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Zusammenfassung 

Obwohl sie in der Natur relativ selten vorkommen, spielen D-Aminosäuren für die Industrie, zum 

Beispiel zur Synthese von Antibiotika und anderen Pharmazeutika, eine große Rolle. Im Gegensatz 

zu den L-Aminosäuren, die im Wesentlichen fermentativ aus Zuckern gewonnen werden, sind die 

Produktionswege für D-Aminosäuren durch die Kombinationen enzymatischer und chemischer 

Schritte aufwendig und kostenintensiv. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit das Potential von 

Corynebacterium glutamicum zur Bildung von D-Aminosäuren untersucht. Dabei wurden folgende 

Ergebnisse erzielt: 

(1) Die Zugabe von 100 mM der D-Aminosäuren D-Threonin, D-Lysin, D-Arginin, D-Alanin, 

D-Serin, D-Asparagin oder D-Methionin führte nur zu einer geringen Reduktion der 

Wachstumsrate. Ein Abbau konnte nur für D-Alanin und D-Serin festgestellt werden. 

(2) Die Racemase ArgR aus Pseudomonas taetrolens war bei Bildung einer um das N-terminale 

Signalpeptid verkürzten Variante in C. glutamicum cytoplasmatisch lokalisiert und zeigte 

sowohl mit Lysin, Arginin und Ornithin als auch mit Serin als Substrat Aktivität. 

(3) Die Expression von argR in einem L-Serin-Produktionsstamm von C. glutamicum  führte 

überraschenderweise zur Bildung eines Überschusses von D- gegenüber L-Serin. Nach 120 

Stunden Fermentation wurden dabei 81 mM D- und 26 mM L-Serin gebildet. Zusätzlich 

erhöhte sich die Gesamt-Serinausbeute um 50 %. 

(4) Im Gegensatz dazu führte die Expression von argR in einem L-Lysin-, L-Arginin- oder 

L-Ornithin-Produktionsstamm zur Bildung äquimolarer Mischungen der jeweiligen 

Enantiomere. Dabei wurden, in Abhängigkeit von der Produktionskapazität der 

Ausgangsstämme, 29 mM D-Lysin, 3 mM D-Arginin und 48 mM D-Ornithin gebildet.  

(5) D-Aminosäuren wie D-Serin, D-Lysin, D-Arginin und D-Ornithin wurden aus den Zellen von 

C. glutamicum exportiert. Über Dipeptid-Experimente konnte dabei der spezifische Lysin-

Transporter LysE als Exporter von D-Lysin identifiziert werden. Die Affinitäten für beide 

Enantiomere schienen vergleichbar. Im Gegensatz dazu wurde D-Serin mit einer Exportrate 

von 16 nmol min-1 (mg TG)-1 mehr als doppelt so schnell exportiert als das entsprechende 

L-Enantiomer, was auf einen spezifischen Exporter hinweist. 

(6) LysG, der Transkriptionsregulator von lysE, bildet in Lösung ein Tetramer und bindet an ein 

88 bp-großes Fragment im intergenischen Bereich von lysE und lysG. Die Messung der 

intrinsischen Proteinfluoreszenz deutet an, dass beide Enantiomer von Lysin als Effektoren 

von LysG dienen können. 

Damit konnte erstmals gezeigt werden, dass Bakterien auch direkt zur Produktion von 

D-Aminosäuren aus Zuckern eingesetzt werden können, und dass über die Beeinflussung des 

Exports extrazellulär möglicherweise sogar bevorzugt die Akkumulation des D-Enantiomers 

möglich ist. 
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Abstract 

Although rare in nature, D-amino acids are of great importance for industry as they serve as 

building blocks for the synthesis of antibiotics and pharmaceuticals. In contrast to L-amino acids, 

which are produced mostly via fermentation from sugars, almost all processes for D-amino acid 

production combine chemical and enzymatical steps and therefore are both extensive and 

expensive. Consequently, the main objective of this study was to analyse the potential of 

Corynebacterium glutamicum, which is an important organism in white biotechnology, to produce 

D-amino acids. This yielded the following results: 

(1) The addition of 100 mM D-threonine, D-lysine, D-arginine, D-alanine, D-serine, D-asparagine 

or D-methionine led to only a slight reduction in the growth rate of C. glutamicum. 

Degradation could be observed for D-alanine and D-serine only. 

(2) The racemase ArgR from Pseudomonas taetrolens was shown to be localized in the cytoplasm 

of C. glutamicum when expressed without the N-terminal signal peptide. The enzyme is active 

with the substrates lysine, arginine and ornithine as well as with serine. 

(3) Surprisingly, expression of argR in an L-serine producing strain led to the formation of an 

excess of D-serine compared to L-serine. After 120 hours of fermentation 81 mM D- and 

26 mM L-serine accumulated in the supernatant of the culture. Furthermore the total serine 

yield was extended to 150 %. 

(4) In contrast, expression of argR in an L-lysine, L-arginine or L-ornithine producing strain led 

to the formation of equimolar mixtures of both enantiomers. According to the production 

capacity of the initial strains, 29 mM D-lysine, 3 mM D-arginine and 48 mM D-ornithine were 

produced.  

(5) It is evident that D-serine, D-lysine, D-arginine and D-ornithine are excreted by 

C. glutamicum. For D-lysine the basic amino acid transporter LysE could be shown to 

participate in export and both enantiomers seem to be exported with comparable affinities. 

Nevertheless, with an export rate of 16 nmol min-1 (mg TG)-1 D-serine was excreted at a 2-fold 

increased rate although the cytosolic concentrations of D- and L-serine were almost identical. 

This suggests the existence of a specific exporter. 

(6) LysG, the transcriptional regulator of lysE, is a tetramer in solution and binds to an 88 bp 

fragment in the intergenic region of lysE and lysG. As determined by fluorescence 

spectroscopy LysG accepts both enantiomers of lysine as coinducers. 

 

Therefore, for the first time it could be demonstrated that bacteria can be used for the production of 

D-amino acids from cheap precursors like sugars. Additionally, the preferential extracellular 

accumulation of the D-enantiomer seems to be possible by engineering the export of the specific 

enantiomer 
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1 Einleitung 

1.1 Produktion von Aminosäuren mit Corynebacterium 
glutamicum 

Als Bestandteil der Proteine, die vom Metabolismus über die Struktur bis zur 
Kommunikation an allen wichtigen Funktionen eines Organismus beteiligt sind, gehören 
Aminosäuren zu den Grundbausteinen des Lebens. Als Zusatzstoff für Futter- und 
Lebensmittel, sowie Baustein vieler Pharmazeutika spielen Aminosäuren zusätzlich auch 
in der Industrie eine große Rolle. Mit einer Jahresproduktion von etwa 1,8 Millionen 
Tonnen nimmt der Geschmacksverstärker L-Glutamat dabei den größten Marktanteil ein 
(Nakamura et al., 2007). Ebenso wie die als Futterzusatz in der Tiermast genutzte 
essentielle Aminosäure L-Lysin, von der jährlich etwa 0,9 Millionen Tonnen produziert 
werden (Leuchtenberger et al., 2005), wird auch L-Glutamat ausschließlich fermentativ 
aus Zucker hergestellt. Die dazu verwendeten Stämme leiten sich von Corynebacterium 
glutamicum ab, das damit einen der bedeutendsten Mikroorganismen der weißen 
Biotechnologie darstellt (Eggeling & Sahm, 1999).  

C. glutamicum ist ein gram-positives Bodenbakterium, das von Udaka und Kinoshita auf 
der Suche nach einem Glutamat-Produzenten erstmals 1957 in Japan isoliert wurde 
(Kinoshita et al., 1957) und zunächst Micrococcus glutamicus genannt wurde. 
Ausschlaggebend für den neuen Namen waren schließlich die keulenförmige Gestalt 
einiger Corynebacteriaceae, sowie die Fähigkeit zur Bildung von L-Glutamat. 
C. glutamicum gehört zu den Actinomyceten, ist unbeweglich, schnell wachsend und 
biotin-auxotroph (Abe et al., 1967; Pascual et al., 1995). Obwohl die Corynebacteriaceae 
zu den gram-positiven Eubakterien gezählt werden, besitzen sie eine äußere Membran, die 
der der gram-negativen Bakterien ähnelt (Chami et al., 1995). Allerdings ist diese äußere 
Membran aus Mykolsäuren aufgebaut, die ausschließlich in Corynebacteriaceae 
vorkommen (Zuber et al., 2008). Ferner besitzen diese Organismen Arabinogalaktan in der 
Zellwand, sowie auf Mannose aufbauende Glykolipide (Alderwick et al., 2007). Dieser 
einzigartige Zellwandaufbau ist eine Besonderheit der Corynebacteriaceae und unter 
anderem Ansatzpunkt zur Entwicklung neuer Antibiotika. Neben apathogenen Arten wie 
C. glutamicum, gehören nämlich auch pathogene Arten wie Mycobacterium tuberculosis, 
Mycobacterium leprae,  Corynebacterium diphtheriae oder Corynebacterium urealyticum 
zu den Corynebacterineae (Eggeling et al., 2005). Da diese Arten nur mit deutlich 
höherem Aufwand kultiviert werden können, wird C. glutamicum neben der Rolle als 
Aminosäureproduzent auch als Modellorganismus zur biochemischen Charakterisierung 
der Zellwandsynthese dieser Organismengruppe genutzt (Bhowruth et al., 2008). 
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Aufgrund der großen Bedeutung von C. glutamicum wurde das 3,3 Millionen Basenpaar-
große Genom im Jahr 2003 parallel an der Universität in Bielefeld und der Kitasato 
Universität in Japan sequenziert (Ikeda & Nakagawa, 2003; Kalinowski et al., 2003; Tauch 
et al., 2002b). Während früher die Optimierung von Produktionsstämmen hauptsächlich 
auf klassischer Mutagenese beruhte, können Stämme heute aufgrund der Kenntnis des 
gesamten Genoms und vielfältiger Methoden zur graduellen Genexpression und 
Gendeletion (Eikmanns et al., 1991; Schafer et al., 1990; Schafer et al., 1994), sowie der 
Kenntnisse vieler Stoffwechselwege und –flüsse rational entwickelt werden. Dies ist nicht 
nur im Hinblick auf den immer weiter steigenden Druck zur Optimierung der Produktivität 
schon bestehender Produktionen interessant, sondern eröffnet auch Möglichkeiten zur 
Bildung weiterer wertvoller Substanzen. Schon heute sind Prozesse zur Bildung von 
Succinat (Okino et al., 2008a), Lactat (Okino et al., 2008b), Cadaverin (Kind et al., 2010), 
Putrescin (Schneider & Wendisch, 2010) oder Isobutanol (Smith et al., 2010) mit 
C. glutamicum bekannt.  

1.2 D-Aminosäuren 

Aufgrund des asymmetrischen α-C-Atoms können alle proteinogenen Aminosäuren (außer 
Glycin) in zwei spiegelbildlichen Konformationen vorliegen, die als Enantiomere 
bezeichnet werden. Da in Proteinen ausschließlich die L-Form der Aminosäuren 
nachzuweisen ist, wurde der Analyse der D-Aminosäuren für lange Zeit kaum Beachtung 
geschenkt. Erst durch die Identifikation von D-Aminosäuren in Lebensmitteln und der 
daraus resultierenden Notwendigkeit, den Einfluss von D-Aminosäuren auf den 
Organismus des Menschen näher zu untersuchen, entstanden hoch-sensible 
enantioselektive Nachweismethoden. Diese basieren meist auf Gas-Chromatographie (GC) 
(Liardon et al., 1991) oder „High Performance Liquid Chromatography“ (HPLC) 
(Bruckner et al., 1995; Buck & Krummen, 1984) und ermöglichten die Erforschung der 
Bedeutung von D-Aminosäuren auch über den Bereich der Lebensmittelindustrie hinaus. 
Es zeigte sich dabei, dass D-Aminosäuren sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten 
von entscheidender Bedeutung sind (Friedman, 1999; Friedman, 2010; Martinez-
Rodriguez et al., 2010). 

1.2.1 Rolle von D-Aminosäuren in der Natur 

Zur am besten untersuchten Aufgabe von D-Aminosäuren zählt dabei wohl die Beteiligung 
einiger D-Aminosäuren am Aufbau der bakteriellen Zellwand (van Heijenoort, 2001a; van 
Heijenoort, 2001b). In den allermeisten Bakterien findet man die beiden D-Aminosäuren 
D-Alanin und D-Glutamat in den Peptidbrücken des Peptidoglykans, die für die 
Quervernetzung der Glykanketten aus N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsäure 
verantwortlich sind. Der Einbau der D-Aminosäuren in die Querverbindungen führt dabei 
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zu einer erhöhten Resistenz gegenüber proteolytischem Verdau (Reynolds, 1998). Die 
Bedeutung besonders von D-Alanin, das für die Synthese des Peptidoglykans fast aller 
Eubakterien essentiell ist (Thompson et al., 1998), zeigt sich auch dadurch, dass die für die 
Bildung von D-Alanin aus dem L-Enantiomer verantwortliche Racemase, die über das Gen 
alr kodiert wird, in allen Eubakterien vertreten ist (Ju et al., 2005). Neben D-Alanin und 
D-Glutamin können aber auch andere D-Aminosäuren Bestandteile der bakteriellen 
Zellwand sein. So konnten bei einigen Enterococcus-Stämmen Disaccharid-Pentapeptide 
mit C-terminalem D-Alanin-D-Serin-Dipeptid nachgewiesen werden (Billot-Klein et al., 
1994; Reynolds et al., 1994). Als Grundbausteine der Peptidoglykan-Synthese verleihen 
solche veränderten Peptide eine Resistenz gegenüber antibakteriellen Glykopeptiden wie 
Vancomycin (Arias et al., 1999).  

Ein weiteres wichtiges Vorkommen von D-Aminosäuren sind bakterielle natürliche 
Peptidantibiotika wie Penicillin G (Martin et al., 1999), Vancomycin (Hubbard & Walsh, 
2003), Mycobacillin (Banerjee, 1977), Gramicidin (Katz & Demain, 1977), Seromycin 
(Kuehl et al., 1955) oder Cyclosporin (Kobel & Traber, 1982), um nur einige wenige zu 
nennen. Der Einbau von D-Aminosäuren wie zum Beispiel D-Valin, D-Leucin, 
D-Phenylalanin, D-Serin oder D-Alanin, führt dabei zu einer verstärkten Stabilität der 
Peptide gegenüber Proteolyse (Hamamoto et al., 2002). 

Aber das Vorkommen von D-Aminosäuren ist nicht nur auf Bakterien beschränkt. Auch in 
Pilzen (Bruckner et al., 2009), Algen (Yokoyama et al., 2003), höheren Pflanzen 
(Robinson, 1976), Amphibien (Kreil, 1994) und Säugern (Hashimoto et al., 1992a) 
konnten D-Aminosäuren nachgewiesen werden, wobei die Bedeutung und Funktion 
oftmals noch ungewiss ist. Gut untersucht ist jedoch die Rolle von D-Serin im Gehirn von 
Säugern. Nachdem Anfang der 90er Jahre D-Serin im Hirn von Ratten nachgewiesen 
wurde (Hashimoto et al., 1992a), konnte kurz darauf auch eine Serin-Racemase 
identifiziert werden (Wolosker et al., 1999a; Wolosker et al., 1999b). Die bis dato 
verbreitete Annahme, dass die Verbreitung von D-Aminosäuren auf Bakterien beschränkt 
ist und D-Aminosäuren in Eukaryoten keine besonderen Aufgaben erfüllen, musste damit 
verworfen werden. Neuere Untersuchungen zeigen sogar, dass D-Serin eine entscheidende 
Rolle in der Signalübertragung an den Neuronen hat (Miller, 2004; Wolosker et al., 2008). 
Als Coaktivator der NMDA-(N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptoren, die ein Subtyp der 
komplexen Gruppe der Glutamat-Rezeptoren darstellen, ist D-Serin an zahlreichen 
Vorgängen im zentralen Nervensystem, wie beim Lernen und dem Gedächtnis, bei der 
Regulation von Wachstum und Tod von Neuronen, und auch bei Neuropathien und 
neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt (Mothet et al., 2000; Ryu et al., 2010). Damit 
ist D-Serin und die Aufdeckung des D-Serin-Metabolismus im Gehirn der Säuger 
mittlerweile auch für die pharmazeutische Industrie ein attraktives Forschungsgebiet. 
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1.2.2 D-Aminosäuren als Produkt für die Industrie 

Wie zuvor erwähnt, werden D-Aminosäuren hauptsächlich in der pharmazeutischen 
Industrie benötigt (Martinez-Rodriguez et al., 2010). Wie in Tabelle 1.1 dargestellt, 
beinhalten zum Beispiel sowohl die weit verbreiteten β-Lactam-Antibiotika, zu denen 
unter anderem Ampicillin, Penicillin und Amoxicillin gehören, als auch die 
Cephalosporine, wie Cephalexin, D-Aminosäuren (Kalman & Barriere, 1990; Rolinson & 
Geddes, 2007). Um besonders auch das Problem der resistenten und multi-resistenten 
Stämme zu umgehen, wurden in den letzten Jahrzehnten dabei auf der Basis der bekannten 
Grundstrukturen immer wieder neue synthetische Varianten entwickelt (Garcia-Rodriguez 
et al., 1995; Oshiro, 1999; Petrauskas & Svedas, 1991). Eine weitere Strategie zur Bildung 
neuer Antibiotika ist auch die Überführung bekannter natürlicher L-Peptide mit 
antimikrobieller Wirkung in die entsprechenden D-Isomere (Merrifield et al., 1996; Wade 
et al., 1990). 

Zum Teil werden D-Aminosäure-haltige Antibiotika aber auch für andere Zwecke benutzt. 
So wird das als Seromycin bekannte Antibiotikum D-Cycloserin, das zur Behandlung von 
Tuberkulose eingesetzt wird, auch in Deodorants benutzt (Hayden & Goldman, 2000). 
Cyclosporine werden als Imunsuppresiva (Thali, 1995) und Tadalafil und Analoge unter 
dem Namen Cialis® (Lilly Pharma, USA) zur Behebung der erektilen Dysfunktion 
eingesetzt (Argiolas & Deghenghi, 2001). Auch in der Behandlung von Diabetes werden 
D-Aminosäure-haltige Wirkstoffe (Nateglinid) verwendet (Tentolouris et al., 2007). 
Schließlich dienen die analogen Dipeptide Thymodepressin (γ-D-Glu-D-Trp) und SCV-07 
(γ-D-Glu-L-Trp) als Immunmodulatoren zur Behandlung der Schuppenflechte 
beziehungsweise aufgrund der zusätzlichen antimikrobiellen Wirkung auch der 
Behandlung von Hepatitis C (Rose et al., 2008; Sapuntsova et al., 2002). 

Tabelle 1.1:  Ausgewählte D-Aminosäure-haltige Produkte. D-Ala: D-Alanin, D-Glu: D-Glutamat, D-PG: 
D-Phenylglycin; D-pHPG: D-para-Hydroxyphenylglycin, D-Ser: D-Serin, D-Trp: D-
Tryptophan, D-Val: D-Valin. 

Produkt D-Aminosäure Verwendung 

Alitam D-Ala Süßstoff, Lebensmittelindustrie 

Amoxicillin D-Val, D-pHPG Antibiotikum 

Ampicillin D-Val, D-PG Antibiotikum 

Cephalexin D-PG Antibiotikum 

Fluvalinat D-Val Insektizid 

Nateglinid D-PG Pharmazeutikum 

Penicillin G D-Val Antibiotikum 

Seromycin D-Ser Antibiotikum 

SCV-07 D-Glu Pharmazeutikum 

Tadalafil D-Trp Pharmazeutikum 
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Neben diesen weitreichenden Einsatzmöglichkeiten in der pharmazeutischen Industrie 
werden D-Aminosäuren aber auch in anderen Bereichen eingesetzt. D-Alanin dient zum 
Beispiel zum Aufbau von Alitam, einem kalorienarmen Süßstoff, dem eine 2000-fach 
stärkere Süßkraft als Zucker nachgesagt wird (Janusz, 1987). Und D-Valin wird zur 
Produktion von Fluvalinat benötigt, das als Insektizid zum Beispiel unter dem Namen 
Apistan® (Sandoz Agro, USA) zur Bekämpfung der Bienen-befallenden Milbe Varroa 
jacobsoni verkauft wird (Senn et al., 2003).  

Abschließend haben auch freie D-Aminosäuren eine große Bedeutung. So wird 
D-Methionin als Biopharmaka zur Behandlung von Hörschäden (Sunkara, 2006) und 
D-Phenylalanin als Antidepressivum genutzt (Heller, 1982). D-Alanin und D-Serin werden 
auch als Therapeutika zur Behandlung neuropsychiatrischer Erkrankungen wie Alzheimer 
oder Schizophrenie getestet (Javitt, 2000; Tsai & Coyle, 2001). 

1.2.3 Produktion von D-Aminosäuren 

Die Nachfrage nach D-Aminosäuren ist demnach groß, was auch die Entwicklung 
geeigneter Produktionswege notwendig macht. Prinzipiell kann man bei der Produktion 
von D-Aminosäuren dabei zwischen chemischer Synthese und Bildung durch Biokatalyse 
unterscheiden, wobei oftmals erst eine Kombination beider Techniken zum Ziel führt 
(Breuer et al., 2004).  

Obwohl asymmetrische Synthesen prinzipiell möglich sind (Yet, 2001), ist bislang kein 
chemischer Prozess bekannt, der zur Bildung einer enantiomer-reinen Aminosäure 
kommerziell genutzt wird (Breuer et al., 2004). Die chemische Produktion von 
D-Aminosäuren beruht immer auf der Synthese eines Racemats. Dabei können D,  
L-Hydantoine (Bucherer & Steiner, 1934), N-Acyl-D,L-Aminosäuren (Beller & Eckert, 
2000) oder D, L-Aminosäure-Amide gebildet werden. Zur Auftrennung der Racemate in 
die einzelnen Enantiomere werden dann in einem weiteren Schritt zumeist enantioselektive 
Enzyme genutzt (Abbildung 1.1). Über diese Form der Biotransformation werden 
industriell aus Hydantoin-Racematen mit spezifischen D-Hydantoinasen und 
D-Carbamoylasen reine D-Aminosäuren wie D-Phenylglycin, D-para-
Hydroxyphenylglycin und D-Serin produziert (Ogawa & Shimizu, 1997). D-Valin und 
D-Phenylalanin werden hingegen aus N-Acyl-D/L-Aminosäuren mit spezifischen 
D-Amino-Acylasen gewonnen (Wakayama et al., 2003), während die Auftrennung der 
Aminosäure-Amid-Racemate über spezifische D-Aminosäure-Amidasen erfolgt (Asano et 
al., 1989; Breuer et al., 2004).  
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Abbildung 1.1:  Verschiedene Wege zur Produktion von D-Aminosäuren 

Im Gegensatz zur chemischen Synthese können biokatalytische Synthesen unter milden 
Reaktionsbedingungen wie atmosphärischem Druck, gemäßigten Temperaturen und 
neutralen pH-Bereichen durchgeführt werden (Yamada & Shimizu, 1988). Deswegen und 
weil die Spezifitäten von Enzymen sowohl in Bezug auf das Substrat als auch die 
Konformation zumeist sehr hoch sind, werden enzymatische Verfahren auch zur 
Produktion von D-Aminosäuren bevorzugt eingesetzt. Wie oben schon beschrieben, sind 
selbst in der chemischen Synthese biokatalytische Schritte notwendig, um D-Aminosäuren 
zu produzieren. Eine andere Möglichkeit zur Produktion von D-Aminosäuren wurde 1988 
von Nakajima et al. beschrieben (Nakajima et al., 1988). Dabei werden als Substrate die 
entsprechenden α-Ketosäuren der Aminosäuren eingesetzt (Abbildung 1.1). Durch die 
Kombination der Reaktionen der Glutamat-Dehydrogenase und der Glutamat-Racemase 
wird beständig D-Glutamat aus α-Ketoglutarat, Ammonium und NADH synthetisiert, das 
dann als Aminogruppen-Donor in der durch die D-Aminosäure-Aminotransferase 
katalysierte Transaminierungs-Reaktion mit der α-Ketosäure dient. Problematisch bleiben 
dabei die Regeneration von NADH, für die zusätzlich noch die Aktivität der Formiat-
Dehydrogenase notwendig ist, und die Notwendigkeit der Isolation von insgesamt vier 
verschiedenen Enzymen. Um das letztere Problem zu umgehen, wurde einige Jahre später 
ein Verfahren beschrieben, bei dem die Gene der vier Enzyme heterolog in Escherichia 
coli exprimiert werden und ganze Zellen zur Biotransformation eingesetzt werden (Galkin 
et al., 1997). Beide System werden industriell aber nicht angewendet. Eine von Mitsui 
Chemicals (Japan) patentierte Methode zur Produktion von D-Serin über 
Biotransformation wird industriell dagegen bereits genutzt (Araki et al., 2007). Dabei wird 
die Aktivität einer aus Xanthomonas isolierten und in E. coli produzierten D-Threonin-
Aldolase (EC 4.1.2.42) genutzt, um enantioselektiv D-Serin aus Glycin und Formaldehyd 
zu produzieren. 

Fermentative Prozesse, bei denen der Syntheseapparat lebender Zellen und günstige 
Ausgangsprodukte wie Glukose genutzt werden, sind bislang nur für die Produktion von 
L-Aminosäuren bekannt. Eine Ausnahme bildet dabei ein von Monsanto patentierter 
Fermentationsprozess zur Produktion verschiedener D-Aminosäuren, der mit 
unterschiedlichen Mikroorganismen wie Bacillus subtilis, aber auch Corynebacterium 

N-Acyl-D,L-Aminosäure
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glutamicum oder Escherichia coli, durchführbar ist (Fotheringham et al., 1998). Das 
Prinzip beruht erneut auf einer Transaminierungs-Reaktion innerhalb der Zelle. Für die 
Produktion von D-Phenylalanin werden dabei zum Beispiel extern zugesetzte 
L-Aminosäuren wie L-Alanin, L-Glutamat oder L-Aspartat intern über eine spezifische, 
heterolog produzierte Racemase in das entsprechende D-Enantiomer umgewandelt und 
dienen als Aminodonor. Eine heterolog produzierte L-Aminosäure-Desaminase stellt durch 
die Abspaltung der Aminogruppe einer weiteren supplementierten oder intern produzierten 
L-Aminosäure, in diesem Fall L-Phenylalanin, dabei das Kohlenstoffgerüst zur Verfügung. 
Über eine D-Aminosäure-Transaminase erfolgt dann die Bildung der D-Aminosäure. Auch 
wenn dieser Prozess aufgrund des weiten Substratspektrums sowohl der L-Aminosäure-
Desaminase als auch der D-Aminosäure-Transaminase für die Produktion verschiedener 
D-Aminosäuren verwendet werden könnte, scheint er aufgrund der Notwendigkeit zur 
heterologen Expression von drei Genen und der Notwendigkeit zur Supplementation mit 
mindestens einer L-Aminosäure umständlich und kostenintensiv.  

D-Aminosäuren können aber auch aus zuvor gebildeten racemischen Aminosäuren  durch 
von Mikroorganismen katalysierten asymmetrischen Abbau gewonnen werden (Abbildung 
1.1). Aufgrund der Eigenschaft einiger Mikroorganismen, bestimmte L-Aminosäuren 
spezifisch abzubauen, sind solche Prozesse zur Gewinnung von D-Aspartat mit 
Pseudomonas dacunhae (Senuma et al., 1989), D-Lysin mit Comamonas testosterioni 
(Takahashi et al., 1997b; Takahashi et al., 1997c) sowie D-Methionin und D-Valin mit 
Proteus vulgaris (Takahashi et al., 1997a; Takahashi et al., 1997d) zwar bereits bekannt, 
sie werden für die industrielle Produktion allerdings vermutlich nicht genutzt. Generell 
scheint der Einsatz von racemischen Aminosäuren zur Produktion von D-Aminosäuren 
aufgrund der Tatsache, dass viele L-Aminosäuren bereits kostengünstig und in großen 
Mengen fermentativ aus Glukose gebildet werden können und die Racemisierung von 
Aminosäuren sowohl chemisch als auch enzymatisch möglich ist, aber sinnvoll.  

1.3 Racemasen 

Die Racemisierung kann sowohl spontan erfolgen, als auch enzymatisch katalysiert werden 
(Friedman, 1999). Begünstigende Faktoren der spontanen, chemischen Racemisierung sind 
dabei basische pH-Werte, hohe Temperaturen und Katalysatoren wie Pyridoxal-5´-
phosphat (PLP), aromatische Aldehyde oder Kombinationen aus organischen Säuren und 
Ketonen oder Aldehyden (Chibata et al., 1983; Ishiwata et al., 1989; Jacewicz & Victor 
W., 1987; Mirviss & Stanley B., 1988). Im Gegensatz dazu läuft die enzymatisch 
katalysierte Racemisierung bei neutralem pH und gemäßigten Temperaturen ab (Schnell 
et al., 2003). Das Prinzip der Deprotonierung des asymmetrischen C-Atoms, der daraus 
resultierenden Bildung eines instabilen Carbanion-Intermediates und der anschließende 
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Reprotonierung, ist dabei in beiden Fällen gleich (siehe auch Abbildung 1.2) (Friedman, 
1999).  

In natürlichen Systemen wird die Racemisierung durch Racemasen katalysiert (Yoshimura 
& Esak, 2003). Diese können abhängig oder unabhängig vom Cofaktor Pyridoxal-5´-
Phosphat, der aktiven Form des Vitamin B6, sein. PLP-unabhängige Racemasen, wie die 
Glutamat- (Diven, 1969), Aspartat- (Lamont et al., 1972) oder Prolin-Racemasen 
(Cardinale & Abeles, 1968), benutzen als katalytische Basen Cystein-Reste im aktiven 
Zentrum des Enzyms. Die Mehrheit der Racemasen, wie zum Beispiel die weit verbreiteten 
Alanin-Racemasen (Esaki & Walsh, 1986; LeMagueres et al., 2005; Uo et al., 2001), 
sowie die in dieser Arbeit untersuchten Serin- und Arginin-Racemasen (Arias et al., 1999; 
Soda & Osumi, 1969), sind allerdings PLP-abhängig. Wie in Abbildung 1.2 dargestellt, ist 
das PLP bei Abwesenheit des Substrates kovalent über eine Schiff-Base an die 
ε-Aminogruppe eines spezifischen Lysinrestes im aktiven Zentrum der Racemase 
gebunden (Abbildung 1.2, A) und wird bei Anwesenheit des Substrates auf den α-Amino-
Rest der Aminosäure übertragen (Abbildung 1.2, B) (Yoshimura & Goto, 2008). Das so 
gebildete Aldimin bleibt aufgrund vielfältiger nicht-kovalenter Verbindungen dabei aber 
eng mit dem Enzym verbunden. Durch De- und Reprotonierung (Abbildung 1.2, C+D) am 
asymmetrischen α-C-Atom der Aminosäuren erfolgt dann die Racemisierungsreaktion an 
deren Ende die Aminosäure wieder abgespalten wird. Da alle Schritte der Racemisierung 
reversibel sind und die Orientierung der Reprotonierung zufällig erfolgt, führt die 
Racemisierung zu einem Gleichgewicht zwischen den beiden Enantiomeren. 

 

 

Abbildung 1.2:  Reaktionsmechanismus einer PLP-abhängigen Racemase.  
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Aber Racemasen können nicht nur aufgrund der Abhängigkeit von einem Cofaktor 
unterteilt werden. Auch das Substratspektrum ist sehr unterschiedlich. Während der 
Großteil der Racemasen, wie zum Beispiel die Alanin-Racemasen Alr aus Bacillus 
psychrosaccharolyticus (Okubo et al., 1999) oder die Ornithin-Racemase aus Clostridium 
sticklandii (Chen et al., 2000), sehr spezifisch nur mit einem Substrat aktiv sind, zeigen nur 
einige wenige Rasemasen, wie zum Beispiel die Arginin-Racemase aus Pseudomonas 
graveolens (Yorifuji et al., 1971) oder eine Aminosäure-Racemase aus Pseudomonas 
putida (Kino et al., 2007), ein weites Substratspektrum. 

In Corynebacterium glutamicum sind bislang zwei Racemasen bekannt. Die Alanin-
Racemase Alr  (NCgl0563) wurde erstmals 2002 von Tauch et al. beschrieben (Tauch 
et al., 2002a). Es handelt sich hierbei um ein etwa 78 kDa-großes Dimer, das spezifisch 
nur mit Alanin aktiv ist und eine PLP-Abhängigkeit zeigt (Oikawa et al., 2006). 
Sequenzvergleiche zeigten eine enge Verwandtschaft mit den biosynthetischen Alanin-
Racemasen. Da die Deletion von alr zur D-Alanin-Auxotrophie führt, ist davon 
auszugehen, dass C. glutamicum keine weitere Racemase besitzt, die mit Alanin aktiv ist 
(Tauch et al., 2002a). Die Glutamat-Racemase aus C. glutamicum (NCgl2423) wurde 
bislang noch nicht näher untersucht. Allerdings ist aufgrund der hohen Sequenzhomologie 
zur Glutamat-Racemase MurI aus M. tuberculosis (62 % identische Aminosäuren) davon 
auszugehen, dass sie, wie MurI, spezifisch für Glutamat und unabhängig von einem 
Cofaktor wie PLP ist (Sengupta et al., 2006). Da die beiden Racemasen an Schritten der 
Peptidoglykan-Synthese beteiligt sind, die im Cytoplasma lokalisiert sind (Barreteau et al., 
2008), und durch SignalP (CBS, Technical University of Denmark) für keine der beiden 
Enzyme eine Signalsequenz für den Export vorhergesagt wurde (Emanuelsson et al., 
2007), ist von einer cytoplasmatischen Lokalisation der beiden Racemasen auszugehen. 

1.4 Ziele der Arbeit 

Aufgrund der steigenden Nachfrage nach D-Aminosäuren besonders in der 
pharmazeutischen Industrie, war das Hauptziel dieser Arbeit, das Potential von 
C. glutamicum als Produzenten von D-Aminosäuren zu testen. Dazu sollte überprüft 
werden, wie sich C. glutamicum gegenüber D-Aminosäuren verhält, ob ein Abbau erfolgt 
und wie sich eine Racemisierung in C. glutamicum selbst oder extrazellulär erreichen lässt. 
Ein besonderes Augenmerk sollte dabei auf die Bildung von D-Serin, sowie auf den 
Exportprozess der D-Aminosäure gerichtet werden.   
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2 Material und Methoden 

2.1 Chemikalien und Enzyme 

Soweit nicht anders aufgeführt, 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. 

2.2 Bakterienstämme und Plasmide 

Die in dieser Arbeit benutzten Bakterienstämme sind in Tabelle 2.1 und Tabelle 2.2, die 
verwendeten Plasmide in Tabelle 2.3 aufgeführt. 

Tabelle 2.1:  In dieser Arbeit verwendeten C. glutamicum-Bakterienstämme 

Stamm Merkmale Referenz 

ATCC13032 Wildtyp, biotin-auxotroph (Abe et al., 1967) 

ARG1 ATCC13032 ∆argR argBA49VM54V, SpecR (Schneider et al.) 

ARG2 Derivat von ARG1 (ATCC13032 ∆argR 
argBA49VM54V), TetR 

diese Arbeit 

DM1933 L-Lysin-Produktionsstamm, 
ATCC13032∆pck pyc(P458S) 
hom(V59A) 2xlysC(T311I) 2xlysE 
2xasd 2xdapA 2xdapB 2xddh 2xlysA 

(Blombach et al., 
2009), Evonik 

Ser4 L-Serin-Produktionsstamm, 
ATCC13032 ∆sdaA ∆pabABC pserABC, 
TetR 

(Stolz et al., 2007) 

ORN1 ATCC13032 ∆argR ∆argF, arginin-
auxotroph 

(Schneider et al.) 

∆argR ATCC13032 ∆argR  dieses Institut 

∆lysEG ATCC13032 ∆lysEG (Vrljic et al., 1996) 
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Tabelle 2.2:  Die in dieser Arbeit verwendeten E. coli-Bakterienstämme 

Stamm Merkmale Referenz 

B10 W3110 tnaA- trpR- cysB- ∆trpED102 
trpB+ trpA+ /F`ColVB cysB+ ∆trpED102 
trpB+ trpA 

Amino GmbH 
(Frellstedt) (Bang et 
al., 1983) 

C41(DE3) F– ompT gal dcm hsdSB(rB- mB-)(DE3) 
plysS 

(Miroux & Walker, 
1996) 

DH5αMCR F- endA1 supE44 thi- λ- recA1 gyrA96 
relA1 deoR ∆(lacZYA-argF) U169 
φ80dlacZM15 mcrA ∆(mrr- hsdRMS- 
mcrBC) 

(Grant et al., 1990) 

 

Tabelle 2.3:  Die in dieser Arbeit verwendete Plasmide 

Plasmid Eigenschaften Referenz 

pEKEx2 KanR, E. coli-C. glutamicum Shuttle-Vektor 
zur regulierten Genexpression (Ptac, lacIq, 
pBL1, oriVCg, pUC18 oriVEc), MCS im 
Vergleich zu pEKEx1 invertiert 

(Eikmanns et al., 
1991) 

pEKEx2-alr KanR, pEKEx2-Derivat mit alr-Gen 
(NCgl0563) 

diese Arbeit 

pEKEx2-sdaA KanR, pEKEx2-Derivat mit sdaA-Gen 
(NCgl1583) 

diese Arbeit 

pEKEx2-TorA-malE KanR, pEKEx2-Derivat mit einer Fusion 
aus dem malE-Gen (Escherichia coli) und 
dem Signalpeptid von TorA  

dieses Institut 
(F. Lausberg, AG 
Freudl, IBT-1) 

pEKEx2-TorA-argR KanR, Derivat von pEKEx2-TorA-malE mit 
Austausch von malE gegen das Gen des 
reifen ArgR (∆1-23) (Pseudomonas 
taetrolens, AB096176) 

diese Arbeit 

pEKEx2-trpB KanR, pEKEx2-Derivat mit trpB-Gen 
(NCgl2931) 

diese Arbeit 

pEKEx2-trpBA KanR, pEKEx2-Derivat mit trpB- 
(NCgl2931) und trpA-Gen (NCgl2932) 

diese Arbeit 

pEKEx3 SpecR, E. coli-C. glutamicum Shuttle-
Vektor zur regulierten Genexpression (Ptac, 
lacIq, pBL1, oriVCg, pUC18 oriVEc) 

(Hoffelder et al., 
2010) 

pEKEx3-argBA49VM54V SpecR, pEKEx3-Derivat mit dem argB-Gen 
(NCgl1342) mit den Aminosäure-
Austauschen A49V und M54V 

(Schneider et al., 
2010) 

pEKEx3-argR SpecR, pEKEx3-Derivat mit argR-Gen 
(Pseudomonas taetrolens, AB096176) ohne 
N-terminales Signalpeptid 

diese Arbeit 
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Plasmid Eigenschaften Referenz 

pEKEx3-SP-argR SpecR, pEKEx3-Derivat mit 
vollständigem argR-Gen (Pseudomonas 
taetrolens, AB096176) 

diese Arbeit 

pJC1 KanR, E. coli-C. glutamicum Shuttle-Vektor 
(oriVCg, oriVEc) 

(Cremer et al., 1990) 

pJC1lysGE´eYFP KanR,  pJC1-Derivat mit lysGE´eYFP-
Kassette 

(Wings, 2010) 

pVWEx2 TetR, E. coli-C. glutamicum Shuttle-Vektor 
zur Genexpression (Ptac, lacIq, oriVCg, 
oriVEc) 

(Wendisch, 1997) 

pVWEx2-argBA49VM54V TetR, pVWEx2 mit argB-Gen (NCgl1342) 
mit den Aminosäure-Austauschen A49V 
und M54V 

diese Arbeit 

pXMJ19 CmR, E. coli-C. glutamicum Shuttle-Vektor 
zur Genexpression (Ptac, lacIq, oriVCg, 
oriVEc) 

(Jakoby et al., 1999) 

pXMJ19-sdaA CmR, pXMJ19 mit sdaA-Gen (NCgl1583) (Netzer et al., 2004) 

pET11b AmpR, Vektor zur heterologen 
Genexpression in E. coli (oriVEc., T7-
Promotor), optional N-terminale T7-Tag-
Sequenz 

Novagen 

pET11b-argR AmpR, pET11b mit vollständiger Sequenz 
des argR-Gens (Pseudomonas taetrolens, 
AB096176) 

(Matsui et al., 2009) 

pET22b(+) AmpR, Vektor zur heterologen 
Genexpression in E. coli (oriVEc., T7-
Promotor), optional C-terminale His-Tag-
Sequenz 

Novagen 

pET22b(+)-argR AmpR, pET22b(+) mit argR-Gen 
(Pseudomonas taetrolens, AB096176) ohne 
N-terminales Signalpeptid, C-terminale 6x 
His-Tag-Sequenz 

diese Arbeit 

pET28b(+) KanR, Vektor zur heterologen 
Genexpression in E. coli (oriVEc, T7-
Promotor), N-terminale, Thrombin-
spaltbare 6x His-Tag-Sequenz, optional 
C-terminale His-Tag-Sequenz 

Novagen 

pET28b(+)-lysG KanR, pET28b(+) mit lysG-Gen 
(NCgl1215), N-terminale, Thrombin-
spaltbare 6x His-Tag-Sequenz 

diese Arbeit 
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2.3 Oligonukleotide 

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden ausschließlich von der Firma 
Eurofins MWG GmbH (Ebersberg) synthetisiert und sind in Tabelle 2.4 aufgelistet. 

Tabelle 2.4:  Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide. Ribosomenbindestellen sind fett dargestellt, 
Erkennungssequenzen für Restriktionsendonuklease sind unterstrichen. 

Name Sequenz (5´-3´) Merkmale 

Konstruktion   

alr-SalI (Fw) GTC GAC  AAG GAG ATA TAG ATA TGA ACT TGC TGA CCA RBS, SalI 

alr-EcoRI (Rev) GAA TTC TTA AAC ATA TGC GCG GAC AG EcoRI 

argB-Cg-SalI (Fw) GCT TAA GTC GAC AAG GAG ATA TAG ATG AAT GAC TTG ATC 
AAA GAT 

RBS, SalI 

argB-Cg-BamHI (Rev) ATA TGT GGA TCC TTA CAG TTC CCC ATC CTT GTC GTC BamHI 

argR-Esp3I (Fw) ATT CGT CTC GAA TTC GAT GCG CCA CCC CTG TCG ATG AC Esp3I 

argR-Esp3I (Rev) CGG CGT CTC GAA TTC TCA TTA CTG ATC TTT CAG GAT TTT AGG Esp3I 

argR-PstI (Fw) TTT CTG CAG AAG GAG ATA TAG ATA TGG CGC CAC CC RBS, PstI 

argR-SP-PstI (Fw) TTT CTG CAG AAG GAG ATA TAG ATA TGC CCT TCT C RBS, PstI 

argR-BamHI (Rev) GCA GGA TCC TCG TTC AAT ATA CGG BamHI 

argR-NdeI (Fw) CAA CAT ATG GCG CCA CCC CTG TCG NdeI 

argR-XhoI (Rev) CCC CTC GAG CTG ATC TTT CAG GAT TTT XhoI 

lysG-NdeI (Fw) CGG CTT AAC ATA TGA ACC CCA TTC AAC TG NdeI 

lysG-EcoRI (Rev) TTT GAA TTC CTA AGG CCG CAA TCC CTC EcoRI 

trpB-SalI (Fw) GTC GAC AAG GAG ATA TAG ATA TGA CTG AAA AAG AAA ACT RBS, SalI 

trpB-BamHI (Rev) GGA TCC TCA TCG GTT GTC CTT CAG GAT BamHI 

trpBA-BamHI (Rev) GGA TCC CTA AAC CTT CTT GGT CGC TGC BamHI 

Sequenzierung   

pEKEx-for2 CGG CGT TTC ACT TCT GAG TTC GGC  

pEKEx-rev2 GAT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC  

puniv CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC  

rsp1 CAC AGG AAA CAG CTA TGA CCA TG  

pET16b-seq-fw CGA TCC CGC GAA ATT AAT ACG  

pET16b-seq-rev CAA GAC CCG TTT AGA GGC CCC  

argF-seq (Fw) TAT CCG TTT GAC CCC GCC GCT GG  

argF-seq (Rev) TGG CGT GCA GTG CGA GTC ACG GG  

argB-seq (Fw) ACC ACT GAC CTG AGC TTC TCC TAC GTG  

argB-seq (Rev) CCC TTG CCG GAC ACC AGC TCA AC  

argR-seq (Fw) TTC GAT GAA GCA GAA AAC CGC CTC C  

argR-seq (Rev) CGT GGT GGA CAG CAA GGA TGT TTA AAG A  
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Name Sequenz (5´-3´) Merkmale 

quantitative Real-Time-PCR  

ddh-fw ACG TGC TGT TCC TGT GCA TGG  

ddh-rev GCT CGG CTA AGA CTG CCG CT  

Cg0701-RT (Fw) GGC TGT TCA TCG CAG GCT TGA TCA TG  

Cg0701-RT (Rev) GGC TAA CAC CGC GGA GAA AAT CAG G  

Gelretardationsanalysen  

lysGE (Fw) TTA AAC ACA CGA GAA GAA CCG CAA TGA GTC  

lysGE (Rev) AAC ACT CGA CCC ACG TGA TGC TCG AGA  

lysGE_422 (Fw) CGT GAC CTA TGG AAG TAC TTA AGT AAA ATG ATT  

lysGE_510 (Rev) GCA AAG TGT CCA GTT GAA TGG GGT TCA  

lysGE_372 (Fw) AGA CTG GCC CCC AAA AGC AGA CC  

lysGE_560 (Rev) GGA AAG GGC TAA GGA GGC GCC TT  

lysGE_482 (Rev) GAA GCT ATA TTA AAC CAT GTT AAG AAC CAA TCA  

lysGE_437 (Rev) CTT CCA TAG GTC ACG ATG GTG ATC ATG  

lysGE_449 (Fw) AAT GAT TGG TTC TTA ACA TGG TTT AAT ATA GCT TCA TG  

lysGE_498 (Fw) CTG GAC ACT TTG CTC TCA ATC ATT GAT GAA G  

 

2.4 Konstruktion von Plasmiden 

pEKEx2-alr 

Zur Expression des Gens der Alanin-Racemase Alr in C. glutamicum wurde der 
kodierende Bereich aus genomischer DNA von C. glutamicum mit den Oligonukleotiden 
alr-SalI (Fw) und alr-EcoRI (Rev) amplifiziert. Das mit SalI und EcoRI geschnittene 
Produkt wurde in den ebenfalls mit SalI und EcoRI geschnittenen Vektor pEKEx2 ligiert 
und der Erfolg der Klonierung mittels Sequenzierung überprüft. 

 

pEKEx2-sdaA 

Zur Expression des Gens der Serin-Dehydratase SdaA in C. glutamicum wurde der 
kodierende Bereich mittels XbaI und EcoRI aus dem Vektor pXMJ19-sdaA geschnitten 
und die Enden über Klenow-fill-in aufgefüllt. Das Fragement wurde in den mit EcoRI 
eröffneten und ebenfalls mit Klenow-fill-in behandelten Vektor pEKEx2 ligiert und der 
Erfolg der Klonierung mittels Sequenzierung überprüft. 
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pEKEx2-TorA-argR 

Zur Expression des Gens der Racemase mit einem Tat-abhängigen Signalpeptid in 
C. glutamicum wurde der kodierende Bereich der Racemase ohne das native N-terminale 
Signalpeptid aus dem Vektor pEKEx3-argR mit den Oligonukleotiden argR-Esp3I (Fw) 
und argR-Esp3I (Rev) amplifiziert. Das Esp3I-geschnittene Fragment wurde in den mit 
EcoRI geschnittenen Vektor pEKEx2-TorA-malE ligiert und der Erfolg der Klonierung 
mittels Sequenzierung überprüft. 

 

pEKEx2-trpB 

Zur Expression des Gens der β-Untereinheit der Tryptophan-Synthase in C. glutamicum 
wurde der kodierende Bereich aus genomischer DNA von C. glutamicum mit den 
Oligonukleotiden trpB-SalI (Fw) und trpB-BamHI (Rev) amplifiziert. Das mit SalI und 
BamHI geschnittene Fragment wurde in den ebenfalls mit SalI und BamHI geschnittenen 
Vektor pEKEx2 ligiert und der Erfolg der Klonierung mittels Sequenzierung überprüft. 

 

pEKEx2-trpBA 

Zur Expression der Gene der β-Untereinheit und der α-Untereinheit der Tryptophan-
Synthase in C. glutamicum wurde der kodierende Bereich beider Gene aus genomischer 
DNA von C. glutamicum mit den Oligonukleotiden trpB-SalI (Fw) und trpBA-BamHI 
(Rev) amplifiziert. Das mit SalI und BamHI geschnittene Fragment wurde in den ebenfalls 
mit SalI und BamHI geschnittenen Vektor pEKEx2 ligiert und der Erfolg der Klonierung 
mittels Sequenzierung überprüft. 

 

pEKEx3-argR 

Zur Expression des Gens der Racemase ohne N-terminales Signalpeptid in C. glutamicum 
wurde der kodierende Bereich des reifen ArgR aus dem Vektor pET11b-argR mit den 
Oligonukleotiden argR-PstI (Fw) und argR-BamHI (Rev) amplifiziert. Das mit PstI und 
BamHI geschnittene Produkt wurde in den ebenfalls mit PstI und BamHI geschnittenen 
Vektor pEKEx3 ligiert und der Erfolg der Klonierung mittels Sequenzierung überprüft. 

 

pEKEx3-SP-argR 

Zur Expression des Gens der Racemase mit dem N-terminalen Signalpeptid in 
C. glutamicum wurde der kodierende Bereich von ArgR aus dem Vektor pET11b-argR 
(Matsui, 2009) mit den Oligonuklotiden argR-SP-PstI (Fw) und argR-BamHI (Rev) 
amplifiziert. Das mit PstI und BamHI geschnittene Produkt wurde in den ebenfalls mit PstI 



 Material und Methoden   20 

und BamHI geschnittenen Vektor pEKEx3 ligiert und der Erfolg der Klonierung mittels 
Sequenzierung überprüft. 

 

pVWEx2-argBA49VM54V 

Zur Expression von argB mit den Aminosäuren-Austauschen A49V und M54V wurde der 
kodierende Bereich aus dem Vektor pEKEx3-argBA49VM54V (Schneider, 2010) mit den 
Oligonukleotiden argB-Cg-SalI (Fw) und argB-Cg-BamHI (Rev) amplifiziert. Das mit SalI 
und BamHI geschnittene Produkt wurde in den ebenfalls mit SalI und BamHI 
geschnittenen Vektor pVWEx2 ligiert und der Erfolg der Klonierung mittels 
Sequenzierung überprüft. 

 

pET22b(+)-argR 

Zur Reinigung der Racemase aus E. coli wurde der kodierende Bereich der Racemase ohne 
das N-terminale Signalpeptid und ohne das Stopcodon aus dem Vektor pEKEx3-argR mit 
den Oligonukleotiden argR-NdeI (Fw) und argR-XhoI (Rev) amplifiziert. Das mit NdeI 
und XhoI geschnittene Produkt wurde in den ebenfalls mit NdeI und XhoI geschnittenen 
Vektor pET22b(+) ligiert und der Erfolg der Klonierung mittels Sequenzierung überprüft. 
Die Expression war so mit einem C-terminalen 6xHis-Tag möglich. 

 

pET28b(+)-lysG 

Zur Reinigung des Transkriptionsregulators aus E. coli wurde der kodierende Bereich aus 
genomischer DNA von C. glutamicum mit den Oligonukleotiden lysG-NdeI (Fw) und 
lysG-EcoRI (Rev) amplifiziert. Das mit NdeI und EcoRI geschnittene Produkt wurde in 
den ebenfalls mit NdeI und EcoRI geschnittenen Vektor pET28b(+) ligiert und der Erfolg 
der Klonierung mittels Sequenzierung überprüft. Die Expression war so mit einem 
N-terminalen, Thrombin-spaltbaren 6xHis-Tag möglich. 

2.5 Kultivierungsbedingungen 

2.5.1 Nährmedien 

Alle Medien wurden mit H2O dest. angesetzt und 15-20 min bei 121°C autoklaviert 

BHI-Medium: 37 g/l BHI (Menkel et al., 1989) 

BHIS-Medium: 37 g/l BHI, 182 g/l Sorbitol (Menkel et al., 1989) 
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CGIII-Medium: 10 g/l Pepton, 10 g/l Hefeextrakt, 2,5 g/l NaCl, nach dem 
Autoklavieren  20 g/l Glukose zugeben (Menkel et al., 1989) 

CGXII-Glukose-Medium: 20 g/l (NH4)2SO4, 5 g/l Harnstoff, 1 g/l KH2PO4, 1 g/l K2HPO4, 
0,25 g/l MgSO4 x 7 H2O, 10 mg/l CaCl2, 42 g/l MOPS, 0,2 mg/l 
Biotin, pH 7 (mit NaOH einstellen), nach dem Autoklavieren 
1 ml/l Protokatechusäure (30 g/l in verd. NaOH gelöst, 
sterilfiltriert), 1 ml/l Spurensalzlösung und 40 g/l Glukose 
zugeben (Keilhauer et al., 1993) 

LB-Medium: 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl (Bertani, 1951) 

SOB-Medium:  20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,6 g/l NaCl, 0,2 g/l KCl, 
nach dem Autoklavieren 1 g/l MgCl2 und 1 g/l MgSO4 (jeweils 
sterilfiltriert) zugeben (Hanahan, 1983) 

Spurensalzlösung: 10 g/l FeSO4 x 7 H2O, 10 g/l MnSO4 x H2O, 1 g/l ZnSO4 x 7 
H2O, 0,2 g/l CuSO4 x 5 H2O, 20 mg/l NiCl2 x 6 H2O, zum 
Lösen mit HCl auf pH 1 ansäuern und mit H2O dest. auffüllen 
(Keilhauer et al., 1993) 

Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem Medium 15 g/l Agar zugesetzt. Zur selektiven 
Kultivierung antibiotikaresistenter Bakterienstämme wurde dem Medium nach dem 
Autoklavieren das entsprechende Antibiotikum in der in Tabelle 2.5 aufgeführten 
Konzentration zugesetzt. 

Tabelle 2.5:  Die in den Kultivierungen verwendeten Antibiotikakonzentrationen 

Antibiotikum E. coli C. glutamicum 

Kanamycin 50 µg/ml  25 µg/ml 

Tetracyclin 5 µg/ml 5 µg/ml 

Spectinomycin 100 µg/ml 250 µg/ml 

Carbenicillin 50 µg/ml 50 µg/ml 

 

Zur Anzucht mit L- oder D-Aminosäuren wurden die entsprechenden Aminosäuren in 
Konzentrationen von 1 M oder 500 mM in H20 bidest. gelöst, steril filtriert und in Aliquots 
bei -20 °C oder 4 °C gelagert. Die entsprechende Menge der Stock-Lösung wurde dem 
Medium zu Beginn der Kultivierung zugesetzt. 

2.5.2 Kultivierung von E. coli 

Die Kultivierung von E. coli-Stämmen erfolgte, wenn nicht anders vermerkt, in 50 – 
100 ml LB-Medium in 500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen oder in 
5 ml Medium in Reagenzgläsern. Zur Herstellung kompetenter Zellen wurde SOB-
Medium benutzt. Alle E. coli-Stämme wurden bei 37 °C inkubiert und im Falle von 
Flüssigkulturen bei 120 Upm (Erlenmeyerkolben) oder 170 Upm (Reagenzgläser) 
geschüttelt. Zur Proteinexpression wurde den Kulturen bei einer OD600 von 0,4 – 0,6 0,4 
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mM IPTG zugegeben und sie danach zur Vermeidung von Einschlusskörperchen 
(inclusion bodies) bei 30 °C für 4 - 6 h inkubiert. 

2.5.3 Kultivierung von C. glutamicum 

Die Kultivierung von C. glutamicum erfolgte standardmäßig in 50 – 100 ml Nährmedium 
in Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen oder in 5 ml Medium in 
Reagenzgläsern. Alle C. glutamicum-Stämme wurden bei 30 °C inkubiert und im Falle von 
Flüssigkulturen bei 120 Upm (Erlenmeyerkolben) oder 170 Upm (Reagenzgläser) 
geschüttelt. Für die Kultivierung wurden, wenn nicht anders vermerkt, Vorkulturen in 
50 ml CGIII-Medium von Platten angeimpft, die nicht älter als 7 Tage waren. Aus diesen 
wurden nach Kultivierung bei 30 °C und 120 Upm für 15 h nach dem Waschen der Zellen 
in steriler Saline (0,9 % NaCl) die Hauptkulturen in 50 ml CGXII-Glukose-Medium 
angeimpft. Zur Proteinexpression wurden den Hauptkulturen bei einer OD600 von 1 
0,1 mM IPTG zugegeben. Für die Anzucht zur Herstellung kompetenter Zellen und die 
Regeneration der Zellen nach der Transformation wurde BHIS-Medium verwendet.  

Zur Stammhaltung wurden Dauerkulturen angelegt. Dazu wurde 5 ml BHIS-Medium mit 
einer Einzelkolonie angeimpft und 15-20 h bei 30 °C und 170 Upm inkubiert. 2 ml der 
Kultur wurden pelletiert, in 1 ml BHIS-Medium resuspendiert und mit 30 % sterilem 
Glycerin versetzt. Die so erhaltenen Zellsuspensionen wurden bei -75 °C gelagert.  

2.5.4 Bestimmung des Wachstums von Bakterienkulturen 

Das Wachstum von Bakterien in Flüssigkultur wurde anhand der optischen Dichte (OD) 
bei einer Wellenlänge von 600 nm mit einem Ultrospec 3300 pro Spectrophotometer 
(Amersham Biosciences, Freiburg) bestimmt. Eine lineare Abhängigkeit zwischen der 
Zelldichte und der optischen Dichte ist bis zu einer Extinktion von 0,5 gegeben. Lag die 
gemessene Extinktion über dieser Grenze, wurde die Probe mit dem entsprechenden 
Medium verdünnt. 

2.6 Molekularbiologische Methoden 

2.6.1 Isolierung von Nukleinsäuren 

2.6.1.1 Isolierung von genomischer DNA aus C. glutamicum 
Zur Isolation genomischer DNA aus C. glutamicum wurde 1 ml einer Übernachtkultur 
abzentrifugiert und das Pellet gemäß den Angaben des Herstellers mit Hilfe des DNeasy TM 
Tissue Kit (QIAGEN, Hilden) behandelt. 
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2.6.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA 
Ausgehend von 5 ml Übernachtkulturen erfolgte die Isolierung und Reinigung von 
Plasmiden aus E. coli im kleinen Maßstab mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit 
(QIAGEN, Hilden), das auf dem Prinzip der alkalischen Lyse beruht (Birnboim & Doly, 
1979). Aufgrund des besonderen Zellwandaufbaus erforderte die Isolation von Plasmid-
DNA aus C. glutamicum zunächst eine Inkubation mit 15 mg/ml Lysozym bei 37 °C für 1-
2 h. Danach wurde nach Herstellerangaben verfahren. Zur Isolierung größerer Mengen 
Plasmid-DNA aus E. coli wurden 50 ml Übernachtkulturen und das QIAGEN Plasmid 
Midi Kit (QIAGEN, Hilden) nach Herstellerangaben benutzt. 

2.6.1.3 Isolierung von RNA 
Zur Isolierung bakterieller Gesamt-RNA wurde 1 ml der Bakterienkultur in gekühlten 
Reaktionsgefäßen geerntet und sofort pelletiert (1 min, 16.100 g, 4 °C) Das Zellpellet 
wurde dann entweder direkt weiterverarbeitet oder in flüssigem Stickstoff schockgefroren 
und bis zur weiteren Verwendung bei –75 °C gelagert (Bernstein et al., 2002; Khodursky 
& Bernstein, 2003). Die Pellets wurden mechanisch mit dem Silamat S5 (Vivadent, 
Ellwangen) aufgeschlossen und mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach 
Herstellerangaben aufgearbeitet (Lange et al., 2003). Die RNA-Konzentration wurde 
photometrisch bestimmt (siehe 2.6.1.5). 

2.6.1.4 Reinigung von DNA 
Zur Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen, zur Reinigung von PCR-
Produkten und zur Reinigung von DNA-Fragmenten aus Restriktionsansätzen wurde das 
MN NucleoSpin Extract II Kit (Macherey-Nagel, Düren) nach Herstellerangaben benutzt. 

2.6.1.5 Bestimmung von Nukleinsäurekonzentrationen 
Zur Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentration wurde die Extinktion bei 260 nm 
gemessen. Die Extinktionsmessung einer wässrigen Nukleinsäurelösung erfolgte am 
ND-1000 Photometer (NanoDrop Technologies, Delaware, USA). Es wurden dabei 
folgende Umrechnungsfaktoren verwendet (Sambrook et al., 1989): 

ds-DNA:    OD260 = 1 entspricht einer Konzentration von 50 μg/ml. 

ss-DNA und RNA:   OD260 = 1 entspricht einer Konzentration von 40 μg/ml. 

Die Reinheit der DNA wurde anhand der Quotienten OD260/OD280 bzw. OD260/OD230 
bestimmt, die zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollten. Bei starker Verunreinigung der DNA 
mit Proteinen oder Polysacchariden liegt der Wert unter 1,8. 

2.6.2 Agarose-Gelelektrophorese 

Die DNA-Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Auftrennung von Nukleinsäuren wie 
DNA und RNA genutzt. Sie diente der Kontrolle der DNA- und RNA-Isolation, der 
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Kontrolle der PCR, der Kontrolle der Restriktionsenzymspaltung und der 
Konzentrationsbestimmung. Soweit nicht anders angegeben, wurden 1 % ige (w/v) 
Agarose-Gele in 1x TAE-Puffer (40 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8 mit Essigsäure 
einstellen) verwendet (Sambrook et al., 1989). Die Proben wurden vor dem Auftragen mit 
1/6 Volumen DNA-Ladepuffer (0,2 % (w/v) Bromphenolblau, 100 mM Na2EDTA, 
34 % (v/v) Glycerin) gemischt. Als Größenstandard diente je nach zu erwartender Größe 
der DNA-Fragmente der Größenstandard GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus oder 
GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot). Die Auftrennung erfolgte je 
nach der Größe des Gels bei einer Spannung von 70 – 100 V für etwa 1 h. Nach der 
elektrophoretischen Auftrennung wurde das Gel in einer Ethidiumbromid-Lösung 
(0,5 µg/ml) gefärbt und das in die Doppelstränge interkalierte Ethidiumbromid durch UV-
Anregung sichtbar gemacht. Die Auswertung erfolgte mit dem Geldokumentationssystem 
Quantum (Peq-Lab, Erlangen).  

Zur Auftrennung von Gesamt-RNA wurde die denaturierende Agarose-Gelelektrophorese 
genutzt. Üblicherweise wurden 1,5 % ige (w/v) Agarose-Gele in MOPS-Puffer (50 mM 
MOPS, 1 mM EDTA, 1,5 % (v/v) Formaldehyd) verwendet (Sambrook et al., 1989). Die 
Proben wurden vor dem Auftragen mit dem 4-fachen Probenvolumen an RNA-Ladepuffer 
(50 mM MOPS, 50 % (v/v) Formamid, 7 % (v/v) Formaldehyd, 15 % (v/v) Glycerin, 
0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 0,5 % (w/v) Ethidiumbromid) gemischt, 5 min bei 60 °C 
denaturiert und anschließend 5 min auf Eis gekühlt. Die Auswertung erfolgte mit dem 
Geldokumentationssystem Quantum (Peq-Lab, Erlangen). 

2.7 Rekombinante DNA-Techniken 

Zur Spaltung von DNA wurden Restriktionsendonukleasen (Fermentas, St. Leon-Rot bzw. 
Roche Diagnostics, Mannheim) nach Herstellerangaben benutzt. Die Ansätze (50 - 100 µl 
für präparative Arbeiten, 10 µl für analytische Arbeiten) enthielten in der Regel 200 ng – 
10 µg DNA und 5 – 15 U des gewünschten Enzyms und wurden 2 h oder über Nacht bei 
der vorgeschriebenen Temperatur (meist 37 °C) inkubiert. Der Erfolg der Spaltung wurde 
mittels Agarose-Gelelektrophorese überprüft. 

Die alkalische Phosphatase katalysiert die hydrolytische Abspaltung der Phosphatgruppe 
von den 5’-Enden der DNA. Da die Ligase nur 5’-Phosphat-Enden mit 3’-OH-Enden 
verknüpfen kann, wurde durch Behandlung linearer Vektor-DNA mit alkalischer 
Phosphatase eine Rezirkularisierung des Vektoranteils bei der Ligationsreaktion 
vermieden. Hierdurch wurde der Anteil rekombinanter Plasmide im Ligationsansatz 
erhöht. Zur Dephosphorylierung der 5’-Stränge wurde das Plasmid mit 0,5 U alkalischer 
Phosphatase („Shrimp alkaline phosphatase“, Roche Diagnostics, Mannheim) versetzt und 
1 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend erfolgte eine Hitzeinaktivierung der alkalischen 
Phosphatase für 10 min bei 72 °C. 
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Für Ligationen wurde das Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim oder 
Fermentas, St. Leon-Rot) nach Herstellerangaben verwendet. 

2.7.1 Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen 

Durch eine RbCl2-Behandlung erhielten E. coli-Zellen die Kompetenz, freie DNA aus dem 
Medium aufzunehmen (Hanahan, 1985). Zur Herstellung wurden einige große Kolonien 
von einer frischen LB-Platte in 1 ml SOB-Medium resuspendiert und damit 50 ml SOB-
Medium inokuliert. Bei Plasmid-tragenden Stämmen mit Antibiotikaresistenzen wurde das 
entsprechende Antibiotikum zugesetzt.  Die Kultur wurde bei 37 °C und 120 Upm bis zu 
einer OD600 von 0,5 inkubiert. Danach wurden die Zellen in 50 ml Falcontubes überführt 
und 15 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden 15 min bei 3500 g (Megafuge 1.0R, 
Heraeus) und 4 °C geerntet, in eiskalter RF1-Lösung (100 mM RbCl2, 50 mM MnCl2, 
30 mM K-Acetat, 10 mM CaCl2, 15% Glycerin, pH 5,8) resuspendiert und 15 min auf Eis 
inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren wurden die Zellen in eiskalter RF2-Lösung 
(10 mM MOPS, 10 mM RbCl2, 75 mM CaCl2, 15% Glycerin, pH 6,8) resuspendiert, 
nochmals 15 min auf Eis inkubiert und dann in vorgekühlte Eppendorfreaktionsgefäße 
aliquotiert, die sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren wurden. Die Zellen wurden 
bis zur Verwendung bei -75 °C gelagert. 

2.7.2 Transformation chemisch-kompetenter E. coli-Zellen 

Zur Transformation chemisch-kompetenter E. coli-Zellen wurden 200 μl der Zellen mit 
etwa 0,5 μg Plasmid oder dem kompletten Ligationsansatz gemischt und für 15 min auf Eis 
inkubiert. Nach einem Hitzeschock für 90 s bei 42 °C wurden 800 μl LB-Medium 
zugegeben und der Ansatz für weitere 60 min bei 37 °C inkubiert. Entsprechend dem 
Resistenzgen des transferierten Plasmids wurde der Ansatz auf LB-Platten mit 
Antibiotikum ausplattiert. 

2.7.3 Herstellung elektro-kompetenter C. glutamicum-Zellen 

Zur Herstellung elektro-kompetenter C. glutamicum-Zellen wurde eine Vorkultur aus 
50 ml BHIS-Medium von einer frischen BHIS-Platte angeimpft und 15 h bei 30 °C und 
120 Upm inkubiert. Bei Plasmid-tragenden Stämmen mit Antibiotikaresistenzen wurde das 
entsprechende Antibiotikum zugesetzt. 10 ml der Vorkultur wurden dann zur Inokulation 
der Hauptkultur in 500 ml vorgewärmtem BHIS-Medium eingesetzt. Die Kultivierung 
erfolgte bei 30 °C und 120 Upm bis zu einer OD600 von 1,75 (van der Rest et al., 1999). 
Die Zellen wurden dann 15 min bei 3500 g (Megafuge 1.0R, Heraeus) und 4 °C geerntet, 
in 25 ml TG-Puffer (1 mM Tris, 10 % (v/v) Glycerin, pH 7,5) resuspendiert und erneut 
zentrifugiert. Der Waschschritt mit TG-Puffer wurde zweimal wiederholt. Anschließend 
wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem 10 %-igen (v/v) Glycerin gewaschen, in 1 ml 
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10 %-igem (v/v) Glycerin resuspendiert, in Portionen von 150 µl aliquotiert, sofort in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -75 °C gelagert. 

2.7.4 Transformation elektro-kompetenter C. glutamicum-Zellen 

Die Transformation der elektro-kompetenten C. glutamicum-Zellen wurde mittels 
Elektroporation mit anschließendem Hitzeschock durchgeführt (Tauch et al., 2002c). Dazu 
wurden 150 μl kompetente Zellen mit etwa 1 μg Plasmid in einer eisgekühlten 
Elektroporationsküvette gemischt und mit 800 μl 10 %-igem (v/v) Glycerin überschichtet. 
Die Elektroporation (Gene Pulser Xcell, Bio-Rad, München) erfolgte mit einer Kapazität 
von 25 μF, einem Widerstand von 200 Ω und einer Spannung von 2,5 kV. Im Anschluss an 
die Elektroporation wurden die Zellen in 4 ml BHIS-Medium suspendiert, 6 min bei 46 °C 
inkubiert, 1 h bei 30 °C regeneriert und auf BHIS-Platten mit dem passenden Antibiotikum 
ausplattiert. 

2.8 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels 
Polymerasekettenreaktion 

Definierte DNA-Fragmente wurden sowohl für analytische (Kontrolle von 
Transformanden und Deletionsmutanten, 2.8.1) als auch für präparative Zwecke (in vitro-
Amplifikation von DNA-Fragmenten, 2.8.2) mittels der Polymerasekettenreaktion 
(polymerase chain reaction, PCR) amplifiziert (Mullis & Faloona, 1987). In abgewandelter 
Form wurde die PCR in Form der quantitativen Real-Time PCR auch zur Kontrolle der 
Expression einzelner Gene genutzt (2.8.3). Falls im Text nicht anders vermerkt, wurde für 
präparative PCR-Ansätze die KOD Hot Start DNA Polymerase (Merck, Darmstadt) und 
für analytische PCR-Ansätze die Taq-DNA-Polymerase (Fermentas, St. Leon-Rot) 
verwendet. Die Reaktionen wurden in einem T3000 Thermocycler (Biometra, Göttingen) 
durchgeführt. Die Reaktionsbedingungen für die PCR wurden entsprechend den Angaben 
des Herstellers gewählt. Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG 
GmbH (Ebersberg) synthetisiert (Tabelle 2.4). Zur Reinigung wurden die PCR-Fragmente 
aus dem Gel mit dem NucleoSpin Extract II Kit (Macharey & Nagel, Düren) nach 
Angaben des Herstellers aufgearbeitet. 

2.8.1 In vitro-Amplifikation von DNA-Fragmenten 

Zur in vitro-Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden Reaktionen in einem 
Gesamtvolumen von 50 µl angesetzt. Diese Ansätzen enthielten 0,1 – 0,75 µg Matrizen-
DNA, je 300 nM vorwärts- und rückwärts-Oligonukleotide, 0,02 U KOD Hot Start DNA 
Polymerase, 1,5 mM MgSO4, sowie je 200 μM dATP, dGTP, dCTP und dTTP. Nach 
einem Denaturierungsschritt für 5 min bei 95 °C wurden 35 Zyklen nach Herstellerangaben 
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durchlaufen: Die Anlagerungs-Temperatur wurde üblicherweise 5 °C unter der 
Schmelztemperatur Tm der Oligonukleotide gewählt. Die Schmelztemperatur Tm der DNA 
kann mit der Formel Tm [°C] = [(G + C) · 4] + [(A + T) · 2] abgeschätzt werden (Sambrook 
et al., 1989). Als Elongationszeit wurden 30 s pro 1 kb des zu amplifizierenden Fragments 
verwendet. Der Erfolg der PCR wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese überprüft. 

2.8.2 Kolonie-PCR 

Zur Kontrolle von E. coli-Transformanden wurden einzelne Kolonien mit einer sterilen 
Pipettenspitze von der Platte abgenommen und direkt dem PCR-Ansatz als Matrize 
zugesetzt. Der an der Pipettenspitze verbliebene Rest der Zellen wurde auf einer frischen 
LB-Platte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und bei 37 °C inkubiert. 
Die PCR erfolgte in Ansätzen von 25 µl Gesamtvolumen, die neben der Kolonie als 
Matrizen-DNA je 400 nM vorwärts- und rückwärts-Oligonukleotide, 1,25 U Taq-DNA-
Polymerase (Fermentas, St. Leon-Rot) und je 200 µM dATP, dGTP, dCTP und dTTP 
enthielten. Zur Lyse der Zellen wurde der Ansatz zunächst 5 min bei 95 °C inkubiert und 
danach 35 Zyklen nach Herstellerangaben durchlaufen. Die Berechnung der Anlagerungs-
Temperatur und der Elongationszeit erfolgte wie unter 2.8.1 beschrieben. 

2.8.3 Quantitative Real-Time PCR 

Die quantitative Real-Time PCR ist eine Weiterentwicklung der klassischen PCR, die nicht 
nur die Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente, sondern gleichzeitig auch die 
Quantifizierung der Produkte nach jedem Zyklus erlaubt. Mittels dieser Methoden ist es 
möglich, die Ausgangskonzentration des Templates zu berechnen und damit Rückschlüsse 
zum Beispiel auf die relative Expression spezifischer Gene zu gewinnen. Dabei wird zum 
Beispiel der Fluoreszenzfarbstoff Sybr® Green I genutzt, der nach Interkalieren in 
doppelsträngige DNA-Fragmente und UV-Bestrahlung eine spezifische 
Fluoreszenzstrahlung zeigt.  

In einem ersten Schritt muss dazu RNA (2.6.1.3) in cDNA umgeschrieben werden, die 
dann als Template für die quantitative Real-Time PCR dient. Die Synthese der cDNA 
erfolgte ausgehend von 500 ng Gesamt-RNA, die durch reverse Transkription mit den 
entsprechenden Oligonukleotiden (Tabelle 2.4) und reverser Transkriptase (Omniscript 
Reverse Transkriptase, Qiagen, Hilden) in cDNA umgeschrieben wurde. Die RNA wurde 
vor der Synthese für 5 min bei 70 °C denaturiert, 1 min bei 57 °C inkubiert (Sambrook 
et al., 1989) und dann 5 min auf Eis abgekühlt. Anschließend wurde der vorbereitete 
Mastermix aus Reaktionspuffer, Nukleotiden und reverser Transkriptase nach 
Herstellerangaben zugegeben. Die Synthese erfolgte für 1 h bei 37 °C. und wurde durch 
Inaktivierung des Enzyms bei 70 °C abgebrochen. Verdünnungen der synthetisierten 
cDNA (1:10) wurden ohne weitere Reinigung als Template in der Real-time PCR 
eingesetzt. 



 Material und Methoden   28 

Als Reagenzien für die quantitative Real-Time PCR dienten die Bestandteile des DyNAmo 
Capillary SYBR® Green qPCR Kits (Finnzymes, Espoo, Finnland). Pro Ansatz wurden 
10 μl 2 x Master Mix, je 1 μl vorwärts- und rückwärts Oligonukleotid, 2 μl Template (1:10 
verdünnte cDNA) und 6 μl H2O zusammengegeben und im Light Cycler 1.0 mit dem 
Standardprogramm amplifiziert und ausgewertet. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green I 
(Invitrogen, Karlsruhe) bindet doppelsträngige DNA und hat ein Absorptionsmaximum bei 
einer Wellenlänge von 521 nm. Bei der Messung der cDNA-Konzentration erfolgte eine 
Anregung der in speziellen Kapillaren (LightCycler Capillaries, Roche, Mannheim) 
vorliegenden Proben durch eine blaues Licht emittierende Diode (LED) mit einer 
Anregungswellenlänge von 470 nm. Die Fluoreszenzmessung erfolgte mit dem Kanal F1 
bei einer Wellenlänge von 530 nm nach Herstellerangaben. Nach einer Vorinkubation 
erfolgte die Amplifikation und das Produkt wurde fortlaufend per Fluoreszenzmessung 
analysiert. Die Spezifität der PCR-Reaktion erfolgte anhand der Schmelzkurvenanalyse. 
Parallel zu den Proben wurde das Referenzgen ddh (meso-Diaminopimelatdehydrogenase) 
zur Normierung amplifiziert, um so eventuelle Ungenauigkeiten durch abweichende PCR-
Effizienz oder Template-Konzentration zu berücksichtigen. Darüber hinaus sollten sich die 
Transkriptionsstärken der zu untersuchenden Gene und des Referenzgens nicht zu stark 
unterscheiden.  

Die Quantifizierung basierte auf der Steigung der Geraden in der exponentiellen Phase und 
diese korrelierte mit dem Ursprungsgehalt an cDNA in der Probe. Der Wert wurde für 
jedes Gen mit Standardwerten (1 pg/μl – 0,1 fg/μl) berechnet, wobei die spezifische 
Standardkurve aus mindestens fünf Werten erstellt wurde. In dieser Arbeit wurde der 
Crossing Point (CP) herangezogen, um die DNA-Konzentration der Probe anhand der 
Standardgeraden zu berechnen, weil in dieser Phase der PCR die Effizienz konstant war. 
Der CP war der Zyklus der Real-Time PCR, an dem die Fluoreszenz der Probe die 
Hintergrundfluoreszenz überstieg. 

2.9 DNA-Microarray-Technologie 

2.9.1 Synthese fluoreszenzmarkierter cDNA-Sonden 

Für den Vergleich genomweiter Genexpressionsmuster wurden fluoreszenzmarkierte 
cDNA-Sonden ausgehend von gleichen Mengen (20 - 25 μg) der zu vergleichenden RNA-
Proben synthetisiert (Wendisch et al., 2001). Im Gegensatz zum Standardprotokoll wurden 
für die DNA-Microarrays in dieser Arbeit nicht RNA-Proben aus C. glutamicum Zellen 
isoliert, die sich in der exponentiellen Wachstumsphase, sondern in der stationären Phase 
befanden, benutzt. Die cDNA-Sonden wurden aus präparierter RNA mittels reverser 
Transkriptase und Zufalls-Hexamer-Oligonukleotiden synthetisiert. Als Fluoreszenz-
farbstoffe wurden die dUTP-Analoga Cy3-dUTP (λAbsorption max 550 nm, λFluoreszenz max 
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570 nm, grün, Amersham Biosciences) und Cy5-dUTP (λAbsorption max 649 nm, λFluoreszenz max 

670 nm, rot, Amersham Biosciences) verwendet. Die RNA (20- 25 μg Gesamt-RNA in 
14 μl H2O gelöst) wurde mit 1 μl einer 500 ng/μl pdN6 Zufallshexanukleotid-Primer-
Lösung (in bidest. H2O gelöst, Amersham Biosciences) für 10 min bei 65 °C inkubiert und 
anschließend 2 min auf Eis abgekühlt. Die reverse Transkription wurde mit 3 μl Cy3-dUTP 
(1 mM) oder Cy5-dUTP (1 mM), 6 μl 1.Strang Puffer (End-Konz. 50 mM Tris-HCI, pH 
8,3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 10 mM DTT), 3 μl DTT (0,1 M), 0,6 μl Nukleotidmix 
(End-Konz. 500 pM dATP, dGTP, dCTP, 200 pM dTTP; Invitrogen, Groningen) und 2 μl 
Superscript-II Reverse Transcriptase (End-Konz. 400 U; Invitrogen, Groningen) 
durchgeführt (Wendisch et al., 2001). Der Ansatz wurde 10 min bei RT und anschließend 
110 min bei 42 °C inkubiert. Nach der reversen Transkription wurde die RNA durch 
Zusatz von 10 μl NaOH (0,1 N) 10 min bei 70°C hydrolysiert. Die Lösung wurde mit 10 μl 
HCl (0,1 N) neutralisiert. Die Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide erfolgte durch 
Ultrazentrifugationseinheiten (Microcon YM-30, Millipore). Der Ansatz wurde mit Wasser 
auf 500 μl aufgefüllt, durch Zentrifugation (10 min, 13000 g) auf etwa 20 μl eingeengt und 
dieser Schritt nochmals wiederholt. Danach wurden die für eine Hybridisierung 
vorgesehenen Cy3- bzw. Cy5-markierten Sonden vereinigt und es erfolgte, wie oben 
beschrieben, eine weitere Ultrafiltrationszentrifugation (10 min, 13000 g). Die so erhaltene 
cDNA-Sonde (~ 5 μl) wurde sofort für die DNA-Chip-Hybridisierungen eingesetzt. 

2.9.2 DNA-Chip-Hybridisierung 

Die DNA-Chips wurden von der Firma Operon (Köln) nach den Vorgaben des IBT 
hergestellt. Auf die DNA-Chips wurden spezifische, synthetisierte Oligonukleotide 
gespottet (u.a. 3057 offene Leseraster (ORFs), 1176 intergenische Regionen, 60 tRNA-
Gene und 15 rRNA-Gene). Als Matrize für die Synthese der Oligonukleotide (ORFs und 
intergenische Regionen) diente das Genom von C. glutamicum ATCC 13032. 

Vor der Bestimmung der relativen mRNA-Spiegel wurde der DNA-Chip 1 h bei 42 °C in 
OpArray Pre-Hyb Lösung (Operon, Köln), im Anschluss 5 min bei 37 °C in Waschlösung 
1 (6,25 ml OpArray Wash B ad 250 ml mit bidest. Wasser) und in Wasser gewaschen und 
getrocknet (Wendisch et al., 2001). Die aufgereinigten Cy3- bzw. Cy5-markierten cDNA-
Sonden wurden vereinigt (~ 5 μl) und 50 μl OpArray Hyb Lösung (Operon, Köln) 
hinzugegeben. Dieser Ansatz wurde 3 min bei 95 °C denaturiert und anschließend 10 min 
bei RT inkubiert. Vor der Hybridisierung wurde ein Spezialdeckglas (MAUI Mixer AO, 
BioMicro) auf den DNA-Chip befestigt, um eine gleichmäßige Verteilung der 
Probenlösung sicherzustellen und Austrocknung der Probenlösung zu vermeiden. Die 
Sonden wurden auf den Chip gegeben und dieser in einer MAUI-Hybridisierungskammer 
(BioMicro, Salt Lake City, USA) über Nacht bei 42 °C inkubiert. Um die Probenlösung 
und unspezifisch gebundene fluoreszenzmarkierte cDNA nach der Hybridisierung zu 
entfernen, erfolgte ein stringentes Waschen des DNA-Chips für je 10 min in Waschlösung 
2 (40 ml OpArray Wash A, 20 ml OpArray Wash B ad 400 ml mit bidest. Wasser) bei 
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42 °C und in Waschlösung 3 (25 ml OpArray Wash A ad 250 ml mit bidest. Wasser) im 
Dunkeln bei 37 °C. Nun wurde der Chip noch 5 min im Dunkeln bei Raumtemperatur in 
Waschlösung 4 (5 ml OpArray Wash A ad 250 ml mit bidest. Wasser) gewaschen. Durch 
Zentrifugation (5 min, 1600 g, RT, Zentrifuge 4K15, Rotor 11150, Einsätze 13220 von 
Sigma) wurde der DNA-Chip getrocknet und anschließend die Fluoreszenz auf der DNA-
Chip-Oberfläche bestimmt. 

2.9.3 Messung und Quantifizierung der Fluoreszenz von 
Hybridisierungssignalen 

Um die relativen mRNA-Spiegel der zu vergleichenden Proben zu bestimmen, wurde die 
Cy3- und die Cy5-Fluoreszenz der Spots gemessen. Da das Verhältnis von Cy3- und Cy5-
Fluoreszenz eines Spots unter geeigneten Bedingungen direkt mit dem Verhältnis der 
Anzahl der mRNA-Moleküle in den verglichenen RNA-Proben korreliert, ist es ein Maß 
für den relativen mRNA-Spiegel (Shalon et al., 1996; Wendisch et al., 2001). Zum Messen 
der ortsaufgelösten Fluoreszenz auf den DNA-Chips wurde der Axon GenePix 6000 Laser 
Scanner (Axon Instruments, Sunnydale, USA) verwendet. Die DNA-Chip-Oberfläche 
wurde zum Anregen der fluoreszierenden Molekülgruppen mit monochromatischem Licht 
zweier verschiedener Wellenlängen bestrahlt, eine zur Anregung von Cy3-dUTP (532 nm) 
und die andere für Cy5-dUTP (635 nm). 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 Cy5-Fluoreszenz in elektrischen 
Strom um. Die gemessene Stromstärke korreliert somit direkt mit der Cy3- bzw. Cy5-
Fluoreszenz. Mit Hilfe der Software wurde die ortsaufgelöste Information für die Cy3- und 
Cy5-Fluoreszenz anhand der numerischen Werte als Fluorogramm bildlich dargestellt und 
im 16-bit-TIFF-Format elektronisch gespeichert (GenePix Pro 6.0 Software). Hierdurch 
wurden die Roh-Fluoreszenz-Daten erhalten. Die ´GenePix Array List´ (erstellt von Dr. 
T. Polen, IBT-1) erlaubte eine Zuordnung jedes einzelnen detektierten DNA-Spots zu dem 
entsprechenden C. glutamicum-Gen und die Resultate wurden im GPR-Format gespeichert. 
Im Anschluss wurden die DNA-Microarray-Daten normiert und statistisch ausgewertet. 
Veränderte relative mRNA-Spiegel von Genen mit p-Werten >0,05 wurden als statistisch 
nicht signifikant verändert betrachtet. Die DNA-Chip-Daten wurden mit Hilfe einer von 
T. Polen entwickelten Software (Polen et al., 2003; Polen & Wendisch, 2004) erfasst und 
auf dem Zentralrechner des Instituts in der IBT Microarray Datenbank hinterlegt. 

2.10 DNA-Sequenzanalyse 

Für DNA-Sequenzierungen wurde die Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) durch 
Zugabe von ddNTP's verwendet. Hierfür wurde die durch QIAprep Spin Miniprep Kit oder 
Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) isolierte hochreine DNA mit den 
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entsprechenden Oligonukleotiden (Tabelle 2.4) bei der Firma LGC Genomics (Berlin) 
sequenziert. Pro Reaktion waren dabei 1 µg Plasmid-DNA und 20 pmol Oligonukleotide 
notwendig. 

2.11 Biochemische Methoden 

2.11.1 Zellaufschluss mittels Ultraschall 

Zum Aufschluss der Zellen wurde das Pellet von 50 ml Kultur in 1,8 ml Lysispuffer 
(50 mM NaH2PO4 x H2O, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8 mit NaOH eingstellt) 
resuspendiert und anschließend in 2 ml-Reaktionsgefäßen in einem Eisbad mit Ultraschall 
behandelt. Zellpellets von E. coli wurden dabei für 4 min mit einer Pulslänge von 20 % 
und einer Beschallintensität von 2 mit dem Ultraschalldesintegrator (Branson Sonifier W-
250, Branson Sonic Power Company, Danbury, USA) behandelt. Aufgrund der 
Zellwandstruktur wurden Zellpellets von C. glutamicum für 10 min unter den oben 
genannten Bedingungen beschallt. Anschließend wurden die Zelltrümmer durch 
Zentrifugation (30 min, 16000 g, 4 °C) abgetrennt und der Überstand als Rohextrakt in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt.   

 

2.11.2 Nachweis von Proteinen im Kulturüberstand von  
C. glutamicum 

Zum Nachweis von Proteinen im Kulturüberstand von C. glutamicum wurde mit einer 
Einzelkolonie des Stamms zunächst eine 5 ml-Kultur in CGIII-Medium mit dem 
entsprechenden Antibiotikum angeimpft. Nach Kultivierung für etwa 8 h (30 °C, 
170 Upm) wurde mit dieser die Vorkultur in 50 ml CGIII mit dem entsprechenden 
Antibiotikum inokuliert und für weitere 15 h bei 30 °C und 120 Upm inkubiert. Die 
Hauptkultur wurde daraufhin nach Zentrifugation der Zellen (10 min, 6100 g, 4 °C) auf 
eine OD600 von 1 in 50 ml CGIII mit dem entsprechenden Antibiotikum angeimpft, die 
Genexpression sofort durch Zugabe von 0,1 mM IPTG induziert und die Zellen bei 30 °C 
und 120 Upm kultiviert. Nach 5 h und 24 h wurden Proben für den Proteinnachweis 
genommen. Dazu wurden insgesamt 4 ml der Kultur in einem 2 ml-Reaktionsgefäß 
nacheinander zentrifugiert (10 min, 16000 g, RT). Die Überstände wurden abgenommen, 
in neue 2 ml-Reaktionsgefäße überführt, zum Fällen der Proteine mit je 200 µl 100 % 
Trichloressigsäure (TCA, Endkonzentration 10 %) versetzt und für mindestens 15 h bei 
4 °C inkubiert. Die so ausgefällten Proteine wurden durch erneute Zentrifugation pelletiert 
(30 min, 16000 g, 4 °C) und nacheinander in 100 % und 80 % Aceton gewaschen. Das 
jeweils erste Pellet jeder Probe wurde in 80 µl 50 mM Tris (pH 7,5) gelöst, komplett ins 
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zweite Pellet überführt und auch dieses gelöst. Um das Lösen zu verbessern wurden die 
Proben schüttelnd auf 37 °C erhitzt. Die Zellpellets der Kulturen wurden in 200 µl 
Lysepuffer (10 mM Tris (pH 8,0), 25 mM MgCl2, 200 mM NaCl) gelöst und in 2 ml-
Reaktionsgefäße mit Schraubverschluss und 500 µg Zirkonium/Silica-Perlen (∅ 0,1 mm, 
ROTH, Karlsruhe) überführt. Der Aufschluss erfolgte mechanisch für 3 min im 
Homogenisator Speedmill P12 (Analytik Jena, Jena). Zelltrümmer wurden durch 
Zentrifugation (30 min, 16000 g, 4 °C) abgetrennt und der Überstand als Rohextrakt 
benutzt. Für die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die Überstandsproben und 
die Rohextrakte mit 1/6 des Volumens mit 6x SDS-Ladepuffer (2.11.5) versetzt und 
10 min auf 95 °C erhitzt. Für die Elektrophorese wurden Volumen der Rohextrakte 
aufgetragen, die einer OD600 von 0,5 entsprachen. Von den Überstandsproben wurden 
Volumina aufgetragen, die einer OD600 von 1,5 entsprachen. 

2.11.3 Bestimmung von Proteinkonzentrationen 

Proteinkonzentrationen wurden mit dem Bicinchoninsäure (BCA)-Test bestimmt (Smith et 
al., 1985). Hierbei wurden 50 μl Probe mit 1 ml BCA-Reagenz (BCA™ Protein Assay Kit, 
Pierce Biotechnology Inc., Rockford, USA) versetzt, zunächst 30 min bei 60 °C, dann 
10 min bei Raumtemperatur inkubiert und die Extinktion bei 562 nm gemessen (Ultrospec 
3300 pro Spectrophotometer, Amersham Biosciences). Als Standard wurden definierte 
Konzentrationen von Rinder-Serumalbumin (BSA) verwendet. 

2.11.4 Chromatographische Methoden 

2.11.4.1 Größenausschluss-Chromatographie 
Das apparente, native Molekulargewicht von Proteinen wurde mittels Größenausschluss-
Chromatographie analysiert. Hierfür wurde das Protein mittels einer SuperdexTM 200 
10/300 Säule (GE Healthcare), welche an ein ÄKTA™ Explorer-System (GE Healthcare) 
angeschlossen war, aufgetrennt. Die Säule wurde zuvor mit dem jeweiligen Puffer 
äquilibriert. Für die Größenbestimmung wurde 1 mg Protein im entsprechenden Puffer auf 
die Säule gegeben und bei 4 °C mit einer Flussrate von 1 ml/min analysiert. Zur 
Kalibrierung wurden Molekulargewichtsmarker (MWGF200, Sigma-Aldrich, 
Deisenhofen) unter den gleichen Bedingungen analysiert. Die durch die Auftragung von 
VE/V0 (VE: Elutionsvolumen (ml), V0: Totvolumen (ml)) gegen das Molekulargweicht 
(kDa) erhaltene Ausgleichsgerade wurde zur Bestimmung des Molekulargewichtes des 
untersuchten Proteins benutzt. Für die Standardläufe wurden β-Amylase (200 kDa), 
Alkohol-Dehydrogenase (150 kDA), BSA (66 kDA) und Carbon-Anhydrase (29 kDa) nach 
Herstellerangaben in H2O gelöst und chromatographisch aufgetrennt. Für präparative 
Zwecke wurden die Elutionsfraktionen in 1 ml-Aliquots gesammelt und anschließend bis 
zur weiteren Verwendung auf Eis gehalten. Die Kontrolle der Elutionsfraktionen erfolgte 
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2.11.5). 
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2.11.4.2 Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie 
Die Reinigung von Proteinen mit einem Polyhistidin-Tag erfolgte über an Agarose 
gebundene Nickel-Nitrilotriessigsäure (Hochuli, 1988). Dazu wurden Säulen mit einem 
Bettvolumen von 1 ml Ni2+-NTA-Agarose (QIAGEN, Hilden) vorbereitet und mit 25 ml 
des in 2.11.1 erwähnten Lysispuffer äquilibriert. Soweit nicht anders beschrieben wurde 
der komplette Rohextrakt auf die Säule geladen und schwach bzw. unspezifisch gebundene 
Proteine durch Waschen mit 2 ml Waschpuffer-60 (wie Lysispuffer, aber 60 mM Imidazol) 
und 4 ml Waschpuffer-100 (wie Lysispuffer, aber 100 mM Imidazol) entfernt. Zur Elution 
des spezifisch gebundenen Proteins wurden 5 x 1 ml Elutionspuffer-250 (wie Lysispuffer, 
aber 250 mM Imidazol) aufgetragen und einzeln aufgefangen. Alle Elutionsfraktionen 
wurden bis zur weiteren Verwendung auf Eis gehalten. Die Kontrolle der Reinigung 
erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2.11.5). 

2.11.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung löslicher Proteine nach ihrer Masse wurde die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese durchgeführt (Laemmli, 1970; Lewis et al., 1970).  Hierfür wurden 
10 %ige oder 12 %ige Bis-Tris-Polyacrylamidgele (Invitrogen, Karlsruhe) in vertikalen 
Gelkammern (NuPAGE System, Invitrogen, Karlsruhe) und 1x MOPS-Puffer (2,5 mM 
MOPS, 2,5 mM Tris, 50 nM EDTA, 0,005 % SDS (pH 7,7)) verwendet. Die Proben 
wurden mit 1/6 Volumen 6x SDS-Ladepuffer (350 mM Tris, 10 % (w/v) SDS, 60 mM 
DTT, 30 % (v/v) Glycerin, 0,175 % (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8) gemischt und 10 min 
bei 95 °C denaturiert. Als Größenstandard wurde der Protein Marker Precision Plus Protein 
Standard (Bio-Rad, München), der Unstained Protein Molecular Weight Marker 
(Fermentas, St. Leon-Rot) oder der PageRuler Unstained Protein Ladder Marker 
(Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Die Auftrennung erfolgte bei konstanter Stromstärke 
(0,02 A pro Gel) und einer maximalen Spannung von 200 V.  

Die Färbung der Proteine erfolgte mittels des kolloidalen Farbstoffes Coomassie-Brilliant-
Blau. Zur Färbung wurden die Gele zunächst kurz in H2O gewaschen, mit der Coomassie-
Färbelösung (0,1 % Coomassie, 40 % Ethanol, 10 % Essigsäure) bedeckt, 1 min bei 
maximaler Stärke in der Mikrowelle erhitzt und dann 10 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Zum Entfernen von überschüssigem Farbstoff wurde die Färbelösung 
abgegossen, das Gel einmal mit H2O gewaschen, mit Coomassie-Entfärbelösung (10 % 
Ethanol, 7,5 % Essigsäure) bedeckt, für 1 min bei maximaler Stärke in der Mikrowelle 
erhitzt und erneut mind. 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Für eine weitere 
Entfärbung wurden die Gele über Nacht in 10 %iger Essigsäure inkubiert. 

2.11.6 MALDI-TOF-Massenspektrometrie 

Für die Peptidmassen-,,Fingerprint''-Analyse wurden Proteinbanden aus Coomassie-
gefärbten SDS-Polyacrylamid-Gelen ausgeschnitten, entfärbt und im Gel tryptisch verdaut 
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(Fountoulakis & Langen, 1997). Hierzu wurden die Gelstückchen zweimal für je 10 min in 
350 μl 0,1 M Ammoniumbicarbonat in 30 % (v/v) Acetonitril gewaschen und für 20 min in 
der Vakuumzentrifuge getrocknet. Die Rehydratisierung erfolgte in 4 μl 3 mM Tris/HCl 
(pH 8,8) mit 10 ng/μl Trypsin (Promega, Mannheim). Nach 30 min wurden weitere 6 μl 
3mM Tris/HCl (pH 8,8) ohne Trypsin zugegeben und die Proben über Nacht bei 37 °C 
verdaut. Die Peptide wurden durch Zugabe von 12 µl H2O, 15 min Inkubation bei 
Raumtemperatur, Zugabe von 10 µl 0,1 % (v/v) Trifluoressigsäure in 30 % (v/v) 
Acetonitril und weiterer Inkubation für 10 min bei Raumteperatur eluiert. Anschließend 
wurde die Konzentration und Reinheit der Peptide durch die Konzentrierung per ZipTip® 

C18 standard bed (Millipore) erhöht, um die Auswertbarkeit der Proben zu verbessern. 
Danach wurden die Proteinfragmente mit gesättigter α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure in 50 % 
(v/v) Acetonitril und 0,25 % (v/v) Trifluoressigsäure eluiert und auf die Probenplatte 
aufgetragen. Eine externe Kalibrierung erfolgte für jede Probe mit Hilfe der Calibration 
Mixtures 1 und 2 des Sequazyme Peptide Mass Standard Kits (Applied Biosystems, 
Darmstadt). Die Proben wurden in einer Voyager-DE STR Biospectrometry Workstation 
(Applied Biosystems, Darmstadt) im positiven Reflektor-Modus mit 20 kV 
Beschleunigungsspannung, 63 % Gitterspannung und einer Verzögerungszeit von 125 ns 
analysiert. Zur Steuerung des Geräts und zur Datenanalyse wurde die Voyager Control 
Panel Software 5.0 und die Voyager Data Explorer Software 3.5 (Applied Biosystems) 
verwendet. Die erhaltenen Peptidmassen wurden zur Suche in einer lokalen Datendank mit 
3312 C. glutamicum-Proteinen oder in einer benutzerdefinierten Datenbank mit Hilfe des 
MS-Fit-Programms (Clauser et al., 1999) genutzt.  

2.11.7 Gelretardationsanalysen 

Um zu untersuchen, ob ein Protein an ein spezifisches DNA-Fragment bindet, wurden die 
Fragmente mittels PCR amplifiziert und mit dem MN NucleoSpin Extrakt II Kit 
(Macherey-Nagel, Düren) gereinigt. Je 100 ng des PCR-Produktes wurden zusammen mit 
verschiedenen Protein-Konzentrationen in 50 mM NaH2PO4 und 150 mM KCl  (pH 8,0) 
30 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden die Ansätze mit 4 μl Ladepuffer (0,1 % 
(w/v) Xylencyanolblau, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 20 % (v/v) Glycerin in 1x TBE) 
versetzt und in einem 10 %-igen nativen Gel (Acrylamid:Bisacrylamid 75:1) (2,44 ml 
40 % (w/v) Acrylamid, 0,666 ml 2 % (w/v) Bisacrylamid, 1 ml 10x TBE, 5,78 ml H2O, 
40 μl 25 % (w/v) APS und 10 μl TEMED) aufgetrennt. Als Gel- und Elektrophoresepuffer 
diente 1x TBE (5,5 g/l Borsäure, 0,74 g/l Na2EDTA x 2 H2O, 10,8 g/l Tris-HCl) (Schaaf & 
Bott, 2007). Die Elektrophorese erfolgte für 90 min bei Raumtemperatur und einer 
konstanten Spannung von 140 V. Anschließend wurden die DNA-Banden mittels 
Ethidiumbromid-Färbung und Belichtung mit UV-Licht sichtbar gemacht. Die 
Dokumentation der Gele erfolgte mit dem Geldokumentationssystem Quantum (PeqLab, 
Erlangen). 
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2.12 Messung von Enzymaktivitäten 

2.12.1 Messung der Racemaseaktivität 

Die Messung der Racemaseaktivität erfolgte entweder mit heterolog exprimiertem und 
gereinigtem Enzym oder mit Rohextrakten aus C. glutamicum. In einem ersten Schritt 
wurden die Proteinfraktionen dazu über PD-10 Entsalzungs-Säulen (Amersham 
Biosciences, Freiburg) nach Herstellerangaben in 10 mM CAPS (pH 10,0) umgepuffert. 
Nach Bestimmung der Proteinkonzentration (2.11.3) wurden 2 - 200 µg gereinigtes Protein 
bzw. 30 – 800 µg Gesamtprotein im Rohextrakt für die Assays eingesetzt. Die 
entsprechende Menge Proteinlösung wurde dazu mit 50 mM Substrat (L-Arginin, L-Lysin, 
L-Ornithin oder L-Serin, gelöst in H2O bidest.) und 250 nM Pyridoxal-5´-Phosphat (PLP) 
gemischt, mit 10 mM CAPS (pH 10,0) auf ein Gesamtvolumen von 1,5 ml aufgefüllt und 
der Ansatz bei 37 °C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden Aliquots á 150 µl 
entnommen, mit 50 µl 10 %iger Trichloressigsäure gemischt und bei -20 °C gelagert. Die 
Analyse der Enantiomerbildung erfolgte mittels RP-HPLC (2.13.2). 

2.12.2 Messung der Aktivität der Tryptophan-Synthase 

Die Aktivität der Tryptophan-Synthase wurde mit ganzen Zellen von E. coli oder 
C. glutamicum bestimmt. Zur Messung der Aktivität mit E. coli-Zellen wurden 2 x 100 ml 
LB-Medium von einer Platte angeimpft und bei 37 °C, 120 Upm für 15 h kultiviert. Zur 
Messung der Aktivität mit C. glutamicum-Zellen wurde zunächst eine Vorkultur in 50 ml 
CGIII-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum von einer Platte angeimpft und etwa 
10 h bei 30 °C und 120 Upm kultiviert. Aus dieser wurden dann zwei Hauptkulturen in je 
100 ml CGIII mit dem entsprechenden Antibiotikum auf eine OD600 von 1 angeimpft, mit 
0,1 mM IPTG die Genexpression induziert und die Kultur für etwa 15 h bei 30 °C und 
120 Upm inkubiert. Anschließend wurden die Kulturen auf vier 50 ml-Falcons aufgeteilt, 
pelletiert (3500 g, 20 min, 4 °C), die einzelnen Pellets in je 2 ml Saline (0,9 % NaCl) 
resuspendiert, vereint, auf 50 ml mit Saline aufgefüllt und erneut pelletiert (3500 g, 20 min, 
4 °C). Für jeden Ansatz wurden 0,5 g Feuchtmasse in 500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei 
seitlichen Schikanen eingewogen. In jeden Kolben wurden je 100 ml der Reaktionslösung 
(2 g/l L-Serin, 2 g/l Indol (Amino GmbH, Frellstedt), 10 ml Pyridoxal-5´-Phosphat-Lösung 
(1 mg/ml) in 0,1 M Phosphat-Puffer (pH 8,0)) gegeben und bei 37 °C, 120 Upm inkubiert. 
Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurden Aliquots für die HPLC-Analyse entnommen, die 
Zellen pelletiert (16000 g, 10 min, RT)  und der Überstand verdünnt in die HPLC 
eingesetzt. Die Analyse erfolgte wie unter 2.13.1 beschrieben. 
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2.13 Quantitative Bestimmung von Aminosäuren mittels 
RP-HPLC 

2.13.1 Quantitativer Nachweis von L-Aminosäuren 

Die Quantifizierung von Aminosäuren wurde mit Hilfe der Reversed-Phase High-
Performance-Liquid-Chromatography (RP-HPLC) durchgeführt (Jones & Gilligan, 1983). 
Vor der säulenchromatographischen Auftrennung erfolgte eine Derivatisierung der 
Aminosäuren mit dem Reagenz o-Phthaldialdehyd, das mit der Aminogruppe der 
Aminosäuren reagiert (Jones & Gilligan, 1983; Lindroth & Mopper, 1979). Für die 
automatische Derivatisierung wurden je 1 µl der Probe mit 20 µl o-Phthaldialdehyd/ 
Mercaptoethanol-Lösung (Pierce Europe BV, Niederlande) vermischt und nach Inkubation 
für eine Minute bei Raumtemperatur im Probenraum zur Auftrennung auf eine RP-HPLC 
Säule (LiChrospher 100 RP 18 EC 5 µm, 125 x 4 mm) mit vorgeschalteter Vorsäule 
(LiChrospher 100 RP 18 EC 5 µm, 40 x 4 mm, CS-Chromatographie Service GmbH 
Langerwehe) injiziert. Die bei der Derivatisierung entstandenen thiosubstituierten 
Isoindolverbindungen wurden bei einer Flussrate von 0,8 ml/min mit einem Gradienten mit 
zunehmender Methanolkonzentration von der Säule eluiert (Tabelle 2.6). Als polarer 
Laufpuffer diente hierbei 0,1 M Natriumacetat (pH 7,2). Die Detektion der 
fluoreszierenden Derivate erfolgte nach Anregung bei 230 nm bei einer 
Emissionswellenlänge von 450 nm. Zur säulenchromatographischen Auftrennung und 
Detektion wurde ein HPLC-Gerät vom Typ HP1100 (Hewlett Packard, Waldbronn) mit 
angeschlossenem Fluoreszenzdetektor (G1321A) verwendet. Die Systemsteuerung und 
Datenauswertung erfolgte mit dem Programm HP-Chemstation (Hewlett Packard, 
Waldbronn). Die Konzentration der jeweils analysierten Aminosäure wurde über den 
Vergleich mit einem externen Standard der betreffenden Aminosäure ermittelt. Alle 
Aminosäuren wurden dazu in Konzentrationen von 1 M bis 1 mM in Wasser gelöst und bei 
-20 °C gelagert. Die Verdünnung der Standards erfolgte direkt vor der Messung ebenfalls 
in H2O.   

Tabelle 2.6:  Nachweis verschiedener Aminosäuren mittels RP-HPLC 

 L-Ser/L-Trp D, L-Ser / D, L-Arg D, L-Lys / D, L-Orn 

Derivatisierungs-Reagenz OPA OPA-BocC OPA-BocC 

Gradient min % MeOH min % MeOH min % MeOH 

 1,00 30 1,00 30 1,00 50 

 14,00 50 12,00 47 14,00 70 

 18,00 85 13,00 85 15,00 85 

 25,00 85 16,00 85 16,00 85 

 25,01 20 16,01 30 16,01 50 
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2.13.3 Bestimmung intrazellulärer Aminosäurekonzentrationen 

Zur Bestimmung intrazellulärer Aminosäurekonzentrationen wurde die Methode der 
Silikonölzentrifugation nach Klingenberg und Pfaff (Klingenberg & Pfaff, 1977) 
eingesetzt. Hierbei kommt es zu einer schnellen Inaktivierung des Zellstoffwechsels sowie 
der raschen Abtrennung der Zellen vom Kulturüberstand. Es wurden 400 µl Beckman-
Reaktionsgefäße (Beckman Instruments GmbH, München) mit 30 µl 20 %iger (v/v) 
Perchlorsäure und 65 µl Silikonöl (Dichte = 1,04 g/cm3) befüllt. Um ausreichend 
Probenmaterial zu erhalten, wurde pro Messpunkt 3 x 200 µl Zellsuspension in insgesamt 
drei vorbereitete Beckman-Reaktionsgefäße überführt. Durch sofortige Zentrifugation für 
45 s bei maximaler Geschwindigkeit (13750 Upm) in einer Microfuge E (Beckman 
Instruments GmbH, München) wurden die Zellen schnell vom Medium getrennt, während 
das nun zellfreie Medium aufgrund seiner geringeren Dichte als Überstand auf der 
Silikonölphase verblieb. Diese Überstände wurden direkt zur Bestimmung der 
extrazellulären Aminosäuren mittels RP-HPLC eingesetzt. Zur Quantifizierung der 
intrazellulären Aminosäuren wurden die in der Perchlorsäurephase vorliegenden, 
pelletierten Zellen zunächst nach der Methode von Hoischen und Krämer (Hoischen & 
Kramer, 1990) aufgeschlossen. Dabei wurden die Zellen nach Resuspendieren durch eine 
5-minütige Inkubation im Ultraschallbad (Branson, Heusenstamm) aufgeschlossen und die 
erhaltene Suspension anschließend mit 5 M KOH und 1 M Triethanolamin neutralisiert. 
Durch Zentrifugation für 5 min bei 16000 g und 4 °C wurden die Zelltrümmer 
sedimentiert. Die so erhaltenen Überstände wurden zur Bestimmung der Aminosäuren 
mittels RP-HPLC eingesetzt. Die Berechnung der intrazellulären 
Aminosäurekonzentrationen erfolgte nach folgender Formel: 

 ܿ௜௡௧ ൌ ൫ܿ௜௡௧,௚௘௠ ∙ 100൯ െ ሺܿ௘௫ ∙ 0,0599 ∙ ଺଴଴ሻ0,04ܦܱ ∙ ଺଴଴ܦܱ  

cint:   errechnete intrazelluläre Aminosäurekonzentration [mM] 
cint,gem:  gemessene intrazelluläre Aminosäurekonzentration [mM] 
cex:   gemessene extrazelluläre Aminosäurekonzentration [mM] 
OD600:  Zelldichte während der Kurzzeitfermentation 
 

Nach dieser Formel erfolgte die Berechnung der intrazellulären Aminosäurekonzentration 
unter Berücksichtigung der bei der Aufarbeitung des Zellpellets durchgeführten 
Verdünnungsschritte (cint,gem x 100), eines Korrekturfaktors, der den Fehler einbezieht, der 
durch die Aminosäurekonzentration im an den Zellen anhaftenden Medium bedingt ist (cex 
x 0,0599 x OD6oo) und des intrazellulären Volumens der eingesetzten Zellen (0,04 x 
OD6oo). Dabei wurde zugrunde gelegt, dass eine OD6oo von 1 einem Zelltrockengewicht 
von 0,3 mg/ml entspricht (Gutmann, 1993) und das Zellvolumen in C. glutamicum 
1,6 µl/mg TG (Zittrich & Kramer, 1994) beträgt. 



 Material und Methoden   39 

2.13.4 Bestimmung von Exportraten 

Zur Bestimmung der Exportraten von D- und L-Serin durch den Serinproduktionsstamm 
C. glutamicum Ser4-pEKEx3-argR wurde zunächst eine erste Vorkultur in 50 ml CGIII-
Medium mit 5 µg/ml Tetracyclin und 100 µg/ml Spectinomycin von einer frischen BHIS-
Platte mit den entsprechenden Antibiotika angeimpft und bei 30 °C und 120 Upm für etwa 
15 h inkubiert. Aus dieser wurde dann die zweite Vorkultur in 100 ml CGXII-Glukose-
Medium, 5 µg/ml Tetracyclin und 100 µg/ml Spectinomycin nach einmaligem Waschen 
der Zellen in Saline (0,9 % NaCl) auf eine OD600 von 1,5 angeimpft und für etwa 10 h bei 
30 °C und 120 Upm kultiviert. Die Hauptkultur in 50 ml CGXII-Glukose-Medium und 
5 µg/ml Tetracyclin wurde aus der zweiten Vorkultur nach einmaligem Waschen in Saline 
auf eine OD600 von 1 angeimpft und bei 30 °C und 120 Upm inkubiert. Zur Bestimmung 
der Exportraten wurde nach etwa 15 h ein Aliquot aus dieser Hauptkultur entnommen, 
pelletiert (3500 g, 10 min, RT) und in frisches CGXII-Glukose-Medium mit 4 % Glukose 
und 5 µg/ml Tetracyclin auf eine OD600 von 1 überführt. Für die Analyse von L- und 
D-Serin im Kulturüberstand wurden alle 20 min über einen Zeitraum von 4 Stunden 
Proben à 500 µl entnommen, pelletiert (16000 g, 10 min, RT), der Überstand erneut 
zentrifugiert (16000 g, 10 min, RT) und Verdünnungen in die RP-HPLC eingesetzt (siehe 
2.13.2). Die Berechnung der Exportraten in nmol min-1 (mg Trockengewicht)-1 erfolgte 
anhand einer Ausgleichsgeraden und der Annahme, dass eine OD6oo von 1 bei 
C. glutamicum einem Zelltrockengewicht von 0,3 mg/ml entspricht (Gutmann, 1993). 

2.14 Nachweis der Bindung eines Effektors an ein 
Zielprotein 

2.14.1 Messung der intrinsischen Proteinfluoreszenz 

Zum Nachweis der Bindung eines Effektors an den Transkriptionsregulator LysG wurde 
die intrinsische Proteinfluoreszenz von LysG in Abhängigkeit verschiedener bekannter 
oder putativer Effektoren gemessen. Die Proteinfluoreszenz beruht dabei auf den drei 
aromatischen Aminosäuren Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin und ist bei konstanten 
äußeren Bedingungen auch von der Proteinkonformation abhängig. Zur Messung wurde 
LysG heterolog exprimiert, mittels Ni2+-NTA-Chromatographie (2.11.4.2) und 
Größenausschluss-Chromatographie (2.11.4.1) gereinigt und in 50 mM NaH2PO4 + 
150 mM KCl (pH 8,0) überführt. Die Proteinkonzentration wurde mit dem BC™ Protein 
Assay Kit (Pierce Biotechnology Inc., Rockford, USA) (2.11.3) bestimmt. Für die 
Messungen wurden 5 µg/ml Protein mit 0,1 % Brij® 35 und 0 – 50 mM Effektor mit 
50 mM NaH2PO4 + 150 mM KCl (pH 8,0) auf ein Volumen von 3 ml aufgefüllt und 
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung von dreimal je 1 ml der 
Reaktionsmischung erfolgte bei 25 °C in Halb-Mikro-Küvetten (Quarzglas SUPRASIL®, 
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10 mm x 4 mm, 1400 µl, Hellma, Müllheim) im Fluoreszenz-Spektrometer JASCO FP-
6500/6600 (Jasco, Groß-Umstadt). Nach Anregung mit Licht der Wellenlänge 280 nm 
wurden die Spektren in einem Emissionsbereich von 300 – 380 nm mit der Spectra 
ManagerTM Software (Jasco, Groß-Ulmstadt) dokumentiert.  

2.14.2 Gelretardationsexperimente 

Zum Nachweis der Bindung eines Effektors an den Transkriptionsregulator LysG mittels 
Gelretadationsexperimenten wurde das Protein heterolog exprimiert, mittels Ni2+-NTA-
Chromatographie (2.11.4.2) und Größenausschluss-Chromatographie (2.11.4.1) gereinigt 
und in 50 mM NaH2PO4 + 150 mM KCl (pH 8,0) überführt. Die 
Gelretardationsexperimente erfolgten wie unter 2.11.7 beschrieben. Zusätzlich wurde den 
Ansätzen allerdings je 100 mM verschiedener Aminosäuren, die bekannte oder putative 
Effektoren sind, zugesetzt. 

2.14.3 Nachweis der Ganz-Zell-Fluoreszenz mittels FACS 

Zum Nachweis der Ganz-Zell-Fluoreszenz mittels fluorescence activated cell sorting 
(FACS) wurde der BD FACSAria™ II Zellsortierer (BD Bioscience, San Jose, USA) mit 
den folgenden Einstellungen zur Messung der Fluoreszenz von C. glutamicum-Zellen 
benutzt (Davey & Kell, 1996). 

PMT-Voltages Forward scatter (FSC) 50 mV 
Side scatter (SSC)  550 mV  
eYFP (PMT 530/30)  600 mV  

Tresholds  FSC 500 
   SSC 500 
   eYFP 250 
Event rate  zwischen 1000 und 5000 pro Sekunde 
Flow rate  zwischen 1 und 6  
Nozzle size    70 µm 
Sheath pressure   70 psi 
Lösungsmittel für den Hüllstrom BD FACSFlow™ (PBS, steril filtriert, Ø 0,1 µm) 
 
Für die Analysen wurde C. glutamicum mit dem Plasmid pJC1lysGE´eYFP (Wings, 2010) 
in einer ersten Vorkultur mit 50 ml CGIII-Medium mit 25 µg/ml Kanamycin für 10 h bei 
30 °C und 120 Upm kultiviert. Aus dieser ersten Vorkultur wurde eine zweite Vorkultur in 
50 ml CGXII-Glukose-Medium mit 4 % Glukose und 25 µg/ml Kanamycin nach 
einmaligen Waschen der Zellen in Saline (0,9 % NaCl) auf eine OD600 von 1 angeimpft 
und erneut bei 30 °C und 120 Upm kultiviert. Nach 15 h Inkubation wurde die Hauptkultur 
in 15 ml CGXII-Glukose-Medium mit 4 % Glukose, 25 µg/ml und ggf. 50 mM 
Aminosäure als Effektor aus der zweiten Vorkultur auf eine OD600 von 1 angeimpft. Die 
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Inkubation erfolgte erneut bei 30 °C und 120 Upm. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden 
Proben entnommen und in BD FACSFlow™ in einem Volumen von 500 µl auf eine OD600 
von 0,2 eingestellt. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte unter den oben beschriebenen 
Parametern. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Verhalten von C. glutamicum ATCC13032 gegenüber 
D-Aminosäuren 

3.1.1 Wachstum mit verschiedenen D-Aminosäuren 

Zu Beginn dieser Arbeit war nicht bekannt, ob Corynebacterium glutamicum die 
Anwesenheit von D-Aminosäuren im Kulturmedium toleriert. Da für andere 
Mikroorganismen eine hemmende Wirkung von D-Aminosäuren (Sakinc et al., 2009; 
Teeri, 1954; Tuttle & Gest, 1960; Yabu & Huempfner, 1974) auf das Wachstum gezeigt 
werden konnte, wurde in einem ersten Schritt das Wachstum von C. glutamicum in 
Anwesenheit von D-Aminosäuren betrachtet.  

 
Abbildung 3.1:  Wachstum von C. glutamicum ATCC13032 nach Zugabe verschiedener D-Aminosäuren. 
Dargestellt ist das Wachstum von C. glutamicum ATCC13032 nach Zugabe von 100 mM D-Aminosäure in 
CGXII-Glukose-Medium. (A) basische D-Aminosäuren (D-AS); : ohne D-AS, : D-Lysin, : D-
Arginin; (B) hydrophile D-AS; : ohne D-AS, : D-Serin, : D-Threonin, : D-Asparagin; 
(C) hydrophobe D-AS; : ohne D-AS, : D-Methionin, : D-Alanin 

Hierzu wurde C. glutamicum ATCC13032 (Wildtyp) in einer Hauptkultur mit CGXII-
Glukose-Minimalmedium und 100 mM verschiedener D-Aminosäuren bei 30 °C und 
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120 Upm kultiviert und das Wachstum aufgezeichnet. Wie in Abbildung 3.1 zu sehen ist, 
behinderte die Zugabe von bis zu 100 mM verschiedener D-Aminosäuren das Wachstum 
von C. glutamicum nur geringfügig oder wie im Falle von D-Threonin nicht. Die sich aus 
dem Wachstum der ersten 10 Stunden ergebenen Wachstumsraten sind in Tabelle 3.1 
angegeben. Eine sehr starke, erst nach etwa 10 Stunden beginnende 
Wachstumsverzögerung zeigte sich bei Zugabe von D-Asparagin. Trotzdem war nach 
24 Stunden Kultivierung in keiner der Kulturen, bei denen D-Aminosäuren zugesetzt 
wurden, ein Unterschied in der optischen Dichte im Vergleich zum Wildtyp ohne 
D-Aminosäuren festzustellen. 

Tabelle 3.1:  Wachstumsraten von C. glutamicum mit D-Aminosäuren. Dargestellt sind die Wachstumsraten 
von C. glutamicum ATCC13032 in CGXII-Glukose-Minimalmedium und nach Zugabe von je 
100 mM D-Aminosäure. Für die Berechnung wurde das Wachstum der ersten 10 h 
Kultivierung einbezogen. D-Thr: D-Threonin, D-Lys: D-Lysin, D-Arg: D-Arginin, D-Ala: 
D-Alanin, D-Ser: D-Serin, D-Asn: D-Asparagin, D-Met: D-Methionin. 

 ohne D-Thr D-Lys D-Arg D-Ala D-Ser D-Asn D-Met 

µ (h-1) 0,38 0,39 0,33 0,28 0,28 0,28 0,24 0,20 

 

3.1.2 Abbau verschiedener D-Aminosäuren 

Es sollte weiterhin auch untersucht werden, ob die D-Aminosäuren durch C. glutamicum 
abgebaut werden. Dazu wurden die Konzentrationen der D-Aminosäuren in den unter 3.1.1 
beschriebenen Kulturen im Überstand mittels HPLC bestimmt.  

 
Abbildung 3.2:  Konzentrationen der D-Aminosäuren im Überstand von Kulturen von C. glutamicum 
ATCC13032. Dargestellt sind die über HPLC ermittelten Konzentrationen an D-Aminosäuren im Überstand 
der Kulturen nach Zugabe von je 100 mM D-Aminosäure und Kultivierung in CGXII-Glukose-Medium. Es 
wurden jeweils drei biologische Replikate angefertigt. Dargestellt sind die mittleren prozentualen Werte. 
D-Ala: D-Alanin, D-Asn: D-Asparagin, D-Arg: D-Arginin, D-Lys: D-Lysin, D-Met: D-Methionin, D-Ser: 
D-Serin, D-Thr: D-Threonin. 
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Wie in Abbildung 3.2 zu sehen, veränderten sich die Konzentrationen an extern 
zugegebenen D-Aminosäuren im Kulturüberstand von C. glutamicum ATCC13032 
zumeist nur leicht im Laufe der Kultivierung. Nach 48 Stunden konnte nur für D-Alanin 
ein vollständiger Abbau festgestellt werden, der wahrscheinlich auf die Aktivität der 
Alanin-Racemase Alr (NCgl0563), der daraus resultierenden Racemisierung zu L-Alanin 
(Oikawa et al., 2006) und der anschließenden Verstoffwechslung über Pyruvat (Netzer et 
al., 2004), sowie den Einbau von D-Alanin in die Zellwand zurückzuführen ist (Walsh, 
1989). Auch für D-Serin konnte eine Abnahme von etwa 30 % nach 48 Stunden 
Kultivierung festgestellt werden, dessen Ursachen allerdings unklar waren. 

3.1.3 Untersuchungen zum Abbau von D-Serin 

Da D-Serin für die pharmazeutische Industrie ein begehrtes Produkt ist, ist die Produktion 
dieser D-Aminosäure mit C. glutamicum eines der Ziele dieser Arbeit. Um die Ausbeuten 
zu erhöhen, ist es für die biotechnologische Produktion dabei wünschenswert, dass das 
Produkt vom Produktionsstamm nicht weiter verwertet wird. Aus diesem Grund wurde die 
Abnahme der D-Serin-Konzentration von bis zu 30 % nach 48 Stunden im Überstand von 
C. glutamicum-Kulturen (Abbildung 3.2) im Folgenden weiter untersucht. 
Datenbankanalysen zeigten dabei, dass in C. glutamicum bislang kein Enzym beschrieben 
ist, das, wie zum Beispiel eine D-Serin-Deaminase (EC 4.3.1.18), eine Serin-Racemase 
(EC 5.1.1.18) oder eine D-Aminosäure-Oxidase (EC 1.4.3.3), D-Serin als Substrat nutzen 
kann. Kontrollversuche zeigten weiterhin, dass die D-Serinkonzentration im Medium 
konstant blieb, wenn keine Zellen vorhanden waren. Ein unspezifischer Zerfall oder eine 
spontane Racemisierung konnten damit ausgeschlossen werden. Im Folgenden wurde 
daher zunächst kontrolliert, ob die schon beschriebene L-Serin-Dehydratase SdaA 
(NCgl1583), die die Umwandlung von L-Serin zu Pyruvat katalysiert (Netzer et al., 2004), 
auch Aktivität mit D-Serin besitzt. Dazu wurde das Gen sdaA in den Vektor pEKEx2 unter 
die Kontrolle des Ptac-Promoters kloniert und in C. glutamicum ATCC13032 
überexprimiert. Während extern zugegebenes L-Serin in Kulturen des sdaA-
überexprimierenden Stammes erwartungsgemäß deutlich schneller als in Wildtyp-Kulturen 
abgebaut wurde, konnte kein signifikanter Einfluss auf den D-Serin-Abbau festgestellt 
werden (Daten nicht gezeigt). Auch die in C. glutamicum beschriebene Alanin-Racemase 
Alr zeigte nach Überexpression in Rohextrakten von C. glutamicum keine Aktivität mit 
L- oder D-Serin (Daten nicht gezeigt). Dass sich alr-kodierte Alanin-Racemasen durch 
sehr hohe Spezifitäten auszeichen, ist bereits bekannt (Oikawa et al., 2006; Saito et al., 
2007)   

Um möglicherweise einen Zugang zum Verbleib von D-Serin durch eine globale Methode 
zu bekommen, wurden genomweite DNA-Microarrays in Anwesenheit von D-Serin 
durchgeführt. Dazu wurden die mRNA-Spiegel aus Kulturen ohne D-Serin mit solchen 
verglichen, bei denen die Konzentration an extern zugegebenem D-Serin im 
Kulturüberstand gerade abnahm. Wie in Abbildung 3.3 zu sehen, fand diese Abnahme stets 
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in der stationären Phase des Wachstums statt. Für das erste DNA-Microarray-Experiment 
wurde demnach, entgegen dem Standardprotokoll, das aufgrund der besseren 
Vergleichbarkeit Proben aus der exponentiellen Phase vorsieht, RNA aus der stationären 
Phase nach 30 Stunden Kultivierung präpariert.  

 
Abbildung 3.3:  Wachstum und D-Serin-Konzentration von C. glutamicum Kulturen für die DNA-
Microarray-Experimente. Dargestellt ist das Wachstum in CGXII-Glukose-Medium von C. glutamicum 
ATCC13032 ohne extern zugegebenes D-Serin (Kultur 1, ) und mit 100 mM D-Serin (Kultur 2, ). Die 
D-Serin-Konzentration im Überstand von Kultur 2 ist ebenfalls dargestellt (). Der Pfeil kennzeichnet den 
Zeitpunkt, an dem RNA aus beiden Kulturen für die DNA-Microarray-Experimente präpariert wurde. 

Die Transkriptomanalyse zeigte für etwa 400 Gene signifikante Unterschiede in der 
Transkriptmenge um mehr als den Faktor 5 (Ratio > 2 bzw. < 0,5). Ein generelles Muster, 
das die Abnahme von D-Serin erklären würde, konnte allerdings nicht festgestellt werden. 
Interessanterweise zeigte ein Gen (Cg0701, NCgl0580) aber eine über 150-fache Erhöhung 
in der Transkriptmenge bei Anwesenheit von D-Serin, was als ein „On/Off-Signal“ 
gewertet werden kann. Es handelte sich hierbei um ein Gen, das für einen nicht näher 
definierten Transporter der Drug/Metabolite-Exporter-Familie kodiert. Einige Mitglieder 
dieser Familie, wie RhtA und YdeD aus Escherichia coli, sind dabei als Efflux-Pumpen für 
Aminosäuren und toxische Derivate bereits bekannt (Dassler et al., 2000; Jack et al., 2001; 
Livshits et al., 2003). Auch in vier weiteren DNA-Microarray-Experimenten konnte die 
starke Expressionszunahme von Cg0701 infolge der Inkubation mit D-Serin nachgewiesen 
werden. Aufgrund von Problemen mit unspezifischer oder ungleichmäßiger Hybridisierung 
konnten diese Experimente aber nicht weiter ausgewertet werden. Um die Expression von 
Cg0701 genauer zu untersuchen, wurden quantitative Real-Time-PCR-Experimente 
durchgeführt. Zunächst konnten dabei die Daten der Microarray-Experimente bestätigt 
werden und eine etwa 30-fach stärkere Expression von Cg0701 in Kulturen mit D-Serin 
nachgewiesen werden. In weiteren Analysen aus neuen Anzuchten schwankten die Werte 
allerdings stark zwischen einer 1,5- bis 30-fach erhöhten Expression. Allerdings war der 

1

10

100

0

20

40

60

80

100

120

0 10 20 30 40 50

W
ac

hs
tu

m
 [O

D 6
00

]

Ko
nz

en
tr

at
io

n 
[m

M
]

Zeit [h]



 Ergebnisse   46 

Zeitpunkt der D-Serin-Abnahme in den einzelnen Kulturen variabel (Daten nicht gezeigt), 
was zusätzlich zur Tatsache, dass in der stationären Phase eine schlechte 
Reproduzierbarkeit globaler mRNA-Analysen gegeben ist, die sehr unterschiedlichen 
Expressionsdaten zu Cg0701 erklären könnte. Die Abnahme der D-Serin-Konzentration im 
Überstand von C. glutamicum-Kulturen konnte demnach nicht geklärt werden. In 
genomweiten Microarray-Analysen und quantitativen Real-Time-PCR-Experimente 
konnte allerdings gezeigt werden, dass die Expression eines für einen Transporter der 
DME-Familie kodierenden Gens nach D-Serin-Zugabe stark aktiviert wurde.  

3.2 Bildung von D-Aminosäuren mit C. glutamicum 

Als Grundlage zur Bildung von D-Aminosäuren mit C. glutamicum sollten Stämme 
dienen, die L-Aminosäuren wie L-Serin oder L-Lysin bilden. Aus diesen L-Aminosäuren 
sollte durch Racemisierung dann das entsprechende Racemat gebildet und daraus 
letztendlich die D-Aminosäure gewonnen werden. Da entsprechende L-Aminosäure-
Produktionsstämme für L-Serin oder L-Lysin bereits bestanden, wurden zunächst 
Möglichkeiten zur Racemisierung getestet. Diese kann sowohl chemisch als auch 
enzymatisch mittels Racemasen durchgeführt werden. 

3.2.1 Chemische Racemisierung von Serin 

Prinzipiell ist eine Racemisierung von Aminosäuren durch Inkubation bei stark basischem 
pH und bei hohen Temperaturen möglich (Friedman, 2010; Schwass & Finley, 1984). Es 
sollte nun getestet werden, ob eine Racemisierung von Serin unter diesen Bedingungen 
auch direkt in der Kulturbrühe einer C. glutamicum-Kultur möglich ist. Dazu wurde 
C. glutamicum ATCC13032 aus einer Vorkultur in CGIII-Komplexmedium in eine 
Hauptkultur in CGXII-Glukose-Medium überimpft und 24 Stunden bis zum Erreichen der 
stationären Phase bei 30 °C inkubiert. Der Kulturbrühe wurde dann 40 g l-1 L-Serin (etwa 
380 mM) zugesetzt. Anschließend wurden Aliquots dieser Mischung auf einen stark 
sauren, neutralen oder stark basischen pH eingestellt und entweder bei Raumtemperatur 
oder bei 80 °C inkubiert. Die Konzentration der beiden Enantiomere in der Kulturbrühe 
wurde mittels HPLC bestimmt. Wie in Tabelle 3.2 zu sehen, konnte nur bei hoher 
Temperatur (80 °C) und stark basischem pH (pH 14) eine Racemisierung in der 
Kulturbrühe festgestellt werden. Diese lag mit 12 %, d.h. es lag 6 % D-Serin vor (siehe 
auch Legende zu Tabelle 3.2), nach 24 Stunden Inkubation aber sehr niedrig. Erst durch 
die Zugabe von Pyridoxal-5´-phosphat (PLP) konnte die Geschwindigkeit der 
Racemisierung deutlich verbessert werden. Schon bei der ersten Probennahme nach 
7 Stunden waren 46 % des L- in D-Serin umgewandelt. Durch die Ausbildung einer Schiff-
Base mit der Aminosäure wirkt das PLP hier als nicht enzymatischer Katalysator (Ebbers 
et al., 1997) (Ishiwata et al., 1989). 
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Tabelle 3.2:  Chemische Racemisierung von Serin in Kulturbrühe von C. glutamicum. Aufgeführt ist die 
Racemisierung in % bei verschiedenen Inkubationsbedingungen. Dabei entspricht eine 
100 %ige Racemisierung einer Umsetzung von 50 % des eingesetzten L- zu D-Serin. PLP: 
Pyridoxal-5´-phosphat, RT: Raumtemperatur 

 RT 80 °C 

Zusätze Zeit  pH 2 pH 7 pH 14 pH 2 pH 7 pH 14 

ohne PLP 24 h 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 12 % 

+ 0,1 % PLP 7 h 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 92 % 

 

Eine Racemisierung von Serin ist demnach bei hohen Temperaturen, einem stark 
basischem pH und nach Zugabe von PLP auch direkt in Kulturbrühe von C. glutamicum 
möglich. 

3.2.2 Enzymatische Racemisierung 

Im Gegensatz zur chemischen Racemisierung bietet die enzymatische Racemisierung eine 
Reihe von Vorteilen. So ist die Reaktion zumeist hoch spezifisch und sie läuft bei einem 
neutralen pH und gemäßigten Temperaturen ab. Ein weiterer großer Vorteil ist, dass die 
Produktion der L-Aminosäure und die Bildung des Racemats innerhalb einer einzigen 
Zelle möglich sind. Durch die Transformation eines L-Aminosäureproduktionsstammes 
mit der passenden Racemase könnte so direkt ein Racemat gebildet werden, aus dem in 
einem weiteren Schritt die reine D-Aminosäure isoliert werden könnte. 

Da der Fokus innerhalb dieser Arbeit besonders auf der Bildung von D-Serin mit 
C. glutamicum lag, wurden zunächst hoch-spezifische Serin-Racemasen untersucht. Da 
eine solche in C. glutamicum nicht vorhanden ist, musste ein entsprechendes Gen daher in 
einem anderen Organismus identifiziert und in C. glutamicum überexprimiert werden. 
Datenbankanalysen zeigten, dass Serin-Racemasen hauptsächlich in Eukaryoten verbreitet 
sind. Unter den Prokaryoten konnten hingegen nur einige wenige Serin-Racemasen, wie 
zum Beispiel die membrangebundene Serin-Racemase VanT aus Enterococcus gallinarum, 
gefunden werden (Arias et al., 1999). Das Gen dieser Racemase wurde ebenso wie das der 
eukaryotischen Serin-Racemase mSR aus Mus musculus (Strisovsky et al., 2003) mit einer 
an den Kodongebrauch von C. glutamicum angepassten Sequenz synthetisiert (GENEART, 
Regensburg) und in den E. coli–C. glutamicum Shuttle-Vektor pEKEx2 kloniert. Die 
Expression war somit unter der Kontrolle des Ptac-Promotors möglich. Allerdings zeigte 
sich für beide Racemasen weder Aktivität im Rohextrakt, noch konnten die Proteine in C. 
glutamicum mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nachgewiesen werden. Da für 
die nicht-adaptierte Variante von mSR bereits eine erfolgreiche Expression in E. coli 
MC1061 gezeigt werden konnte (Strisovsky et al., 2005), wurde diese Variante des Gens 
in den E. coli-Expressionsvektor pET22b(+) kloniert. Allerdings konnte in keinem der 
getesteten E. coli Stämme (C41(DE3), BL21(DE3), BLR(DE3)) eine Expression mittels 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nachgewiesen werden. 
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spezifische Bande in der Größe der Volllängenvariante (44 kDa) oder der verkürzten 
„reifen“ Variante (42 kDa) identifiziert werden (Abbildung 3.4, C). 

Die Tatsache, dass das SP-ArgR-Protein nicht nachgewiesen werden konnte, könnte auf 
Fehler in der Transkription, Translation, Translokation oder auch der Proteinstabilität 
hindeuten. Ein entscheidender Faktor könnte auch der Cofaktor der Racemase, das 
Pyridoxal-5´-phosphat (PLP) spielen. Wie in vorherigen Arbeiten gezeigt werden konnte, 
ist der Export von SP-ArgR in E. coli Sec-abhängig (Matsui et al., 2009). Für Cofaktor-
abhängige Enzyme ist das ungewöhnlich, da das Protein ungefaltet exportiert wird und der 
Einbau von PLP so erst post-translokational im Periplasma erfolgen kann. Mechanismen 
zum Export des Cofaktors PLP ins Periplasma sind bislang aber nicht bekannt. Sollte PLP 
im Periplasma von C. glutamicum nicht vorhanden sein, so könnte dies dazu führen, dass 
das ArgR-Protein nach dem Export nicht oder falsch faltet und schnell abgebaut wird. Um 
diese These zu überprüfen wurde das native Signalpeptid gegen das Signalpeptid der 
Trimethylamin-N-oxid (TMAO)-Reduktase TorA aus E. coli, das einen strikt Tat-
abhängigen Export ermöglicht (Blaudeck et al., 2001), ausgetauscht. Wie in Abbildung 3.4 
(D) zu sehen, zeigte sich für die Expression von TorA-argR eine spezifische Bande von 
etwa 43 kDa im Überstand der C. glutamicum-Kultur. Auch das Protein dieser Bande 
konnte mit einer Abdeckung der Proteinsequenz von 26 % mittels MALDI-TOF-MS als 
reifes ArgR identifiziert werden. Da die reife Variante des Proteins in diesem Fall 
zusammen mit 8 Aminosäuren des reifen TorA-Proteins und einer 3 Aminosäure-langen 
„linker“-Sequenz exprimiert wurde, entsprechen 43 kDa auch der erwarteten Größe. Im 
Gegensatz zum Kulturüberstand konnten im Rohextrakt von C. glutamicum-pEKEx2-
TorA-argR zwei schwache Banden nachgewiesen werden, die in etwa einem Protein mit 
einem Molekulargewicht von etwas über beziehungsweise etwas unter 45 kDa entsprachen 
(in Abbildung 3.4 nur als eine gemeinsame Bande zu sehen). Während die größere 
Variante eventuell die unprozessierte Volllängenvariante von TorA-ArgR darstellt, die 
einem Molekulargewicht von etwa 47 kDa entspricht, könnte die kleinere Bande einem 
cytosolischen Abbauprodukt von TorA-ArgR entsprechend. Mit einer Sequenzabdeckung 
von 9 % und 3 übereinstimmenden Peptidmassen, von denen eine beispielhaft mittels MS-
MS bestätigt werden konnte, konnte im Rohextrakt von C. glutamicum-pEKEx2-TorA-
argR bislang aber nur die Signalpeptid-freie Variante von ArgR sicher mittels MALDI-
TOF-MS identifiziert werden. ArgR kann demnach nur bei einem Tat-abhängigen Export, 
aber nicht bei einem Sec-abhängigen Export, im Periplasma von C. glutamicum 
nachgewiesen werden. Dies könnte auf den Einbau des Cofaktors PLP zurückzuführen 
sein, der eventuell nur im Cytoplasma, aber nicht im Periplasma von C. glutamicum 
vorliegt. 
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 Tabelle 3.3:  In vitro- und in vivo-Aktivitäten von ArgR. Dargestellt ist die spezifische Aktivität der 
Racemase bei 37 °C und pH 10 mit verschiedenen Substraten. Für die in vitro-Aktivität wurde 
die Racemase aus E. coli C41(DE3) mit C-terminalem 6x His-Tag gereinigt. Für die in vivo-
Aktivität wurde der Rohextrakt von C. glutamicum-pEKEx3-argR benutzt. Alle Experimente 
wurden mindestens 3x durchgeführt. Es sind Mittelwerte dargestellt. In der letzten Spalte sind 
Literaturdaten mit isoliertem Enzym angegeben (Matsui et al., 2009).  n.g.: nicht gemessen. 

  in vitro-Aktivität  in vivo-Aktivität  Literatur 

Substrat 
 spez. Aktivität 

[µmol mg-1 min-1] 

Aktivität 

[%] 

 spez. Aktivität 

[µmol mg-1 min-1] 

Aktivität 

[%] 

 Aktivität 

[%] 

L-Lysin  1260 ± 22 100  119 ± 10 100  100 

L-Ornithin  1135 ± 20 90  96 ± 7 81  42 

L-Arginin  879 ± 47 70  86 ± 2 72  95 

L-Serin  34 ± 2 3  3 ± 1 2  n.g. 

 

Für die Konstruktion eines D-Serin- oder D-Aminosäure-produzierenden Stammes musste 
im Folgenden auch die in vivo-Aktivität der Racemase in C. glutamicum geprüft werden. 
Dazu wurde das Gen der N-terminal verkürzten Variante im Vektor pEKEx3 unter der 
Kontrolle des Ptac-Promotors in C. glutamicum ATCC13032 exprimiert (Abbildung 3.5 
(B)), die Zellen aufgeschlossen und der Rohextrakt in 10 mM CAPS (pH 10) umgepuffert. 
Die Messung der in vivo-Aktivität erfolgte dann unter den gleichen Bedingungen, wie 
schon für die Messung der in vitro-Aktivität beschrieben. Wie in Tabelle 3.3 zu sehen, 
zeigte die Racemase auch in C. glutamicum Aktivität. Da die Berechnung der spezifischen 
Aktivitäten auf der Grundlage der Gesamtprotein-Konzentration und nicht auf der 
Konzentration von gereinigtem Protein beruhte, sind die Werte allerdings niedriger als die 
für die in vitro-Aktivität gemessenen. Die Unterschiede in den spezifischen Aktivitäten 
deuten dabei darauf hin, dass etwa 10 % des Gesamtproteins in C. glutamicum–pEKEx3-
argR aus ArgR-Protein bestand, was im Hinblick auf die Konzentrationen, die über das 
SDS-Polyacrylamid-Gel abgeschätzt werden können (Abbildung 3.5 (B)), plausibel 
erscheint. Die prozentualen Verhältnisse der Aktivitäten mit den verschiedenen Substraten 
untereinander waren zwischen in vivo- und in vitro-Aktivität immer vergleichbar. ArgR ist 
damit eine geeignete Racemase zur Bildung von D-Serin und anderen D-Aminosäuren mit 
C. glutamicum.   

3.2.3 Bildung von D-Serin mit C. glutamicum Ser4-argR 

Als Ausgangsstamm zur Bildung von D-Serin wurde der L-Serin-Produktionsstamm 
C. glutamicum Ser4 genutzt. Dieser akkumuliert durch Deletion des für die L-Serin-
Dehydratase kodierenden Gens sdaA und durch Deletion der für die Enzyme der Folsäure-
Synthese kodierenden Gene pabABC, sowie gleichzeitiger Überexpression der Gene 
serACB, die für die Enzyme der L-Serin-Biosynthese kodieren, bis zu 80 mM L-Serin im 
Kulturüberstand (Stolz et al., 2007). 
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3.2.3.1 Bildung von D-Serin 
Für die Produktion von D-Serin wurde der L-Serin-Produktionsstamm C. glutamicum Ser4 
mit dem Plasmid pEKEx3-argR transformiert. Der daraus resultierende Stamm Ser4-
pEKEx3-argR wurde zunächst etwa 10 Stunden in CGIII-Vollmedium vorgezogen und 
dann in CGXII-Glukose-Medium überimpft. Nach Kultivierung für etwa 12 Stunden 
wurde hieraus die Hauptkultur in CGXII-Glukose-Medium inokuliert. Wie bereits in den 
Arbeiten von Michael Stolz gezeigt werden konnte, führt die Supplementation des 
Folsäure-auxotrophen Stammes Ser4 mit unterschiedlichen Konzentrationen an Folsäure 
zu unterschiedlichen Aktivitäten der Serin-Hydroxy-Methyltransferase SHMT, was einen 
direkten Einfluss auf die L-Serin-Ausbeuten hat (Stolz et al., 2007). Aus diesem Grund 
wurde die Hauptkultur des neuen Stammes Ser4-pEKEx3-argR sowohl ohne Folsäure als 
auch mit 0,5 mM Folsäure angezogen und das Wachstum sowie die Produktion der beiden 
Enantiomere mittels HPLC bestimmt. Der Versuch wurde dreimal durchgeführt. 
Abbildung 3.6 zeigt exemplarisch das Ergebnis eines dieser Versuche.  

Wie zu erwarten, zeigte sowohl der Ausgangsstamm Ser4 als auch der Kontrollstamm mit 
dem Leerplasmid Ser4-pEKEx3 keine Akkumulation von D-Serin im Kulturüberstand 
(Abbildung 3.6, A-D). L-Serin hingegen konnte nach 120 Stunden Fermentation in 
Konzentrationen von 81 bzw. 26 mM für Ser4 (ohne bzw. mit Folsäure, A+B) und 50 bzw. 
71 mM für Ser4-pEKEx3 (ohne bzw. mit Folsäure, C+D) detektiert werden. Das 
Wachstum der beiden Stämme war ohne Folsäure zwar langsamer, am Ende der 
Fermentation wurden aber ähnliche optische Dichten erreicht. Auch ist erkennbar, dass die 
Anwesenheit des Leervektors, obwohl kein Spectinomycin zugegeben wurde, das 
Wachstum der Zellen verzögerte. 

Im Gegensatz dazu konnte im Überstand der Ser4-pEKEx3-argR-Kulturen stets L- und 
D-Serin detektiert werden (Abbildung 3.6, E+F). Überraschenderweise zeigten sich dabei 
unterschiedliche Verhältnisse der beiden Enantiomere im Kulturüberstand, wobei das 
D-Enantiomer sogar im Überschuss vorlag. Dies konnte in allen drei unabhängig 
voneinander durchgeführten Experimenten gezeigt werden (Daten nicht gezeigt). Ohne 
Supplementation mit Folsäure entstand etwa doppelt so viel D-Serin wie L-Serin 
(Abbildung 3.6, E). Nach 120 Stunden lag die D-Serin-Konzentration bei 81 mM und die 
von L-Serin bei 37 mM. Mit Folsäure-Supplementation waren die Unterschiede etwas 
geringer (51 mM D-Serin bzw. 41 mM L-Serin nach 120 Stunden (Abbildung 3.6, F)). Im 
Vergleich mit dem Ausgangsstamm Ser4, für den Serinausbeuten von etwa 80 mM 
beschrieben sind (Stolz et al., 2007), erhöhte sich mit diesem Stamm die Gesamt-
Serinausbeute um 15 bis knapp 50 % auf 92 bis 118 mM Serin. Das Wachstum des 
Stammes war ohne Folsäure-Supplementation außerdem deutlich langsamer. Im Gegensatz 
zu allen anderen Kulturen konnten am Ende der Fermentation bei 600 nm nur optische 
Dichten im Bereich von 10 gemessen werden. 
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Abbildung 3.6:  Bildung von D- und L-Serin mit C. glutamicum Ser4-pEKEx3-argR. Dargestellt sind das 
Wachstum in CGXII-Glukose-Medium und die Konzentrationen an D- und L-Serin im Kulturüberstand über 
die Zeit. A, C, E: Kulturen ohne Folsäure, B, D, F: Kulturen mit 0,5 mM Folsäure, A+B: C. glutamicum 
Ser4, C+D: C. glutamicum Ser4-pEKEx3, E+F: C. glutamicum Ser4-pEKEx3-argR. L-Serin (); D-Serin 
(); Wachstum (). 

Wie bereits erwähnt, waren sowohl die D-Serinbildung als auch das Wachstum in den 
insgesamt drei voneinander unabhängigen Experimenten vergleichbar. Interessanterweise 
ist die im Vergleich zu den Aktivitäten der Racemase mit anderen Aminosäuren relativ 
geringe Aktivität mit L-Serin (Tabelle 3.3) also für eine vollständige Racemisierung von 
intern gebildetem L-Serin vollkommen ausreichend.  

3.2.3.2 Bestimmung der Exportraten von L- und D-Serin 
Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, konnte nach Expression des Gens der Racemase 
ArgR in einem L-Serin-Produktionsstamm ein Überschuss an D-Serin im Kulturüberstand 
festgestellt werden. Da die Racemasereaktion eine Gleichgewichtsreaktion darstellt, ist ein 
solches Ergebnis allerdings sehr verwunderlich. Prinzipiell ist davon auszugehen, dass 
intern entweder ein Gleichgewicht zwischen den beiden Enantiomeren besteht oder aber 

1

10

100

0

25

50

75

100

0 50 100 150

W
a

ch
st

u
m

  [
O

D
60

0]

K
o

n
ze

n
tr

a
ti

o
n

 [
m

M
]

Zeit [h]

1

10

100

0

25

50

75

100

0 50 100 150

W
a

ch
st

u
m

  [
O

D
60

0]

K
o

n
ze

n
tr

a
ti

o
n

 [
m

M
]

Zeit [h]

1

10

100

0

25

50

75

100

0 50 100 150

W
ac

h
st

u
m

  [
O

D
6

00
]

K
o

n
ze

n
tr

at
io

n
 [

m
M

]

Zeit [h]

1

10

100

0

25

50

75

100

0 50 100 150

W
ac

h
st

u
m

  [
O

D
60

0
]

K
o

n
ze

n
tr

at
io

n
 [

m
M

]

Zeit [h]

1

10

100

0

25

50

75

100

0 50 100 150

W
ac

h
st

u
m

  [
O

D
60

0
]

K
o

n
ze

n
tr

at
io

n
 [

m
M

]

Zeit [h]

1

10

100

0

25

50

75

100

0 50 100 150

W
ac

h
st

u
m

  [
O

D
6

00
]

K
o

n
ze

n
tr

at
io

n
 [

m
M

]

Zeit [h]

ohne Folsäure + 0,5 mM Folsäure

Se
r4

-p
EK

Ex
3

Se
r4

Se
r4

-p
EK

Ex
3-

ar
gR

A B

C D

E F



 Ergebnisse   54 

bei zu geringer Racemaseaktivität das L-Enantiomer im Überschuss vorliegt. Um die 
internen Konzentrationen zu bestimmen, wurde der Stamm C. glutamicum Ser4-pEKEx3-
argR daher erneut, wie im vorherigen Kapitel beschrieben, angezogen. Zu Beginn der 
Akkumulation der Enantiomere im Medium, etwa nach 15 Stunden Fermentation 
(Abbildung 3.6, E), wurde ein Teil der Zellen in frisches CGXII-Glukose-Medium ohne 
Folsäure überimpft und in regelmäßigen Abständen die interne Konzentration an Serin 
mittels Silikonölzentrifugation und anschließender HPLC bestimmt. Es zeigte sich, dass 
über den gesamten Zeitraum immer ein Gleichgewicht zwischen den beiden Enantiomeren 
intern vorlag (Abbildung 3.7). Die interne Konzentration an Serin stieg dabei von 
anfänglich 150 mM auf etwa 250 mM nach 4 Stunden Fermentation an. 

 
Abbildung 3.7:  Interne Konzentrationen an L- und D-Serin in C. glutamicum Ser4-pEKEx3-argR. 
Dargestellt sind die mittels HPLC ermittelten internen Konzentrationen an L- und D-Serin. Der Stamm 
wurde dabei ohne Folsäure-Supplementation in CGXII-Glukose-Medium kultiviert. 

Zusätzlich zu den internen Konzentrationen wurden auch die Konzentrationen im 
Kulturüberstand über die Zeit gemessen, um Exportraten für L- und D-Serin zu bestimmen. 
Die Anzucht von C. glutamicum Ser4-pEKEx3-argR erfolgte wie schon für die 
Bestimmung der Serin-Produktion und die Bestimmung der internen Konzentrationen 
beschrieben. Nach Kultivierung in CGIII-Komplexmedium und CGXII-Glukose-
Minimalmedium wurde dabei die Hauptkultur in CGXII-Glukose-Minimalmedium 
inokuliert und für 15 Stunden kultiviert. Aus dieser Kultur wurden dann so viele Zellen 
ohne einen Waschschritt in frisches CGXII-Glukose-Medium überführt, dass eine Start-
OD600 von 1 erreicht wurde. Über den Versuchszeitraum von 4 Stunden fand dabei nur ein 
leichtes Wachstum auf eine OD600 von 1,2 bis 1,3 statt.  Wie in Abbildung 3.8 zu sehen, 
stiegen die Konzentrationen der beiden Enantiomere im Kulturüberstand über einen 
Zeitraum von 4 Stunden kontinuierlich, aber für D-Serin deutlich schneller an. Aus 5 
Versuchen konnte für L-Serin eine mittlere Exportrate von 6,69 ± 0,51 nmol min-1 (mg 
TG)-1 und für D-Serin eine von 16,20 ± 1,19 nmol min-1 (mg TG)-1 berechnet werden. 
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Damit wird D-Serin unter diesen Bedingungen etwa 2,5-fach schneller aus der Zelle 
exportiert als L-Serin. 

 
Abbildung 3.8:  Konzentrationen von L- () und D-Serin () im Überstand einer C. glutamicum Ser4-
pEKEx3-argR-Kultur zur Bestimmung der Exportraten. Der Stamm wurde dabei ohne Folsäure in CGXII-
Glukose-Medium mit einer Start-OD600 von 1 wie zur Bestimmung der internen Konzentrationen kultiviert. 

Die Unterschiede in den Konzentrationen von L- und D-Serin im Kulturüberstand sind 
demnach auf einen unterschiedlichen Export der beiden Enantiomere und nicht etwa auf 
eine Wiederaufnahme und Verstoffwechselung von ausgeschiedenem L-Serin 
zurückzuführen. Für die Produktion von D-Serin mit C. glutamicum Ser4-pEKEx3-argR 
scheint demnach der Export der entscheidende Schritt zu sein. Erstaunlicherweise zeigen 
sich unterschiedliche Exportraten, die eventuell auch auf die Nutzung unterschiedlicher 
Exportsysteme hindeuten. Bislang konnte schon gezeigt werden, dass der Exporter ThrE 
neben L-Threonin auch L-Serin exportiert. Im Peptidsystem konnten mit dem Wildtyp 
dabei Exportraten für L-Threonin von 2,7 nmol min-1 (mg TG)-1 und für L-Serin von 
1,4 nmol min-1 (mg TG)-1 gemessen werden (Simic et al., 2001). Im Produktionsstamm 
sind die Exportraten damit mit 6,7 bis 16,2 nmol min-1 (mg TG)-1 deutlich höher. Da die 
internen Konzentrationen mit etwa 200 mM L-Threonin beziehungsweise 180 mM L-Serin 
in den Arbeiten von Petra Simic etwa vergleichbar zum Stamm C. glutamicum Ser4-
pEKEx3-argR waren, könnte dies auf die Nutzung eines weiteren Exportsystems 
hindeuten. Trotz der hohen Exportraten konnte für C. glutamicum Ser4-pEKEx3-argR 
intern eine relativ starke Akkumulation auf bis zu 250 mM Serin nach 4 Stunden 
(Abbildung 3.7) gemessen werden, was auf Limitationen im Serin-Export hinweist. 
Interessanterweise sind die Unterschiede in den L- und D-Serin-Konzentrationen im 
Kulturüberstand deutlich geringer, wenn der Stamm in CGXII-Glukose-Medium mit 
Folsäure kultiviert wird (Abbildung 3.6, F). Da der Stamm unter diesen Bedingungen 
besser wächst als ohne Folsäure könnte es sein, dass intern weniger Serin akkumuliert. 
Unter Umständen werden für den Export von L- und D-Serin also unterschiedliche 
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Exportsysteme mit unterschiedlichen Affinitäten für L-und D-Serin und eventuell auch 
Unterschieden auf Expressionsebene bei Wachstum mit oder ohne Folsäure genutzt. 

 

3.2.4 Abbau von L-Serin über die Tryptophan-Synthase 

Wie in den vorherigen Kapiteln gezeigt werden konnte, ist die Produktion von D-Serin mit 
C. glutamicum möglich. Aus der racemischen Mischung muss das D-Enantiomer allerdings 
noch rein gewonnen werden. Klassische Separationswege, wie zum Beispiel die 
enantioselektive Kristallisation (Fogassy et al., 2006), sind dabei aufgrund der ähnlichen 
Eigenschaften von L- und D-Serin nicht möglich. Zudem wäre im wirtschaftlichen Sinne 
die Nutzung beider Enantiomere wünschenswert. Aus diesem Grund wurde geprüft, ob 
L-Serin mit einem C. glutamicum-Stamm, der die Tryptophan-Synthase (EC 4.2.1.20) 
überexprimiert, zusammen mit Indol in L-Tryptophan umgewandelt werden kann 
(Abbildung 3 .9). Die beiden Aminosäuren D-Serin und L-Tryptophan können dann 
aufgrund ihrer physikalischen Unterschiede vergleichsweise einfach über klassische 
Methoden getrennt werden. 

 
Abbildung 3 .9:  Schematische Darstellung der Bildung von L-Tryptophan aus einer von C. glutamicum 
produzierten Mischung aus L- und D-Serin. ArgR: Arginin-Racemase, TrpBA: Tryptophan-Synthase. 

Für die biotechnologische Produktion von L-Tryptophan aus L-Serin wird schon jetzt die 
Aktivität der Tryptophan-Synthase benutzt. Bislang wurde allerdings der E. coli-Stamm 
B10 für die Umsetzung eingesetzt, der zwar eine hohe Tryptophan-Synthase-Aktivität, 
aber auch eine starke Sensitivität gegenüber einem der Substrate der Reaktion, dem Indol 
zeigt (Bang et al., 1983). Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass L-Serin durch E. coli 
über drei hoch-spezifische und hoch-affine L-Serin-Dehydratasen stark abgebaut wird 
(Burman et al., 2004; Shao & Newman, 1993; Su & Newman, 1991). Aus diesem Grund, 
und auch um in der Produktion von D-Serin ausschließlich mit C. glutamicum arbeiten zu 
können, sollte das Potential von C. glutamicum zur Produktion von L-Tryptophan aus 
L-Serin geprüft werden. 
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Um zu testen, ob die neu konstruierten Stämme auch die Umwandlung von extern 
zugesetztem L-Serin zu L-Tryptophan katalysieren können, wurden Enzymtests mit 
ruhenden Zellen durchgeführt. Dazu wurden die Stämme C. glutamicum-pEKEx2-trpB und 
C. glutamicum-pEKEx2-trpBA in CGIII-Komplexmedium angezogen und die Gen-
expression durch Zugabe von IPTG induziert. Zur Bestimmung der Aktivität wurden die 
Zellen in Phosphatpuffer resuspendiert, die Substrate L-Serin und Indol zugesetzt und bei 
37 °C inkubiert. Die Analyse der Aminosäurekonzentration erfolgte zu verschiedenen 
Zeitpunkten mittels HPLC. Als Referenzstamm wurde der schon in der Produktion 
eingesetzte E. coli B10-Stamm in LB-Medium angezogen und die Zellen ebenso in 
Phosphatpuffer mit L-Serin und Indol inkubiert.  

 
Abbildung 3.12:  Produktion von L-Tryptophan (graue Balken) aus L-Serin (schwarze Balken) mit 
C. glutamicum. Dargestellt sind die prozentualen Konzentrationen an L-Serin und L-Tryptophan, wobei die 
Konzentration der beiden Aminosäuren zusammen zum Zeitpunkt t=0 auf 100 % gesetzt wurde. Die 
Bestimmung der Konzentrationen erfolgte mittels HPLC. A: C. glutamicum-pEKEx2-trpB, B: 
C. glutamicum-pEKEx2-trpBA, C: E. coli B10. 

Wie in Abbildung 3.12 zu sehen, führte die Überexpression der Gene trpB und trpA zur 
Bildung von L-Tryptophan aus L-Serin und Indol (B). Dabei konnte schon nach 3 Stunden 
eine Umsetzung von etwa 80 % des eingesetzten L-Serins festgestellt werden. Die 
Überexpression des Gens der β-Untereinheit alleine führte hingegen kaum zu einer 
Umsetzung (A). Nach 5 Stunden waren hier nur etwa 5 % des L-Serins in L-Tryptophan 
umgesetzt. Ferner konnte auch keine Umsetzung gemessen werden, wenn eines der beiden 
Substrate L-Serin oder Indol fehlte oder der Wildtyp C. glutamicum ATCC13032 
verwendet wurde (Daten nicht gezeigt). Interessanterweise war die Umsetzung unter den 
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verwendeten Bedingungen mit C. glutamicum-pEKEx2-trpBA deutlich schneller als mit 
dem schon in der Produktion verwendetem Stamm E. coli B10. Während nach 5 Stunden 
Inkubation in der E. coli-Kultur nur etwa 46 % des L-Serins umgesetzt wurde, konnte für 
die C. glutamicum-Kultur bereits eine Umsetzung von 80 % gemessen werden. 

Eine Umsetzung von L-Serin mit Indol zu L-Tryptophan ist mit dem Stamm 
C. glutamicum-pEKEx2-trpBA demnach möglich und scheint im Gegensatz zum für die 
Produktion optimierten Stamm E. coli B10 sogar deutlich effektiver. Für die Produktion 
von D-Serin wäre dies somit eine attraktive Möglichkeit, um die D-Aminosäure 
vergleichsweise einfach zugänglich zu machen. 

3.2.5 Bildung von D-Arginin, D-Lysin und D-Ornithin 

Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, war die Produktion von D-Serin mit einem 
C. glutamicum-Stamm, der die Racemase ArgR produziert, erfolgreich. Dies war zunächst 
insofern verwunderlich, als die in vitro-Aktivität der Racemase mit L-Serin relativ gering 
ist (Tabelle 3.3). Im Gegensatz dazu konnten hohen Aktivitäten mit L-Arginin, L-Ornithin 
und L-Lysin gemessen werden. Da ebenso wie für D-Serin auch für andere 
D-Aminosäuren Einsatzmöglichkeiten zum Beispiel im pharmazeutischen Bereich 
bestehen (Martinez-Rodriguez et al., 2010), wurde auch die Produktion dieser 
D-Aminosäuren mit C. glutamicum getestet. Dazu wurden Produzentenstämme der 
entsprechenden L-Aminosäuren mit dem Plasmid pEKEx3-argR transformiert und die 
Bildung der Enantiomere verfolgt. 

Als L-Lysin-Produktionsstamm wurde der Stamm C. glutamicum DM1933 (Blombach 
et al., 2009) genutzt, der neben der Inaktivierung der PEP-Carboxylase und  verschiedenen 
Punktmutationen auch eine chromosomale Verdopplung einiger L-Lysin-Biosynthese-
Gene und des Gens des L-Lysin-Exporters LysE beinhaltet. Der L-Arginin-
Produktionsstamm ARG2, der für die D-Arginin-Produktion genutzt wurde, leitet sich vom 
Stamm ARG1 ab (Schneider et al., 2010). Dieser beinhaltet neben der Deletion des argR-
Gens (NCgl1345), das für den Repressor der Arginin-Biosynthese-Gene kodiert, auch 
2 Punktmutationen im Gen argB (NCgl1342), die zu einer Aufhebung der Endprodukt-
Hemmung der Acetylglutamat-Kinase führen. Allerdings lag die mutierte Variante 
argBA49VM54V im Stamm ARG1 auf dem Plasmid pEKEx3 vor. Um die Transformation mit 
dem Plasmid pEKEx3-argR, das für die Racemase kodiert, im Weiteren zu ermöglichen, 
wurde das Gen argBA49VM54V aus dem Vektor pEKEx3 amplifiziert und in den Vektor 
pVWEx2 ligiert. Durch Transformation des Stammes C. glutamicum ∆argR mit dem 
Vektor pVWEx2-argBA49VM54V entstand der L-Arginin-Produktionsstamm ARG2. Zur 
Produktion von L-Ornithin, das ein Intermediat der L-Arginin-Biosynthese darstellt, wurde 
der Stamm ORN1 genutzt (Schneider et al., 2010). Dieser besitzt ebenso wie der 
L-Arginin-Produktionsstamm eine Deletion im Gen des Repressors ArgR. Zusätzlich ist 
der Abbau von L-Ornithin zu L-Citrullin durch Deletion von argF (NCgl1344), das für die 
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Ornithin-Carbamoyl-Transferase kodiert, unterbrochen und der Stamm damit arginin-
auxotroph.  

Die drei L-Aminosäure-Produktionsstämme wurden mit dem Plasmid pEKEx3-argR 
transformiert und in CGXII-Glukose-Medium kultiviert. Der arginin-auxotrophe Stamm 
ORN1 wurde dabei mit 500 µM L-Arginin supplementiert. Es wurde das Wachstum 
verfolgt und die Bildung der Enantiomere zu verschiedenen Zeitpunkten mittels HPLC 
bestimmt. Die Anzuchten wurden jeweils dreifach ausgeführt. Abbildung 3.13 zeigt 
exemplarisch die Ergebnisse eines dieser Versuche. 

 
Abbildung 3.13:  Bildung von D-Lysin (A+B), D-Arginin (C+D) und D-Ornithin (E+F) mit C. glutamicum. 
Dargestellt sind das Wachstum in CGXII-Glukose-Medium () und die Konzentrationen an D-Aminosäure 
() und L-Aminosäure () im Kulturüberstand. A, C, E: Stämme mit dem Leerplasmid pEKEx3, B, D, F: 
Stämme mit pEKEx3-argR. 

Bei jedem der drei Stämme führte die Anwesenheit von pEKEx3-argR zur Produktion 
eines Racemats. Anders als bei der Bildung von D-Serin wurde also immer eine etwa 
gleichmäßige Verteilung der Enantiomere erreicht. Für den Stamm DM1933 konnte dabei 
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mit der Racemase eine Akkumulation von etwa 26 mM L- und 29 mM D-Lysin im 
Kulturüberstand gemessen werden, für ARG2 etwa 3 mM L- und 3 mM D-Arginin und für 
ORN1 etwa 44 mM L- und 48 mM D-Ornithin. Die im Vergleich geringen 
Konzentrationen an L- und D-Arginin mit dem Stamm ARG2 beruhen auf der insgesamt 
geringen Akkumulation von Arginin mit diesem Stamm. Auch ohne das Vorhandensein 
eines Vektors konnten nur 8 mM L-Arginin mit diesem Stamm produziert werden (Daten 
nicht gezeigt). Dies ist insofern verwunderlich, weil ein Stamm mit identischen Mutationen 
in argB, aber auf einem anderen Plasmid kodiert, in anderen Arbeiten schon zur Bildung 
von 40 bis 50 mM L-Arginin führte (Ikeda et al., 2009; Schneider et al., 2010)  Das 
Wachstum der Stämme wird durch die Expression des Gens der Racemase kaum 
beeinträchtigt. Einzig der Stamm ORN1, dessen Wachstum aufgrund der Arginin-
Auxotrophie durch die Supplementation mit L-Arginin limitiert ist, zeigt ein leicht 
verzögertes Wachstum (Abbildung 3.13). 

Es konnte somit gezeigt werden, dass sich grundsätzlich rekombinante C. glutamicum-
Stämme zur Produktion von D-Aminosäuren eignen. Durch das Einbringen einer 
Racemase mit einem weiten Substratspektrum in die geeigneten L-Aminosäure-
Produktionsstämme konnten neben D-Serin auch D-Arginin, D-Lysin und D-Ornithin 
gebildet und in den Kulturüberstand freigesetzt werden. Mit der geeigneten Racemase und 
dem geeignetem L-Aminosäure-Produktionsstamm ist auf diese Weise auch die Produktion 
weiterer D-Aminosäuren denkbar. Auch zur Separation der Enantiomere aus dem Racemat 
steht für Serin mit der Umwandlung von L-Serin zu L-Tryptophan und den daraus 
erwachsenen Möglichkeiten zur physikalischen Trennung der beiden Aminosäuren D-Serin 
und L-Tryptophan bereits ein Werkzeug zur Verfügung. Überdies zeigen die Arbeiten 
auch, dass dem Transport der D-Aminosäure eine große Bedeutung zukommt. 

3.3 Transport von D-Aminosäuren in C. glutamicum 

3.3.1 Identifizierung von LysE als Exporter von D-Lysin 

Wie gezeigt werden konnte, akkumulieren die durch C. glutamicum gebildeten 
D-Aminosäuren im Kulturüberstand. Die Tatsache, dass die Racemase cytoplasmatisch 
lokalisiert ist (Abbildung 3.4) und für ausgewählte Aminosäuren wie L-Lysin, L-Threonin, 
L-Isoleucin oder auch L-Methionin ein aktiver Export nachgewiesen ist (Eggeling, 2009) 
legt auch einen aktiven Export der D-Aminosäuren nahe. Da bislang kein spezifischer 
D-Aminosäure-Exporter in C. glutamicum beschrieben ist, wurde exemplarisch der Export 
von D-Lysin untersucht. Die Hypothese bestand dabei darin, dass der schon beschriebene 
L-Lysin-Exporter LysE (Bellmann et al., 2001; Vrljic et al., 1996) beide Enantiomere 
exportieren kann. Zur Identifizierung von LysE als Exporter von D-Lysin wurde das 
Dipeptid-System benutzt. Einige Dipeptide werden von C. glutamicum effektiv 
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aufgenommen und intern hydrolysiert (Abbildung 3.14). Wird zum Beispiel das Dipeptid 
Lysin-Alanin eingesetzt, so wird dieses schnell aufgenommen und intern in die beiden 
Aminosäuren L-Lysin und L-Alanin gespalten (Bellmann et al., 2001; Erdmann et al., 
1993). Während L-Alanin metabolisiert werden kann, akkumuliert L-Lysin zunächst 
kurzfristig intern, bis der Export über LysE erfolgt (Abbildung 3.14, B). Deletiert man den 
Exporter von L-Lysin LysE, so akkumuliert L-Lysin aufgrund mangelnder 
Exportmöglichkeiten intern bis zu hohen Konzentrationen (Abbildung 3.14, C), was 
phänotypisch in einer Wachstumsinhibierung sichtbar wird.  

 
Abbildung 3.14:  Schematische Darstellung zur Identifizierung eines Exporters mit dem Dipeptid-System. 

Um zu testen, ob auch D-Lysin über LysE exportiert wird, wurde zunächst das Dipeptid 
D-Lys-L-Ala (Peptide 2.0, Chantilly, USA) benutzt. Der Stamm C. glutamicum ∆lysEG 
wurde dazu aus CGIII-Komplexmedium in CGXII-Glukose-Minimalmedium auf eine 
OD600 von 1 überimpft und 3 oder 12 mM D-Lys-L-Ala zugesetzt. Als Kontrolle wurde der 
Stamm auch ohne Dipeptid und mit 3 mM L-Lys-L-Ala angezogen. Während der Stamm 
nach Zugabe von 3 mM L-Lys-L-Ala über einen Zeitraum von 10 Stunden kein Wachstum 
zeigte, wuchsen die beiden Kulturen mit 3 mM bzw. 12 mM D-Lys-L-Ala ebenso wie die 
Kultur ohne Dipeptid auf eine OD600 von 17 bis 18 an (Daten nicht gezeigt). Die Messung 
der internen Aminosäure-Konzentrationen zeigte weiterhin keine Akkumulation von 
D-Lysin nach Zugabe von D-Lys-L-Ala, was entweder auf fehlende Aufnahme oder 
fehlende Hydrolyse dieses spezifischen Dipeptids hindeutet. Um trotzdem weitere 
Erkenntnisse zu erlangen wurde der Deletionsstamm C. glutamicum ∆lysEG mit dem 
Vektor pEKEx3-argR transformiert. Die Zugabe von L-Lys-L-Ala zum Stamm ∆lysEG-
pEKEx3-argR sollte zur Bildung einer racemischen Mischung von D- und L-Lysin intern 
führen. Ist LysE der Exporter auch von D-Lysin, so wäre phänotypisch immer noch eine 
Wachstumsinhibierung sichtbar, da dann die Gesamtkonzentration an Lysin vergleichbar 
mit dem Stamm ∆lysEG sein sollte. Ist LysE nicht am D-Lysin-Export beteiligt, so sollte 
die interne Konzentration an Lysin durch Export des D-Lysins und ständiger interner 
Racemisierung deutlich niedriger und der Wachstumsdefekt deutlich abgeschwächt oder 
nicht vorhanden sein. 

Lys-Ala

schnelle 
Aufnahme

Hydrolyse

L-Lysin

Export
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Abbildung 3.15:  Wachstum von C. glutamicum ∆lysEG-pEKEx3-argR nach Dipeptidzugabe. Dargestellt ist 
das Wachstum von ∆lysEG-pEKEx3 (, ) und ∆lysEG-pEKEx3-argR (, ) in CGXII-Glukose-
Medium ohne (geschlossene Symbole) und mit 3 mM L-Lys-L-Ala (offene Symbole). 

C. glutamicum ∆lysEG-pEKEx3 und ∆lysEG-pEKEx3-argR wurden dazu in CGXII-
Glukose-Medium mit und ohne 3 mM L-Lys-L-Ala kultiviert und das Wachstum verfolgt. 
Dabei konnte für beide Stämme ohne Dipeptidzugabe ein normales Wachstum festgestellt 
werden, während die Kulturen mit Dipeptid über einen Zeitraum von etwa 12 Stunden 
kaum Wachstum zeigten (Abbildung 3.15). Die Expression des Gens der Racemase ArgR 
hebt den Wachstumsdefekt also nicht auf, was darauf hindeutet, dass durch die Deletion 
von lysE auch der D-Lysin-Export blockiert ist. Um sicher zu gehen, dass die Racemase im 
Stamm ∆lysEG-pEKEx3-argR auch aktiv ist und intern ein Racemat vorliegt, wurden die 
Stämme unter den oben beschriebenen Bedingungen erneut kultiviert und die internen 
Aminosäurekonzentrationen mittels Silikonölzentrifugation bestimmt. 

 
Abbildung 3.16:  Interne Lysin-Konzentration nach Zugabe von 3 mM L-Lys-L-Ala. Dargestellt sind die 
mittels Silikonölzentrifugation und HPLC bestimmten internen Konzentrationen an L- () und D-Lysin () 
in C. glutamicum ∆lysEG-pEKEx3 (A) und C. glutamicum ∆lysEG-pEKEx3-argR (B) nach Wachstum in 
CGXII-Glukose-Medium und 3 mM L-Lys-L-Ala. 

Wie Abbildung 3.16 zeigt, konnte für den Kontrollstamm mit dem Leerplasmid (∆lysEG-
pEKEx3) erwartungsgemäß eine interne Akkumulation von L-Lysin auf etwa 246 mM 
nach 6 Stunden gemessen werden (A). Für den Stamm ∆lysEG-pEKEx3-argR wurde 
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hingegen eine Mischung aus etwa 122 mM L- und 111 mM D-Lysin intern bestimmt (B). 
Die Bildung des Racemats verdeutlicht also zum einen, dass die Racemase aktiv ist, zum 
anderen aber auch, dass neben L-Lysin auch D-Lysin bei Deletion von lysE nicht exportiert 
werden kann. Neben L-Lysin ist LysE demnach auch der Exporter für D-Lysin.  

3.3.2 Heterologe Expression von lysG 

Es ist bereits bekannt, dass die Expression von lysE durch den zur Familie der LysR-
Transkriptionsregulatoren (LTTR) gehörenden Regulator LysG aktiviert wird (Bellmann et 
al., 2001). Transkriptionsregulatoren dieser Familie bilden meistens Tetramere und binden 
konstitutiv an die DNA, was zur Inhibierung der Transkription des regulierten Gens führt 
(Abbildung 3.17). Erst nach Bindung eines Effektors kommt es zur Veränderung der 
Proteinkonformation, die die Bindung der RNA-Polymerase und somit die Transkription 
ermöglicht (Maddocks & Oyston, 2008). Für LysG konnten durch in vivo-Experimente mit 
ganzen Zellen bereits L-Lysin und L-Arginin, aber auch L-Histidin und L-Citrullin als 
Effektoren identifiziert werden, wobei nur die ersten beiden Aminosäuren auch von LysE 
exportiert werden (Bellmann et al., 2001). Da wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, 
auch D-Lysin von LysE exportiert wird, sollte geklärt werden, ob auch D-Lysin und 
eventuell auch andere D-Aminosäuren Effektoren von LysG sind. 

 
Abbildung 3.17:  Schematische Darstellung der Transkriptionsregulation durch LysG. Ohne einen Effektor 
bindet LysG im Promotorbereich von lysE und blockiert damit die Transkription (A). Ist ein Effektor 
vorhanden, so bindet dieser an LysG, was zu einer Konformationsänderung führt, die die Transkription von 
lysE ermöglicht (B). 

Für weitere Analysen wurde lysG (NCgl1215) aus dem Genom von C. glutamicum mittels 
PCR amplifiziert und in den Vektor pET28b(+), der die Expression mit einem Thrombin-
spaltbaren N-terminalen 6x His-Tag erlaubt, kloniert. Wie in Abbildung 3.18 zu sehen ist, 
konnte nach Expression in E. coli C41(DE3) und Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie ein 
Protein mit einem apparenten Molekulargewicht von etwa 34 kDa gereinigt werden. Dies 
entspricht dem kalkulierten Molekulargewicht von LysG mit dem 6x His-Tag und der 
Thrombin-Schnittstelle. 
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Bereich von lysE und lysG konnten Sequenzen lokalisiert werden, die putative Bindestellen 
für LysG darstellen. Stromaufwärts von lysE konnte im Bereich von -63 bis -75 dabei eine 
Region, die eine imperfekte Dyade mit der Konsensussequenz T-N11-A bildet (Schell, 
1993), als putative RBS-Sequenz identifiziert werden (genaue Sequenz: TGAA-N5-
TTCA). Näher am Transkriptionsstart, im Bereich von -16 bis -25, konnte ein perfektes 
Palindrom mit der Sequenz TACTT-AAGTA gefunden werden, das eventuell als ABS-
Sequenz dient (Abbildung 3.20). 

 
Abbildung 3.20:  Schematische Darstellung der genomischen Organisation von lysE und lysG. Dargestellt ist 
neben der genomischen Organisation der beiden Gene auch die ungefähre Position der beiden putativen 
Bindebereiche ABS („activation binding site“) und RBS („recognition binding site“). 

Bisher konnte bereits gezeigt werden, dass ein 455 bp-großes Fragment, das neben der 
intergenischen Region auch weite Bereiche der beiden Gene enthält, für die Bindung von 
LysG ausreichend ist (Bellmann et al., 2001). Es ist aber davon auszugehen, dass dieser 
Bindebereich auf ein wesentlich kürzeres Fragment beschränkt werden kann. Aus diesem 
Grund wurden Gelretardationsexperimente mit heterolog-exprimiertem und mittels Ni2+-
NTA- und Grössenausschluss-Chromatographie gereinigtem LysG und verschiedenen 
DNA-Fragmenten des intergenischen Bereiches von lysE-lysG durchgeführt. Wie in 
Abbildung 3.21 zu sehen, unterschieden sich diese Fragmente sowohl in der Gesamtlänge, 
also auch in der Lage bezüglich der beiden putativen Bindebereiche RBS und ABS. Für die 
Gelretardationsexperimente wurden 100 ng DNA mit den jeweiligen Überschüssen an 
LysG im Standardpuffer (50 mM NaH2PO4, 150 mM KCl (pH 8,0)) für 30 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert, der Ansatz auf ein 10 %iges Polyacrylamid-Gel aufgetragen 
und die Elektrophorese für 1,5 Stunden bei 140 V in 1x TBE durchgeführt. Die 
anschließende Färbung der DNA mit Ehtidiumbromid zeigte, dass sowohl mit dem 340 bp-
großem Fragment lysGE 1, als auch mit dem nur 88 bp-großem Fragment lysGE 2 eine 
Bindung von LysG an die DNA möglich ist, die durch einen verändertes Laufverhalten 
sichtbar wird. Wählt man Fragmente ohne die putativen Bindebereiche ABS und RBS 
(lysGE 5 und lysGE 6), so ist auch bei einem hohen molaren Überschuss von LysG kein 
verändertes Laufverhalten sichtbar. LysG bindet also nicht. Ist jeweils nur eine der beiden 
Sequenzen auf dem Fragment vorhanden (lysGE 3 und lysGE 4), so kann zwar ein „Shift“ 
der DNA festgestellt werden, allerdings ist dazu mehr Protein nötig. Dabei zeigte sich, dass 
die Bindung an das Fragment lysGE 4, das nur die RBS-Sequenz enthält, schon bei 
geringer Proteinkonzentration stärker ausgeprägt war, als an Fragment lysGE 3, das nur die 
ABS-Sequenz enthält.  
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wurde, kann der Bindebereich von LysG bisher nur auf den Bereich des 88 bp-großen 
Fragments lysGE 2 eingegrenzt werden. 

3.3.4 Untersuchungen zur Spezifität der Effektorbindung an LysG 

Um zu untersuchen, ob auch D-Aminosäuren wie D-Lysin als Effektoren für LysG dienen 
können, mussten zunächst geeignete Methoden gefunden werden, die die Effektorbindung 
„sichtbar“ machen. Im Gegensatz zu vielen anderen Transkriptionsregulatoren binden 
Regulatoren der LysR-Familie, wie zuvor schon beschrieben, unabhängig von der 
Anwesenheit eines Effektors konstitutiv an die DNA. Dabei kommt es zu einer sehr 
starken Biegung der DNA, die die Transkription verhindert (Abbildung 3.22, A). Wird ein 
Effektor gebunden, so ändert sich die Konformation der Proteine im Tetramer leicht, was 
zu einer Verschiebung des Bindebereichs im Bereich der ABS-Sequenz und damit zu einer 
Relaxation der DNA und Aktivierung der Transkription führt (Abbildung 3.22, B) 
(Monferrer et al., 2010). 

 
Abbildung 3.22:  Schematische Darstellung der Transkriptionsregulation durch LysG. In Abwesenheit eines 
Effektors bindet das Tetramer an die RBS- und ABS-Sequenz und verursacht damit eine starke Biegung in 
der DNA (A). Die Bindung des Effektors führt zu Konformationsänderungen, die zu einer Verschiebung des 
Bindebereiches und damit einer Relaxation der DNA führen (abgeändert nach (Monferrer et al., 2010)). 

Die drei möglichen Auswirkungen der Effektorbindung, nämlich i) die Änderung der 
Proteinkonformation, ii) die Relaxation der DNA und iii) die Aktivierung der 
Transkription, sollten im Folgenden mittels i) Bestimmung der intrinsischen 
Proteinfluoreszenz, ii) Gelretardationsexperimenten und iii) Analyse der Transkription 
eines Reportergens untersucht werden. 

3.3.4.1 Bestimmung der intrinsischen Fluoreszenz in Abhängigkeit von 
bekannten und putativen Effektoren 

Aufgrund der Fluoreszenz der drei aromatischen Aminosäuren Tryptophan, Tyrosin und 
Phenylalanin zeigt jedes Protein eine eigene, sogenannte intrinsische Fluoreszenz. Sie lässt 
sich durch Anregung bei 280 bis 295 nm in einem Wellenlängenbereich von 300 bis 
380 nm messen. Das Emissionsspektrum und die Emissionsintensität hängen dabei von 
verschiedenen Faktoren ab, wovon einer die Konformation des Proteins ist. Da die 
Bindung des Effektors an LysG zu einer Konformationsänderung führt, ist auch von einem 
veränderten Emissionsspektrum nach Effektorbindung auszugehen. 

A B
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Für die Analysen wurde LysG daher wie zuvor beschrieben heterolog produziert und 
gereinigt, mit verschiedenen Konzentrationen der Aminosäuren im Standardpuffer (50 mM 
NaH2PO4 + 150 mM KCl (pH 8,0)) mit 0,1 % Brij® 35 gemischt und 30 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Testmessungen zeigten für LysG die stärkste Emission nach 
Anregung mit Licht der Wellenlänge 280 nm. Für die Analysen wurde daher stets eine 
Anregung bei 280 nm durchgeführt und das Emissionsspektrum von 300 bis 380 nm bei 
25 °C aufgenommen. Um herauszufinden, welchen Einfluss ein Effektor auf das 
Fluoreszenzspektrum von LysG hat, wurden zunächst Ansätze mit dem schon 
identifizierten Effektor L-Lysin gemacht. Wie Abbildung 3.23 zeigt, führten steigende 
Konzentrationen an L-Lysin zu einem Anstieg der maximalen Fluoreszenzintensität bei 
etwa 330 nm. 

 
Abbildung 3.23:  Emissionsspektrum von LysG mit verschiedenen Konzentrationen an L-Lysin. Pro Ansatz 
wurden 5 µg LysG mit den entsprechenden Konzentrationen an L-Lysin für 30 min bei Raumtemperatur 
inkubiert und das Fluoreszenzspektrum nach Anregung bei 280 nm aufgenommen. Dargestellt sind die 
Mittelwerte aus jeweils drei Messungen. 

Dieser Effekt, der auch schon für andere LTTRs beschrieben ist (Madhusudhan et al., 
1997), wurde als Vorlage zur Identifizierung neuer Effektoren verwendet. Wie in 
Abbildung 3.24 zu sehen, führte auch die Zugabe des zweiten bekannten Effektors 
L-Arginin zu einer Zunahme der maximalen Proteinfluoreszenz mit steigenden 
Effektorkonzentrationen. Im Gegensatz dazu konnte eine solche Zunahme bei L-Threonin, 
das bekanntermaßen kein Effektor ist (Bellmann et al., 2001), nicht festgestellt werden. 
Auch für L-Serin konnte keine Zunahme in der maximalen Fluoreszenz bei steigenden 
Konzentrationen festgestellt werden, was darauf schließen lässt, dass auch L-Serin kein 
Effektor von LysG ist. Interessanterweise war der Effekt von D-Aminosäuren in allen vier 
Fällen vergleichbar zum Effekt der korrespondierenden L-Aminosäure. So führte die 
Zugabe von D-Lysin und D-Arginin zu einem Anstieg der maximalen Fluoreszenz, 
während steigende Konzentrationen an D-Threonin und D-Serin keinen Einfluss zeigten. 
Die jeweiligen Aminosäuren alleine, ohne Zugabe von LysG, zeigten dabei keinerlei 
Fluoreszenz (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 3.24:  Veränderungen in der intrinsinschen Proteinfluoreszenz von LysG mit verschiedenen 
Aminosäuren. Dargestellt sind die maximalen Fluoreszenzintensitäten nach Anregung bei 280 nm und 
Emission bei 330 nm in Abhängigkeit unterschiedlicher Aminosäure-Konzentrationen. Pro Ansatz wurden 
5 µg LysG mit den entsprechenden Konzentrationen der Aminosäuren für 30 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von drei Versuchen. 

Die Daten zeigen, dass D-Lysin und auch D-Arginin einen vergleichbaren Einfluss auf die 
intrinsische Proteinfluoreszenz wie die entsprechenden L-Aminosäuren haben. 
Anscheinend führen diese beiden D-Aminosäuren in vitro also zu Veränderungen in der 
Proteinkonformation von LysG. Ob diese veränderte Proteinkonformation in vivo aber 
auch zu einer Änderung in der Protein-DNA-Interaktion und damit zur 
Transkriptionsaktivierung führt, womit die beiden D-Aminosäuren sicher als Effektoren 
identifiziert wären, bleibt nachzuweisen. 

3.3.4.2 Gelretardationsexperimente mit bekannten und putativen Effektoren 
Eine weitere Möglichkeit zum Nachweis der Effektorbindung sind 
Gelretardationsexperimente. In der Literatur ist beschrieben, dass die Bindung eines 
Effektors an LTTRs zum einen zu einem veränderten Laufverhalten des DNA-Protein-
Komplexes im elektrischen Feld (Porrua et al., 2007), zum anderen aber auch zu einer 
erhöhten Affinität der Bindung des Regulators an die DNA (Smirnova et al., 2004) führen 
kann. Aus diesem Grund wurden erneut, wie schon in Kapitel 3.3.3 beschrieben, 
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Affinität zur Bindung an die ABS-Sequenz erhöht (Monferrer et al., 2010; Porrua et al., 
2007), wurde im Weiteren auch der Einfluss von L-Lysin auf die Bindung von LysG an 
das 110 bp-große Fragment lysGE 3 (Abbildung 3.21), das nur die ABS-Sequenz trägt, 
untersucht. Auch hier konnte allerdings kein Einfluss auf die Affinität der Bindung 
festgestellt werden. Zum Nachweis der Bindung eines Effektors an den 
Transkriptionsregulator LysG und damit zur Identifizierung neuer Effektoren 
beziehungsweise zur Bestätigung von D-Lysin als Effektor konnten 
Gelretardationsexperimente demnach nicht verwendet werden. 

3.3.4.3 Analyse der LysG-vermittelten Transkriptionsaktivierung des 
Reportergens eYFP 

Wie zuvor beschrieben, konnte zwar eine Konformationsänderung von LysG anhand der 
intrinsischen Fluoreszenz gezeigt werden, allerdings ist damit noch kein Nachweis dafür 
erbracht, dass diese Konformationsänderung auch zur Aktivierung der Transkription von 
lysE führt. Um die Transkriptionsaktivierung sichtbar zu machen, wurde ein System 
genutzt, in dem die Effektorbindung an LysG nicht wie standardmäßig zur Expression von 
lysE führt, sondern zur Bildung des Autofluoreszenzproteins eYFP, das translational mit 
den ersten 63 Basenpaaren von lysE fusioniert ist (Abbildung 3.26). Die Transkription ist 
damit als Fluoreszenz der ganzen Zelle sichtbar. Der entsprechende Vektor 
pJC1lysGE´eYFP wurde dazu von Tina Wings, als Methode zur Bestimmung der internen 
L-Lysin-Konzentrationen in C. glutamicum, bereits konstruiert (Wings, 2010).  

 
Abbildung 3.26:  Schematische Darstellung der Organisation des lysE-lysG-Genlokus. Unter (A) ist 
schematisch der Genlokus von lysE-lysG in C. glutamicum ATCC13032 dargestellt. (B) zeigt die 
Organisation des Genlokus mit der translationalen Fusion von lysE´ (Basenpaar 1-63) und eYFP, wie es im 
Plasmid pJC1lysGE´eYFP zu finden ist. 

Um mit diesem in vivo-System nachweisen zu können, dass neben L-Lysin und L-Arginin 
auch die entsprechenden D-Aminosäuren als Effektoren von LysG dienen können, musste 
allerdings zunächst eine interne Akkumulation der jeweiligen Aminosäure erzielt werden. 
Eine Möglichkeit ist dabei, wie unter 3.3.1 beschrieben, die Nutzung eines Dipeptid-
System. Wie zuvor nachgewiesen, führte die Zugabe des Dipeptids D-Lys-L-Ala zu 
C. glutamicum-∆lysEG allerdings nicht zu einer internen Akkumulation von D-Lysin. In 
der Annahme, dass auch die Zugabe von Aminosäuren zum Medium zu einer zellinternen 
Anreicherung der jeweiligen Aminosäure führt, wurde der Stamm C. glutamicum-
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pJC1lysGE´eYFP in CGXII-Glukose-Medium und je 50 mM der zu testenden Aminosäure 
kultiviert und die mittlere Fluoreszenz der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten mit dem 
BD FACSAria™ II Zellsortierer gemessen. Nach 2, 4 und 7 Stunden wurden Proben der 
Kulturen auf ihre Fluoreszenz untersucht. Dabei zeigte sich, dass die stärkste Fluoreszenz 
von C. glutamicum-pJC1lysGE´eYFP nach 4 Stunden Kultivierung und Zugabe von 
L-Lysin bestand. Im Gegensatz zu den Ansätzen mit den anderen Aminosäuren, bei denen 
sich die Fluoreszenz über die Zeit kaum veränderte, stieg die Fluoreszenz nach Zugabe von 
L-Lysin von 900 nach 2 Stunden auf einen Wert von 1400 nach 4 Stunden an. Nach 
7 Stunden war noch immer eine Fluoreszenz von 1100 messbar. Zum Vergleich dient 
exemplarisch die Fluoreszenz der einzelnen Ansätze nach 4 Stunden (Abbildung 3.27).  

 
Abbildung 3.27:  Mittlere Fluoreszenz von C. glutamicum nach Zugabe spezifischer Aminosäuren. 
Dargestellt ist die mit dem BD FACSAria™ II gemessene mittlere Fluoreszenz von ganzen Zellen nach 
4 Stunden Kultivierung in CGXII-Glukose-Medium + 50 mM der entsprechenden Aminosäure. Es wurde 
sowohl der Wildtyp C. glutamicum ATCC13032, also auch der Stamm C. glutamicum-pJC1lysGE´eYFP 
untersucht. 

Wie in Abbildung 3.27 zu sehen, konnte für den Stamm C. glutamicum-pJC1lysGE´eYFP 
mit 50 mM des bekannten Effektors L-Lysin im Medium eine etwa doppelt so starke 
mittlere Fluoreszenz wie mit dem Stamm ohne Effektor gemessen werden. Der zweite 
bekannte Effektor L-Arginin führte allerdings nur zu einer sehr schwachen Erhöhung um 
etwa das 1,2-fache. Im Gegensatz dazu konnte nach Zugabe von 50 mM der jeweiligen 
D-Aminosäure ebenso wie nach Zugabe von Threonin, das bekanntermaßen kein Effektor 
ist, keine eindeutige Zunahme der Fluoreszenz nachgewiesen werden. Die Zugabe von 
L-Lysin zum Medium führt demnach zu einer internen Akkumulation der Aminosäure, 
gefolgt von einer LysG-vermittelten Aktivierung des Reportergens eYFP.  Für alle anderen 
Ansätze kann nicht sicher gesagt werden, ob die fehlende Erhöhung der mittleren 
Fluoreszenz auf einer fehlenden internen Akkumulation der jeweiligen Aminosäuren oder 
einer nicht vorhandenen Transkriptionsaktivierung beruht. Um eine stärkere interne 
Akkumulation von Lysin und Arginin zu erzielen, wurde im Folgenden der Stamm 
∆lysEG, der nicht mehr zum Export von Lysin und Arginin fähig ist, mit dem Stamm 
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pJC1lysGE´eYFP transformiert. Allerdings konnte auch in diesem System nur bei Zugabe 
von L-Lysin ein deutlicher Anstieg der Fluoreszenz gemessen werden (Daten nicht 
gezeigt). Ein in vivo-System ist demnach ungeeignet, um eine durch D-Aminosäuren 
vermittelte-Transkriptionsaktivierung in C. glutamicum nachzuweisen. Es bleibt aber 
festzuhalten, dass die beiden D-Aminosäuren D-Lysin und D-Arginin auf der Ebene der 
Proteinkonformation einen vergleichbaren Effekt auf den Regulator LysG ausüben, wie die 
entsprechenden L-Aminosäuren. Da diese bereits als Effektoren identifiziert werden 
konnten, können auch die D-Aminosäuren als putative Effektoren gelten. Damit ist es in 
dieser Arbeit nicht nur gelungen, LysE als den Exporter von D-Lysin in C. glutamicum zu 
identifizieren, sondern auch zu zeigen, dass schon auf der Ebene der 
Transkriptionskontrolle eine Regulation durch die D-Aminosäure wahrscheinlich ist. 
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4 Diskussion 

4.1 Verhalten von C. glutamicum gegenüber 
D-Aminosäuren 

D-Aminosäuren sind in der Industrie besonders zum Aufbau neuer semi-synthetischer 
Antibiotika und anderer Pharmazeutika ein begehrtes Produkt. Im Gegensatz zu den weit 
verbreiteten L-Aminosäuren sind für D-Aminosäuren bislang aber keine kostengünstigen 
Produktionswege über Fermentation bekannt. Die Analyse des Potentials von 
C. glutamicum zur D-Aminosäure-Bildung war daher das Hauptziel dieser Arbeit. Da für 
verschiedene Bakterien, wie einige Lactobacillus- (Fox et al., 1944; Teeri, 1954) und 
Staphylococcus-Stämme (Trippen et al., 1976), sowie für Escherichia coli (Cosloy & 
McFall, 1973) und Bacillus subtilis (Sakinc et al., 2009) eine Wachstumsinhibierung durch 
extern zugegebene D-Aminosäuren bereits beschrieben ist und zu Beginn dieser Arbeit 
keinerlei Kenntnisse zum Einfluss von D-Aminosäuren auf C. glutamicum vorlagen, wurde 
zunächst das Verhalten dieses Bakteriums gegenüber verschiedenen D-Aminosäuren 
untersucht. Das Wachstum von C. glutamicum ist aber weder durch hohe externe noch 
hohe interne D-Aminosäure-Konzentrationen stark beeinträchtigt. Bei externer Zugabe von 
100 mM der jeweiligen D-Aminosäuren zeigt sich zwar für sechs der sieben getesteten 
D-Aminosäuren eine Reduktion der Wachstumsrate von 0,38 h-1 ohne D-Aminosäure auf 
minimal 0,20 h-1 nach Zugabe von D-Methionin, nach 24 Stunden Wachstum ist aber in 
keiner der Kulturen ein Unterschied in der optischen Dichte im Vergleich zum Wildtyp 
ohne D-Aminosäuren festzustellen. Auch interne D-Serin-Konzentrationen von bis zu 
120 mM, wie sie während der D-Serin-Bildung gemessen wurden, wirken sich nur leicht 
auf das Wachstum aus. C. glutamicum ist damit gegenüber verschiedenen D-Aminosäuren 
tolerant. Die Ursache für diese Toleranz bleibt allerdings unklar. Für einige Bakterien 
konnte der inhibitorische Effekt auf einen fehlerhaften Einbau der D-Aminosäuren in die 
Zellwand und einer daraus resultierenden veränderten Zellwandmorphologie zurückgeführt 
werden (Caparros et al., 1991; Kolodkin-Gal et al., 2010; Trippen et al., 1976). Auch ein 
fehlerhafter Transfer der D-Aminosäuren auf tRNAs und die daraus resultierende 
Inhibierung der Translation können Auslöser einer Wachstumsinhibierung sein (Calendar 
& Berg, 1967; Soutourina et al., 2004). Der Abbau und damit die Detoxifizierung solcher 
D-Aminoacyl-tRNAs erfolgt dabei über enantiospezifische D-Tyr-tRNATyr-Deacylasen 
(Soutourina et al., 1999; Wydau et al., 2009; Yang et al., 2003). Orthologe des 
entsprechenden Gens dtd aus E. coli finden sich nicht nur in vielen Bakterien und einigen 
Eukaryoten (Yang et al., 2003), sondern auch in C. glutamicum (NCgl1843). Ein weiterer 
Resistenzmechanismus gegenüber D-Aminosäuren ist die Expression von Genen, die einen 
Abbau der entsprechenden D-Aminosäure bewirken. Viele uropathogene Bakterien wie 
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Staphylococcus saprophyticus und einige E. coli K12-Stämme exprimieren zum Beispiel 
das dsdA-Gen, das für eine D-Serin-Dehydratase (EC 4.3.1.18) kodiert und damit die 
Umwandlung von D-Serin zu Pyruvat und Ammoniak erlaubt (Cosloy & McFall, 1973; 
Sakinc et al., 2009). Ein solches Gen ist aber nur für C. urealyticum und nicht für 
C. glutamicum bekannt. 

Bei der Kultivierung mit D-Aminosäuren zeigte sich auch, dass sich die Konzentrationen 
der sieben getesteten D-Aminosäuren im Kulturüberstand im Laufe der Zeit meist nur 
leicht verändern. Während die Konzentrationen von D-Asparagin, D-Arginin, D-Lysin, 
D-Methionin und D-Threonin über 48 Stunden ungefähr gleich bleiben, kann für D-Alanin 
im gleichen Zeitraum ein fast vollständiger Abbau und für D-Serin eine Abnahme von 
etwa 30 % gezeigt werden. Der D-Alanin-Abbau ist dabei wahrscheinlich auf die Aktivität 
der Alanin-Racemase Alr (NCgl0563), der daraus resultierenden Racemisierung zu 
L-Alanin (Oikawa et al., 2006) und der anschließenden Verstoffwechslung über Pyruvat 
(Netzer et al., 2004), sowie den Einbau von D-Alanin in die Zellwand zurückzuführen 
(Walsh, 1989). Der Grund für die Abnahme der D-Serin-Konzentration ist hingegen 
unklar. Da die beiden in C. glutamicum identifizierten Racemasen hoch-spezifisch für ihre 
Substrate Alanin und Glutamat sind (Oikawa et al., 2006; Sengupta et al., 2006), ist eine 
Racemisierung zu L-Serin und eine anschließende Umwandlung zu Pyruvat über die 
L-Serin-Dehydratase SdaA (NCgl1583) nicht möglich. SdaA selbst ist, wie andere 
L-Serin-Dehydratasen auch, enantiospezifisch und katalysiert ausschließlich die 
Umsetzung des L-Enantiomers (Netzer et al., 2004). D-Serin-Dehydratasen (EC 4.3.1.18), 
wie sie in uropathogenen Bakterien vorkommen, sind für C. glutamicum nicht beschrieben 
und können aufgrund von Sequenzhomologien auch nicht im Genom identifiziert werden. 
Auf der anderen Seite ist ein Einbau von D-Serin in die corynebakterielle Zellwand bislang 
zwar nicht beschrieben, kann aber auch nicht grundsätzlich ausgeschlossen werden. 
Arbeiten an Vancomycin-resistenten Enterococcus gallinarum-Stämmen zeigen etwa, dass 
allein der Austausch von zwei Basen im aktiven Zentrum der D-Alanyl-D-Alanin-Ligasen 
die Spezifität des Enzyms insoweit verändert, dass auch die Bildung von D-Alanyl-
D-Serin-Peptiden und damit der Einbau von D-Serin in die bakterielle Zellwand möglich 
ist (Healy et al., 1998). Auch für andere Bakterien, wie Bacillus subtilis oder Micrococcus 
luteus, kann ein Einbau von D-Serin in die Zellwand nachgewiesen werden (Kolodkin-Gal 
et al., 2010; Whitney & Grula, 1968). Allerdings führt dieser zumeist zu einer starken 
Wachstumsinhibierung, die für C. glutamicum nicht nachgewiesen werden konnte. Am 
Abbau des D-Serins können prinzipiell auch Transaminasen beteiligt sind. Allerdings sind 
auch diese PLP-abhängigen Enzyme, abhängig von der Orientierung des 
Pyridoxaminphosphates im aktiven Zentrum, hoch stereospezifisch (Soda et al., 2001; 
Sugio et al., 1995). Für die Transaminierung von D-Serin kommen daher nur die 
D-Aminosäure-Transaminasen (EC 2.6.1.21) in Frage. Aus Bacillus spec. isolierte 
D-Aminosäure-Transaminasen zeigen dabei ein weites Substratspektrum und katalysieren 
unter anderem auch die Transaminierung von D-Serin zu D-Alanin oder, in Abhängigkeit 
vom Aminoakzeptor, auch zu D-Glutamat (Fuchikami et al., 1998). Allerdings ist auch ein 
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solches Enzym in C. glutamicum nicht vorhanden. Im Gegensatz dazu ist im Genom von 
C. glutamicum aber ein anderes mit D-Aminosäuren arbeitendes Enzym, nämlich eine 
putative D-Aminosäure-Dehydrogenase (NCgl2909; EC 1.4.99.1) annotiert. Entsprechende 
DadA-Enzyme wurden aus Organismen wie E. coli (Olsiewski et al., 1980), Pseudomonas 
fluorescens (Tsukada, 1966) oder Heliobacter pylori (Tanigawa et al., 2010) bereits isoliert 
und charakterisiert. Es handelt sich hierbei um FAD-abhängige, membrangebundene 
Dimere, die die Umsetzung von freien D-Aminosäuren zu Ketosäuren und Ammoniak 
katalysieren, wobei Elektronen meist auf Akzeptoren in der Atmungskette übertragen 
werden (Olsiewski et al., 1980). Obwohl diese Enzyme prinzipiell ein weites 
Substratspektrum zeigen, sind sowohl für die DadA aus Pseudomonas fluorescens als auch 
aus Heliobacter pylori nur sehr geringe Aktivitäten mit D-Serin beschrieben. Die 
Beteiligung des durch NCgl2909 kodierten Enzyms am D-Serinabbau in C. glutamicum 
bleibt zu untersuchen. 

4.2 Bildung von D-Aminosäuren mit C. glutamicum 

Die Bildung von D-Aminosäuren mit C. glutamicum sollte über Racemisierung von 
fermentativ aus Zuckern gewonnenen L-Aminosäuren erfolgen. Ein besonderes 
Augenmerk lag dabei auf der Produktion von D-Serin. Wie in dieser Arbeit gezeigt werden 
konnte, ist die Racemisierung von L-Serin chemisch direkt in der Kulturbrühe möglich, 
wenn hohe Temperaturen, ein stark basischer pH und der Katalysator PLP vorliegen. Zur 
enzymatischen Racemisierung wurde die Racemase ArgR aus Pseudomonas taetrolens 
(Matsui et al., 2009) genutzt. Neben den bekannten Aktivitäten mit L-Arginin, L-Lysin 
und L-Ornithin, die in dieser Arbeit sowohl mit isoliertem Enzym, als auch in vivo in 
C. glutamicum gemessen wurden, konnte in dieser Arbeit auch mit L-Serin Aktivität 
nachgewiesen werden. Mit nur 3 % der Aktivität im Vergleich zu L-Lysin scheint diese 
zwar gering, im Vergleich mit den spezifischen Serin-Racemasen aus Mus musculus und 
Arabidopsis thaliana, für die spezifische Aktivitäten von etwa 83 bis 116 nmol mg-1 min-1 
(Strisovsky et al., 2003; Wolosker et al., 1999b) und 4 nmol mg-1 min-1 (Fujitani et al., 
2006) gemessen wurden, ist die spezifische Aktivität von 34 µmol mg-1 min-1 für ArgR 
aber relativ hoch. Auch die Tatsache, dass während der D-Serinbildung mit C. glutamicum 
Ser4-pEKEx3-argR intern immer ein Gleichgewicht zwischen den beiden Enantiomeren 
gemessen werden konnte, zeigt, dass die durch ArgR katalysierte Racemisierung für die 
D-Serin-Bildung nicht limitierend ist.  

Eine Besonderheit der Racemase ArgR ist ihre periplasmatische Lokalisation, die sowohl 
in P. taetrolens als auch in E. coli nachgewiesen werden konnte und die unter den 
Racemasen eine seltene Ausnahme darstellt (Matsui et al., 2009). Bei der Expression in 
C. glutamicum zeigte sich aber, dass das Protein mittels SDS-PAGE weder intra- noch 
extrazellulär nachweisbar ist. Erst nach Austausch des nativen, Sec-abhängigen 



 Diskussion   79 

Signalpeptids gegen ein strikt Tat-abhängiges Signalpeptid konnte das Protein im 
Kulturüberstand nachgewiesen werden. Möglicherweise wird beim Sec-abhängigen 
Transport von ArgR das ungefaltete Protein zwar effektiv ins Periplasma exportiert, dort 
aber aufgrund zum Beispiel fehlender Faltung proteolytisch abgebaut. Entsprechende 
Probleme sind bei der sekretorischen Produktion heterologer Proteine in E. coli bereits 
beschrieben und beruhen auf der Aktivität von periplasmatischen Proteasen (Choi & Lee, 
2004; Georgiou & Segatori, 2005), wie sie auch in C. glutamicum beschrieben sind 
(Burkovski, 2008). Da ArgR, wie viele andere Racemasen auch, PLP als prosthetische 
Gruppe bindet, und bislang keine Studie über die Existenz von PLP im Periplasma von 
C. glutamicum vorliegt, könnte der fehlende Einbau des Cofaktors der Auslöser für eine 
falsche oder langsame Faltung und damit der Proteolyse von ArgR sein. Unterstützt wird 
diese Vermutung durch die extrazelluläre Lokalisation von ArgR nach Tat-abhängigem 
Export, der den Transport des Proteins in seiner gefalteten, Cofaktor-gebundenen Form 
erlaubt (Berks et al., 2000). 

Für die interne Bildung von D-Aminosäuren mit C. glutamicum ist aber die 
cytoplasmatisch lokalisierte N-terminal verkürzte Variante von ArgR die beste Wahl. Die 
Expression von argR in einem L-Serin-Produktionsstamm führt dabei ebenso zur Bildung 
beider Enantiomere, wie die Expression in einem L-Lysin-, L-Arginin- und L-Ornithin-
Produktionsstamm. Zum ersten Mal kann damit die Bildung von D-Aminosäuren aus 
Glukose mit C. glutamicum nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den basischen 
Aminosäuren, bei denen immer ein Racemat gebildet wird, führt die Expression von argR 
in einem L-Serin-Produktionsstamm überraschenderweise zu einem Überschuss des 
D-Enantiomers von maximal 81 mM D- gegenüber 37 mM L-Serin. Da die beiden 
Enantiomere intern in einem Gleichgewicht vorliegen, scheinen diese Unterschiede, wie 
später noch diskutiert, abhängig vom Transport zu sein. Die Tatsache, dass mit etwa 
118 mM etwa 50 % mehr Serin insgesamt gebildet wird, als für den Produktionsstamm 
Ser4 beschrieben (Stolz et al., 2007), ist wahrscheinlich auf das reduzierte Wachstum von 
Ser4-pEKEx3-argR zurückzuführen. Supplementiert man den Stamm mit Folsäure, so wird 
zum einen das Wachstum verbessert, zum anderen aber auch die Bildung von Serin auf 
etwa 92 mM reduziert. Die Wachstumsinhibiton scheint dabei sowohl auf die Integration 
des Plasmids pEKEx3 als auch die hohen internen Serinkonzentrationen von bis zu 
250 mM zurückzuführen zu sein. 

Die Bildung von D-Aminosäuren mit C. glutamicum birgt somit aufgrund des 
kostengünstigen Ausgangsmaterial Glukose und der weitreichenden Einsatzmöglichkeiten 
für eine Reihe von D-Aminosäuren zwar viele Vorteile, beinhalten aber auch den Nachteil, 
dass nur racemische Mischungen gebildet werden können, aus denen die D-Aminosäuren 
in einem weiteren Schritt isoliert werden müssen. Die sogenannte Racematspaltung ist 
aufgrund der Bedeutung von enantio-reinen Substanzen besonders in der pharmazeutischen 
Industrie gut untersucht (Faigl et al., 2008) und lässt sich in physikochemische und 
biokatalytische Prozesse unterteilen (Fogassy et al., 2006). Eine physikochemische 
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Methode zur Racematspaltung ist zum Beispiel die preferentielle Kristallisation, die 
aufgrund der Notwendigkeit zur Bildung eines Konglomerats allerdings nur für einen 
kleinen Teil der Racemate, bei den natürlichen Aminosäuren sogar nur für Racemate von 
Threonin und Asparagin, angewendet werden kann (Jacques et al., 1994; Würges et al., 
2008). Weitere physikochemische Prozesse könnten auch die Bildung von leicht 
voneinander separierbaren Diastereomeren oder chromatographische Methoden sein 
(Dingenen & Kinkel, 1994; Fogassy et al., 2006). Biokatalytische Anwendungen zur 
Racematspaltungen führen hingegen aufgrund der enantioselektiven Transformation eines 
Enantiomers zu einem Produkt, das leicht vom verbleibenden Enantiomer getrennt werden 
kann. Ein Beispiel dafür ist die Produktion von L-Methionin aus racemischem N-Acetyl-
Methionin über enantioselektive Aminoacylasen und anschließende Kristallisation 
(Chenault et al., 1989). Ein anderes Beispiel ist die in dieser Arbeit beschriebene 
Umwandlung von L-Serin aus einer racemischen Mischung zusammen mit Indol zu 
L-Tryptophan und die sich daraus ergebende vergleichsweise einfache Möglichkeit der 
Trennung der beiden Aminosäuren D-Serin und L-Tryptophan. Auch wenn die 
Stereospezifität der Tryptophansynthase experimentell noch nicht geprüft wurde, ist 
aufgrund der PLP-Abhängigkeit der für die Umwandlung verantwortlichen β-Untereinheit 
(Raboni et al., 2009) und der Orientierung des PLP im aktiven Zentrum des Enzymes von 
einer spezifischen Umwandlung des L-Enantiomers auszugehen (Hyde et al., 1988; Soda 
et al., 2001). Als geeigneter Stamm zur Biotransformation kann dabei auch ein 
C. glutamicum-Stamm genutzt werden. Wie schon für E. coli beobachtet (Lane & 
Kirschner, 1983), führt die Überexpression der β-Untereinheit allein aber nur zu einer 
deutlich geringeren Aktivität im Vergleich zur Überexpression beider Untereinheiten der 
Tryptophansynthase. Mit einer Umsetzung von etwa 80 % des eingesetzten L-Serins nach 
3 Stunden Inkubation mit C. glutamicum-pEKEx2-trpBA ist dieser Stamm unter den 
gewählten Bedingungen sogar effektiver als der industriell genutzte Stamm E. coli B10 
(Bang et al., 1983). 

4.3 Transport von D-Aminosäuren mit C. glutamicum 

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen erstmals, dass eine Reihe verschiedener 
D-Aminosäuren von C. glutamicum ins Medium exportiert werden können. Dazu zählen 
zum Beispiel D-Serin, D-Lysin, D-Arginin und D-Ornithin. Generell ist der Transport und 
besonders der Export von Aminosäuren, gerade auch im Hinblick auf die Stereospezifität, 
aber kaum untersucht. Die beiden in dieser Arbeit näher betrachteten Beispiele des 
D-Serin- und D-Lysin-Exports zeigen aber, dass der Export von D-Aminosäuren in 
C. glutamicum über unterschiedliche Wege verlaufen kann. D-Lysin wird dabei über den 
schon gut charakterisierten L-Lysin-Exporter LysE (NCgl1214) exportiert. Da die Deletion 
der kodierenden Bereiche des Exporters und des zugehörigen Transkriptionsregulators 
lysG im Modellversuch zu einer starken Akkumulation von L- und D-Lysin von 120 bis 
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240 mM intern führt und während der D-Lysin-Bildung immer ein Gleichgewicht 
zwischen den Enantiomeren intern und extern entsteht, ist davon auszugehen, dass LysE 
der einzige Exporter für Lysin ist und er vergleichbare Affinitäten für beide Enantiomere 
besitzt (Abbildung 4.1, A). 

 
Abbildung 4.1:  Schema zur Bildung und zum Export von D, L-Lysin (A) und D, L-Serin (B) in 
C. glutamicum. Alle durchgezogenen Pfeile stellen bekannte Reaktionen und Wege dar, während gestrichelte 
Pfeile putative Wege symbolisieren. Analog stehen dunkelgraue Kästchen für bekannte Transporter und 
hellgraue für putative. 

Obwohl intern immer ein Gleichgewicht zwischen den Enantiomeren vorliegt, führt die 
Bildung von D-Serin mit C. glutamicum Ser4-pEKEx3-argR überraschenderweise zu 
einem Überschuss des D-Enantiomers im Kulturüberstand. Mit etwa 16 nmol min-1 
(mg TG)-1 wird D-Serin dabei 2,5-fach schneller aus der Zelle exportiert als L-Serin, was 
auf die Nutzung unterschiedlicher Exportsyteme mit eventuell unterschiedlichen 
Affinitäten für die beiden Enantiomere hinweist. Ein potentieller Exporter ist dabei ThrE 
(NCgl2533). ThrE wurde als Exporter von L-Threonin identifiziert, exportiert aber, wenn 
auch nur halb so schnell, auch L-Serin (Simic et al., 2001). Im Modellsystem führt die 
Deletion von thrE allerdings immer noch zu Exportraten für L-Serin von 0,6 nmol min-1 
(mg TG)-1 im Vergleich zu Exportraten des Wildtyps von 1,4 nmol min-1 (mg TG)-1. Auch 
wenn Serin die bakterielle Zellmembran wahrscheinlich per Diffusion überqueren kann 
(Krämer, 1994), deuten diese Daten an, dass ein weiterer Exporter in C. glutamicum 
existiert, der L-Serin transportiert. Spezifische L-Serin-Exporter sind in Bakterien 
allerdings bislang nicht bekannt. Ein Grund hierfür könnte es sein, dass Wege zum 
katabolischem Abbau von L-Serin über die L-Serin-Dehydratasen (EC 4.3.1.17) und Serin-
Hydroxymethyl-Transferasen (EC 2.1.2.1) bestehen (Netzer et al., 2004), die eine interne 
Akkumulation von L-Serin begrenzen und spezifische Exportsysteme damit unnötig 
machen.  

Die Tatsache, dass L- und D-Serin in C. glutamicum mit unterschiedlichen 
Geschwindigkeiten exportiert werden, könnte auf unterschiedliche Affinitäten neuer oder 
schon bekannter Serin-Exporter wie ThrE oder aber auch auf das Vorhandensein eines 
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spezifischen D-Serin-Exporters zurückzuführen sein (Abbildung 4.1, B). Prinzipiell 
scheinen enantiospezifische Transportprozesse aber eher selten zu sein. In den meisten 
bekannten Fällen, wie beim Export von D, L-Lysin in C. glutamicum, dem Import von D, 
L-Serin in Sphingomonas spec. (Young et al., 2003) oder dem Import von D, L-Alanin in 
Bacillus subtilis (Clark & Young, 1974) werden beide Enantiomere über das gleiche 
System mit vergleichbaren Affinitäten exportiert. Aber es gibt auch Ausnahmen. So sind 
für Pseudomonas zwei enantioselektive Systeme zur Aufnahme neutraler Aminosäuren 
beschrieben, wovon eines spezifisch nur die L-Enantiomere L-Leucin, L-Isoleucin, 
L-Valin und L-Alanin und das andere spezifische Glycin und die D-Aminosäuren 
D-Alanin und D-Serin importiert (Fein & MacLeod, 1975; Pearce et al., 1977). Sehr gut 
untersucht sind auch die D-Serin-Importer CycA und DsdX aus E. coli K12, die D-Serin, 
D-Alanin und Glycin, aber keine L-Aminosäuren importieren (Anfora & Welch, 2006; 
Cosloy & McFall, 1973; Norregaard-Madsen et al., 1995). Wie es dabei zur 
Unterscheidung der Enantiomere kommt, ist bislang aber noch unklar. Ein putativer 
Kandidat für einen D-Serin-Exporter in C. glutamicum ist NCgl0580. Die Transkriptmenge 
des entsprechenden Gens ist nach Kultivierung in D-Serin-haltigem Medium teilweise 
mehr als 150-fach erhöht, was einem „On/Off-Signal“ entspricht. NCgl0580 kodiert für 
einen nicht näher charakterisierten Transporter der Drug/Metabolite-Exporter-Familie 
(Jack et al., 2001), zu denen zum Beispiel auch der L-Threonin-Exporter RhtA (Livshits et 
al., 2003) und der L-Cystein-Exporter YdeD (Dassler et al., 2000) aus E. coli gehören. Das 
noch nicht charakterisierte Exportergen wird dabei ebenso wie lysE (Vrljic et al., 1996) 
divergent von dem Gen eines LysR-Transkriptionsregulators exprimiert. Sollte in 
C. glutamicum ein D-Serin-spezifischer Exporter identifiziert werden, könnte dies zu einer 
vollkommen neuartigen Möglichkeit zur bevorzugten Bildung des D-Enantiomers von 
Serin aus Glukose führen. 

Die Frage der Stereospezifität kann aber auch schon auf der Ebene der 
Transkriptionsregulation gestellt werden. Es ist bereits bekannt, dass die Transkription des 
Gens des Lysin-Exporters LysE durch den zur Familie der LysR-Transkriptionsregulatoren 
gehörenden Regulator LysG reguliert wird (Bellmann et al., 2001). Wie für andere 
Mitglieder dieser Familie beschrieben, bindet LysG dabei als Tetramer an eine etwa 80 bis 
90 bp-große Sequenz im Promotorbereich von lysE und inhibiert somit die Transkription 
(Peeters et al., 2009; van Keulen et al., 2003). Erst durch die Bindung eines geeigneten 
Effektors kommt es zu Konformationsänderungen, die in der Folge zur Aktivierung der 
Transkription führen (Maddocks & Oyston, 2008; Zhou et al., 2010). Solche Effektoren 
sind meist Metabolite der regulierten Biosynthesewege oder Substrate der regulierten 
Exporter (Lochowska et al., 2001; Peeters et al., 2009). Für LysG sind bislang L-Lysin und 
L-Arginin, die beide auch über LysE exportiert werden, und L-Histidin und L-Citrullin als 
Effektoren bekannt (Bellmann et al., 2001). Da aber auch D-Lysin über LysE exportiert 
wird, könnte auch diese D-Aminosäure ein Effektor von LysG sein. Ähnliches ist bereits 
für den Regulator BkdR aus Pseudomonas putida bekannt, der die Expression des bkd-
Operons, das für die Untereinheiten einer Dehydrogenase von verzweigtkettigen 
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Ketosäuren kodiert, reguliert und bei dem neben L-Leucin, L-Isoleucin und L-Valin auch 
D-Valin als Effektor fungiert (Madhusudhan et al., 1999). Die Änderungen der 
intrinsischen Fluoreszenz von LysG zeigen bereits, dass D-Lysin und D-Arginin einen 
ähnlichen Einfluss auf die Proteinkonformation wie die entsprechenden, als Effektoren 
bereits identifizierten, L-Enantiomere haben. Ein direkter Nachweis der 
Transkriptionsaktivierung von lysE auf der Grundlage der Bindung von D-Aminosäuren an 
LysG ist bislang aber, besonders aufgrund einer fehlenden spezifischen internen 
Akkumulation der D-Aminosäuren in den untersuchten in vivo-Systemen, nicht möglich. 
Durch die Isolation der RNA-Polymerase aus C. glutamicum (T. Polen, unveröffentlichte 
Daten) und der daraus entstehenden Möglichkeit der in vitro-Transkriptionsanalyse, könnte 
dieses Problem in Zukunft womöglich umgangen werden. Auch die Analyse der 
Kristallstruktur, wie sie bislang für sechs LTTRs beschrieben ist (Monferrer et al., 2010; 
Muraoka et al., 2003; Sainsbury et al., 2009; Smirnova et al., 2004; Verschueren et al., 
2001; Zhou et al., 2010), könnte weitere Erkenntnisse über die Stereospezifität der 
Effektorbindung an LysG liefern. 

4.4 Ausblick 

Zusammengefasst ist es in dieser Arbeit erstmalig gelungen, Einblicke  in das Verhalten 
des als L-Aminosäure-Produzenten bekannten Stammes C. glutamicum gegenüber 
D-Aminosäuren zu gewinnen. Es zeigte sich dabei, dass C. glutamicum resistent gegenüber 
hohen internen und externen Konzentrationen an D-Aminosäuren ist und diese auch aus 
der Zelle exportiert werden können. Weiterhin ist es möglich geworden, mehrere 
D-Aminosäuren in Form racemischer Mischungen direkt aus dem kostengünstigen 
Rohstoff Glukose durch Fermentation zu gewinnen. Durch die Wahl der geeigneten 
Racemasen ist in Zukunft aber auch die Bildung weiterer D-Aminosäuren möglich. Damit 
ist es in dieser Arbeit zum ersten Mal gelungen, eine Plattform zur Bildung von 
D-Aminosäuren mit C. glutamicum zu schaffen. Verheißungsvoll ist die Tatsache, dass 
zumindest für D-Serin ein spezifischer Exporter zu bestehen scheint, was sogar die 
Möglichkeit eröffnet, nicht nur das Racemat, sondern bevorzugt des D-Enantiomer zu 
bilden. 
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