

wurde der komplette Glukose-Verbrauch erst nach 48 h gemessen.
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Abbildung 26: L-Threonin-Akkumulation von DMI1800-T RhtC und seiner Derivate
C. glutamicum DM1800-96-T RhtC, C. glutamicum DM1800-CS-T RhtC,
C. glutamicum DM1800-PC-T RhtC, C. glutamicum DM1730 2xlysC mgo™*-T RhtC
und seinem Derivat C. glutamicum DM1730 2xlysC mgo™*-CS-T RhtC in CgXII,
4% Glukose. Als Kontrolle wurde C. glutamicum DM1800-T pEKEx2 verwendet.
Der Stamm DM1800-96-T RhtC wurde durch Zugabe von 1 mM L-Isoleucin
supplementiert.

Betrachtet man die L-Threonin-Akkumulation des neu konstruierten Stammes C. glutamicum
DM1800-PC-T RhtC mit der des Ausgangsstammes C. glutamicum DM1800-T RhtC, so
zeigte sich eine geringe Steigerung von 45 mM auf 48 mM nach 48 h, wobei der neu
konstruierte Stamm in den ersten 24 h deutlich schneller hohere Konzentrationen L-Threonin
akkumulierte (Abb. 26). Dabei spiegelte sich die schnellere L-Threonin-Akkumulation des
Stammes C. glutamicum DMI1800-PC-T RhtC auch in einem geringfiigig schnelleren
Glukose-Verbrauch wieder (Abb. 25). Im Vergleich dazu akkumulierte das zweite neu
konstruierte Derivat C. glutamicum DM1800-CS-T RhtC deutlich langsamer L-Threonin auf
Grund des langsameren Wachstums. Nach 48 h konnten jedoch mit 51 mM im Uberstand eine
Steigerung von circa 15% gemessen werden. Die hochste L-Threonin-Konzentration der
C. glutamicum DM1800 Derivate wurde aber im Uberstand des Threonin-Dehydratase
inaktivierten Stammes C. glutamicum DM1800-96-T RhtC detektiert. Mit 54 mM
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akkumulierte dieser Stamm 20% mehr L-Threonin als der Ausgangsstamm C. glutamicum
DM1800-T RhtC.

Auch mit dem neuen Stamm C. glutamicum DM1730 2xlysC mgo™'-T RhtC und dessen
Derivat C. glutamicum DM1730 2xlysC mgo™®-CS-T RhtC wurden #hnliche Ergebnisse auf
Grund des langsameren Wachstums wie mit der Citrat-Synthase Mutante C. glutamicum
DM1800-CS-T RhtC beziiglich der L-Threonin-Akkumulation beobachtet. Das langsamere
Wachstums fiihrte auch bei diesen Stimmen zu einem deutlich spéteren Anstieg der
L-Threonin-Akkumulation, wobei der Stamm C. glutamicum DM1730 2xlysC mgo™*-T RhtC
maximal 66 mM L-Threonin akkumulierte. Trotz der stirkeren L-Threonin-Akkumulation in
den neu mit in die Untersuchung einbezogenen Stimmen wurde kein Glycin und auch kein
L-Lysin im Uberstand gemessen. Deswegen ist davon auszugehen, dass der Export nicht mehr

der limitierende Faktor fiir die L-Threonin-Produktion mit diesen C. glutamicum Stimmen ist.
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Abbildung 27: L-Threonin-Akkumulationsrate von DM1800-T RhtC und seiner Derivate
C. glutamicum DM1800-96-T RhtC, C. glutamicum DM1800-CS-T RhtC,
C. glutamicum DM1800-PC-T RhtC, C. glutamicum DM1730 2xlysC mgo™*-T RhtC
und seinem Derivat C. glutamicum DM1730 2xlysC mqo™*-CS-T RhtC in CgXII,
4% Glukose. Als Kontrolle wurde C. glutamicum DM1800-T pEKEx2 verwendet.
Der Stamm DM1800-96-T RhtC wurde durch Zugabe von 1 mM L-Isoleucin
supplementiert.

Es konnte bestitigt werden, dass der Stamm C. glutamicum DM1800-T ohne Expression des

heterologen Transporters ritC L-Threonin mit einer Rate von 4 nmol min"' (mg TG)™
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deutlich langsamer akkumuliert als die rhtC exprimierenden Stamme (Abb. 27). Die
Reduktion des Abbaus von L-Threonin in dem Stamm C. glutamicum DM1800-96-T RhtC
fiihrte zu einer deutlichen Steigerung der Exportrate von 10,2 nmol min"' (mg TG)"' im
Referenzstamm C. glutamicum DM1800-T RhtC auf 12,6 nmol min’’ (mg TG)'I. Trotz der
geringeren Konzentration des Stammes C. glutamicum DMI1800-PC-T RhtC mit 48 mM
L-Threonin im Vergleich zu C. glutamicum DM1800-96-T RhtC mit 54 mM, wurde fiir
diesen Stamm die maximale Exportrate von 13,3 nmol min™ (mg TG) "' bestimmt. Auf Grund
des stark verzogerten Wachstums der beiden Citrat-Synthase-Mutanten C. glutamicum
DM 1800-CS-T RhtC und C. glutamicum DM1730 2xlysC mgo™-CS-T RhtC wurde fiir diese
beiden Stimme nur eine Exportrate von circa 8 nmol min™' (mg TG)" erreicht. Trotz der
deutlich verzogerten Akkumulation bei DM1730 2xlysC mqo"™*-T RhtC betrug kurzfristig die
Exportrate 11,7 nmol min”’ (mg TG)'I.

Anhand dieser Ergebnisse konnte deutlich gezeigt werden, dass die maximale Akkumulation
nicht ausschlaggebend fiir die maximal berechnete Exportrate ist, da neben der Akkumulation
sowohl die Zeit als auch die Zellmasse in die Berechnung einflieen. Dies ist auch ersichtlich
daraus, dass trotz der relativ niedrigen L-Threonin-Endkonzentration von 48 mM mit dem
Stamm C. glutamicum DM1800-PC-T RhtC verglichen zu 66 mM, die mit dem Stamm
C. glutamicum DM1730 2xlysC mqo™*-T RhtC akkumuliert wurden, die maximale Exportrate
von 13,3 nmol min™ (mg TG)"! erzielt werden. Somit sind die bestimmten Exportraten nur
noch um den Faktor 2 niedriger als in bereits bekannten E. coli L-Threonin-Produzenten
(Kruse et al., 2002). Wie in den Experimenten anschaulich gezeigt werden konnte, ist dabei

der Export als limitierender Faktor durch Nutzung heterologer Transporter beseitigt worden.

3. Uberproduktion des Transporters RhtC aus E. coli und der Decaprenyl-Transferase
UbiA aus M. tuberculosis

Um Zugang zum Protein RhtC zu bekommen, mit dem groen Ziel strukturelle
Untersuchungen zu ermoéglichen, sollten vorbereitende Experimente zu dessen Nachweis und
Isolation durchgefiihrt werden. Zusitzlich wurde das Protein UbiA aus M. tuberculosis in
diese Untersuchungen mit einbezogen. UbiA kodiert fiir die Decaprenyl-Transferase, die am
ersten Syntheseschritt des Zellwandbestandteils Arabinan beteiligt ist. Dieses Protein ist
ebenfalls ein Membranprotein und koppelt sehr wahrscheinlich die Transferasefunktion mit

einer Transportfunktion fiir ihr Substrat, die Decaprenyl-Arabinose (Tatituri et al., 2007). Die
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Expression und Aufreinigung von UbiA in der Membranfraktion wiirde enzymatische
Untersuchungen mit diesem Protein ermoglichen. Dazu wurde zum einen von dem Protein
UbiA aus M. tuberculosis die Codon Usage an die von E. coli adaptiert und zum Anderen das
entsprechenden Gen iiber PCR aus dem Genom von M. tuberculosis amplifiziert. Im
Anschluss wurde jeweils rhtC sowie ubiA in den Vektor pET-52b(+) kloniert, durch den bei
Expression einen abspaltbarer, C-terminaler His-Tag an das Protein zur Aufreinigung und
Detektion fusioniert wird. Zusitzlich wurden beide Gene in den Vektor pRc-Expll kloniert,
einem Derivat von pET-22b(+), durch den bei Expression einen C-terminaler His-Tag an das
Protein zur Aufreinigung und Detektion fusioniert wurde. Der Vektor pRc-Expll repliziert
auch in Rhodobacter capsulatus und wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Dr.
T. Drepper (IMET) verwendet um die Moglichkeit zu erdffnen die beiden Proteine mit
R. capsulatus zu bilden. R. capsulatus ist ein gram-negatives, fakultativ anaerobes,
schwefelfreies Purpurbakterium, das unter speziellen Kultivierungsbedingungen in der Lage
ist verstarkt Membranen zu bilden. Daher konnte es ein geeignetes System zur Expression

von Membranproteinen sein.

3.1. Uberproduktion der Proteine RhtC und UbiA mit E. coli

Zur Expression von rhtC und ubiA in E.coli wurden die Stimme BL2I1(DE3),
BL21(DE3) pLysS, C43(DE3) und C43(DE3) pLysS verwendet. Diese Stimme unterscheiden
sich beziiglich ihrer Fahigkeit Membranen zu bilden (Miroux and Walker 1996). Der Stamm
E. c. C43(DE3) ist durch mehrfach ungerichtete Mutagenese aus dem Stamm
E. coli BL21(DE3) entstanden und eignet sich in vielen Fillen besonders zur Expression von
Membranproteinen. Diese Stimme wurde zum einen durch die Plasmide pET-52b(+),
pET-52b(+) rhtC und pET-52b(+) ubiAM" transformiert und zum anderen durch die Plasmide
pRc-Expll, pRc-ExplI rAtC und pRc-Expll ubiA™'. Die erhaltenen Stimme wurden entweder
tiber Nacht bei 20°C, 25°C oder 37°C unter Zugabe von 0, 0,1 oder 1 mM IPTG in LB-
Medium inkubiert oder nach einer Vorkultivierung iiber Nacht in LB-Medium mit
0,5% Glukose 4 h bis 5 h bei einer anfidnglichen OD von 1 bei 20°C, 25°C oder 37°C unter
Zugabe von 0, 0,1 oder 1 mM IPTG in LB-Medium angezogen. Als reprisentatives Beispiel
fiir die Protein-Auftrennung nach der Expression ist in Abbildung 28 ein denaturierendes Gel
gezeigt, auf dem sowohl der Ganzzellaufschluss als auch die Membranfraktion der Stimme
C43(DE3) und C43(DE3) pLysS, die =zusitzlich pET-52b(+) bzw. pET-52b(+) ubiA™

enthielten, aufgetrennt wurde. In diesem Falle fand die Kultivierung der jeweiligen Stimme
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bei 37°C, iiber einen Zeitraum von vier Stunden und Induktion durch Zugabe von 1 mM IPTG

statt.
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Abbildung 28: Auftrennung des Ganzzellaufschlusses und der Membranfraktion der Stimme
C43(DE3) und C43(DE3)pLysS, die zusitzlich pET-52b(+) bzw.
PET-52b(+) ubiA™" enthielten, auf einer 12 %igen SDS-PAGE. In den Spuren
der Membranfraktionen wurden wie angegeben entweder 100 oder 150 ug
Protein aufgetragen.
Der Vergleich der Kontrollen mit den Spuren der ubiA Expressionen zeigte, dass in allen
Spuren ein nahezu identisches Auftrennungsmuster des Gesamtproteins zu erkennen war.
Jedoch konnten keine zusitzlich auftretenden Banden detektiert werden. Alle angefertigten
SDS-Gele ergaben ein zur Abbildung 28 im Wesentlichen vergleichbares Bild, sodass iiber
diese Analyse kein Nachweis der Bildung des jeweiligen Proteins moglich war. Es ist
bekannt, dass Membranproteine verglichen zu cytosolischen Proteinen schwer zu exprimieren
sind und das Auffinden der richtigen Bedingungen oft erst durch "Versuch-und-Irrtum"

moglich ist (Korepanova et al., 2005). Daher wurden neben Coomassie-Farbung der Gele

parallel Gele zur Western Blot Analyse zum spezifischen Nachweis der Zielproteine iiber
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Antikorper, die gegen deren His-Tag gerichtet sind, angefertigt. Dazu wurden zuerst Maus-
Antikorper gegen den His-Tag der Proteine auf die Membran gegeben. Im Anschluss daran
wurden die gebundenen Maus-Antikorper mit einem spezifischen, zweiten Anti-Maus-
Antikorper detektiert, an dem eine alkalische Phosphatase gekoppelt war. Diese katalysierte
eine chemische Farbreaktion wodurch die detektierten Proteine sichtbar gemacht wurden.
Wihrend Expressionen bei Verwendung des Plasmides pET-52b(+) mit Expression des
jeweiligen Proteins auch in Western Blot Analysen keine Banden zeigten, konnte bei Nutzung
des Plasmids pRc-Expll ratC eine spezifische Bande nachgewiesen werden (Abbildung 29).
Dabei wurde zur Synthese der Proteine RhtC und UbiA E. coli BL21(DE3),
E. coli BL21(DE3) pRc-Expl1 rhtC und E. coli BL21(DE3) pRc-ExplI ubiA™' 4 h bei 20°C
inkubiert. Offensichtlich beeinflusst der kiirzere, C-terminal angefiigte Bereich ohne die

Thrombin-Erkennungssequenz durch den Vektor pRc-ExpllI die Expression von rhtC.

Abbildung 29: Westen Blot Analyse zur Detektion His-markierter Proteine. In Spur 1 ist der
Precise Plus Protein Standard aufgetragen. In Spur 2 und 3 befinden sich die
cytosolischen Fraktionen, in Spur 4 und 5 die Membranfraktion der Kontrolle und der
rhtC Expression. Die spezifische Bande der RhtC-Expression ist mit einem Pfeil
gekennzeichnet.
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Nach Ultraschall-Aufschluss der Zellen und Abtrennung der Zelltrimmer wurde die
Membranfraktion iiber Ultrazentrifugation préipariert. In allen Western Blot Analysen war
eine unspezifische Bande in der Membranfraktion auf Hohe von circa 37 kDa detektierbar.
Wihrend aber in der Spur der Kontrolle keine weiteren Banden gefunden wurden, konnte in
der Spur der rhtC Expression eine weitere Bande nachgewiesen werden. Die Position der
Bande entspricht einer Proteingrofle von circa 25 kDa, was mit der vorhergesagten Gro3e von
RhtC iibereinstimmt. Es ist somit gelungen das Protein RhtC in der Membranfraktion zu
bilden und nachzuweisen. Jedoch sind weitere Kultivierungs-Optimierungen zur Bildung
ausreichender Mengen Protein notwendig um weiterfilhrende Analysen mit RhtC

durchzufiihren.
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3.2. Uberproduktion der Proteine RhtC und UbiA in einem in vitro System

Parallel zu den Versuchen zur in vivo Expression wurden in vitro Untersuchungen
entsprechend der Vorgabe mit dem Kit ,EasyXpress Protein Synthesis® (Qiagen)
durchgefiihrt. Neben der normalen Expression wurde getestet ob die Zugabe von
0,5 % Triton X-100 die Expression beeinflusst, da bekannt ist, dass in einigen Fillen die
Zugabe von Detergenzien die in vitro Expression von Membranproteinen positiv beeinflussen

kann (Klammt et al., 2004).
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Abbildung 30: Western Blot der in vitro Expressionen von RhtC und UbiA.
Zur Kontrolle wurde der Ansatz des Leerplasmids geblottet.
Die Grofe in kDa ist links angezeigt. Die spezifischen Banden
in der UbiA- und RhtC-Expression sind durch Pfeile
gekennzeichnet.

Nachdem Plasmid-DNA entsprechend den Angaben des Herstellers mit den Komponenten
des Kits zusammengegeben worden war, und die Reaktion zur Expression von ratC und ubiA
durchgefiihrt wurde, sind die kompletten Ansitze mittels SDS-Gelen aufgetrennt worden. Der
Vergleich der Kontrollen mit den Spuren der rhtC und ubiA Expressionen nach Coomassie-

blue Firbung zeigte, dass in allen Spuren ein nahezu identisches Auftrennungsmuster des
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Gesamtproteins zu erkennen war (Daten nicht gezeigt). Dabei konnte jedoch auf Grund der
Vielzahl der gebildeten Proteine keine zusitzlich auftretende Banden detektiert werden.
Jedoch wurden in Western Blot Analysen spezifische Banden sowohl bei der ubiA Expression
als auch der rhtC Expression detektiert, die in der Kontrolle nicht vorhanden waren
(Abbildung 30). Fiir UbiA wurde eine Bande auf der Hohe von etwa 35 kDa und fiir RhtC
eine schwichere Bande auf der Hohe zwischen von 25 kDa gezeigt. Die Zugabe von
0,5 % Triton X-100 beeinflusste die Expression positiv, was eine stirkere Bande zur Folge

hatte. Beide Banden entsprachen in etwa der vorhergesagten Proteingrof3e.

Es konnte somit gezeigt werden, dass es moglich ist das Protein RhtC sowohl in vivo als auch
in vitro in Mengen die durch Antikorper nachweisbar waren zu bilden. Jedoch sind diese
Mengen fiir weiterfithrende Analysen, oder sogar fiir Strukturuntersuchungen mittels NMR
bei weitem zu gering, da in diesen Untersuchungen zwischen fiinf bis fiinfzig Milligramm
Protein notig sind (Peti et al., 2007). Dariiber hinaus wire ein weiterer Verlust der
Proteinkonzentration in folgenden, zwingend notwendigen Aufreinigungsschritten die Folge.
Fiir Festkorper-NMR werden Proteinkonzentrationen von mindestens 1 mM bendétigt. Des
Weiteren bestitigten die Untersuchungen im Fall von UbiA, dass die in vivo Expression
oftmals toxisch fiir die Wirtszelle ist (Miroux and Wagner 1996), was durch Nutzung eines in
vitro Systems ausgeglichen werden kann. Um weitere Untersuchungen mit den Proteinen
RhtC oder UbiA durchfilhren zu konnen, miissten in weiteren Experimenten die
Versuchsbedingungen optimiert werden um entsprechend ausreichende Konzentrationen des

jeweiligen Proteins zu erhalten.
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V1. Diskussion

1. Globale Transkriptionsanalyse zur Identifizierung von Transportern

Durch Zugabe spezifischer Aminosduren zum Medium, deren Untersuchung zur
Verstoffwechselung und anschlieBender Transkriptomanalyse, sollten unbekannte
Aminoséure-Importer identifiziert werden. Grund der Suche war die Kenntnis, dass bei der
Tryptophan-Produktion die Inaktivierung des Tryptophan Aufnahmesystems von
C. glutamicum die Produktbildung verbessert (Ikeda et al., 1994). Der Ansatz mittels
Microarray-Analysen solche Transporter zu identifizieren, war insofern hoffnungsvoll, da fiir
den Transporter verzweigtkettiger Aminosduren BrnFE (Kennerknecht et al., 2002), auch
dessen Beteiligung am Methionin Export {iiber Microarray-Analysen entdeckt wurde
(Trotschel et al., 2005). Jedoch sind keinerlei Daten, die die Stirke der Expressionsidnderung
angeben dazu gezeigt. Bei der zusitzlichen Gabe von L-Aspartat ins Medium ergab sich in
dieser Arbeit allerdings durch die Transkriptomanalyse kein Hinweis auf einen an der
L-Aspartat-Aufnahme beteiligen Transporter. Die einzigen Gene, die eine deutlich erhohte
Transkription zeigten, waren die Gene NCgl 1340 — NCgl 1345, die fiir Enzyme der
L-Arginin Biosynthese kodieren. Da dieses Operon durch den Regulator FarR in seiner
Expression kontrolliert wird (Hénssler et al., 2007), und dieser moglicherweise in
Abhingigkeit interner Aminosdure-Konzentrationen die Expression der arg Gene kontrolliert,
ist es denkbar, dass dariiber ein bisher noch unbekannter Zusammenhang zur L-Aspartat-
Verfiigbarkeit besteht. Auf Grund einer durch L-Aspartat vermehrten Verfiigbarkeit von
Oxalacetat konnte auch die verringerte Expression der Gene sdhABCD stehen, die fiir den
Succinat-Dehydrogenase-Komplex kodieren. Jedoch ist bei diesen Genen, wie auch den
Genen des nar und glu Operons, sowie denen des ABC-Transporters unbekannter Funktion

ein rationaler Zusammenhang zum L-Aspartat nicht erkennbar.

Auch fiir L-Threonin und L-Serin konnte mittels Microarray kein spezifischer Transporter
identifiziert werden. Die auffilligen, als Membranproteine annotierten Gene waren jedoch
keine guten Kandidaten fiir die jeweiligen Aufnahmesysteme, da fiir sie nur drei bzw. eine
Transmembranhelix vorhergesagt werden, und sie vor allem nach 30 min wieder verringerte
Transkriptmengen aufwiesen. Dabei ist allerdings zu beriicksichtigen, dass das kleinste
bekannte Transportergen, emrE aus E. coli, fiir ein Peptid mit 4 Transmembran-Helices
kodiert, und der aktive Transporter aus 3 Peptiden zusammengesetzt ist (Schuldiner et al.,

1997). Die verstiarkte Expression von serA und aceA bei L-Threonin Zugabe konnte auf
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sekundire Effekte zuriickgefiihrt werden. Interessant ist, dass einige Gene des L-Cystein- und
L-Methionin-Stoffwechsels niedrigere Transkriptlevel unter diesen Bedingungen zeigten. Es
ist aber bekannt, dass diese durch den Regulator McbR vom TetR-Typ kontrolliert werden,
der an der Regulation Schwefel-haltiger Aminoséduren beteiligt ist (Rey et al., 2005). Es ist
durchaus vorstellbar, dass L-Serin an der Regulation von Genen der L-Cystein- und
L-Methionin-Synthese beteiligt ist, und L-Threonin wegen seiner Strukturdhnlichkeit in
hoheren Konzentrationen unspezifisch genau wie L-Serin in die Regulation eingreift.
Tatsdchlich werden bei Zugabe von L-Serin Gene der L-Cystein und L-Methionin-Synthese
auch verdndert exprimiert. Unter den bei L-Serin-Zugabe schwicher transkribierten Gene
waren serA und glyA. Fiir die durch serA kodierte 3-Phosphoglycerat Dehydrogenase konnte
bisher nur eine Feedback-Inhibierung durch L-Serin gezeigt werden (Peters-Wendisch et al.,
2002) und auch fiir die durch glyA kodierte Serinhydroxymethyltransferase konnte nur eine
geringere Enzymaktivitit wihrend des Ubergangs in die stationire Wachstumsphase bei
Deletion des Regulators GlyR nachgewiesen werden (Schweitzer et al., 2008). Deswegen
liegt bei beiden Genen sehr wahrscheinlich eine bislang unbekannte transkriptionelle

Regulation durch L-Serin vor.

Schlussfolgernd muss die Aussage getroffen werden, dass die Moglichkeiten einen Importer
mittels Microarrays zu identifizieren offensichtlich begrenzt sind. Trotz Zugabe von
L-Aspartat, L-Serin oder L-Threonin und der nachgewiesener Metabolisierung dieser
Substanzen, sowie der RNA Priparierung nach verschiedenen Zeitpunkten gelang es nicht

einen guten Kandidaten fiir ein spezifisches Aufnahmesystem zu erhalten.

2. Nutzung heterologer Threonin-Exporter aus E. coli in C. glutamicum

Mit dem Transporter ThrE aus C. glutamicum konnte nur eine sehr mifige L-Threonin
Steigerung mit einem Derivat von MH20-22B erreicht werden (Simic et al., 2002), und
moglicherweise transportiert er L-Threonin auch nur als Seitenaktivitdt (Yen et al., 2002).
ThrE ist ohnehin untypisch fiir einen Aminosdure-Transporter, da dieses Protein eine
zusitzliche Doméne besitzt die wahrscheinlich Hydrolaseaktivitdt bewirkt (Simic et al.,
2001). Von denen in dieser Arbeit untersuchten heterologen Transportern aus E. coli konnten
RhtA, RhtC und YeaS erfolgreich in C. glutamicum exprimiert und ihre Funktion als
effektiver L-Threonin-Exporter gezeigt werden. Auch in S. cerevisiae konnten zur Aufnahme

von Xylose entsprechende Importer aus Arabidopsis thaliana exprimiert und genutzt werden
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(Hector et al., 2008). Ferner ist auch LysE aus C. glutamicum in Methylophilus
methylotrophus benutzt worden um den Export aus Methanol gebildeten L-Lysin zu
ermoglichen (Gunji et al., 2006a). Allerdings gelang das in diesem Fall nur mit einem zuféllig
entstandenen Konstrukt, bei dem LysE in zwei getrennten Hélften gebildet wird. Es wird
diskutiert, dass dies mit einem besonderen Membranaufbau von M. methylotrophus gegeniiber

C. glutamicum in Zusammenhang stehen konnte (Gunji et al., 2006b).

Dariiber hinaus ist neben der nativen Funktion eines Transporters die Spezifitit von
erheblichem Interesse. Bei Importern ist Spezifitidt zum Teil sehr gut untersucht. So wurde fiir
den Glutamat-Importer GIluABCD aus C. glutamicum gezeigt, dass dieser spezifisch
L-Glutamat importiert (Kronemeyer et al., 1995) und fiir AroP konnte der Import
aromatischer Aminosduren belegt werden (Wehrmann et al., 1995). Demgegeniiber gibt es bei
Exportern erheblich weniger Information, was auch mit der in vivo schlechten, bzw. nur
teilweise moglichen Variationsmoglichkeit des zellinternen Substrates zusammenhingt. Fiir
LysE aus C. glutamicum konnte iiber Peptidzugabe und mit Mutanten, die Verdnderungen im
L-Lysin-Biosyntheseweg hatten, gezeigt werden (Vrljic et al., 1996), dass dieser Exporter
spezifisch basische Aminosduren transportiert. Von dem Transporter YfiK aus E. coli, der wie
LysE, YeaS, RhtC und RhtB Mitglied der LysE-Superfamilie ist (Vrljic et al., 1999), ist durch
Analyse von Franke et al., (2003) gezeigt, dass er sowohl O-Acetylserin als auch L-Cystein
transportiert. Auch der in dieser Arbeit untersuchte Transporter RhtA aus E. coli besitzt
offensichtlich ein sehr breites Substrat-Spektrum. Dies wurde durch die rhrA-vermittelte
erhohte Resistenz gegen L-Serin, L-Homoserine, L-Threonin und der Purin-Base Azaadenin
geschlossen (Livshits et al., 2003, Zakataeva et al., 2006). In dieser Arbeit konnte direkt durch
die gesteigerte extrazellulire Akkumulation von L-Serin, L-Homoserin und L-Threonin
gezeigt werden, dass RhtA in C. glutamicum den unspezifischen Export dieser Aminosduren
katalysiert. Somit konnte gezeigt werden, dass dieser Transporter Wirts-unabhingig ein
breites Substratspektrum sowohl in E. coli als auch in C. glutamicum besitzt. Unabhéngig
davon zeigten Untersuchungen, dass sich Promotormutationen von rhtA in E. coli
L-Threonin-Produktionsstimmen positiv auf die Akkumulation ausgewirkt haben (Debabov
et al., 2003, Livshits et al., 2003). Der Exporter RhtC soll in E. coli auch effizient L-Valin und
L-Leucin exportieren (Livshits et al., 1999), was iiberraschend ist, da in dieser Arbeit keine
derartige Seitenaktivitit festgestellt wurde. Moglicherweise waren die internen
Konzentrationen dieser Aminosduren in den durchgefiihrten Versuchen zu niedrig, so dass
kein Export dieser Aminosduren stattfand. Allgemein kann durch die dargestellten Versuche

dieser Arbeit es als bewiesen angesehen werden, dass die Expression heterologer
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Aminosdure-Exporter aus E. coli Produktionsprozesse fiir Aminosduren in C. glutamicum

optimieren konnen.

In dieser Arbeit fand die Expression der heterologen Transporter in dem Plasmid pEKEx2
unter Kontrolle des IPTG-induzierbaren tac-Promotors statt. Da dieser Promotor keiner
strikten Kontrolle unterliegt, war auch ohne IPTG-Zugabe eine deutliche Expression messbar,
die bereits etwa 12-fach stédrker als die des Referenzgens ddh war. Diese Expression war fiir
die Aufhebung der Exportlimitation ausreichend und resultierte bei Expression des
Transporters rhtC sogar in verzogertem Wachstum. Dies konnte auf die verstirkte
Proteinbiosynthese, bzw. den verstirkten Einbau des Transporters in die
Cytoplasmamembran, und eine damit einhergehende Destabilisierung der Zellmembran oder
auch auf einen zu starken Export von L-Threonin und daraus resultierender zellinterner
Limitation zuriickgefiihrt werden (Wagner et al., 2008). Durch die Expression des Exporters
RhtC in C. glutamicum wurden maximale Exportraten von 8,9 nmol min”’ mg TG' im
Vergleich zu 2,3 nmol min” mg TG' mit der Kontrolle im Peptidsystem und
13,3 nmol min™ mg TG im Vergleich zu dem Kontrollstamm mit 5,2 nmol min™ mg TG in
Kultivierungen im Schiittelkolben erzielt. In einem E. coli Stamm, der durch mehrere Runden
ungerichteter Mutagenese entstanden ist, war der Anteil von RhtC an der erreichten absoluten
Exportrate maximal 20% (Kruse et al., 2002). Unabhéngig davon ob RhtC vorhanden war
oder nicht akkumulierte dieser Stamm am Ende der Kultivierung 58 mM L-Threonin weshalb
die Bedeutung von RhtC in diesem Stammbhintergrund fraglich ist. Dabei zeigten Arbeiten in
E. coli, dass vor allem auch die anderen Transporter RhtA und RhtB in diesem Organismus
den L-Threonin-Export katalysieren und steigern konnen (Debabov 2003, Lee et al., 2007).
Dennoch sind fiir die hohen L-Threonin Endkonzentrationen im Produktionsprozess, wo
Konzentrationen von circa 100 g/l erreicht werden und Kristallisation im Fermenter auftritt
(Eggeling et al., 2006, Rieping et al., 2006), zahlreiche Mutationen nétig um exzellente
Produktionsausbeuten zu erzielen. Von auBlerordentlicher Bedeutung fiir die Bewertung des
Nutzens von RhtC in C. glutamicum sind die extrem niedrigen, zellinternen Konzentrationen
von L-Threonin als Folge der rhtC Expression. Verglichen zu den zellinternen 140 mM
L-Threonin in der Kontrolle konnte bei Anwesenheit von RhtC nur 10,7 mM gemessen
werden, was eine extrem hohe Effizienz des Transporters in C. glutamicum nahelegt. Dabei
ist zu vermuten, dass RhtC unter den Versuchsbedingungen nicht gesittigt war. Es wird
angenommen, dass Aminosdure-Exporter eine geringe Affinitit besitzen (Burkovski und
Kridmer 2002). Fiir LysE in C. glutamicum wurde abgeschitzt, dass der K, bei etwa 24 mM

liegt (Broer und Kriamer 1991). Andernfalls konnte es sonst im Wildtyp unter normalen
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Bedingungen schnell zum Mangel an der entsprechenden Aminosdure kommen. Allerdings
wird lysE in Abhdngigkeit der internen L-Lysin-Konzentration iiber den Regulator LysG
kontrolliert (Bellmann et al., 2001), sodass dies neben der Affinitit auch noch zur Kontrolle
der intrazelluldren Konzentration beitrdgt. Bestimmungen des internen Km-Wertes fiir RhtC
sind nicht bekannt. Allerdings ldsst die hohe Exportrate bei maximal 10,7 mM intern eine
deutlich hohere Affinitit von RhtC zum Substrat vermuten, als dies bei LysE der Fall ist, fiir
den bei einem K,-Wert von 20 mM eine Exportrate von 12 nmol min™' mg TG gemessen

wurde (Broer und Kramer, 1991).

Auf Grund der vorhandenen Daten ist stark davon auszugehen, dass nicht der RhtC-
vermittelte Export fiir hohe Threoninbildung limitierend war. Dies wird unterstiitzt durch die
nahezu vollige Abwesenheit von Glycin und L-Lysin im Kulturiiberstand. Auch der
eigentliche L-Threonin-Syntheseweg ist vermutlich nicht limitierend, da er von der L-Lysin-
Synthese abzweigt und nur durch drei Enzyme katalysiert wird. Deswegen muss die
Vorstufenbereitstellung betrachtet werden, wie es bei weit entwickelten Stdimmen fiir die
L-Lysin-Synthese der Fall ist (Ikeda et al., 2006). Ein interessanter Punkt ist dabei die
NADPH Verfiigbarkeit. Zur L-Lysin Synthese werden vier NADPH benétigt und spezifische
Mutationen, die die NADPH Verfiigbarkeit erhdhen, wirken sich positiv auf die Ausbeute der
L-Lysin-Produktion aus (Kelle et al., 2005). Obwohl zur L-Threonin Synthese nur
drei NADPH anstatt vier wie zur L-Lysin Synthese verbraucht werden, konnten steigernde
Effekte auch fiir die L-Threonin-Produktion unter Verwendung dieser Mutationen auftreten.
Vor allem deutet aber die in dieser Arbeit vorgenommene, stochiometrische Analyse des
Stoffwechselflusses primidr auf die begrenzte Verfiigbarkeit von Oxalacetat hin. Dieser
Erwartung entsprechend fiihrte eine L-Aspartat Feedback-resistente Mutation der
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase, die durch das Gen ppc kodiert wird, zu einer gesteigerten
L-Threonin-Ausbeute in E. coli (Debabov, 2003). Gleichermalen forderte die durch Mutation
gesteigerte Aktivitit der Pyruvat-Carboxylase, kodiert durch das Gen pyc, und die Deletion
des Gens pck, das fiir die am Riickfluss beteiligte Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase
kodiert, die Oxalacetat Bereitstellung und die L-Lysin Synthese (Riedel et al., 2001), was
dementsprechend auch die L-Threonin Synthese positiv beeinflussen sollte. Auch die
durchgefiihrten Flussanalysen lieBen auf weitere Erhohung des Stoffwechselflusses iiber
Oxalacetat durch zusitzliche Steigerung der Pyruvat-Carboxylase schlieBen. Um dies zu
erreichen wurde der native Promotor des Gens pyc durch den starken g/yA-Promotor in dem
Stamm C. glutamicum DM1800-T ausgetauscht. Dies resultierte vor allem in einer um 13,5%

gesteigerten L-Threonin-Ausbeute in den ersten 24 Stunden verglichen zu der Referenz, die



Diskussion 90

allerdings auf 5,6% nach 48 Stunden sank. Auf Grund der schnellen L-Threonin-
Akkumulation wurde mit diesem Stamm die hochste Exportrate von 13,3 nmol min™' mg TG
bestimmt. Ein anderer Ansatz zur Verbesserung der Oxalacetat Verfiigbarkeit war die
Reduktion des Stoffwechselflusses iiber den Citrat-Zyklus durch Veridnderung der Citrat-
Synthase Aktivitit (Radmacher et al., 2007). Bereits durch die zuvor durchgefiihrten
Flussanalysen wurde ein starker Effekt durch Reduktion der Citrat-Synthase Aktivitit in
Bezug auf die Umlenkung des Stoffwechselflusses in Richtung L-Threonin erwartet. Um dies
zu erreichen wurde parallel ein 160 Basenpaar-Fragment im Promotorbereich des Gens glrA
sowohl in dem Stamm C. glutamicum DM1800-T als auch in dem Stamm C. glutamicum
DM1730 mqored 2xlysC-T deletiert. Diese Verdnderung resultiert vor allem im sehr
langsamen Wachstum. Dabei akkumulierte das Derivat des Stammes C. glutamicum
DM1800-T RhtC mit 51,4 mM 15% mehr L-Threonin nach 48 Stunden als die Referenz mit
44,7 mM. Als die Kultivierung nach 48 Stunden gestoppt wurde hatte das Derivat von
C. glutamicum DM1730 mgo™* 2xlysC-T RhtC mit der glfA-Promotor-Mutation auf Grund
des langsamen Wachstums die maximale L-Threonin-Akkumulation wahrscheinlich noch
nicht erreicht. Dieser Stamm wuchs mit einer Wachstumsrate von u=0,08 h" in allen
Versuchen am langsamsten verglichen zu den anderen untersuchten Stimmen. Die Deletion
des 160 Basenpaar-Fragments fiithrt in beiden untersuchten Stammbhintergriinden zu
verzogertem Wachstum da durch Umlenken des Stoffwechselflusses offensichtlich weniger
C-Quelle fiir die Biomasse vorhanden ist. Auch bei der L-Lysin-Produktion zeigte sich, dass
schlechteres Wachstum héufig in besserer Ausbeute resultiert (Ikeda et al., 2006). Von den in
dieser =~ Arbeit  untersuchten = Stimmen  besal der  Stamm  C. glutamicum
DM1730 mqored 2xlysC-T RhtC die hochste Ausbeute mit 0,3 mol L-Threonin mol Glukose™
mit der maximalen L-Threonin-Akkumulation von 66 mM, obwohl zu erwarten ist, dass die
Ausbeute des Derivats C. glutamicum DM1730 mgo™® 2xlysC-CS-T RhtC diese sogar
ibersteigt. Schlussfolgernd konnte gezeigt werden, dass die zusitzlichen Mutationen in dem
Stammhintergrund C. glutamicum DM1730 mgo™® 2xlysC-T verglichen mit dem Stamm
C. glutamicum DM1800-T sich nicht nur positiv auf die L-Lysinbildung auswirken (Bathe,
Evonic), sondern auch die L-Threonin-Ausbeute deutlich steigern. Dabei wurde von den
Derivaten des Stammes C. glutamicum DM1800-T die hochste Ausbeute mit dem Stamm
C. glutamicum DM1800-96-T RhtC mit 0,25 mol L-Threonin mol Glukose™! erzielt. Neben
der hochsten Ausbeute der DM1800-T Derivate wurde mit diesem Stamm die zweithdchste
Akkumulationsrate aller untersuchten Stimme von 12,6 nmol min" mg TG gemessen.
Interessanterweise wurde trotz der relativ geringen und verglichen mit dem Ausgangsstamm

gleichen Ausbeute von 0,22 mol (L-Threonin) mol (Glukose)'1 die maximale L-Threonin-
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Akkumulationsrate mit 13,3 nmol min" mg TG™ fiir C. glutamicum DM1800-PC-T bestimmt.
Entsprechend Beobachtungen bei E. coli (Kruse et al., 2002), war auch in den dort
untersuchten Stdmmen eine Korrelation der Akkumulationsrate an die exponentielle
Wachstumsphase zu beobachten, wobei nicht erwartet wurde, dass sich Akkumulationsrate
und Ausbeute in einzelnen Stammen so stark unterscheiden. Auf Grund der Mutation des
Gens ilvA, die zu einer inaktiven L-Threonin-Dehydratase und damit zur L-Isoleucin-
Auxotrophie in C. glutamicum DM1800-96-T RhtC fiihrte, konnte gezeigt werden, dass neben
der Vorstufenbereitstellung auch die Reduktion des L-Threonin-Abbaus die Ausbeute, die um
20% nach 48 Stunden stark gesteigert wurde, verbessert werden konnte. Dies ist vor allem
wichtig fiir die Produktion von Aminoséduren, die nicht am Ende eines Stoffwechselwegs
stehen, sondern auch als Vorstufe dienen, wie dies auch fiir L-Serin der Fall ist (Stolz et al.,
2006). Eine zusitzliche Limitierung bei der Umwandlung von L-Aspartat-Semialdehyd zu
L-Threonin war durch die Plasmid-bedingte verstirkte Transkription der Gene hom und thrB
nicht zu erwarten. Die in dieser Arbeit préasentierten Daten zeigen eindeutig, dass die Nutzung

heterologer Transporter aus E. coli Exportlimitationen in C. glutamicum beseitigen konnen.
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VIII. Anhang

Tabelle 15: In dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide. Alle Sequenzen sind in 5' -> 3'-
Richtung dargestellt. Die relevanten Merkmale der Oligonukleotide sind
unterstrichen (Restriktionsschnittstellen) und die dazugehorigen
Restriktionsanalysen aufgelistet.

' Restriktions-

Name Sequenz (5'-3') endonuklease
1 pEKEx2_MCS_for |TGCAGGTCGTAAATCACTGC
2 pEKEx2_MCS_rev |TCGACTGAGCCTTTCGTTTT
3 pEKEx2_yahN_for |CCGTTTACCTGACCGTAGGA
4 pEKEx2_yahN_rev |ATTGATGCGAGCACAATCC
5 pEKEx2_yfiK_for |CCCTGATTACCGCTATGACG
6 pEKEx2_yfiK_rev | TGCCGTAACACCGTACAAAA
7 pEKEx2_yeaS_for |CGGTATGAAAGGCGGTTATC
8 pEKEx2_yeaS_rev | GCCGCCAGAATAAAGAATGA
9 pEKEx2_rhtA_for |CCTCATCGCGTTCTTTAAGC
10 pEKEx2_rhtA_rev |CACGAAAATTAACGCTGCAA
11 pEKEx2_rhtB_for |ACCTTAAATCGCTGGCCTCT
12 pEKEx2_rhtB_rev | GCTCCCACCAGCATAAACAA
13 pEKEx2_rhtC_for |CTGGCTGCATACGCTGATTA
14 pEKEx2_rhtC_rev | ATCAATCCACTTCGCCAGAC
15 gyrA-forward GTCGGACGTGCCCTCCCAG
16 gyrA-reverse GGCCGTCTACCAGCGGGTAT
17 ddh-forward ACGTGCTGTTCCTGTGCATGG
18 ddh-reverse GCTCGGCTAAGACTGCCGCT
19 LC_yahN_for CCGGGTTGGGTTTGTTTGGT
20 LC_yahN_rev GGGGCGCTAATCGGTTGTTG
21 LC_yfiK_for ATGACGCCAGGACCGAACAA
22 LC_yfiK_rev TTCCACGCCAGCCAGACAAT
23 LC_yeaS_for GGGCTGGAGTGGCGACATTA
24 LC_yeaS_rev CACCGTATTGGGGCTCATCG
25 LC_rhtA_for CGCTGATCCTCATCGCGTTC
26 LC_rhtA_rev CAAGAACCGCCAGCACAACC
27 LC_rhtB_for TCGCGTCGACATTTGTTCCA
28 LC_rhtB_rev CGTTGAGCAAGGGTGGCGTA
29 LC_rhtC_for CCCCGGTCCCGATTTCTTTT
30 LC_rhtC_rev CACCGCCCACCATAATCAGC
35 LC hom for GCCACGTGAAGGCGTTGCAC
36 LC hom rev TTGCGCCTGCAACAGCAGCC
37 LC thrB for TCCTGGATTGCGAGTGGTGTG
38 LC thrB rev TCGATGTGAGTGACTTCAGTGG
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Tabelle 15(ff): In dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide. Alle Sequenzen sind in 5" -> 3'-
Richtung dargestellt. Die relevanten Merkmale der Oligonukleotide sind

unterstrichen (Restriktionsschnittstellen) und die dazugehorigen
Restriktionsanalysen aufgelistet.
' A Restriktions-
Name Sequenz (5'-3') endonuklease

39 LC rhtA for GCGCTGCGTCTGGCATTAGG

40 LC rhtA rev AACCACAGACCAAGAACCGCC

41 LC rhtC for TTCTGCACCTGCGCCACAGG

42 LC-rhtC-rev2 ACTTCGCCAGACGTTGATAACC

43 LC rhtC rev GGTTATCAACGTCTGGCGAAGT

46 hom-Std-for GTCGGAATTGCCCTTTTAGG

47 thrB-Std-for CGTCACGGTACCTGGATCTT

48 rhtA-Std-for GCCGGTCTGGTTACCAATAG

49 rhtC-Std-for GTTCCCGTAAAGAAGCGATG

31 yahN_Ec_Bam_for |ACACGGATCCATCTCTCTCGCAC BamHI

32 yahN_Ec_Eco_rev |CTTAGAATTCATAAGGACCACGC EcoRI
ATATAAGGATCCAATACGCATGT

33 rhtA_BamHI_for2 TTTCC CT—GT CA BamHI
ATATAAGGATCCAAAGCGAGAA

34 rhtA_BamHI_rev2 ATTCTG CiAT GGT BamHI
GTATGGATCCTGTTTTCCCTGTCA

44 rhtA-for-BamHI TTC AT7C C BamHI
TAGAGGATCCGTAGCGAGAAATT

45 rhtA-rev-BamHI CTGC AiT GG BamHI
TTGCCATATGTTGATGTTATTTCT

50 rhtC-Ndel-for CAC CiGT Ndel
TGTGCTCGAGCCGCGAAATAATC

51 rhtC-Xhol-rev AAATGAATGC Xhol
TTGCCCATGGTGATGTTATTTCTC

52 rhtC-Ncol-for ACCGTCGCAATGGTG Ncol
GGTTGCCCATGGTGATGTTATTT

53 thtC-Neol-for2 | 1o A cCGTCGCGATGGTGCAC Neol
TGTGGTCGACCCGCGAAATAATC

54 rhtC-Sall-rev AA AT—G AATGC Sall
TTGCCATATGGTGAACTCACCAC

55 lysE-Mt-Ndel-for TGGTCGTCGG Ndel
TGTGCTCGAGGGTCACGGTCAGC

56 lysE-Mt-Xhol-rev GAGATTCCCAG Xhol
GTTCGGTTCATATGGTTAATTCG

57 | lysE(MWG)-Ndel-for CCCTTGGTGGTCGGG Ndel
GTTCGGTTCTCGAGGGTCACGGT

58 | lysEIMWG)-Xhol-rev CAGGCTG A—TGCC GAGCGC Xhol

) TTGCCATATGAGTGAAGATGTGG
59 ubiA-Mt-Ndel-for TGA C—T CA Ndel
) TGTGCTCGAGGCCGAAGGCAAC
60 ubiA-Mt-Xhol-rev AGC G—G CCCCAAC Xhol
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Tabelle 15(ff): In dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide. Alle Sequenzen sind in 5" -> 3'-

Richtung dargestellt. Die relevanten Merkmale der Oligonukleotide sind
unterstrichen (Restriktionsschnittstellen) und die dazugehorigen
Restriktionsanalysen aufgelistet.

. Restriktions-
Name Sequenz (5'-3") endonuklease
) GTTCGGTTCATATGGCAATGTCTG
61 | ubiA(MWG)-Ndel-for AGGATGTGGTGACTCAGC Ndel
) GTTCGGTTCTCGAGATCGACCCCA
62 | ubiIAMWG)-Xhol-rev AACGCCACTGCAGCTCC Xhol
CAAAGGGATCCGACAACAACGCT
63 hom thrB-for-BamHI CGACC Gic G BamHI
TAAGGCGAATTCTTGATTCGAAGG
64 hom thrB-rev-EcoRI GGC CTTC7C EcoRI
GAGCTCGTCGACAAGGAGATATAG
65 rhtC-for-Sall AT ATGTTiG ATG Sall
GCCAGTGGATCCTCACCGCGAAAT
66 rhtC-rev-BamHI AATCA AiAT G BamHI
67 PgltA upstream ATGAGTCCGAAGGTTGCTGCAT
68 PeltArev (gltA | 1 -G AGTGGGTTCAGCTGGTCC
downstream)
69 VAP f GTGTTGCCCGAAAACATTGAGAGA
ELYAFTOMIOT | A CTCATGCGCGCGAAACGATGG
GCGTTGAAGATGTGTGAGTCGACA
70 glyA-Prom rev CCAGGTCAGCTAACCTTTCACAAG
ACG
71 At ATAGCGATAGCGAATTCCACGCGC EcoRI
pyc-A-tor CAAGATGCGTTCCCTGC o
72 pyc-A-rev CTCTCAATGTTTTCGGGCAACAC
GTGTCGACTCACACATCTTCAACG
73 pyc-B-for C
74 B ATAGCGATAGCGAATTCTCCGCCA EcoRI
pye-brev CCACCGGCAACTGCC o
75 Ppyc-out-for ACGCGCCAAGATGCGTTCCCTGC
76 Ppyc-out-rev TCCGCCACCACCGGCAACTGCC
77 Ppyc-in-for AACTCATGCGCGCGAAACGATGG
) CAGGTCAGCTAACCTTTCACAAGA
78 Ppyc-in-rev CG
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Abbildung 31: Plasmidkarte von pUCI18 Ppyc. Das durch Crossover-PCR entstandene

Konstrukt zum Austausch des nativen Promotors des Gens pyc durch den glyA-Promotor
wurde in das durch Smal linearisierte Plasmid kloniert.
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Abbildung 32: Plasmidkarte des Integrationsvektors pK19mobsacB P),.. In den Vektor wurde
zum chromosomalen Austausch des nativen Promotors des Gens pyc durch den glyA-
Promotor, das aus pUC18 Ppyc iiber EcoRI gewonnene Fragment kloniert.
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Abbildung 33: Plasmidkarte von pEC-T18 hom™ thrB thrE. Das Fragment hom™ thrB wurde
tiber Sall aus dem Vektor pEKO hom™ thrB gewonnen und in den in das Plasmid pEC-T18
mob?2 thrE kloniert.
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Abbildung 34: Plasmidkarte von pET-52b(+). Expressionsplasmid durch das N-terminal ein
Strepll-Tag und C-terminal ein His-Tag und eine Thrombin-Schnittstelle angefiigt werden
konnen.
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Abbildung 35: Plasmidkarte von pET-52b(+) rhtC. Das Gen rhtC wurde iiber die
Schnittstellen Ncol und Sall in das Plasmid kloniert, so dass ein C-terminaler His-Tag und
eine Thrombin-Schnittstelle an das gebildete Protein angefiigt werden.
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Abbildung 36: Plasmidkarte von pET-52b(+) IysE™. Das Gen IlysE™ wurde iiber die
Schnittstellen Ncol und Sall in das Plasmid kloniert, so dass ein C-terminaler His-Tag und
eine Thrombin-Schnittstelle an das gebildete Protein angefiigt werden.
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Abbildung 37: Plasmidkarte von pET-52b(+) ubiA™'. Das Gen ubiA™' wurde iiber die
Schnittstellen Ncol und Sall in das Plasmid kloniert, so dass ein C-terminaler His-Tag und
eine Thrombin-Schnittstelle an das gebildete Protein angefiigt werden.
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Abbildung 38: Plasmidkarte von pRC-Expll. Derivat des Expressionsplasmid pET-22b(+)
durch das C-terminal ein His-Tag angefiigt werden kann und das zusétzlich ein Replikon fiir
R. capsulatus beinhaltet.
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Abbildung 39: Plasmidkarte von pRC-Expll rhtC. Das Gen rhtC wurde diber die
Schnittstellen Ndel und Xhol in das Plasmid kloniert, so dass ein C-terminaler His-Tag an das
gebildete Protein angefiigt wird.
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Abbildung 40: Plasmidkarte von pRC-Expll lysE™. Das Gen IysE™ wurde iiber die

Schnittstellen Ndel und Xhol in das Plasmid kloniert, so dass ein C-terminaler His-Tag an das
gebildete Protein angefiigt wird.
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Abbildung 41: Plasmidkarte von pRC-Expll ubiA™'. Das Gen ubiA™ wurde iiber die

Schnittstellen Ndel und Xhol in das Plasmid kloniert, so dass ein C-terminaler His-Tag an das
gebildete Protein angefiigt wird.
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Abbildung 42: Plasmidkarte von pEKEx2 rhtC hom™ thrB. Das Gen rhtC wurde mit den
Schnittstellen Sall und BamHI und das Operon hom™ thrB mit den Schnittstellen BamHI und
EcoRI generiert. Zusammen wurden die Fragmente in den Vektor pEKEx2 kloniert.
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Abbildung 43: Plasmidkarte von pEKEx2 hom™ thrB rhtC. Das Fragment hom™ thrB iiber
die Schnittstelle Smal aus dem Plasmid pEC-T18 hom™ thrB thrE prapariert und in den iib er
die Dral Schnittstelle linearisierten Vektor pEKExX2 rhtC kloniert.
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