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l. Einleitung

1. Corynebacterium glutamicum

Corynebacterium glutamicum wurde 1957 in Japan von Udaka und Kinoshita in
Bodenproben entdeckt (Kinoshita et al.,, 1957), als man Glutamat-
produzierende Bakterien isolierte und charakterisierte. Heutzutage gilt
C. glutamicum als einer der bedeutendsten Mikroorganismen fur die
groldtechnische Produktion von L-Aminosauren wund fur die weilke
Biotechnologie (Eggeling und Sahm, 1999). Pro Jahr werden etwa 1,8 Millionen
Tonnen L-Glutamat (Nakamura et al., 2007) und 0,9 Millionen Tonnen L-Lysin
(Leuchtenberger et al., 2005) mit modifizierten Stammen von C. glutamicum
hergestellt. Damit stellen beide Aminosauren die bei weitem grof3te Menge
produzierter Aminosauren dar. L-Glutamat dient in erster Linie als
Geschmacksverstarker und L-Lysin ist ein wichtiger Futtermittelzusatz
(Eggeling und Sahm, 1999; Malumbres et al., 1995). Weiterhin ist
C. glutamicum, aufgrund seiner apathogenen Eigenschaften und als Vertreter
der Corynebacterineae, ein Modellorganismus fur die nahverwandten
pathogenen Spezies, wie z.B. Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
leprae oder Corynebacterium diphtheriae (Stackebrandt et al., 1997).
C. glutamicum ist ein gram-positives, Biotin-auxotrophes, unbewegliches und
stabchenférmiges Bakterium, dessen Zellwand eine Mykolsaure-haltige
Lipidschicht besitzt (Takeno et al., 2007; Pascual et al., 1995; Minnikin et al.,
1984).

Seit 2003 ist das 3,3 Mbp-grole Genom von C. glutamicum sequenziert
(Kalinowski et al., 2003) und es gibt umfangreiche Transkriptom- und
Proteomanalysen, um Stoffwechselwege und -flisse in diesem Bakterium
aufzuklaren (Wendisch, 2003; Schaffer et al., 2001). Fur die Produktion von
L-Glutamat sind spezielle Kulturbedingungen, wie z.B. Biotin-Mangel, Zugabe
von Antibiotika (z.B. Penicillin G, Ethambutol) oder Zugabe von Detergenzen
(z.B. Tween-40, Tween-60) erforderlich, damit Glutamat ins Medium
ausgeschieden werden kann (Eggeling et al., 2001; Kimura, 2002; Nunheimer
et al.,, 1970; Duperray et al., 1992; Radmacher et al., 2005). Es zeigte sich,
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dass die Glutamat-Produktion auch von der Membranbeschaffenheit beeinflusst
wird (Shimizu et al., 2003), deshalb ist die Aufklarung und Regulation der
Lipidsynthese ein interessanter Aspekt. In diesem Zusammenhang wurde das
Gen dtsR1 gefunden, wobei "dtsR" fur "detergent sensitive rescuer" steht
(Kimura et al., 1996). Durch biochemische Arbeiten und die Genomsequenz
konnte gezeigt werden, dass es im Genom von C. glutamicum insgesamt vier
paraloge Gene gibt, die nun als accD7-accD4 bezeichnet werden. Von dreien
dieser Gene ist bekannt, dass sie Komponenten von Acyl-CoA Carboxylasen

und somit an der Lipidsynthese beteiligt sind (Gande et al., 2007).

2. Acyl-CoA Carboxylasen und Lipidsynthese

Bei Carboxylasen handelt es sich um Ligasen, die den Einbau von
Kohlenstoffdioxid in ihr Substrat, das meist namensgebend ist, katalysieren.
C. glutamicum besitzt drei Acyl-CoA Carboxylasen (Gande et al., 2007). Hierbei
handelt es sich um eine Acetyl-CoA Carboxylase, die an der Fettsauresynthese
beteiligt ist, eine Acyl-CoA Carboxylase, die an der Mykolsauresynthese
beteiligt ist, indem sie aktivierte Fettsduren als Substrat nutzt, und eine
Carboxylase mit bislang unbekannter Funktion (Gande et al., 2004). In
Escherichia coli gibt es nur eine einzige Carboxylase und zwar die ubiquitare
Acetyl-CoA Carboxylase, die erstmals 1958 von Wakil und Gibson entdeckt
wurde (Wakil et al.,, 1983). Die Acetyl-CoA Carboxylase katalysiert die
irreversible Initiationsreaktion der Fettsauresynthese durch die Carboxylierung
von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA, wie in Abbildung 1 dargestellt ist (Freiberg et
al., 2004; Gande et al. 2007). Malonyl-CoA ist der essentielle Baustein fur die
Fettsauresynthese und diese Synthesereaktion ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt, denn eine Uberproduktion der Acetyl-
CoA Carboxylase fuhrt in E. coli zu einer Erhéhung der Fettsaureausbeute
(Davis et al., 2000; Davis und Cronan, 2001). Das Enzym aus E. coli ist sehr
gut untersucht und besteht aus vier Polypeptiden, namlich der Biotin-
Carboxylase  (AccC), dem Biotincarboxylcarrierprotein  (AccB), der
a-Carboxyltransferase (AccA) und der pB-Carboxyltransferase (AccD). Die
Acetyl-CoA Carboxylase Reaktion umfasst zwei Teilreaktionen (James und

Cronan, 2004). Zunachst wird das kovalent an AccB gebundene Biotin durch
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AccC carboxyliert. Im Anschluss erfolgt die Ubertragung der Carboxylgruppe
von Biotin auf Acetyl-CoA durch den Komplex AccAD, wodurch Malonyl-CoA
gebildet wird. Die hier verwendeten Abklrzungen der Untereinheiten beziehen

sich auf die Acetyl-CoA Carboxylase aus E. coli (Cronan und Waldrop, 2002).

0 0 o]

)J\ _CoA Acetyl-CoA _CoA
G S Carboxylase HOJ\/LS .
Acetyl-CoA + ATP + HCO; e |\lalonyl-CoA + ADP + H™ + P,

Abb.1: Carboxylierung von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA durch die Acetyl-CoA
Carboxylase. Die Synthese von Malonyl-CoA erfolgt aus Acetyl-CoA, indem zunachst
die Carboxylgruppe unter ATP-Verbrauch an den Carboxylase-Cofaktor Biotin
gebunden wird und im Anschluss wird die Carboxylgruppe auf Acetyl-CoA Ubertragen.

Die Carboxylasen in C. glutamicum und den verwandten Corynebacterineae
weisen jedoch einen anderen Aufbau auf. Die Acetyl-CoA Carboxylase in
C. glutamicum besteht aus den drei Untereinheiten AccD1 (B-Untereinheit der
Carboxyltransferase), AccBC (Biotincarboxylase und
Biotincarboxylcarrierprotein) und AccE (s-Untereinheit der Acyl-CoA
Carboxylase). Hiervon besitzt die AccD1-Untereinheit eine Funktion bei der
Carboxylierung der Substrate (Li und Cronan, 1992; Li et al., 1992) und die
AccBC-Untereinheit ist ein Fusionsprotein aus AccB und AccC, das den
Cofaktor Biotin tragt, der durch AccB auch carboxyliert wird (Samols et al.,
1988; Chapman-Smith und Cronan, 1999). Die Acetyl-CoA Carboxylase ist ein
labiler Komplex, dessen molekulare Masse in C. glutamicum 812 kDa betragt,
so dass er vermutlich aus jeweils sechs Untereinheiten (aesPescs) aufgebaut ist.
Diese Acetyl-CoA Carboxylase, wie auch die von E. coli und anderen
Organismen, ist befahigt neben Acetyl-CoA auch Propionyl-CoA als Substrat

umzusetzen (Gande et al., 2007).

Die an der Mykolsauresynthese beteiligte Acyl-CoA Carboxylase besteht aus
vier Untereinheiten, AccD2 und AccD3 (beides p-Untereinheiten der
Carboxyltransferase), AccBC und AccE (Gande et al., 2004). Die Acyl-CoA
Carboxylase aktiviert die Acylgruppe einer am Acylcarrierprotein gebundenen
Cqe-Fettsaure durch a-Carboxylierung (Gande et al.,, 2004). Die dritte

Carboxylase besteht aus den drei Untereinheiten AccD4, AccBC und AccE. Die
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Gene accD1, accD2 und accE liegen direkt benachbart in einem synthenischen
Genlokus in C. glutamicum. Das Gen birA, das fur die Biotinligase kodiert und
den Cofaktor Biotin an die AccBC-Untereinheit bindet (Chapman-Smith und
Cronan, 1999), liegt direkt stromaufwarts von accD1. Das Gen accBC liegt etwa
5 kb vom accD1/accD2-Lokus entfernt. Im Gegensatz zu accD1, accD2 und
accD3 ist accD4 das einzige dieser paralogen Gene, das nicht essentiell ist
(Gande et al., 2007). Gegenuber der Situation in C. glutamicum mit vier
accD-Genen liegen in C. efficiens und C. diphtheriae funf und in Mycobacterium
tuberculosis, M. bovis und M. marinum sogar sechs accD-Gene z.T.
unbekannter Funktion vor (Kalinowski et al., 2003; Cole et al., 1998; Glickman
und Jacobs, 2001).

Die an die Malonyl-CoA Synthese anschlieRende Fettsauresynthese verlauft
linear in mehreren repetitiven Schritten (siehe Abbildung 2) und wird durch die
Fettsauresynthase katalysiert (Freiberg et al., 2004; Cronan et al., 1997).
C. glutamicum besitzt eine Fettsauresynthase Typ | (Fas I), wie die anderen
Corynebacterineae und Eukaryoten. Fettsauresynthasen dieses Typs werden
durch ein einziges Polypeptid kodiert, wogegen die Fettsauresynthasen des
Typs I, wie sie z.B. E. coli besitzt, aus mehreren einzelnen Polypeptiden
aufgebaut sind (White et al., 2005; Maier et al., 2008).
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ADP + P,  ATP + HCO;
K____/

|AccC (Blotlncarboxylase

Acetyl-CoA
Carboxylase AccB Biotin Cow

|AccAD (Carboxyltransferase)l

7 |
Acetyl-CoA  Malonyl-CoA

Phospholipide |

Malonyl-ACP

Dl

FabB \ FabH

\

Acyl-ACP B-Ketoacyl-ACP
| Fabl (FabL), FabK | *Im
T
Enoyl-ACP B-Hydroxyacyl-ACP

Abb.2: Bakterielle  Fettsduresynthese. @ Schematische  Darstellung des
Stoffwechselweges aus E. coli mit Metaboliten und entsprechenden Enzymen
(schwarzer Kasten). Ausgangssubstrat ist Acetyl-CoA, das durch die Acetyl-CoA
Carboxylase (ACC) zu Malonyl-CoA carboxyliert wird (roter Kasten). Die ACC-Reaktion
ist untergliedert in zwei Teilreaktionen, die kovalente und ATP-abhangige Bindung von
CO, an den AccB-Cofaktor Biotin und die nachfolgende Ubertragung der
Carboxylgruppe von Biotin auf Acetyl-CoA. In der weiteren Fettsduresynthese wird
Malonyl-CoA auf das Acylcarrierprotein (ACP) transferiert. Danach folgt eine
schrittweise Verlangerung der Fettsaurekette durch vier aufeinanderfolgende Schritte,
namlich Kondensation (FabH), Reduktion (FabG), Dehydratisierung (FabZ) und
nochmalige Reduktion (Fabl, FabK) unter Einsatz von weiteren Molekiilen Malonyl-
CoA. Abkiurzungen: FabD = Malonyl-CoA:ACP Transacylase. FabH = p-Ketoacyl-ACP-
Synthase Ill, FabG = p-Ketoacyl-ACP Reductase, FabZ = p-Hydroxyacyl-ACP
Dehydrase, Fabl / FabK = Enoyl-ACP Reductase, FabF / FabB = p-Ketoacyl-ACP
Synthase | / 1l (Abb. nach Freiberg et al., 2004).

C. glutamicum besitzt sogar zwei Fettsauresynthasen, wie C. efficiens und
C. ammoniagenes (Nishio et al., 2003; Stuible et al., 1997), die bei
C. glutamicum durch das essentielle Gen fasA (Fas IA) bzw. das nicht-
essentielle Gen fasB (Fas IB) kodiert werden. C. diphtheriae oder C. jeikeium

weisen, wie E. coli und B. subtilis, nur eine Fettsauresynthase auf (Stuible et al.,
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1996; Radmacher et al., 2005). Fas IA synthetisiert vorwiegend Stearat (18:0)
und Oleat (18:1), wohingegen Fas IB Palmitat (16:0) und Stearat produziert,
aber kein Oleat (Stuible et al., 1996; Stuible et al., 1997). Die Analyse von
Phospholipiden aus der Cytoplasmamembran ergab, dass sie zu etwa 90 %
aus den Fettsduren Oleat und Palmitat bestehen (Minnikin et al., 1984;
Radmacher et al., 2005).

Zusatzlich zu den ,normalen® Fettsauren besitzen die Vertreter der
Corynebacterineae noch Mykolsauren, a-verzweigte B-Hydroxyfettsauren, die
eine zweite auldere Lipidschicht bilden (Alderwick et al., 2005). Diese zweite
Lipidschicht der gram-positiven Corynebacterineae, die sogenannte
Mycomembran, ahnelt der auleren Membran gram-negativer Bakterien (Lee et
al., 1997). Die Synthese der Mykolsauren erfolgt in mehreren Schritten aus zwei
Fettsauremolekulen (Radmacher et al., 2005) und hierbei wird unter anderem
die Acyl-CoA Carboxylase bendétigt (Gande et al.,, 2007). Im Vergleich zu
Mycobacterium tuberculosis besitzt C. glutamicum Uberwiegend einfache, aus
den Fettsauren Oleat und Palmitat aufgebaute Mykolsauren des Typs 32:0 und
34:1 (Collins et al., 1981) und geringe Mengen der Mykolsauren 34:0, 36:0,
36:1 und 36:2 (Jang et al., 1997).

3. Regulation des Lipidstoffwechsels

Die Regulation der Fettsauresynthese ist intensiv in E. coli, aber auch in
Bacillus subtilis und Streptococcus pneumoniae untersucht worden, um
aufzuklaren, unter welchen Bedingungen die Fettsduresynthese aktiviert oder
reprimiert wird und welche Schlisselenzyme auf transkiptioneller Ebene im
Syntheseweg reguliert werden (Rock und Cronan, 1996; Zhang et al., 2002;
Schuiman et al.,, 2003; Lu und Rock, 2006). E. coli besitzt Uberwiegend
unverzweigte Fettsduren und zwei Transkriptionsregulatoren, die in die
Fettsauresynthese bzw. den Fettsdureabbau eingreifen, FadR und FabR (siehe
Abbildung 3). FadR gehort zur GntR-Familie und reguliert vornehmlich den
Fettsdureabbau, aber aktiviert auch die beiden Gene fabA und fabB, die an der
Fettsauresynthese beteiligt sind. Effektoren flir FadR sind langkettige Acyl-CoA
Derivate (Haydon und Guest, 1991; Henry und Cronan, 1992; Campbell und
Cronan 2001; Fujita et al., 2007). FabR ist ein Mitglied der TetR-Familie und
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reprimiert gezielt die Expression der beiden Gene fabA und fabB des
Fettsauresynthasekomplexes Fas Il, wobei der Ablauf als auch der Effektor
noch aufzuklaren sind (Zhu et al.,, 2009; Fujita et al., 2007; Campbell und
Cronan, 2001). Zusatzlich wird die  Fettsauresynthese  mittels
Feedbackhemmung durch das Acylcarrierprotein (ACP) gesteuert, das die
Acetyl-CoA Carboxylase und das Protein Fabl hemmt (Heath und Rock, 1996;
Davis und Cronan, 2001; Zhang und Rock, 2009). Weiterhin reguliert das AccB-
Polypeptid, eine Untereinheit der Acetyl-CoA Carboxylase, die Expression des
accBC-Operons durch Inhibierung der accBC-Transkription (James und
Cronan, 2004).

B. subtilis hingegen besitzt sowohl unverzweigte als auch verzweigte
Fettsauren und einen Transkriptionsregulator FapR der DeoR-Familie, der die
Fettsauresynthese reprimiert (siehe Abbildung 4) (Kaneda, 1977; Schuiman et
al.,, 2003; Schuiman et al.,, 2006). FapR reprimiert die Expression des fap
Regulons (Schuiman et al., 2003). Malonyl-CoA, der essentielle Grundbaustein
fur die Fettsauresynthese, inhibiert die FapR-Repression des fab-Regulons
(Schuiman et al., 2006; Zhang und Rock, 2009).

Der human-pathogene Organismus Streptococcus pneumoniae besitzt
uberwiegend unverzweigte Fettsauren, wie auch E. coli. In diesem Organismus
ist der Transkriptionsregulator FabT an der Repression der Fettsauresynthese
beteiligt. Das FabT-Regulon umfasst nahezu alle Gene, die in die
Fettsauresynthese involviert sind (siehe Abbildung 4) (Lu und Rock, 2006;
Fujita et al., 2007).

In C. glutamicum ist noch nichts Uber die Regulation der Fettsauresynthese
bekannt. Es konnten bislang lediglich zwei Regulatoren identifiziert werden, die
Gene der Fettsduresynthese beeinflussen koénnten. So konnten GIxR-
Bindemotive vor den Genen accD1, accD4, fasA, fasB und accBC identifiziert
werden (Kohl und Tauch, 2009). In in vitro Bindestudien konnte nachgewiesen
werden, dass GIxR vor allen aufgelisteten Genen, mit Ausnahme von accBC,
bindet (Kohl et al., 2008; Kohl und Tauch, 2009). Bei GIxR handelt es sich um
einen essentiellen und globalen Regulator von C. glutamicum, der unter
anderem Bindestellen vor Genen des Glyoxylatzyklus, des
Gluconatmetabolismus und der Fettsauresynthese besitzt (Kim et al., 2004;

Letek et al., 2006; Jungwirth et al., 2008). Einen experimentellen Beleg, ob
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GIxR die Expression der oben genannten Gene direkt beeinflusst, gibt es
hingegen noch nicht, weil GIxR nicht deletierbar ist (Koch und Tauch, 2009).
Ferner zeigte sich in einer SugR-Deletionsmutante, dass bei Wachstum auf
Acetat die accD1-Expression um den Faktor 7 und die fasB-Expression um den
Faktor 6 reduziert ist (Engels et al., 2008).

Acetyl-CoA
ATP + HCO5
ACCABCD s
ADP + P,

Malonyl-CoA
ACP-SH

1

Malonyl-ACP

Acyl-CoA o. -ACP
FabB
4 —*-} ACP-SH + CO,

B-Ketoacyl-ACP 3161 8= Cis-3-Decenoyl-ACP
NADPH + H" Synthese
NADP* ungesattigter FS
B-Hydroxyacyl-ACP Decenoyl-ACP
=\

H.O

Enoyl-ACP
NADH + H* FadR = Aktivator

(Effektor: langkettiges Acyl-CoA)
NAD"

FabR = Repressor
Acyl-ACP (Effektor: unbekannt)

Feedback-Inhibition

Abb. 3: Schema der Fettsduresynthese und dessen Regulation in E. coli.
Ausgangssubstrat ist Acetyl-CoA, das durch die Acetyl-CoA Carboxylase (AccABCD)
zu Malonyl-CoA carboxyliert wird. Danach wird Malonyl-CoA durch FabD auf das
Acylcarrierprotein (ACP) transferiert. Anschlieend folgt eine schrittweise Verlangerung
der Fettsdurekette durch vier Schritte: Kondensation (FabH), Reduktion (FabG),
Dehydratisierung (FabZ) und Reduktion (Fabl). Das Acyl-ACP kann wieder in diesen
Zyklus eingespeist werden. FadR fungiert als Aktivator der Gene fabA und fabB und
wird selbst durch langkettige Acyl-CoAs (>14 C-Atome) reprimiert. FabR reprimiert die
Genexpression von fabA und fabB. Zudem regulieren Acyl-ACPs die Acetyl-CoA
Carboxylase (AccABCD) und Fabl tber Feedback-Inhibition.

Abklrzungen: FabA = 3-Hydroxydecanoyl-ACP Synthase, FabB = 3-Ketoacyl-ACP
Synthase |, FabD = Malonyl-CoA:ACP Transacylase. FabG = p-ketoacyl-ACP
Reductase, FabZ = p-hydroxyacyl-ACP Dehydrase, Fabl = Enoyl-ACP Reductase
(Umgezeichnet nach Fuijita et al., 2007).
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A

Bacillus subtilis

FapR = Repressor
(Effektor: Malonyl-CoA)

Acyl-CoA o. -AC

Streptococcus pneumoniae

FabT = Repressor
(Effektor: unbekannt)

Acetyl-CoA
ATP + HCO3

AccABCD

ADP + P,

Malonyl-CoA
ACP-SH

FabD
CoA-SH

Malonyl-ACP

P
FabF

W

~~) ACP-SH + CO,

]

B-Ketoacyl-ACP
NADPH + H*

FabG
NADP*

B-Hydroxyacyl-ACP

W

YwpB
20

i

Enoyl-ACP
NADH + H*

Fabl

W

NAD*
Acyl-ACP

Abb. 4: Schema der
Fettsauresynthese und
dessen Regulation in
B. subtilis bzw.
S. pneumoniae. Die
Fettsduresynthese verlauft
in beiden  Organismen
analog zu der in E. coli. Die
Fettsauresynthese in
B. subtilis (linke Seite) wird
fast vollstandig durch das
Protein FapR reguliert und
reprimiert. Der Repression
durch FapR wirkt Malonyl-
CoA entgegen. Die
Fettsauresynthese in
S. pneumoniae (rechte
Seite) wird vollstandig
durch das Protein FabT
reprimiert. Der Effektor von
FabT ist bislang unbekannt
(Umgezeichnet nach Fuijita
et al., 2007).
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4. Ziel der Arbeit

In vorangegangenen Arbeiten wurden bereits Gene in C. glutamicum
identifiziert, die einerseits fur die Lipidsynthese verantwortlich sind und
andererseits in Abhangigkeit vom eingesetzten Substrat unterschiedlich
exprimiert werden. Davon sind die Gene der Acyl-CoA Carboxylasen accD1
und accD2 betroffen (Gande et al., 2004). Dies ist von besonderem Interesse,
well die Membranbeschaffenheit einen Einfluss auf die
Aminosaureausscheidung hat (Shimizu et al., 2003). Ferner konnten bislang
weder Regulatoren dieser Gene, noch Metabolite, die als Effektoren von
entsprechenden Regulatoren fungieren, identifiziert werden. Deshalb sollten
zunachst Regulatoren, die an der Lipidsynthese in C. glutamicum beteiligt sind,
identifiziert werden. Ferner sollten Regulator-defekt Mutanten hergestellt
werden, um Uber globale Expressionsanalysen das entsprechende Regulon
charakterisieren zu kdénnen. SchlieRlich war es das Ziel die spezifische DNA-
Bindestelle eines mdglichen Transkriptionsregulators zu identifizieren und zu
charakterisieren, um ein erstes Modell der Kontrolle von Genen der

Lipidsynthese in C. glutamicum zu erstellen.
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Il. Material und Methoden

1. Bakteriensta

Tab. 1: Die in dieser

mme und Plasmide

Arbeit verwendeten Bakterienstamme

Stamm Genotyp Referenz
F’, endA1, hsdR17, (rk mk’), supE44,
E. coli DH5a thi-1, recA1, gyrA, (Nal"), relA1, Hanahan, 1983

A(lacZYA argF)U169, (p80lacZAM15)

E. coli BL21 (DE3)

F', ompT, hsdS, gal(Aclts857, ind1,
Sam7, nin5, lacUV5-T7gene1) dem®
Tet" (DE3)

Studier und
Moffatt, 1986

C. glutamicum

Wildtyp-Stamm

Abe et al., 1967

ATCC13032

Wildtyp mit einer in-frame-Deletion . .
ATCC13032 AfasR von fasR (NCgl2404) diese Arbeit
ATCC13032 Wildtyp mit einer in-frame-Deletion diese Arbeit
AmarR von marR (NCgl2886)

Wildtyp mit einer in-frame-Deletion . .
ATCC13032 AsyrB von syrB (NCgl0405) diese Arbeit
Tab. 2: Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide
Plasmid Marker / Eigenschaft Referenz

E. coli-C. glutamicum-Shuttle-Vektor fur Eikmanns et al

pEKEx2 die regulierte Genexpression (Kan®, Py, K

lacl®, pBL1 oriVcg, pUC18 oriVE,)

1991

pEKEx2-fasR

pEKEx2 mit einem 638 bp Pstl-BamHl|-
Fragment kodierend flrr das
C. glutamicum FasR-Protein

diese Arbeit

pEKEx2-marR

pEKEX2 mit einem 473 bp Pstl-BamHI-
Fragment kodierend fur das
C. glutamicum MarR-Protein

diese Arbeit

pEKEXx2-syrB

pEKEx2 mit einem 884 bp Pstl-BamHl|-
Fragment kodierend flir das
C. glutamicum SyrB-Protein

diese Arbeit
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Fortsetzung Tab. 2

PET16b

Expressionsplasmid fur E. coli BL21
(DE3) (Amp"~, P17, T7 Terminator,
Oripera22, lacl, N-terminaler 10xHis-Tag)

Novagen

pET16b-fasR

pET16b mit einem 635 bp Ndel-BamHl|-
Fragment kodierend flr das
C. glutamicum FasR-Protein

diese Arbeit

pET16b-marR

pET16b mit einem 470 bp Ndel-BamHI-
Fragment kodierend fur das
C. glutamicum MarR-Protein

diese Arbeit

pET16b-syrB

pET16b mit einem 881 bp Ndel-BamHl-
Fragment kodierend flrr das
C. glutamicum SyrB-Protein

diese Arbeit

pK18mob

Integrationsvektor (Kan®, oriVe,. oriT)

Schafer et al.,
1994

pK18mob-fasR-
Strep

pK18mob mit einem 704 bp Xbal-Xmal-
Fragment kodierend fur fasR und einen
C-terminalen Strepll-Tag

diese Arbeit

Integrationsvektor (Kan®, oriVe., oriT,

Schafer et al.,

pK19mobsacB sacB) 1994
pK19mobsacB mit einem 1008 bp Xmal-
Z}fﬂ%mobsacB Pstl-Crossover-PCR-Fragment, das die diese Arbeit
as fasR flankierenden Bereiche umfasst
pK19mobsacB mit einem 1050 bp Xmal-
zKIL??mobsacB Sall-Crossover-PCR-Fragment, das die diese Arbeit
9 g/xR flankierenden Bereiche umfasst
pK19mobsacB mit einem 1060 bp Pstl-
ZgagrgobsacB Hindlll-Crossover-PCR-Fragment, das die | diese Arbeit
marR flankierenden Bereiche umfasst
pK19mobsacB mit einem 1057 bp Xmal-
ZK1QBmobsacB Hindlll-Crossover-PCR-Fragment, das die | diese Arbeit
Syr syrB flankierenden Bereiche umfasst
pK19mobsacB mit einem 1008 bp Xmal-
Z};VL?EObsaCB Hindlll-Crossover-PCR-Fragment, das die | diese Arbeit

whiA flankierenden Bereiche umfasst
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2. Oligonukleotide

Die Oligonukleotide in Tabelle 3 wurden von der Firma Eurofins MWG GmbH
(Ebersberg) synthetisiert.

Tab.3: Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide fiir Amplifikationen,
Deletionen, Sequenzierungen, Bindestudien und Mutationsanalysen

Name Sequenz (5’>3)*P.cdef
Quantitative Real-Time PCR (Kapitel 7.4)
c-accBC-RT CGG TCT CCC AAT CGC CAT CAA GGC AG
w-accBC-RT GCC GTG CTT ATC GGC GAT GAC CTG AG
c-accD1-RT GAG CTG GCA ATC GAC ACC GGC CGC C
w-accD1-RT CCA CGA AGT CGG TCA GAG CTG GGC C
c-accD2-RT CAC ATG GCT ACC TCC GGT ACC TCC CA
w-accD2-RT CGG GGA ATC CGG GAT GAT GGT GTC C
c-accE-RT GCA GAT CGT ATC TGG CAA CCC AAC CG
w-accE-RT CGG GCG AGA CAG ACG CTC ATC C
c-birA RT Rev CAC CTT CCA ATG CGA GGG AAG TTG C
w-birA RT For ACT CGC GGC GGG ACT CGC TGT CAT
c-maf-RT CTG CGC CGG AGG AGA TCG TCC GCC A
w-maf-RT CAT CGC CAA AGA TGA TGG CGT GGC C
ddh-forward ACG TGC TGT TCC TGT GCA TGG
ddh-reverse GCT CGG CTA AGA CTG CCG CT

Deletionen (Kapitel 7.6)

GGA GAT ACC CCA CCC GGG TTT TCA TTG CCT

fasR Start Noyt-Xmal AAT GA

CCC ATC CAC TAA ACT TAA ACA AGT GCC TGC

fasR Start Niy CGC TTC CAA TTG TTC AGT
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Fortsetzung Tab. 3

f2sR End C TGT TTA AGT TTA GTG GAT GGG CTG ATT TCT
IN TAC CTC TTC TCC GTG GCT
CGC CTC AGC GTG CGC TGC AGT GTT TGC ACT
fasR End CoyT -Pstl
GAT
fasR Proof 1 Deletion GCG TGC CAC TGC GCT ACT CCT G
fasR Proof 2 Deletion CCG TCC CCG ACA ACA TGT ACG GCC
CGA TGT GAG ACC CCC CGG GAG GCC GCT TCT
g/IXR Start Noyt —Xmal e -
IxR Start N CCC ATC CAC TAA ACT TAA ACA CTC CTG TAC
g9 IN ACC TTC CAC TGC TTT TCT
IXR End C TGT TTA AGT TTA GTG GAT GGG GTG GAC ACC
9 IN GAG CAT TTG GCA CGT CGC
GTG GAG TCC CTC ATG AGT CGA CTT TGG AGG
g9/IXR End Coyr -Sall G
g/XR Proof 1 Deletion GAA CGT CCG TGC ACT GGG CGG
g/xR Proof 2 Deletion GCT GAC GGC GCA CAG CGT TTC CGT CAG
GCA CCG TTG CCT GCA GTC CAT TCT TTA CCA
marR Start Noyt-Pstl ACT
marR Start N CCC ATC CAC TAA ACT TAA ACA AGG CAT GCC
IN TGC CAG CAT AGC GGT ATT
marR End C TGT TTA AGT TTA GTG GAT GGG TAC GGT AGC
IN TGG AAA GAG ACC GAC AGC
) ACC CCT CGC GGC ACA AGC TTT AGT GGG ACG
marR End Couyt -Hindlll CGC GAG
marR Proof 1 Deletion CAG GAG GAT TTT TAC TAT TCG
marR Proof 2 Deletion ATC CAA GCT CCG CGA CGT TGG
syrB Start Noyt -Xmal CAC CTA ATG GAC CCG GGA TCA GCG CAC CAA
svrB Start N CCC ATC CAC TAA ACT TAA ACA GAG CTG ATT
y IN GAG GTG CAT GTG TGC TAA
syrB End C TGT TTA AGT TTA GTG GAT GGG AAG GCC CTG
y IN ATC CAG AAA TTT ATT GAC
syrB End Coyr -Hindlll GAA TTG TTT GGG AAA GCT TAT GTG ACT CGC
syrB Proof 1 Deletion CGC ACT GGA CTG CTC ACC GGA
syrB Proof 2 Deletion GTG GTG AAT CCT TGA TCA GGG
GTA GCT GCA ACC CCC GGG CAG GTG CGA CGC

whiA Start NOUT —Xmal
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Fortsetzung Tab. 3

HiA Start N CCC ATC CAC TAA ACT TAA ACA ATC ACT CGT
whiA start Nin CAG TGA CAC GCC TAC TCC
A End C TGT TTA AGT TTA GTG GAT GGG TCT GTT GTG
whiA End Lin ACG GAA GAT TTG TTG GAA
. , ATG CAA TGT GTC AAG CTT TTA GGT CAA TCA
whiA End Cout -Hindlll —_—
GAG C
whiA Proof 1 Deletion CCT CGT GAT CGT GGC GTT GAC CGA CAT
whiA Proof 2 Deletion CCA AGG CGG CCC ATG ATG GAG TCG AAC
Integration (Kapitel 7.6)
TAT ACC CGG GAT GGA AGC GGC AGG CAC TGA
Strep-fasR for A —
Strep-fasR rev TAT ATC TAG ATT ATT TTT CGA ACT GCG GGT
P GGC TCC AAG CGC TTC CAG TAG CCA CGG AGA
pK18int-Check GCC GAA TAG CCT CTC CAC CCA AG
Sequenzierprimer (Kapitel 7.7)
M13 rev (-49) GAG CGG ATA ACA ATT TCA CAC AGG
M13 uni (-43) AGG GTT TTC CCA GTC ACG ACG TT
pEKEx2-fw-2 CGG CGT TTC ACT TCT GAG TTC GGC
pEKEX2-rv-2 GAT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC
T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
T7 term CTA GTT ATT GCT CAG CGG T
Expression (Kapitel 8.2)
CGG TGG CGA CGT GCG GGA TCC CTA TCC AGT
c-fasR-pEKEx2-BamHl —
AGC C
CTT ATG ACA TCT GCA GAA GGA GAT ATA GAT
w-fasR-pEKEx2-Pstl TTG GAA GCG GCA GGC ACT GAA ATT TTA A
CGG TGG CGA CGT GCG GGA TCC CTA TCC AGT
c-fasR-pET16b-BamHl —_—
AGC
w-fasR-pET16b-Ndel GAC ACT GAA CAT ATG GAA GCG GCA G
GTT GAG ATG GAG AGG ATC CTT AAG AAC CGC
c-marR-pEKEx2-BamHI
TGT C
ATC GAA CGG ACT GCA GAA GGA GAT ATA GAT
w-marR-pEKEX2-Pstl ATG CTG GCA GGC ATG CCT AAT TTA AAC G
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Fortsetzung Tab. 3

c-marR-pET16b-BamHI GAG ATG GAG AGG ATC CTT AAG AAC CGC TG

w-marR-pET16b-Ndel GGC AAT ACC CAT ATG CTG GCA GGC ATG

CAT GGC GGC TGT TGG ATC CTC AGT TTC CGT

c-syrB-pEKEx2-BamH| CAA T

CTT GCA TAC CCT GCA GAA GGA GAT ATA GAT

w-syrB-pEKEx2-Pstl ATG CAC CTC AAT CAG CTC GAA TTT TTC A

c-syrB-pET16b-BamHI CAT GGC GGC TGT TGG ATC CTC AGT TTC CGT

w-syrB-pET16b-Ndel GGT TTA GCA CAT ATG CAC CTC AAT CAG

DNA-Affinitatsreinigung (Kapitel 8.7.1)

c-accD1-BIOTIN BITEG-TGG AGC AAT TTT TCC TTC AGG AGC T
w-accD1-FISH AGG TCG GCG ATC TTG CCG GCAG TGG
c-accD2-BIOTIN BITEG-CAA GCA CAA GAA CGT CAC TCG CCC T
w-accD2-FISH TGC AAG ACG GGA GCG AAG ATC GGA C

Gelretardationsexperimente (Kapitel 8.7.2)

c-BS-accBC CAC CAC GGT TAG CGA CAA GA
c2-BS-accBC GTG AAT ATT CTT GCA CAC TCA AC
c2a-BS-accBC CTC AAC CAG ATA TGA GGA CTT AC
c3-BS-accBC CAT ATT CTG GGG GAA TTC TTC
w-BS-accBC TCG GTG TCA TAG AAT AGG CGT
w1-BS-accBC CCA TAT TTC CTG CCT AAA AC
w2-BS-accBC GAG TAA GTC CTC ATA TCT GGT TG
w3-BS-accBC GCA ACT ATG TGT CTA CCC ACT GAG
c-BS-accD1 TGG AGC AAT TTT TCC TTC AGG AGC T
c3-BS-accD1 CGT CGA AAA GCG CGC TTT AAG
c4-BS-accD1 CGC ACG CAG CAC GAA CCT GTT
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Fortsetzung Tab. 3

c5-BS-accD1 CCG CCT ACC GCT ACG ATT TCA
c5b-BS-accD1 CGA TTT CAA AAC ATG ACC
c6-BS-accD1 CAT GAC CAT TTC CTC ACC TTT G
w-BS-accD1 AGG TCG GCG ATC TTG CCG GCA GTG G
w1-BS-accD1 GGT GAG GAA ATG GTC ATG
w1b-BS-accD1 GCG ACG TCA ATC AAA GGT G
w2-BS-accD1 GTC ATG TTT TGA AAT CGT AGC GG
w3-BS-accD1 CGG GGG TAA CGT CCA CAA TAT
w5-BS-accD1 ACG CGA CCC CAC TAC ATT GGC
c-BS-fasA GCG ATC ACC TGC TGC CAG GCA G
c2-BS- fasA CCA CTT ACG AAT GCG TAG GTT AC
w-BS- fasA CAT GCT GGC AGC GCC GAT AGT GGC
w2-BS- fasA CCC ACC AGT AAC AGT GGT TAA C
w3-BS- fasA CCA GAA AAA CAT GAG GGT TTA GTC
w4-BS- fasA CGT GAG TAT TTC TTC ACT GAC ACC GC
c-BS-fasB CCA AAG CGG TTA ATC AGT C
c2-BS- fasB CCC GAA GTT CCT GCT CAA TTC
c3-BS- fasB CAG GGC GTG GAT CCT GAC CTG AAG
c3a-BS- fasB CCT CTT ATC GTG CCA TTT AAC C
c4-BS- fasB CGA AAT ACT CAT GCC TTC AAA G
w-BS- fasB GCC GGG AGC TGT AGA AAA TTG
w2-BS- fasB CGC GAT TTC GAT GCC TGG ATG G
w2a-BS- fasB CCC TCA AGC AAA TGG AAG GTG AAC
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Fortsetzung Tab. 3

w2b-BS- fasB CAC TTG TTG GAA GGA CCT TTT C
w2c-BS- fasB CCT CAT GAT TTG TGG CAT ATT G
w3-BS- fasB GCG TTC ATC CCG GCT AAG TTA
c-BS-NCgl0140 CCA CTT CTT CAC GTT CCG CGC C
w-BS-NCgl0140 CCA CAA CTT CAC GCG CAA GGT CTC
c-BS-NCgl0281 CCT CTG CCT CGA CGG TTG GGT TAC C
w-BS-NCgl0281 CTC GGC GGT GGG GTT GCT GGT GGT C
c-BS-NCgl0375 GTC GAC GTC AAT GAA ATT CAG
w-BS-NCgl0375 CTC ACG TGG TTT ACG CCA GGC
c-BS-NCgl0388 CGT CCA CTC TGG GTA GTG CT
w-BS-NCgl0388 GGG CTG CTG CAA TGG AGA GG
c-BS-NCgl0670 CAC CAC GGT TAG CGA CAA GA
w-BS-NCgl0670 TCG GTG TCA TAG AAT AGG CGT
c-BS-NCgl0677 CAA GCA CAA GAA CGT CAC TCG CCC T
w-BS-NCgl0677 TGC AAG ACG GGA GCG AAG ATC GGA C
c-BS-NCgl0678 TGG AGC AAT TTT TCC TTC AGG AGC T
w-BS-NCgl0678 AGG TCG GCG ATC TTG CCG GCA GTG G
c-BS-NCgl0797 CAT TCC AAG AAA TGA AGC TGT CAG GGT CC
w-BS-NCgl0797 CTC TCC AAA TTC TGG GCT CGC C
c-BS-NCgl0802 GCG ATC ACC TGC TGC CAG GCA G
w-BS-NCgl0802 CAT GCT GGC AGC GCC GAT AGT GGC
c-BS-NCgl0886/7 CGG CCA TTT CTT TTG ATA GGC
w-BS-NCgl0886/7 GTC ATG CCC ACA GCA TAG A
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c-BS-NCgl0935 CCT CTG CCT CGA CGG TTG GGT TAC C
w-BS-NCgl0935 CCG CGT CCT ACG CTT TAC GAC
c-BS-NCgl1094 CGC TCC GAT GCG AGG AAG ACC
w-BS-NCgl1094 GGT GTA ACC ACA CGT CAC CGC G
c-BS-NCgl1232 GTG GCC ATC GGG ATT GTG CG
w-BS-NCgl1232 CAA AAG CCA CTT CTT TAC CAC
c-BS-NCgl1578 GCA GGT TGT GGT TAT GAT GTG
w-BS-NCgl1578 GGG TGT GTC GCG GAT GGA GA
c-BS-NCgl1855 TGT GCG GCT ACC GCG ACT G
w-BS-NCgl1855 TCA CGC ACC TGT TGC TGT GAT
c-BS-NCgl2199 ATT CGG ACT CTT CTG CAG GG
w-BS-NCgl2199 TGC TGA GCC ACG TCG GAT G
c-BS-NCgl2308/9 CAC AGA TAA GCC GCG GGC A
w-BS-NCgl2308/9 GGC CAC CGC TTC AGC AGT GG
c-BS-NCgl2404 CGC TGC TGT GCC GGA CGG C
w-BS-NCgl2404 GTT CGT GCA ACT GGT CAC GTG
c-BS-NCgl2409 CCA AAG CGG TTA ATC AGT C
w-BS-NCgl2409 GCC GGG AGC TGT AGA ARA TTG
c-BS-NCqgl2737 GTC CCA CTG GTT CTG TGG CG
w-BS-NCgl2737 ACA GGA ATC ATG TCT CAC
c-BS-NCgl2772 CCG GAA TAC CCG TGG TGC GGA CAA CC
w-BS-NCqgl2772 CGC ACG CCG CGT CAA CCA GCG C

Mutationsanalyse (Kapitel 8.7.2)
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c-BS-accD1-motif GCG ACG TCA ATC AAA GGT GAG GAA ATG GTC
ATG TTT TGA AAT CGT AGC G
W-BS-aceD1-motif CGC TAC GAT TTC AAA ACA TGA CCA TTT CCT
CAC CTT TGA TTG ACG TCG C
c-BS-accD1-motif-3 GCG ACG TCA ATC AAA GGT GAG GAA ATC ATG
TTT TGA AAT CGT AGC G
W-BS-aceD1-motif-3 CGC TAC GAT TTC AAA ACA TGA TTT CCT CAC
CTT TGA TTG ACG TCG C
c-BS-accD1-motif-6 GCG ACG TCA ATC AAA GGT GAG GAC ATG TTT
TGA AAT CGT AGC G
. CGC TAC GAT TTC AAA ACA TGT CCT CAC CTT
w-BS-accD1-motif-6 TGA TTG ACG TCG C
c-BS-accD1-motif A GCG ACG TCA ATC AAA GGT GAG GAA ATG GTC
AGT GTT TGA AAT CGT AGC G
W-BS-accD1-motif A CGC TAC GAT TTC AAA CAC TGA CCA TTT CCT
CAC CTT TGA TTG ACG TCG C
c-BS-accD1-motif B GCG ACG TCA ATC AAA GGT GAG GAA ATG GGA
CTG TTT TGA AAT CGT AGC G
W-BS-accD1-motif B CGC TAC GAT TTC AAA ACA GTC CCA TTT CCT
CAC CTT TGA TTG ACG TCG C
c-BS-accD1-motif C GCG ACG TCA ATC AAA GGT GAG GAA AGT TTC
ATG TTT TGA AAT CGT AGC G
W-BS-aceD1-motif C CGC TAC GAT TTC AAA ACA TGA AAC TTT CCT
CAC CTT TGA TTG ACG TCG C
c-BS-accD1-motif D GCG ACG TCA ATC AAA GGT GAG GCC CTG GTC
ATG TTT TGA AAT CGT AGC G
W-BS-accD1-motif D CGC TAC GAT TTC AAA ACA TGA CCA GGG CCT
CAC CTT TGA TTG ACG TCG C
c-BS-accD1-motif E GCG ACG TCA ATC AAA GGT GCT TAA ATG GTC
ATG TTT TGA AAT CGT AGC G
W-BS-aceD1-motif E CGC TAC GAT TTC AAA ACA TGA CCA TTT AAG
CAC CTT TGA TTG ACG TCG C
c-BS-accD1-motif F GCG ACG TCA ATC AAA TTG TAG GAA ATG GTC
ATG TTT TGA AAT CGT AGC G
W-BS-aceD1-motif F CGC TAC GAT TTC AAA ACA TGA CCA TTT CCT
ACA ATT TGA TTG ACG TCG C
c-BS-aceD1-motif G GCG ACG TCA ATC AAA GGT GAG GAA ATG GTC
ATG TTT TTC AAT CGT AGC G
W-BS-accD1-motif G CGC TAC GAT TGA AAA ACA TGA CCA TTT CCT
CAC CTT TGA TTG ACG TCG C
c-BS-accD1-motif H GCG ACG TCA ATC AAA GGT GAG GAA ATG GTC
ATG TGG GGA AAT CGT AGC G
W-BS-aceD1-motif H CGC TAC GAT TTC CCC ACA TGA CCA TTT CCT
CAC CTT TGA TTG ACG TCG C
c-BS-accD1-motif | GCG ACG TCA ATC CCC GGT GAG GAA ATG GTC
ATG TTT TGA AAT CGT AGC G
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Fortsetzung Tab. 3

. CGC TAC GAT TTC AAA ACA TGA CCA TTT CCT
w-BS-accD1-motif | CAC CGG GGA TTG ACG TCG C

. GCG ACG TCA AGA AAA GGT GAG GAA ATG GTC
c-BS-accD1-motif J ATG TTT TGA AAT CGT AGC G

w-BS.accD1-mofif J CGC TAC GAT TTC AAA ACA TGA CCA TTT CCT
CAC CTT TTC TTG ACG TCG C

o BS.aceD-motif K TAT CAT GAC CTC AAA GGT GAG GAA ATG GTC
ATG TTT TGA CCG ATG CTA T

. ATA GCA TCG GTC AAA ACA TGA CCA TTT CCT
w-BS-accD1-motif K CAC CTT TGA GGT CAT GAT A

o BS-aceD1-motif L GCG ACG TCA AGA AAA GGT GAG GAA ATG GTC
ATG TTT TTC AAT CGT AGC G

W-BS.- 260D 1-mofif L CGC TAC GAT TGA AAA ACA TGA CCA TTT CCT
CAC CTT TTC TTG ACG TCG C

oBS-aceD1-mofit M GCG ACG TCA ATC CCC GGT GAG GAA ATG GTC
ATG TTT TTC AAT CGT AGC G

w-BS-aceD1-mofif M CGC TAC GAT TGA AAA ACA TGA CCA TTT CCT
CAC CGG GGA TTG ACG TCG C

oBS-aceD1-motif N GCG ACG TCA AGA AAA GGT GAG GAA ATG GTC
ATG TGG GGA AAT CGT AGC G

W-BS.aceD1-motif N CGC TAC GAT TTC CCC ACA TGA CCA TTT CCT
CAC CTT TTC TTG ACG TCG C

. GCG ACG TCA ATC CCC GGT GAG GAA ATG GTC
c-BS-accD1-motif O ATG TGG GGA AAT CGT AGC G

. CGC TAC GAT TTC CCC ACA TGA CCA TTT CCT
w-BS-accD1-motif O CAC CGG GGA TTG ACG TCG C

oBS-aceD1-mofif P GCG ACG TCA ATC AAA GGT GAG GAA ATG GTC
ATG TGG GTC AAT CGT AGC G

. CGC TAC GAT TGA CCC ACA TGA CCA TTT CCT
w-BS-accD1-motif P CAC CTT TGA TTG ACG TCG C

oBS-accD1-mofif Q GCG ACG TCA AGA CCC GGT GAG GAA ATG GTC
ATG TTT TGA AAT CGT AGC G

W-BS-aceD1-mofif Q CGC TAC GAT TTC AAA ACA TGA CCA TTT CCT
CAC CGG GTC TTG ACG TCG C

oBS-aceD1-mofif R GCG ACG TCA AGA CCC GGT GAG GAA ATG GTC
ATG TGG GTC AAT CGT AGC G

. CGC TAC GAT TGA CCC ACA TGA CCA TTT CCT
w-BS-accD1-motif R CAC CGG GTC TTG ACG TCG C

oBS.aceD-mofif S GCG ACG TCA ATC AAA TTG TCT TCC CGT TGA
CGT GTT TGA AAT CGT AGC G

W-BS. 200D 1-mofif S CGC TAC GAT TTC AAA CAC GTC AAC GGG AAG
ACA ATT TGA TTG ACG TCG C

& Schnittstellen von Restriktionsenzymen sind unterstrichen

b Basenaustausche sind rot markiert

°Linkersequenzen sind dick dargestellt

9 eingefiigte Ribosomenbindestellen sind kursiv dargestellt
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°BITEG ist ein angehangtes Biotin am 5’ Ende
"eingefligter Strep-Tagll ist grau hinterlegt

3. Nahrmedien

BHI-Medium:

BHIS-Medium:

Cglll-Medium:

CgXll-Medium:

LB-Medium:

SOB-Medium:

Spurensalzlésung:

37 g/l BHI (Difco) (Menkel et al., 1989)

37 g/l BHI (Difco) und 182 g/l Sorbitol (Merck) (Menkel et
al., 1989)

10 g/l Pepton (Difco), 10 g/l Hefeextrakt (Difco), 2,5 g/l NaCl
(Merck) und 20 g/l Glucose (Merck) (separat autoklaviert)
zugeben (Menkel et al., 1989)

20 g/l (NH4)2SO4 (Merck), 5 g/l Harnstoff (Merck), 1 g/l
KH2PO4 (Merck), 1 g/l KzHPO4 (Merck), 0,25 g/l MgSOy, -
7 HO (Merck), 10 mg/l CaCl, (Merck), 42 g/l MOPS (Roth),
0,2 mg/l Biotin (Merck), pH 7 (mit NaOH einstellen), nach
dem Autoklavieren 1 ml/l Protokatechusaure (30 g/l in verd.
NaOH gelost, sterilfiltriert), 1 ml/l Spurensalzlésung und
40 g/l Glucose (Merck) zugeben (Keilhauer et al., 1993)

10 g/l Trypton (Difco), 5 g/l Hefeextrakt (Difco), 10 g/l NaCl
(Merck) (Bertani, 1951)

20 g/l Trypton (Difco), 5 g/l Hefeextrakt (Difco), 0,6 g/l NaCl
(Merck), 0,2 g/l KCI (Merck), nach dem Autoklavieren 1 g/l
MgCl, (Merck) und 1 g/ MgSO4 (Merck) (beide sterilfiltriert)
zugeben (Hanahan, 1983)

10 g/l FeSO4 - 7H,0 (Merck), 10 g/l MnSO4 - H,O (Merck),
1 g/l ZnSO4 - 7H,0 (Merck), 0,2 g/l CuSO4 - 5H,0 (Merck),
20 mg/l NiCl; - 6H20 (Merck), zum Lésen mit HCl ansauern
(pH 1) (Keilhauer et al., 1993)
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Fir feste Nahrbéden wurde den Medien 15 g/l Agar-Agar (Difco) zugesetzt.
Wenn erforderlich wurde den Nahrmedien Kanamycin in einer Endkonzentration
von 50 pg/ml (E. coli) oder 25 ug/ml (C. glutamicum) bzw. Ampicillin in einer

Endkonzentration von 100 ug/ml (E. coli) zugesetzt.

4. Kultivierungsbedingungen

4.1 Kultivierung von E. coli

Far die Kultivierung von E. coli wurde routinemaRig Luria-Bertani-Medium
(LB-Medium) verwendet (Sambrook, 1989). Nur zur Regeneration der Zellen
nach einer Transformation bzw. bei der Kultivierung zur Herstellung
kompetenter Zellen wurde SOC-Komplexmedium (Sambrook, 1989) eingesetzt.
Bei einer selektiven Kultivierung von Bakterienstammen, die Antibiotika-
Resistenzen trugen, wurde den Medien Kanamycin in einer Endkonzentration
von 50 pg/ml oder Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 upg/ml
zugegeben. Alle E. coli-Stamme wurden in Schuttelkolben, in Reagenzglasern
bzw. auf Agarplatten bei 37 °C kultiviert. Die Kultivierungen zur Plasmid-
Isolierung erfolgten im Allgemeinen in Reagenzglasern mit 5 ml LB-Medium, die
fur 15-20 h mit 170 Upm geschuttelt wurden.

Zur Stammhaltung von Bakterienkulturen wurde nach der Kultivierung 1 ml der

Zellsuspension mit 1 ml sterilem Glycerin gemischt und bei -75 °C gelagert.

4.2 Kultivierung von C. glutamicum

C. glutamicum wurde standardmafig in 500 ml Erlenmeyerkolben mit zwei
seitlichen Schikanen kultiviert, die 50 ml CgXlI-Minimalmedium mit 4 % (w/v)
Glucose enthielten und bei 30 °C und 150 Upm inkubiert wurden (Eggeling und
Bott, 2005). Zum Animpfen der Vorkulturen wurden Einzelkolonien von
Agarplatten verwendet, die nicht alter als 4 Tage waren. Die Vorkultivierung
erfolgte zunachst fur 8 h in 5 ml Cglll-Medium mit 2 % (w/v) Glucose und
anschlie3end fur 16 h in 50 ml CgXll-Minimalmedium mit 4 % (w/v) Glucose,
bevor die 50 ml Hauptkultur mit einer ODgg von 0,5 - 1 inokuliert wurde.

Bei Kultivierungen mit anderen Kohlenstoffquellen erfolgte die 1. Vorkultivierung

fur 8 h in 5 ml Cglll-Medium mit 2 % (w/v) Glucose, anschlieBend zur
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Adaptation der Zellen die 2. Vorkultivierung fir 16 h in 50 ml CgXIl-
Minimalmedium mit 2 % (w/v) Acetat, 1 % (w/v) Propionat, 1 % (w/v) Lactat
oder 2% (w/v) Gluconat. Danach wurde die 50 ml Hauptkultur mit der
entsprechenden Kohlenstoffquelle mit einer ODgoo von 0,5 inokuliert.

Zur Stammhaltung von Bakterienkulturen wurde nach der Kultivierung 1 ml der

Zellsuspension mit 1 ml sterilem Glycerin gemischt und bei -75 °C gelagert.

4.3 Bestimmung des Wachstums von Bakterienkulturen

Das Wachstum von Bakterien in Flussigkultur wurde anhand der optischen
Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 600 nm mit einem Ultrospec 3300 pro
Spectrophotometer (Amersham Biosciences, Freiburg) bestimmt. Eine lineare
Abhangigkeit zwischen der Zelldichte und der optischen Dichte ist bis zu einer
Extinktion von 0,5 gegeben. Lag die gemessene Extinktion hoher als 0,5, wurde
die Probe mit Saline (0,9 % NacCl) verdinnt.

5. Molekularbiologische Methoden

5.1 Isolierung von genomischer DNA aus C. glutamicum

Zur Isolierung chromosomaler DNA aus C. glutamicum wurden Zellen einer
5-ml-Cglll-Ubernachtkultur zentrifugiert (6000 x g, 5 min), in 400 pl Lysispuffer
(2,42 g/l Tris, 0,74 g/l Na,EDTA, 1,2 % (v/v) Triton X-100, pH 8,0) mit 20 mg/mi
Lysozym (frisch zugesetzt) resuspendiert und 1 h unter Schutteln bei 37 °C
inkubiert. Daraufhin wurden 80 ul 10 % (w/v) SDS und 25 pl Proteinase K
(20 mg/ml in TE-Puffer) zugegeben und 30 min bei 70 °C inkubiert (Eggeling
und Bott, 2005). Nach Zugabe von 500 ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(Verhaltnis 25:24:1; pH 7,5 - 8,0) wurden die Phasen durch 3 min Zentrifugation
bei 15000 x g (Biofuge pico, Heraeus) getrennt, die obere, wassrige Phase
abgenommen, mit 1 ml eiskaltem abs. Ethanol versetzt und 10 min mit
15000 x g bei 4 °C zentrifugiert (Biofuge fresco, Heraeus). Die prazipitierte DNA
wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert, das Ethanol
vollstandig abgenommen, die DNA luftgetrocknet und in 250 pl EB-Puffer
(Qiagen, 10 mM Tris-HCI, pH 8,5) gelost (Chomczynski und Sacchi, 1987).
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5.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde das QlAprep-Spin Miniprep-
Kit (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Dieses Kit
basiert auf der alkalischen Lyse von Zellen (Birnboim und Doly, 1979). Die
Isolierung von Plasmid-DNA aus C. glutamcium erfolgte ebenfalls mit dem
QlAprep-Spin Miniprep-Kit (Qiagen, Hilden). Aufgrund des im Vergleich zu
E. coli dickeren Mureinsacculus wurden die C. glutamicum-Zellen zunachst
noch 1-2 h mit 15 mg/ml Lysozym im Puffer P1 (Qiagen, Hilden) unter Schutteln
bei 37 °C inkubiert (Schwarzer und Puhler, 1991).

5.3 Isolierung von RNA

Die Gesamt-RNA aus C. glutamicum wurde mit dem RNeasy Mini-Kit nach
Herstellerangaben (Qiagen) isoliert. Die Methode beruht auf einem
mechanischen Aufschluss der  Bakterien in Gegenwart  von
Guanidinisothiocyanat und DTT, die zu einer sofortigen Inaktivierung der
RNasen fuhren und somit die Isolierung intakter RNA gewahrleisten (Wilfinger
et al., 1997). Anschliellend wurde die RNA in Gegenwart von Ethanol und einer
speziellen, hochkonzentrierten Salz-Puffer-Losung (RNeasy, Qiagen) an eine
Silica-Gel-Membran adsorbiert, die selektiv einzelstrangige RNA-Molekule ab
einer Grolke von 200 Basen bindet.

1 oder 2 ml einer C. glutamicum-Kultur (ODgoo zwischen 8 und 10) wurden in
vorgekuhlte Eppendorfreaktionsgefalle gegeben, sofort zentrifugiert (1 min,
16100 x g, 4 °C) und das Pellet bis zur weiteren Verwendung mittels flissigem
Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert (Berstein et al., 2002;
Khodurskyet al., 2003). Die Zellpellets wurden dann in 350 ul eiskaltem RLT-
Puffer (RNeasy, Qiagen) mit 10 mM DTT resuspendiert und in Gegenwart von
250 mg Zirkonium/Silica-Perlen (< 0,1 mm, ROTH) 15 s und dann nochmals
30 s in einem Amalgamator (Silamat S5, Vivadent, Ellwangen) mechanisch
aufgeschlossen.

Nach Abtrennen der Zelltrimmer und intakten Zellen durch Zentrifugation
(2 min, 16100 x g) wurde der Uberstand mit 250 ul eiskaltem, absolutem
Ethanol vermischt, auf die RNeasy-Saulen aufgetragen und nach

Herstellerangaben gereinigt (RNeasy-Kit, Qiagen). Die RNA-Konzentration
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wurde photometrisch bestimmt (vgl. Kapitel 5.5). Die Lagerung der isolierten
RNA erfolgte bei -20 °C.

5.4 Reinigung von DNA

Die Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen erfolgte
mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) oder dem NucleoSpin Extract 2 in
1 Kit (Macharey & Nagel, Duren) nach den Protokollen des Herstellers.

Um PCR-Produkte von Nukleotiden und Oligonukleotiden zu reinigen, wurde
das PCR-Purification-Kit nach Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden)
verwendet.

Zur Entfernung von Proteinverunreinigungen wurden die DNA-Proben mit
gleichen Mengen von Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (25:24:1
Volumenanteile, AquaPhenolTM, Roth) versetzt, gemischt und 10 min bei
15000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert (Holm et al., 1986). Die obere,
wassrige, DNA-haltige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefaly tberfuhrt und
mit der gleichen Menge an Chloroform-lsoamylalkohol versetzt, gemischt und
abermals 10 min bei 15000 x g und RT zentrifugiert und der Uberstand in ein
neues Eppendorfreaktionsgefal® Uberfuhrt, die 2,5-fache Menge an eiskaltem
0,3 M Ammoniumacetat in absolutem Ethanol hinzugegeben und die DNA
wurde fur 2 h bei -70 °C gefallt. Die prazipitierte DNA wurde durch 30 min
Zentrifugation bei 15000 x g und 4°C sedimentiert, mit eiskaltem 70 %-igem

(v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in EB-Puffer (Qiagen) gelost.

5.5 Bestimmung von Nukleinsdaurekonzentrationen

Die Nukleinsaurekonzentration in EB-Puffer (Qiagen, 10 mM Tris-HCI, pH 8,5)
wurde durch Messung der Extinktion bei 260 nm mittels Nanodrop ND-1000
(Peqlab, Erlangen) bestimmt. Dabei wurde mit folgenden Umrechnungsfaktoren
gearbeitet (Sambrook, 1989):

doppelstrangige DNA: ODys = 1 entspricht einer Konzentration von 50 ng/ul.
einzelstrangige DNA und RNA: ODys = 1 entspricht einer Konzentration von
40 ng/pl.

Zusatzlich fand eine Reinheitsuberpriufung durch den Quotienten OD260/OD230
statt, der um 1,8 (DNA) bzw. 2,0 (RNA) liegen sollte.
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5.6 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Gelelektrophoretische Auftrennungen von DNA fur analytische und praparative
Zwecke erfolgten in horizontalen Elektrophoresekammern (Lilley et al., 1993).
Fiar die Gele wurde 1-2 %-ige (w/v) Agarose (my-Budget Universal Agarose,
Bio-Budget) in 1xXTAE-Puffer (40 mM Tris, 1 mM EDTA, mit Essigsaure auf pH 8
einstellen) verwendet, der gleichzeitig auch als Elektrophorese-Puffer diente.
Die Auftrennung erfolgte mit einer Spannung zwischen 80 und 120 V. Die
Anfarbung der DNA erfolgte durch Ethidiumbromid (1 pg/ml) mit anschlieRender
Dokumentation. Zur GrolRenbestimmung der DNA wurde je nach zu
erwartender GroRe der DNA-Fragmente der DNA-Langenstandard Gene
Ruler™ 100 bp DNA Ladder Plus oder Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder (beide

von Fermentas) verwendet.

6. Rekombinante DNA-Techniken

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von Fermentas oder
Roche Diagnostics bezogen. Der Verdau von DNA erfolgte standardmaRig in
20 pl-Ansatzen unter Verwendung eines geeigneten Restriktionspuffers (Roche,
Mannheim) und 5 U Enzym. Die Restriktionsansatze mit Plasmid-DNA oder
PCR-Fragmenten wurden mindestens 1 h bei 37 °C inkubiert mit Ausnahme
von Smal, das bei 25 °C inkubiert wurde.

Die alkalische Phosphatase katalysiert die hydrolytische Abspaltung der
Phosphatgruppe von den 5’-Enden der DNA (Krebs und Beavo, 1979). Da die
Ligase nur 5’-Phosphat-Enden mit 3'-OH-Enden verknipfen 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 erhdht.
Zur Dephosphorylierung der 5’-Strange wurde das Plasmid mit 0,5 U alkalischer
Phosphatase (,Shrimp alkaline phosphatase®, Roche Diagnostics, Mannheim)
versetzt und 2 h bei 37°C inkubiert. Anschlieend erfolgte eine
Hitzeinaktivierung der alkalischen Phosphatase fur 15 min bei 65 °C.

Fir Ligationen wurde das ,,Rapid DNA Ligation Kit" (Roche Diagnostics) nach
Herstellerangaben verwendet, jedoch wurden die Ansatze entgegen der
Angaben 60 min bei RT inkubiert.
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7. Klonierungsexperimente
7.1 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Durch eine RbCly-Behandlung erhielten E. coli-Zellen die Kompetenz, freie DNA
aus dem Medium aufzunehmen. Die Herstellung der kompetenten Zellen
erfolgte nach Hanahan (Hanahan, 1985). Einige 2 - 3 mm groRe Kolonien
wurden von einer frischen LB-Platte in 1 ml SOB-Medium resuspendiert. Damit
wurden 50 ml SOB-Medium inokuliert und bis zu einer ODgpg von ~0,5 bei 37 °C
und 160 Upm inkubiert. Danach wurden die Zellen in 50 ml Falcontubes
uberfuhrt und 15 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden 15 min bei 6100 x g
(Megafuge 1.0R, Heraeus) und 4 °C geerntet, in eiskalter RF1-Lésung (100 mM
RbCl,, 50 mM MnCl,, 30 mM K-Acetat, 10 mM CacCl,, 15% Glycerin, pH 5,8)
resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren
wurden die Zellen in eiskalter RF2-Losung (10 mM
Morpholinopropansulfonsaure, 10 mM RbCl;, 75 mM CacCl;, 15% Glycerin, pH
6,8) resuspendiert, nochmals 15 min auf Eis inkubiert und dann in vorgekuhlte
Eppendorfreaktionsgefalle aliquotiert, die sofort in flissigem Stickstoff
schockgefroren wurden. Die Zellen wurden bis zur Verwendung bei -75 °C
gelagert.

Zur Transformation kompetenter E. coli-Zellen wurden 50 ul der Zellen mit etwa
0,5 ug Plasmid gemischt und fir 45 min auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock fur 90 s bei 42 °C wurden 750 pl LB-Medium zugegeben und der
Ansatz fur weitere 60 min bei 37 °C inkubiert. Der Hitzeschock war notwendig,
damit die DNA durch die Membran geschleust werden konnte. Entsprechend
dem Resistenzgen des transferierten Plasmids wurde der Ansatz auf LB-Platten

mit 50 pg/ml Kanamycin oder 100 ug/ml Ampicillin ausplattiert.

7.2 Herstellung und Transformation kompetenter C. glutamicum-
Zellen

Aus einer Ubernacht-Vorkultur in BHIS-Medium wurde die Hauptkultur in 100 ml
vorgewarmtem BHIS-Medium mit 2 ml der Vorkultur inokuliert. Die Kultivierung
erfolgte bei 30 °C und 120 Upm bis zu einer ODgoo von 1,75 (van der Rest et al.,
1999). Die Kultur wurde zentrifugiert (6000 x g, 10 min, 4 °C) und in 25 ml TG-
Puffer (1 mM Tris, 10 % (v/v) Glycerin, pH 7,5) resuspendiert. Die Zellen

wurden anschlieRend zweimal mit TG-Puffer und zweimal mit eiskaltem
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10 %-igem (v/v) Glycerin gewaschen und dann in 1 ml 10 %-igem (v/v) Glycerin
resuspendiert, aliquotiert und bei -75 °C gelagert.

Die Transformation der kompetenten C. glutamicum-Zellen wurde mittels
Elektroporation mit anschlieRendem Hitzeschock durchgeflhrt (Tauch et al.,
2002). Dazu wurden 150 pyl kompetente Zellen mit etwa 1 pug Plasmid in einer
eisgekuhlten Elektroporationskivette gemischt und mit 750 pl 10 %-igem (v/v)
Glycerin Uberschichtet. Die Elektroporation (Gene Pulser Xcell, Bio-Rad,
Munchen) erfolgte mit einer Kapazitat von 25 pF, einem Widerstand von 200 Q
und einer Spannung von 2,5 kV. Im Anschluss an die Elektroporation wurden
die Zellen in 4 ml BHIS-Medium suspendiert, 1 h bei 30 °C inkubiert und auf
BHIS- oder LB-Platten mit 25 ug/ml Kanamycin ausplattiert.

7.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR (Mullis und Faloona, 1987) wurde sowohl fur analytische (Kontrolle
von Transformanden und Deletionsmutanten) als auch praparative Zwecke (in-
vitro-Amplifizierung von DNA-Fragmenten) genutzt. Falls im Text nicht anders
vermerkt, wurde flr praparative PCR-Ansatze die KOD Hot Start DNA
Polymerase (Merck, Darmstadt) und fur analytische PCR-Ansatze die Tag-
DNA-Polymerase (Qiagen) verwendet. Die Reaktionen wurden in einem T3000
Thermocycler (Biometra, Gottingen) durchgefihrt. Die Reaktionsbedingungen
fur die PCR wurden entsprechend den Angaben des Herstellers gewahlt. Die
Reaktionen erfolgten in einem Gesamtvolumen von 50 ul und enthielten 0,1 -
0,75 ug Matrizen-DNA, je 300 nM Primer, 2,6 U Tag-DNA-/KOD-Polymerase
sowie je 200 uM dATP, dGTP, dCTP und dTTP (Saiki et al., 1988). Nach einem
Denaturierungsschritt fur 5 min bei 95 °C wurden 30 Zyklen nach
Herstellerangaben durchlaufen: Die Annealing-Temperatur wurde Ublicherweise
5°C unter der Schmelztemperatur T, der Primer gewahlt. Die
Schmelztemperatur T, der DNA kann mit der Formel T, [°C] = [(G + C) - 4] +
[(A + T) - 2] abgeschatzt werden (Sambrock et al 1989). Als Elongationszeit
wurde 1 min pro 1 kb des zu amplifizierenden Fragments verwendet. Zur
Kontrolle von C. glutamicum-Transformanden wurden einzelne Kolonien mit
einem sterilen Zahnstocher zunachst auf eine neue Agarplatte ausgestrichen
und der am Zahnstocher verbliebene Rest der Zellen als Matrize direkt in die

PCR-Ansatze gegeben. Zur Analyse wurden Aliquots der PCR-Ansatze mittels
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Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Zur Reinigung wurden die PCR-
Fragmente aus dem Gel mit dem NucleoSpin Extract 2 in 1 Kit (Macharey &
Nagel, Duren) oder dem MinElute Gel Extraction Kit (QIAGEN, Hilden) nach

Angaben des Herstellers aufgearbeitet.

7.4 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR diente zur Quantifizierung von cDNA-Mengen
und somit zur Berechnung der RNA-Mengen und wurde mit dem LightCycler
1.0 (Roche Diagnostics, Mannheim) durchgeflhrt.

Zunachst erfolgte die reverse Transkription, weil die Tag-DNA-Polymerase RNA
nicht direkt als Matrize nutzen kann. Somit wurde RNA in einem ersten Schritt
mit Hilfe der reversen Transkriptase (Omniscript Reverse Transkriptase,
Qiagen, Hilden) in cDNA umgeschrieben. Diese wurde anschliellend durch
PCR amplifiziert. 500 ng RNA wurde mit je 1 pl Primer, 2 yl 10x RT-Puffer
(Qiagen), 2 pl ANTP-Mix (je 25 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP, Qiagen) und mit
H,O bidest. auf 19 uyl aufgefullt und 5 min bei 70 °C denaturiert, um RNA-
Sekundarstrukturen aufzuschmelzen. Dann folgte eine 1-minttige Inkubation
bei 57 °C (Sambrock et al., 1989) und nach Zugabe von 1 ul reverse
Transkriptase (Omniscript RTase, Qiagen) erfolgte eine 60-minutige Inkubation
bei 37 °C mit anschlielender Inaktivierung bei 70 °C. Die cDNA wurde ohne
weitere Aufreinigung als Template (1:10-Verdinnung) in die quantitative Real-
Time PCR eingesetzt.

Als Reagenzien fur die quantitative Real-Time PCR dienten die Bestandteile
des DyNAmo Capillary SYBR® Green gPCR Kits (Finnzymes, Espoo,
Finnland). Pro Ansatz wurden 10 yl 2x Master Mix, je 1 pl w-/c-Primer, 2 ul
Template und 6 pl H,O zusammengegeben und im Light Cycler 1.0 mit dem
Standardprogramm amplifiziert und ausgewertet. Der Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green | (Invitrogen, Karlsruhe) bindet doppelstrangige DNA und hat ein
Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange 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 Anregungswellenlange von
470 nm. Die Fluoreszenzmessung erfolgte mit dem Kanal F1 bei einer

Wellenlange von 530 nm nach Herstellerangaben. Nach einer Vorinkubation
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erfolgte die Amplifikation und das Produkt wurde fortlaufend per
Fluoreszenzmessung analysiert und die Spezifitdt 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-Effizienzen oder Template-
Konzentrationen zu berucksichtigen. Darlber hinaus sollten sich die
Transkriptionsstarken 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 fur jedes Gen mit Standardwerten (1 pg/ul — 0,1 fg/ul)
berechnet, wobei die spezifische Standardkurve aus mindestens funf 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

uberstieg.

7.5 DNA-Microarray-Technologie

7.5.1 Synthese fluoreszenzmarkierter cDONA-Sonden

Fir den  Vergleich  genomweiter = Genexpressionsmuster  wurden
fluoreszenzmarkierte cDNA-Sonden ausgehend von gleichen Mengen (20-
25 ug) der zu vergleichenden RNA-Proben synthetisiert (Wendisch et al., 2001).
Die RNA-Proben wurden aus C. glutamicum Zellen isoliert, die sich in der
exponentiellen Wachstumsphase befanden. Die Experimente wurden mit bis zu
drei unabhangigen Kulturen durchgefihrt. Die cDNA-Sonden wurden aus
praparierter RNA mittels reverser Transkriptase und Zufalls-Hexamer-
Oligonukleotiden synthetisiert. Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden die dUTP-
Analoga Cy3-dUTP  (Aabsorptionmax 9950 NM,  Afyoreszenzmax 970 nm,  grun,
Amersham Biosciences) und Cy5-dUTP (Aabsorption max 649 NM, AFiyoreszenz max
670 nm, rot, Amersham Biosciences) verwendet. Die RNA (20-25 yg Gesamt-
RNA in 14 uyl HyO gelost) wurde mit 1 pl einer 500 ng/ul pdN6
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Zufallshexanukleotid-Primer-Losung (in  bidest. H>O gelost, Amersham
Biosciences) inkubiert fur 10 min bei 65 °C und anschlieBend 2 min auf Eis
abgekuhlt. Die reverse Transkription wurde mit 3 pyl Cy3-dUTP (1 mM) oder
Cy5-dUTP (1 mM), 6 ul 1.Strang Puffer (End-Konz. 50 mM Tris-HCI, pH 8,3,
75 mM KCI, 3 mM MgCI2, 10 mM DTT), 3 ul DTT (0,1 M), 0,6 pl Nukleotidmix
(End-Konz. 500 pM dATP, dGTP, dCTP, 200 pM dTTP; Invitrogen, Groningen)
und 2 pl Superscript-ll Reverse Transcriptase (End-Konz. 400 U; Invitrogen,
Groningen) durchgefuhrt (Wendisch et al., 2001).

Der Ansatz wurde 10 min bei RT und anschliellend 110 min bei 42 °C inkubiert.
Nach der reversen Transkription wurde die RNA durch Zusatz von 10 pul NaOH
(0,1 N) 10 min bei 70°C hydrolysiert. Die Losung wurde mit 10 yl HCI (0,1 N)
neutralisiert. Die Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide erfolgte durch
Ultrazentrifugationseinheiten (Microcon YM-30, Millipore). Der Ansatz wurde mit
Wasser auf 500 ul aufgefillt, durch Zentrifugation (10 min, 13000 x g) auf etwa
20 pl eingeengt und dieser Schritt nochmals wiederholt. Danach wurden die fur
eine Hybridisierung vorgesehenen Cy3- bzw. Cy5-markierten Sonden vereinigt
und es erfolgte, wie oben beschrieben, eine weitere Ultrafiltrationszentrifugation
(10 min, 13000 x g). Die so erhaltene cDNA-Sonde (~ 5 ul) wurde sofort fur die
DNA-Chip-Hybridisierungen eingesetzt.

7.5.2 DNA-Chip-Hybridisierung

Die DNA-Chips wurden von der Firma Operon (KoéIn) 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
fur 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 Ldsung (Operon, KoIn), im Anschluss 5 min bei
37 °C in Waschlésung 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 pl) und 50 ul OpArray Hyb Lésung (Operon, Kdln) hinzugegeben. Dieser

Ansatz wurde 3 min bei 95 °C denaturiert und anschlieRend 10 min bei RT
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inkubiert (Zimmer et al.,, 2000). Vor der Hybridisierung wurde ein
Spezialdeckglas (MAUI Mixer AO, BioMicro) auf den DNA-Chip befestigt, um
eine gleichmafige Verteilung der Probenlosung sicherzustellen und damit die
Probenldsung nicht austrocknet. Die Sonden wurden auf den Chip gegeben und
dann wurde der DNA-Chip in einer MAUI-Hybridisierungskammer (BioMicro,
Salt Lake City, USA) uber Nacht bei 42 °C inkubiert (Zimmer et al., 2000).

Um die Probenlosung und unspezifisch gebundene fluoreszenzmarkierte cDNA
nach der Hybridisierung zu entfernen, erfolgte ein stringentes Waschen des
DNA-Chips fur je 10 min in Waschldésung 2 (40 ml OpArray Wash A, 20 mi
OpArray Wash B ad 400 ml mit bidest. Wasser) bei 42 °C und in
Waschlosung 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 Waschlésung 4 (5 ml OpArray Wash A ad 250 ml mit
bidest. Wasser) gewaschen (Zimmer et al., 2000). Durch Zentrifugation (5 min,
1600 x g, RT, Zentrifuge 4K15, Rotor 11150, Einsatze 13220 von Sigma) wurde
der DNA-Chip getrocknet und anschlief3end die Fluoreszenz auf der DNA-Chip-
Oberflache bestimmt (Wendisch et al., 2001).

7.5.3 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
Verhaltnis von Cy3- und Cy5-Fluoreszenz eines Spots unter geeigneten
Bedingungen direkt mit dem Verhaltnis der Anzahl der mRNA-Molekile in den
verglichenen RNA-Proben korreliert, ist es ein Mal} fur den relativen mRNA-
Spiegel (Shalon et al., 1996; Wendisch et al., 2001). Zum Messen der
ortsaufgelosten Fluoreszenz auf den DNA-Chips wurde der Axon GenePix 6000
Laser Scanner (Axon Instruments, Sunnydale, USA) verwendet. Die DNA-Chip-
Oberflache wurde zum Anregen der fluoreszierenden Molekulgruppen mit
monochromatischem Licht zweier verschiedener Wellenlangen bestrahlt, eine
zur Anregung von Cy3-dUTP (532 nm) und die andere fur Cy5-dUTP (635 nm),
und die daraufhin emittierte Fluoreszenz wurde mit lichtempfindlichen Kathoden
bei 570 nm (Cy3-Fluoreszenz) und bei 670 nm (Cy5-Fluoreszenz) registriert.

Diese wandeln die Cy3- und Cy5-Fluoreszenz in elektrischen Strom um und



1. Material und Methoden 34

somit korreliert die gemessene Stromstarke direkt mit der Cy3- bzw. Cy5-
Fluoreszenz. Mit Hilfe der Software wurde die ortsaufgeloste Information fur 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. Veranderte relative mRNA-Spiegel von Genen mit p-Werten >0,05
wurden als statistisch nicht signifikant verandert betrachtet. Die DNA-Chip-
Daten wurden mit Hilfe einer von Dr. T. Polen entwickelten Software (Polen et
al., 2003; Polen und Wendisch, 2004) erfasst und auf dem Zentralrechner des

Instituts in der IBT Microarray Datenbank hinterlegt.

7.6 Konstruktion von Deletionsmutanten mit Hilfe des
pK19mobsacB-Systems

Die C. glutamicum-Deletionsmutanten wurden im Leseraster (,in-frame*)
deletiert, um die Expression stromabwarts liegender Gene moglichst nicht zu
beeintrachtigen. Die Deletionsmutanten wurden nach Niebisch und Bott
(Niebisch und Bott, 2001) in Anlehnung an die von Link et al. (1997)
beschriebene Methode mit dem Vektor pK19mobsacB (Schafer et al., 1994)
konstruiert. Hierbei wurden in einer ersten PCR zwei etwa 500 bp grofRe
Fragmente, die den 5'- und den 3'-flankierenden Bereich des zu deletierenden
Gens enthielten, amplifiziert. Durch das Einbringen einer 21 bp langen,
komplementaren Sequenz konnten in einer Crossover-PCR die beiden
Fragmente zu einem Fusionsprodukt (~1 kb) amplifiziert werden, dann mit den
entsprechenden Restriktionsenzymen verdaut, gereinigt und in den
entsprechend geodffneten Vektor pK19mobsacB kloniert werden. Nach der
Sequenzierung des klonierten Crossover-PCR-Produkts wurden fehlerfreie
Plasmide mittels Elektroporation in C. glutamicum transferiert und auf BHIS-
Nahrbéden mit 25 ug/ml Kanamycin ausplattiert (Eggeling und Bott, 2005). Der
Vektor pK19mobsacB wird in C. glutamicum nicht repliziert. Daher sollte bei
Kanamycinresistenten Klonen das Plasmid durch homologe Rekombination in

das Chromosom integriert worden sein. Durch Kultivierung dieser Zellen in
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Vollmedium ohne Kanamycin konnte ein zweites Rekombinationsereignis
erfolgen. Die Bakterienkultur wurde in verschiedenen Verdinnungen auf LB-
Medium mit 10 % Saccharose ausplattiert. Das sacB-Gen des pK19mobsacB-
Plasmids kodiert fur das Enzym Levansucrase, das Saccharose in ihre
Monosaccharide Fructose und Glucose spaltet und Fructose zu oligomerem
Levan umsetzt. Es konnte gezeigt werden, dass die sacB-Expression in
Anwesenheit von Saccharose letal fur C. glutamicum ist (Jager et al., 1992).
Daher sollte bei Saccharoseresistenten Klonen das Plasmid durch ein weiteres
Rekombinationsereignis wieder aus dem Chromosom entfernt worden sein. Bei
diesem zweiten Rekombinationsereignis kann entweder die Wildtyp-Situation
wiederhergestellt oder die gewunschte Deletion erzeugt werden. Klone, die
sowohl Saccharoseresistent als auch Kanamycinsensitiv waren, wurden durch
Kolonien-PCR analysiert.

Integrationsmutanten wurden erzeugt, indem in den Vektor pK18mob, der
ebenfalls in C. glutamicum nicht frei replizierbar ist, ein internes Fragment des
zu unterbrechenden Gens kloniert wurde (Schafer et al., 1994). Hierfir wurde
der integrative Vektor pK18mob-fasR-Strep konstruiert, in dem FasR mit C-
terminal angehangtem Strep-Tagll vorlag. Das Gen fasR wurde mit den Primern
Strep-fasR for und Strep-fasR rev amplifiziert und Uber die Schnittstellen Xmal
und Xbal in den Leervektor pK18mob kloniert. Das Konstrukt wurde per
Sequenzierung kontrolliert und per Elektroporation in den Wildtyp
C. glutamicum ATCC13032 eingebracht.

7.7 DNA-Sequenzanalyse

Fir DNA-Sequenzierungen wurde die Kettenabbruchmethode (Sanger et al.,
1977) durch Zugabe von ddNTPs verwendet. Hierflr wurde die durch QlAprep
Spin Miniprep Kit oder Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden) isolierte
hochreine DNA mit den in Tabelle 3 angegebenen Oligonukleotiden bei der
Firma Eurofins MWG GmbH (Ebersberg) sequenziert.

Vergleiche der in dieser Arbeit ermittelten DNA-Sequenzen mit DNA-
Sequenzen aus Datenbanken wurden mit Hilfe des Programms ,,Blast-Blast 2
Sequences" (www.ncbi.nim.nih.gov) durchgefihrt. Die weitere Bearbeitung der
erhaltenen Sequenzen erfolgte mit dem Programm ,,Clone Manager 7" flr

Windows XP (Version 7.03, Scientific & Educational Software). Eine weitere
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Datenbank, die zur Untersuchung von Ahnlichkeiten auf DNA- und
Proteinebene, Funktionen von Proteinen und Stoffwechselwegen eingesetzt
wurde, war die ERGO Datenbank (http://ergo.integratedgenomics.com/ERGOY/)

von Integrated Genomics.

8. Biochemische Methoden
8.1 Zellaufschluss

Fir den Aufschluss von C. glutamicum Zellen wurde das Pellet in 10 ml
Aufschlusspuffer (TGED-Puffer: 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 10 %
(v/v) Glycerin, 0,01 % (v/v) Triton X-100, 100 mM NaCl und 1 mM DTT)
resuspendiert und 100 pl Proteaseinhibitor-Mix, bestehend aus 100 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und 100 mM Diisopropylfluorophosphat
(DFP), hinzugefugt. Der Zellaufschluss erfolgte durch funf- bis zehnmalige
Passage durch eine French-Press-Zelle (SLM AMINCO® Spectronic
Instruments, Rochester) bei einem Druck von 172 MPa (Strauss, 2003).
AnschlieRend wurden intakte Zellen sowie Zelltrimmer durch Zentrifugation
(20 min bei 5500 x g, 4 °C) getrennt. Danach erfolgte eine Ultrazentrifugation
des zellfreien Uberstandes (60 min bei 180000 x g, 4 °C), die zur Entfernung
weiterer Zelltrimmer und Membranfragmente flhrte.

Der Aufschluss von E. coli Zellen erfolgte per Ultraschall. Der Zellaufschluss
kleiner Volumina erfolgte in 2 ml-Eppendorfgefallen bei 4 °C durch den
Ultraschalldesintegrator (Branson Sonifier W-250, Branson Sonic Power
Company, Danbury, USA) mit einer Beschallungsdauer von 4 min, einer
Pulslange von 20 % und einer Beschallungsintensitat von 2 (Amos et al., 1967).
Durch Zentrifugation (30 min, 15000 x g, 4 °C) wurden die Zelltritmmer nach der
Ultraschallbehandlung vom Rohextrakt getrennt. Der Zellaufschluss grolder
Volumina erfolgte nach Resuspension in ca. 20 ml TNI5-Puffer (20 mM Tris-HCI
pH 7,9, 500 mM NaCl, 5 mM Imidazol) in einem 50 ml Gefal} bei 4 °C durch den
Ultraschalldesintegrator (Branson Sonifier W-250, Branson Sonic Power
Company, Danbury, USA) mit einer Beschallungsdauer von 4 min, Pulslange
30 %, Beschallungsintensitat 8, gefolgt von einer 1-minutigen Pause und einer
weiteren Beschallungsdauer von 2 min, Pulslange 30 %, Beschallungsintensitat
8 (Robrish et al., 1976). Durch Zentrifugation (30 min, 5500 x g, 4 °C) wurden
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die Zelltrummer nach der Ultraschallbehandlung vom Rohextrakt getrennt.
Danach erfolgte eine Ultrazentrifugation des zellfreien Uberstandes (60 min bei
180000x g, 4 °C), die zur Entfernung weiterer Zelltrammer und

Membranfragmente fuhrte.

8.2 Genexpression

Gene, die exprimiert werden sollten, wurden in den Vektor pET16b (Novagen,
Madison, WI, USA) kloniert und unterlagen somit einer Expressionskontrolle
durch den T7-Promotor, den nur die T7 RNA-Polymerase erkennt (Studier et
al., 1990). Durch diese stringente Transkriptionskontrolle kommt es nicht zur
Transkription, wenn keine T7 RNA-Polymerase in der Zelle aktiv ist. Der E. coli
Expressionstamm BL21 (DE3) verfugt Uber ein T7 RNA-Polymerase-Gen unter
Kontrolle des lac-Promotors. Durch Zugabe von IPTG wurde zunachst die T7-
RNA-Polymerase exprimiert, die dann die heterologen Gene auf dem pET-
Vektor transkribiert. Die Expression dieser Gene mit dem pET16b-Vektor
resultiert in Fusionsproteinen mit einem N-terminalen Deca-His-Tag.

Fur die Expressionkulturen wurden bis zu 6 x 700 ml LB-Medium mit einer
Ubernachtkultur von BL21(DE3) auf eine ODgyo von 0,1 inokuliert und zunachst
bei 30 °C bis zu einer ODgoo von ca. 0,5 inkubiert. Die Expression des Zielgens
wurde durch Zugabe von 0,1 - 1 mM IPTG (Endkonzentration) induziert.
Danach wurden die Zellen bei 30 °C bis zu 4 Stunden inkubiert und im
Anschluss erfolgte die Zellernte durch Zentrifugation (10 min, 5300 x g, 4 °C).
Die sedimentierten Zellen wurden mit 50 ml Aufschlusspuffer TNI5 gewaschen

und bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C gelagert.

8.3 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen wurden mit dem Bicinchoninsaure (BCA)-Test (Smith et
al., 1985) bestimmt. Hierbei wurden 50 ul Probe mit 1 ml BCA-Reagenz (BCA™
Protein Assay Kit, Pierce Biotechnology Inc., Rockford, USA) versetzt, zunachst
30 min bei 37 °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.
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8.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung I6slicher und membrangebundener Proteine nach ihrer Masse
wurde die SDS-PAGE (Laemmli, 1970; Lewis et al., 1970) mittels des NuPAGE-
Systems (Invitrogen, Karlsruhe) durchgefuhrt. Hierfur wurden 10 %ige oder
12%ige Bis-Tris Polyacrylamidgele verwendet. Die Proben wurden mit
1/5 Volumen sechsfach konzentriertem 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 GroRenstandard wurde der
Protein Marker Precision Plus Protein Standards (Bio-Rad, Munchen)
verwendet. Die Auftrennung erfolgte bei konstanter Stromstarke (0,02 A pro
Gel) und einer maximalen Spannung von 170 V. Die Proteine wurden mittels
eines kolloidalen Coomassie-Farbstoffes (GelCode Blue Stain Reagent, Pierce,
Rockford, USA) fur 1-2 h direkt angefarbt und der Uberschussige Farbstoff

durch dreimaliges Waschen mit Wasser fur jeweils 15 min entfernt.

8.5 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Fir die Peptidmassen-,,Fingerprint'-Analysen wurden Proteinbanden aus
Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrylamidgelen ausgeschnitten, zweimal fir je
10 min in 350 pl 0,1 M Ammoniumbicarbonat in 30 % (v/v) Acetonitril
gewaschen und fur 20 min in der Vakuumzentrifuge getrocknet (Harvey, 1996).
AnschlieRend erfolgte die Fragmentierung und Aufarbeitung der Proteine,
indem eine 30-minutige Inkubation der Gelfragmente in 2 pyl 3 mM Tris/HCI pH
8,8 mit 10 ng/ul Trypsin (Promega) durchgefuhrt wurde. Nach Zugabe von 4 pl
3mM Tris/HCI pH 8,8 ohne Trypsin wurden die Proben Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Elution der nun gespaltenen Proteine aus dem
Gelstuck diente eine 15-mindtige Inkubation mit 9 yl Wasser, gefolgt von der
Zugabe von 7,5 pl 30 % Acetonitril (v/v) in 0,1 % Trifluoressigsaure (w/v) und
einer 10-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur (Fountoulakis und Langen,
1997). Anschlieend wurde die Konzentration und Reinheit der Peptide durch
die Konzentrierung per ,ZipTip® C4s standard bed" (Millipore) erhdht, um die
Auswertbarkeit der Proben zu verbessern. Danach wurden die
Proteinfragmente mit gesattigter a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure in 50 % (v/v)
Acetonitril und 0,25 % (v/v) Trifluoressigsaure eluiert und auf die Probenplatte

aufgetragen. Eine externe Kalibrierung erfolgte fur jede Probe mit Hilfe der
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Calibration Mixtures 1 und 2 des ,,Sequazyme Peptide Mass Standard Kits"
(Applied Biosystems). Die Proben wurden in einer Voyager-DE STR
Biospectrometry Workstation (Applied Biosystems) im positiven Reflektor-
Modus mit 20 kV Beschleunigungsspannung, 63 % Gitterspannung und einer
Verzdgerungszeit von 125 ns analysiert. Zur Steuerung des Gerats 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 (Degussa) mit Hilfe des MS-Fit-Programms (Clauser
et al., 1999) genutzt. Von einer sicheren ldentifizierung wurde ausgegangen,
wenn mindestens vier der experimentell bestimmten Peptidmassen mit den
vorhergesagten Massen Ubereinstimmten oder mehr als 25 % des Proteins mit

den identifizierten Peptiden abgedeckt werden konnte.

8.6 Chromatographische Methoden

8.6.1 Gelfiltrationschromatographie

Die native Grole von Proteinen wurde durch
GrolRenausschlusschromatographie analysiert. Hierfir wurde das Protein
mittels einer HiLoad 16/60 Superdex 200 ,prep grade“-Saule (Amersham
Biosciences), welche an ein AKTA™ Explorer-System (GE Healthcare)
angeschlossen war, aufgetrennt. Die Saule wurde zuvor mit 1x Bandshift (BS)-
Puffer (50 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 10 mM MgCl;, 0,5 mM EDTA, 10 % (v/v)
Glycerin, pH 7.5) aquilibriert. Fur die Grofienbestimmung wurde 1 mg Protein in
1x BS-Puffer auf die Saule gegeben und bei 4 °C mit einer Flussrate von
1 ml/min analysiert (Gande et al., 2004; Gande et al., 2007). Die Saule wurde
zuvor mit einem Protein Molekulargewichtsmarker (MWGF-70, Sigma Chemie,
Deisenhofen) kalibriert. Daflr wurden 2,5 mg Albumin, 1 mg Carboanhydrase,
1 mg Cytochrom ¢ und 1,5 mg Aprotinin in je 0,5 ml bidest. H,O geldst und

einzeln chromatographisch aufgetrennt.

8.6.2 Ni**-NTA-Affinititschromatographie
Die Proteinreinigung der Fusionsproteine mit Polyhistidin-Tag erfolgte tiber Ni?*-
NTA (Nickel-Nitrilotriessigsaure), die an Agarose gebunden war (Hochuli, 1988;

Janknecht et al., 1991). Die Saule hatte ein Bettvolumen von 2 ml Ni**-NTA-
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Agarose und wurde mit 25 ml TNI5-Puffer aquilibriert. Anschlielend wurde der
Zellrohextrakt auf die Saule gegeben. Schwach bzw. unspezifisch gebundene
Proteine wurden zunachst mit Waschpuffern TNI5-100 (Zusammensetzung
siehe TNI5, aber mit bis zu 100 mM Imidazol) entfernt. Das spezifisch
gebundene Protein wurde nun mit 5 x 1 ml TNI200- und 5 x 1 ml TNI400-Puffer
eluiert. Die eluierten Fraktionen wurden quantitativ auf ihren Proteingehalt
untersucht, indem je 20 pl mit jeweils 100 ul Bradford-Reagenz (Coo Protein
Assay, Uptima, Frankreich) gemischt wurden. Die Elutionsfraktionen mit Protein
wurden vereinigt und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert. Die
Proteinreinigung wurde durch SDS-PAGE uberprift und die Protein-
enthaltenden Fraktionen mittels Amicon Ultra-4 5K Ultracel Saulen (Millipore)
konzentriert. Der Pufferaustausch von Proteinlosungen erfolgte durch
Gelfiltration mit Sephadex-G25-Material. Dazu wurden PD-10-Saulen (GE
Healthcare, Minchen) verwendet. Die Saule wurde mit 25 ml Bandshift-Puffer
aquilibriert. Anschlielfend wurden 2,5 ml Proteinldsung aufgetragen und das
Protein mit 10 x 0,5 ml des BS-Puffers eluiert. Die Fraktionen wurden qualitativ
auf ihren Proteingehalt untersucht und die Fraktionen mit den hochsten

Proteinkonzentrationen vereinigt.

8.7 DNA-Protein-Interaktionsstudien

8.7.1 Affinitatsreinigung mittels Dynabeads® M-280 Streptavidin

Zur ldentifikation von DNA-bindenden Proteinen, die mit den Promotorregionen
der Gene accD1 und accD?2 interagieren, wurde die Ziel-DNA-Sequenz (accD1-
bzw. accD2-Promoter)  Uber  Biotin an Streptavidin-beschichtete
paramagnetische Beads gebunden und eine Affinitatsreinigung durchgeflihrt
(Ozyhar et al., 1992). Dynabeads® M-280 Streptavidin (Dynal A. S., Oslo) sind
uniforme, supramagnetische ,Kugeln®, an die gereinigtes Streptavidin, welches
Biotin mit hoher Affinitat (KD = 10-15 M) bindet, kovalent gebunden ist
(Holmberg et al., 2005). Der accD1-Promotorbereich (168 bp) wurde durch PCR
mit markierten Primern (c-accD71-BIOTIN, w-accD1-FISH) amplifiziert und
ebenso wurde der konforme accD2-Promotorbereich (340 bp) mit den Primern
(c-accD2-BIOTIN, w-accD2-FISH) amplifiziert.

Die resultierenden PCR-Produkte besallen somit am 5’-Ende einen Biotinrest

und wurden mittels QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt.
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Die Bindungskapazitat der Dynabeads® M-280 Streptavidin liegt bei ca. 40 bis
50 pmol eines 300 bp langen DNA-Fragmentes pro mg Dynabeads. Bei
grolleren Fragmenten ist die Bindungskapazitat aufgrund der sterischen
Behinderung reduziert. Es wurden 220 pmol Dbiotinyliertes accD17-
Promotorfragment (1 ug eines 1 kb langen DNA-Fragmentes = 1,52 pmol) bzw.
220 pmol biotinyliertes accD2-Promotorfragment an 0,75 ml Dynabeads® M-
280 Streptavidin (Bindungskapazitat < 300 pmol) gebunden. Vor der Kopplung
der DNA-Fragmente wurden die Dynabeads zunachst mit einem
Ausgangsvolumen B+W-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 2 M NaCl)
gewaschen. Die Sedimentation der Dynabeads erfolgte in einem Dynal MPC-1
Magnethalter und der Waschpuffer wurde mit einer Pipette entfernt.
AnschlielRend wurden die Dynabeads wieder im gleichen Puffer resuspendiert.
Die Dynabeads wurden nach einem zweiten Waschschritt in dem gleichen
Volumen (1,5 ml) wie das DNA-Fragment in B+W-Puffer resuspendiert, mit dem
biotinylierten DNA-Fragment versetzt und 1 h bei RT in einem 15 ml Falcontube
geschuttelt, wobei die Umdrehungszahl so gewahlt wurde, dass die Dynabeads
nicht sedimentierten. Anschliellend wurde der Ansatz schrittweise in ein 2 ml
Reaktionsgefal® Uberflhrt, gefolgt von drei Waschschritten mit jeweils einem
Ausgangsvolumen (bezogen auf die eingesetzte Menge Dynabeads® M-280
Streptavidin) B+W-Puffer. Fur die Affinitatsreinigung wurden die mit den DNA-
Fragmenten beladenen Dynabeads® M-280 Streptavidin in  einem
Ausgangsvolumen TGED-Puffer (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA, 10 %
(v/v) Glycerin, 1 mM DTT (frisch zugesetzt), 0,01 % (v/v) Triton X-100, 100 mM
NaCl) resuspendiert. Fur die Affinitatsreinigung wurden die C. glutamicum-
Proteinextrakte (vgl. 8.1) mit 500 ug chromosomaler C. glutamicum-DNA (vgl.
5.1) und den DNA-beladenen Dynabeads in einem 50 ml Falcontube gemischt
und 60 min bei RT unter Schutteln inkubiert. Danach wurde der Ansatz einmal
mit 1 ml TGED-Puffer, zweimal mit 2 ml TGED-Puffer und 400 ug
chromosomaler C. glutamicum DNA und ein weiteres Mal mit 1 ml TGED-Puffer
gewaschen. Anschlielend wurden die stark gebundenen Proteine durch hohe
Salzkonzentrationen mit 350 pl Elutionspuffer (TGED-Puffer mit 0,5, 1 bzw. 2 M
NaCl) eluiert. Die vereinigten Eluate wurden mittels 100%-iger

Trichloressigsaure gefallt und das Pellet anschlieRend in 20 ul TE-Puffer
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(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,6) resuspendiert. Die Analyse erfolgte
mittels SDS-PAGE (vgl. 8.4).

8.7.2 Gelretardationsexperimente

Um zu untersuchen, ob gereinigtes FasR an putative Zielgene binden kann,
wurden die Promotorregionen dieser Gene oder Teile davon durch PCR
amplifiziert und mittels MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) gereinigt. Je
100 ng des PCR-Produktes wurden zusammen mit verschiedenen FasR-
Konzentrationen (0 - 150-facher Uberschuss) in BS-Puffer (50 mM Tris-HCl,
50 mM KCI, 10 mM MgCl,, 0,5 mM Na;EDTA, 10 % (v/v) Glycerin, pH 7,5)
30 min bei RT inkubiert. Anschliefiend wurden die Ansatze mit 4 pl Ladepuffer
(0,1 % (w/v) Xylencyanolblau, 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 20 % (v/v) Glycerin
in  1xTBE) versetzt und auf einem 15 %-igen nativen Gel
(Acrylamid:Bisacrylamid 75:1) (1,33 ml 40 % (w/v) Acrylamid, 0,5 ml 2 % (w/v)
Bisacrylamid, 0,5 ml 10xTBE, 2,12 ml H20O bidest., 50 yl 10 % (w/v) APS und
5 ul TEMED) aufgetrennt. Als Gel- und Elektrophoresepuffer diente 1xTBE
(5,5 g/l Borsaure, 0,74 g/l Na,EDTA - 2 H,O, 10,8 g/l Tris) (Schaaf und Bott,
2007). Die Elektrophorese erfolgte ca. 90 min bei RT und einer konstanten
Spannung von 170 V. Nach 20-minitigem Anfarben der Gele bei RT in
wassriger Ethidiumbromidlésung (1 pg/ml) und anschlie®Rendem Waschen in
bidest. H,O wurden die DNA-Banden durch Belichtung mit UV-Licht sichtbar
gemacht. Die Dokumentation der Gele erfolgte mit einer E-BOX Modell 3000
(PeqLab, Erlangen).

Die Mutationsanalyse erfolgte ebenfalls durch Gelretardationsexperimente.
Hierfir wurden zunachst jeweils 10 uyl der komplementaren Primer (siehe
Tabelle 3) mit 20 yl 2x BS-Puffer (100 mM Tris, 100 mM KCI, 20 mM MgCly,
1 mM EDTA, 20% (v/v) Glycerin, pH 7,5) vermischt, fir 10 min auf 95 °C erhitzt
und dann schrittweise bis auf 8 °C abgekuhlt, wobei die Temperatur um
0,25 °C/min abgesenkt wurde (Kendall et al.,, 2007). Nachdem die
Konzentration auf 100 ng / pl eingestellt wurde, erfolgten die
Gelretardationsexperimente, wobei das PCR-Produkt im Ansatz durch die

entsprechende Primerkombination ausgetauscht wurde.
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8.7.3 Koisolationsexperiment zur Identifikation des FasR Effektors

Hierfir wurde FasR-Nys an Ni**-NTA-Agarose gebunden und fiir
Koisolationsexperimente genutzt. Ein schematischer Ablauf ist in Abbildung 5
gezeigt. Das an die Ni**-NTA-Agarose immobilisierte FasR-Nyis wurde zunéchst
mittels Waschpuffern (bis TNI50) gereinigt, gefolgt von einem Pufferaustausch
mit 50 mM Kaliumphosphatpuffer (KPP). AnschlieRend wurde Rohextrakt von
aufgeschlossenen C. glutamicum Zellen appliziert, in dem sich auch der
Effektor befinden und an FasR anlagern sollte. Unspezifische Proteine wurden
mit 50 mM KPP entfernt und der Effektor durch TNI50-Zugabe eluiert. Von
jedem Schritt wurden Fraktionen gesammelt und fir die GC-TOF-MS Analyse
vorbereitet. Uber Nacht wurden 200 pl Probe lyophilisiert, derivatisiert mit 50 pl
Methoxyaminhydrochlorid (20 mg / ml in Pyridin) fir 90 min bei 35 °C und
anschlielfend mit 70 pl N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetoamid und 10 ml
Alkan fur 30 min bei 35 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Proben per GC-
TOF-MS analysiert.

[ |

FasRuis A TNI5-50 50 mM KPP C.g. Kochsaft
bt b b b
-Bindung von FasR-Ny;s o®
-Reinigung von FasR-Nus ' '
(bis TNI50) o9
-Pufferaustausch mit 50 mM KPP \{/ \r \r \r
-Applikation von Kochsaft mAO

-Entfernung unspezifisch
gebundener Molekile mit 50 mM
KPP

-Elution des Effektors mit TNI50

-Analyse der Fraktionen per
GC-TOF-MS

50 mM KPP TNI50

bood
o

«
«

oo GC-TOF-MS

o —)
o0 ® oo Analyse

@0

Abb. 5: Schematische Darstellung der Isolation des FasR-Effektors mittels Ni**-
NTA-Reinigung und anschlieBender GC-TOF-MS Analyse.
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Als Kontrolle diente eine zweite Reinigung, die nach den gleichen Bedingungen

durchgefuhrt wurde, wo aber kein C. glutamicum Rohextrakt appliziert wurde.

8.8 Fettanalyse nach Weibull-Stoldt

Um 2zu untersuchen, ob die Expressionsunterschiede der Acetyl-CoA
Carboxylase-Untereinheiten in C. glutamicum einen direkten Einfluss auf die
Lipidsynthese hatte, wurde eine Fettanalyse nach Weibull-Stoldt durchgefuhrt.
Hierfur wurden C. glutamicum Kulturen in Minimalmedium CgXIl mit 4 %
Glucose oder 2 % Acetat angezogen, geerntet und lyophilisiert. Fir die Analyse
wurden pro Bedingung 10 g lyophilisierte Zellen eingesetzt, in 100 ml Wasser
und 150 ml 25 %-iger Salzsdure aufgenommen und fur eine Stunde gekocht,
um die Zellen aufzuschlieRen. Danach wurde die Losung filtriert und mehrmals
gewaschen, um die Salzsaure vollstandig zu entfernen. Das Pellet wurde nun
fur ein bis zwei Stunden bei 103 °C getrocknet, flr 2 bis 4 Stunden extrahiert
und destilliert, um das Extraktionsmittel zu entfernen. Danach wurde das Pellet
so lange bei 103 °C getrocknet, bis ein konstantes Gewicht erzielt wurde,

woraus dann der prozentuale Anteil an Lipiden berechnet wurde.
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lll.Ergebnisse

1. Transkriptionsanalyse der Gene der Carboxylase-

Untereinheiten accD1, accD2 und accBC

Die Acyl-CoA Carboxylasen katalysieren den sowohl ersten und wichtigsten
Schritt in der Fettsauresynthese, als auch eine wichtige Carboxylierung im
Syntheseweg der Mykolsauren. Um nachzuweisen, ob die Gene dieser Enzyme
einer Regulation unterliegen, wurde eine mRNA-Quantifizierung dieser Gene
mittels Real-Time PCR wahrend des Wachstums von C. glutamicum auf
verschiedenen Kohlenstoffquellen sowie bei Zusatz der Fettsdure Oleat
durchgefuhrt.

1.1. Einfluss der Kohlenstoffquelle
Zunachst wurde geprift ob eine Kohlenstoff-abhangige Regulation des Wildtyps

C. glutamicum ATCC 13032 besteht. Zu diesem Zweck wurden mehrere
Wachstumstests in Minimalmedium CgXIl mit den Kohlenstoffquellen Glucose
(4 %), Acetat (2 %), Propionat (1 %), Lactat (1 %) oder Gluconat (2 %)
durchgefuhrt. In der exponentiellen Wachstumsphase wurden Proben
entnommen (siehe Pfeile in Abbildung 6) um mittels Real-Time PCR zu
analysieren, welchen Einfluss die eingesetzte Kohlenstoffquelle auf die
Expression der Gene accD1 (B-Untereinheit der Carboxyltransferase), accD2
(B-Untereinheit der Carboxyltransferase) und accBC (Biotin Carboxylase und
Biotincarboxylcarrierprotein) hatte. Zudem wurde analysiert, ob das Gen birA
(Biotin-Ligase), das im entgegengesetzten Leserahmen vor accD71 im Genom

liegt, unter den getesteten Bedingungen unterschiedlich exprimiert wurde.
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Abb. 6: Wachstum von C. glutamicum ATCC 13032 in Minimalmedium mit
verschiedenen Kohlenstoffquellen. Die Pfeile markieren die Zeitpunkte der
Probenahme fiir die Real-Time PCR Experimente.

In Abbildung 7 sind die Quotienten der mRNA-Level der Gene accD1, accD2,
accBC und birA gezeigt, die nach Anzucht in Minimalmedium CgXIll mit der
jeweiligen Kohlenstoffquelle immer in Bezug auf Glucose gesetzt wurden.
Zusatzlich sind die mRNA-Level durch die absolute Transkription des

Referenzgens ddh (Diaminopimelat-Dehydrogenase) normiert worden.

Wahrend bei Wachstum in 1 % Propionat, 1 % Lactat und 2 % Gluconat keine
signifikante Anderung des accD1-Transkriptlevels zu beobachten ist, kann bei
Wachstum in Acetat eine deutlich geringere Transkription um den Faktor 6 im
Vergleich zu Wachstum in Glucose gezeigt werden. Auch das Gen accBC zeigt
eine signifikant geringere Transkription in Abhangigkeit zu Acetat. Im
Gegensatz zu diesen Ergebnissen kann keine signifikante Veranderung des
Transkriptlevels in den weiteren Kohlenstoffquellen und der anderen

untersuchten Gene accD2 und birA beobachtet werden.
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Abb. 7: Transkriptquantifizierung der Gene der Carboxylase-Untereinheiten
accD1, accD2, accBC sowie der Biotin-Ligase birA. Die Konzentration der
jeweiligen Transkripte wurde auf die Konzentration des konstitutiv exprimierten Gens
ddh bezogen. Blau gibt das Verhaltnis von 4 % Glucose zu 2 % Acetat an. Orange gibt
das Verhaltnis von 4 % Glucose zu 1 % Propionat an. Grin gibt das Verhaltnis von 4 %
Glucose zu 1 % Lactat an. Rot gibt das Verhaltnis von 4 % Glucose zu 2 % Gluconat
an.

Die Real-Time PCR Experimente machten somit eine spezifische Acetat-
abhangige Regulation des Gens accD1 und von accBC deutlich. Dies konnte
ein Hinweis sein, das Metabolite des Acetat-Stoffwechsels als Effektor fur die

Regulation eine Rolle spielen.

Um zu ermitteln, ob die deutlichen Expressionsunterschiede einen direkten
Einfluss auf die Lipidsynthese in C. glutamicum haben, wurde eine Fettanalyse

durchgefuhrt mit dem Ziel den prozentualen Anteil der Lipide zu berechnen.

Wahrend in Glucose gewachsene Zellen einen Fettanteil von 3,8 % (20,4 %)
haben, ist bei Anzucht in Acetat ein Fettanteil von 4,2 % (0,3 %) zu messen.
Somit existiert kein gravierender Unterschied in den Gesamt-Lipidmengen bei
diesen  Kohlenstoffquellen im  Gegensatz zu  Glutamat-induzierten

Produktionsbedingungen, bei denen die Gesamt-Lipidmenge fast halbiert ist im
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Vergleich zur nicht-induzierten Anzucht von C. glutamicum (Hoischen und
Kramer, 1990).

1.2. Einfluss von Oleat

Um zu untersuchen, ob Fettsduren eventuell einen Einfluss auf die Expression
der Gene haben, wurde dem Minimalmedium CgXIll (mit 4 % Glucose und 1 %
Brij35) 0,03 % Oleat zugegeben. Das Detergenz Brij35 war noétig, um das Oleat
zu losen. Die Ergebnisse der Real-Time PCR sind in Abbildung 8 gezeigt.
Wiederum wurde flr das Gen accD7 eine stark veranderte Transkription
gezeigt. Durch die Zugabe von Oleat verringerte sich der mRNA-Level von
accD1 um den Faktor 5. Dies erscheint insofern plausibel da AccD1 direkt an
der Bereitstellung von Malonyl-CoA beteiligt ist, welches als Grundbaustein fur
Oleat fungiert, die im Wildtyp mit 55 % am Haufigsten vorkommende Fettsaure.
Der Anteil von Oleat in der Zellwand erhoht sich durch die Zugabe von 0,03 %
Oleat ins Medium auf tber 70 % (Radmacher et al., 2005). Die Gene accD2,
accBC und birA zeigten jedoch eine unveranderte und gleich bleibende
Expression in Anwesenheit von Oleat.

Die Expression von accD1 wird besonders stark und spezifisch reguliert, so
dass in nachfolgenden Experimenten durch DNA-Bindestudien ermittelt werden
sollte, welche Proteine in der Promotorregion von accD1 binden. Zudem soll die
Promotorregion von accD2 analysiert werden, um zu Uberprufen, ob eine
Regulation erfolgt, die jedoch unter den bis dato getesteten Bedingungen in den

Transkriptquantifizierungen nicht messbar war.
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Abb. 8: Transkriptquantifizierung der Gene der Carboxylase-Untereinheiten
accD1, accD2, accBC sowie der Biotin-Ligase birA in Abhangigkeit von der
Oleataddition im CgXll-Minimalmedium. Die Konzentration der jeweiligen
Transkripte wurde auf die Konzentration des konstitutiv exprimierten Gens ddh
bezogen.

2. Untersuchungen zur Regulation der Gene accD7 und accD2

Das Gencluster in dem accD1 und accD2 vorliegen ist in Abbildung 9 gezeigt.
Die Gene accD1 und accD?2 liegen in C. glutamicum direkt benachbart und in
gleicher Leserichtung vor. Unmittelbar stromabwarts von accDZ2 liegt das Gen
acce, das fur die e-Untereinheit der Acyl-CoA Carboxylasen kodiert.
Interessanterweise liegt in Gegenrichtung zum Gen accD1 das Gen birA, das
als Biotin-Ligase annotiert ist. Der Genort weist zudem eine weitestgehend

synthenische Anordnung innerhalb der Corynebacterineae auf.

Die quantitativen Real-Time PCR Experimente zeigten, dass die accD1
Transkription bei Wachstum auf Acetat und in Anwesenheit von Oleat
signifikant verandert ist, was auf eine starke Regulation von accD1 schliel3en
lasst. Um die putativen Regulatoren von accD1, aber auch von accD2, zu
isolieren, wurden DNA-Bindestudien durchgefuhrt mit denen die Proteine

identifiziert werden, die an die Promotorregion des jeweiligen Gens binden.
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Abb. 9: Genomische Organisation des Genlokus von accD71 und accD2. Beide
Gene kodieren fir p-Untereinheiten der Acyl-CoA Carboxylasen. Der Genlokus
umfasst zudem die Gene birA (Biotin-Ligase), accE (e-Untereinheit der Acyl-CoA
Carboxylasen) und maf (Protein unbekannter Funktion). Hervorgehoben sind die
Fragmente, die in die DNA-Bindestudien eingesetzt wurden. Die Fragmente beinhalten
die intergenische Region und Teilbereiche der flankierenden Gene.

2.1. ldentifizierung von Regulatoren, die an die accD1-

Promotorregion binden

In C. glutamicum ist eine starke transkriptionelle Regulation des Gens accD1 zu
beobachten, weshalb DNA-Bindestudien durchgefuhrt wurden, um putative
Regulatoren von accD1 zu identifizieren. Hierfur wurde die Promotorregion von
accD1 mittels PCR amplifiziert und durch einen Biotin-Tag markiert. Die
Promotorregion umfasste 312 bp, die sowohl die intergenische Region
zwischen birA und accD1, als auch die ersten 70 bp der Gene birA und accD1
beinhaltete. Das Fragment wurde Uber einen Biotin-Tag an Dynabeads
(Streptavidin-beschichtete paramagnetische Kugeln) gekoppelt und mit
Proteinrohextrakt von C. glutamicum Zellen inkubiert. Der Proteinrohextrakt
wurde aus Zellen nach Anzucht in Komplexmedium Cglll, Minimalmedium
CgXll mit 4 % Glucose bzw. 2 % Acetat prapariert. Die Abbildungen 10 und 11
und die Tabellen 4 und 5 zeigen die mit dem accD7-Fragment isolierten und per

MALDI-TOF Massenspektrometer analysierten Proteinbanden.

In Abbildung 10 wird ersichtlich, dass sehr viele der im Rohextrakt enthaltenen
Proteine ans Fragment gebunden haben und sich trotz diverser Waschschritte
auch erst in den Elutionsfraktionen von der DNA abldsten. Dies ist in den
Spuren 0,5 bzw. 1 M NaCl zu beobachten, was die Auswertung erschwerte. Bei
den Ansatzen mit in Glucose-gewachsenen Zellen war die intensivste Bande
bei 40 kDa zu beobachten. Darlber hinaus wurden weitere Banden bei 25, 17
und 12 kDa identifiziert. Im Folgenden wurden alle Banden durch MALDI-TOF

analysiert. Die DNA-Bindestudien mit in Acetat-gewachsenen Zellen zeigten ein
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anderes Ergebnis. Sowohl die Proteine der 40 kDa Bande als auch der 17 kDa
Bande wurden nicht exprimiert. Im Gegensatz dazu war die starkste Bande bei
25 kDa zu beobachten und deutlich starker exprimiert als sie es beim Ansatz
mit Glucose war. Die Identitat und Funktion aus Abbildung 10 analysierter
Proteine ist in Tabelle 4 beschrieben und darunter befanden sich AccBC
(Untereinheit der Acyl-CoA Carboxylasen), die DNA-bindenden Proteine TopA
(Topoisomerase) und SsB (Einzelstrang-bindendes Protein), die bereits
charakterisierten Regulatoren RamA und GIXR, aber auch die putativen

Regulatoren NCgl2404, NCgl0405 und NCgl2886.

RE M CgXll + 4% Gluc. | CgXll + 2% Acet.
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Abb. 10: DNA-Bindestudien mit der Promotorregion von accD1.

RE = Rohextrakt. M = Proteinmarker. In den weiteren Spuren sind Aliquots der
Elutionsfraktionen mit 0,5, 1 bzw. 2 M NaCl aufgetragen nach Anzucht in
Minimalmedium CgXIl mit 4 % Glucose oder 2 % Acetat. Rechts vermerkt sind
Annotationen relevanter, identifizierter Proteine und Regulatoren.
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Tab. 4: Mit MALDI-TOF-MS identifizierte Proteine, die an das accD7-Fragment
gebunden haben. Die Proben stammten aus dem SDS-Gel aus Abbildung 10.

GroBe | NCgl | Cg | Gen Funktion

[kDa]
110 0304 | 0373 | topA DNA Topoisomerase |
66 2702 | 3100 | danK Chaperon
64 0670 | 0802 | accBC Acetyl-CoA Carboxylase (a-Untereinheit)
59 2398 | 2731 | uxaC Uronsaure Isomerase
56 0726 | 0868 | secA Translokase
41 1703 | 1996 | cgllM Methylase
40 1704 | 1997 | cglIR Restriktionsendonuklease (Typ 1)
37 1203 | 1410 | rbsR Transkriptionsregulator (Lacl-Familie)
36 2473 | 2833 | cysK O-Acetylserin(thiol)-Lyase
34 2472 | 2831 | ramA | Transkriptionsregulator des Acetatmetabolismus
26 1195 | 1400 DNA Polymerase Il (e-Untereinheit)
27 2404 | 2737 Transkriptionsregulator (TetR-Familie)
26 0286 | 0350 | gIxR cAMP-abhangiger Transkriptionsregulator
25 0405 | 0500 Transkriptionsregulator (LysR-Familie)
23 2880 [ 3307 ssb Einzelstrang-bindendes Protein
22 1597 | 1870 | ruvA Holliday-Struktur DNA Helikase
17 2886 | 3315 Transkriptionsregulator (MarR-Familie)
12 0323 | 0399 hypothetisches Membranprotein

Bei den DNA-Bindestudien mit in Komplexmedium angezogenen Zellen zeigte

sich eine dominante Bande bei 28 kDa, aber auch bei 34, 23 und 16 kDa lagen

spezifische Proteinbanden mit erhohter Intensitat vor. Die Identitat analysierter

Proteine aus Abbildung 11 ist in Tabelle 5 beschrieben.
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Abb. 11: DNA-Bindestudien mit der Promotorregion von accD1.

RE = Rohextrakt. M = Proteinmarker. In den weiteren Spuren sind Aliquots der
Elutionsfraktionen mit 0,5, 1 bzw. 2 M NaCl aufgetragen nach Anzucht in
Komplexmedium Cglll. Rechts vermerkt sind Annotationen relevanter, identifizierter
Proteine und Regulatoren.

Tab. 5: Mit MALDI-TOF-MS identifizierte Proteine, die an das accD7-Fragment
gebunden haben. Die Proben stammten aus dem SDS-Gel aus Abbildung 11.

GroBe [ NCgl| Cg | Gen Funktion

[kDa]
97 1299 | 1525 | polA DNA Polymerase |
75 0745 | 0889 | recQ putative DNA Helikase
74 1540 | 1805 | priA Primosom-aufbauendes Protein
59 0251 [ 0310 | katA Katalase
51 2035 | 2321 DNA Polymerase Ill (e-Untereinheit)
35 1527 | 1792 putativer Transkriptionsregulator
31 2472 | 2831 | ramA Transkriptionsregulator des

Acetatmetabolismus

28 1856 | 2115 | sugR Transkriptionsregulator (DeoR-Familie)
25 0286 | 0350 | gIxR cAMP-abhangiger Transkriptionsregulator
23 2880 | 3307 ssh Einzelstrang-bindendes Protein
18 2886 | 3315 Transkriptionsregulator (MarR-Familie)
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Neben Proteinen, die generell eine DNA-bindende Funktion besitzen, wie z.B.
die DNA-Polymerase oder das Einzelstrang-bindende Protein, konnten sechs
Proteine bei den Versuchen mit Zellen, die in CgXII-Minimalmedium gewachsen
waren, identifiziert werden, die als Regulatoren annotiert sind. Ferner wurden
zwei zusatzliche, putative Regulatoren bei Wachstum in Cglll-Komplexmedium
nachgewiesen. Weiterhin zeigten diese Experimente, dass je nach
Kohlenstoffquelle die Menge an gebundenem Protein variiert. Dies fallt
insbesondere beim Vergleich der Menge des TetR-Typ Regulators (NCgl2404)
auf, der in Acetat bzw. Glucose gewachsenen Zellen exprimiert wurde
(Abbildung 10).

Um die Annahme zu bestatigen, dass diese Regulatoren einen Einfluss auf die
accD1-Expression aufweisen, wurden entsprechende Deletionsmutanten in
nachfolgenden Experimenten hergestellt. Dazu wurden die unbekannten, bisher
nicht untersuchten Regulatoren syrB (NCgl0405), whiA (NCgl1527), fasR
(NCgl2404) und marR (NCgl2886) aus den vorhergegangenen Experimenten

ausgewahilt.

2.2. Identifizierung von Regulatoren, die an die accD2-

Promotorregion binden

Parallel wurden DNA-Bindestudien mit einer 469 bp Sonde der Promotorregion
von accD2 durchgeflhrt, um aufzuklaren ob die Untereinheiten der Acyl-CoA-
Carboxylase ebenfalls einer Regulation unterliegen, die unter den getesteten
Bedingungen der Real-Time PCR nicht identifiziert wurde.

Auch in diesen Affinitatsreinigungen konnten spezifische Proteine isoliert
werden (Abbildung 12). Besonders dominant waren die Banden der GroRRe 52,
27 und 26 kDa, die in beiden Ansatzen in Glucose- und Acetat-gewachsenen
Zellen erkennbar waren. Im Ansatz der Acetat-gewachsenen Zellen wurde
zusatzlich eine Bande um 15 kDa identifiziert, bei der es sich um einen
Eisenaufnahmeregulator handelt (Tabelle 6). Bei den weiteren Banden handelte
es sich abermals um DNA-bindende Proteine wie RecQ (DNA Helikase) oder
Ssb und die charakterisierten Regulatoren RamB, GntR2, Fur und CgtR2.
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Abb. 12: DNA-Bindestudien mit der Promotorregion von accD2.
RE = Rohextrakt. M = Proteinmarker. In den weiteren Spuren sind Aliquots der

Elutionsfraktionen mit 0,5, 1

bzw.

2 M NaCl aufgetragen nach Anzucht in

Minimalmedium CgXIl mit 4 % Glucose oder 2 % Acetat. Rechts vermerkt sind
Annotationen relevanter, identifizierter Proteine und Regulatoren.

Tab. 6: Mit MALDI-TOF-MS identifizierte Proteine, die an das accD2-Fragment
gebunden haben. Die Proben stammten aus dem SDS-Gel aus Abbildung 12.

GroBe | NCgl | Cg | Gen Funktion
[kDa]

84 1152 | 1354 rho Transkriptionsterminator
75 0745 | 0889 | recQ putative DNA Helikase
74 1540 | 1805 | priA Primosom-aufbauendes Protein
54 0358 | 0444 | ramB | Transkriptionsregulator des Acetatmetabolismus
36 0641 | 0773 putative Exodeoxyribonuklease
27 1650 | 1935 | gntR2 Transkriptionsregulator (GntR-Familie)
26 2880 | 3307 ssb Einzelstrang-bindendes Protein
25 0839 | 0996 | cgtR2 putativer Zweikomponentenregulator
15 2200 | 2502 fur Eisenaufnahmeregulator
12 0323 | 0399 hypothetisches Membranprotein

In diesem Experiment wurden mit der accD2-Sonde vier

Regulatoren

identifiziert. Allerdings konnte keiner dieser Regulatoren auch mit der accD17-
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Sonde isoliert werden, so dass auszuschlieRen ist, dass die Transkription

beider Gene durch den gleichen Regulator kontrolliert wird.

3. Charakterisierung der putativen Regulatoren von accD1

Fir die Charakterisierung wurden die vier putativen Regulatoren FasR
(NCgl2404), MarR (NCgl2886), SyrB (NCgl0405) und WhiA (NCgl1527)
ausgewahlt, weil die weiteren Regulatoren entweder bereits charakterisiert
wurden (Letek et al., 2006; Schroder und Tauch, 2010) oder weil gezeigt wurde,
dass sie nicht in die Fettsauresynthese involviert sind (Emer et al., 2009; Engels
et al., 2008; Nentwich et al., 2009).

FasR besteht aus 212 Aminosauren und ist ein Transkriptionsregulator der
TetR-Familie aufgrund eines charakteristischen helix-turn-helix-Motivs im
vorderen Bereich der Aminosauren 18 bis 64. Zudem sind TetR-
Transkriptionsregulatoren unter anderem involviert in die Kontrolle von
Effluxpumpen, Resistenz gegen Antibiotika, osmotischen Stress oder
Katabolismus (Ramos et al., 2005). Der als MarR annotierte
Transkriptionsregulator ist 157 Aminosauren grof3 und gehért zur MarR-Klasse
(Multiple  antibiotic  resistance = Regulator).  MarR-Klasse-Regulatoren
kontrollieren Funktionen fur die Resistenz gegen diverseste Antibiotika,
organische Lésungen und oxidativen Stress (Alekshun et al., 2001). SyrB ist ein
294 Aminosaure grof3es Protein und gehért aufgrund des typischen helix-turn-
helix-Motivs zur LysR-Famile von Transkriptionsregulatoren, die unter anderem
Bereiche des Metabolismus, des Quorum Sensings und die Motilitat regulieren
(Maddocks und Oyston, 2008). Zu WhiA ist bis auf die vermutete GroRe von

327 Aminosauren nichts bekannt.

3.1. Deletion der Gene fasR, marR, syrB und whiA
Um die Funktion der Regulatoren FasR, MarR, SyrB und WhiA charakterisieren
und untersuchen zu konnen, sollten die Stamme C. glutamicum AfasR,

C. glutamicum AmarR, C. glutamicum AsyrB und C. glutamicum AwhiA durch

Einflhrung von in frame-Deletionen konstruiert werden.
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Wahrend diese genomische Modifikation fur die drei Regulatoren FasR, MarR
und SyrB durchgefuhrt werden konnte, war eine Deletion des Gens whiA nicht
moglich. Dies konnte bedeuten, dass dieser Regulator essentiell ist. Bei der
erfolgreichen chromosomalen Deletion der Regulatoren FasR, MarR und SyrB
konnten pro Regulator mindestens zwei Deletionsmutanten hergestellt werden,

die weiter untersucht wurden.

3.2. Charakterisierung der Deletionsmutanten AfasR, AmarR und
AsyrB

Nach erfolgreicher Deletion der Regulatoren wurden Wachstumsexperimente
fur eine phanotypische Charakterisierung der AfasR-, AmarR- und AsyrB-
Mutante durchgefuhrt. Es wurde untersucht ob die Deletion Auswirkungen auf
das Wachstum von C. glutamicum in Komplexmedium Cglll, Minimalmedium
CgXll mit 4 % Glucose oder Minimalmedium CgXIl mit 2 % Acetat hat.

In den folgenden Abbildungen sind die Wachstumsexperimente der einzelnen
Stamme bzw. der Klone mit den deletierten Genen fasR (Abbildung 13), marR
(Abbildung 14) und syrB (Abbildung 15) gezeigt.
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Abb. 13: Wachstum der fasR-Deletionsklone 1 (rot) und 2 (griin) im Vergleich
zum Wildtyp (blau). Die Anzucht erfolgte in Cglll-Medium (), CgXll-Medium mit 4 %
Glucose (0) bzw. 2 % Acetat (A).

In dem Komplexmedium Cglll mit 2 % Glucose konnte eine Reduktion des
Wachstums von C. glutamicum AfasR im Vergleich zum Wildtyp beobachtet
werden, so dass die End-OD nur bei 25 lag im Gegensatz zum Wildtyp mit einer
End-OD von 50. Zusatzlich wuchs die AfasR Mutante mit einer Wachstumsrate

M von 0,45 deutlich langsamer im Vergleich zum Wildtyp mit 0,56.

Auch in dem Minimalmedium CgXIl mit 4 % Glucose bzw. mit 2 % Acetat wuchs
der Deletionsstamm langsamer und zu einer geringeren Zelldichte als der
Wildtyp. Der Vergleich der Wachstumsraten zeigt, dass die Mutante
C. glutamicum AfasR 20 — 30 % langsamer wuchs. Die Wachstumsraten von
C. glutamicum AfasR waren p = 0,31 in CgXll 4 % Glucose bzw. 0,17 in CgXIll
2 % Acetat. Im Vergleich dazu wuchs der Wildtyp mit y = 0,39 in CgXll 4 %
Glucose bzw. 0,24 in CgXll 2 % Acetat. Auf Grund der signifikanten
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Verringerung der Wachstumsrate wurde somit ein eindeutiger Phanotyp durch

die Deletion des Regulators gezeigt.

Da fast alle bekannten TetR-Regulatoren Repressoren sind (Ramos et al.,
2005), lasst dies vermuten, dass das schlechte Wachstum der AfasR-Mutante
mit verstarkter Expression von accD1 korreliert. FasR wird somit sowohl bei
Wachstum in Glucose als auch in Acetat bendétigt, um die normale End-OD und

maximal mogliche Wachstumsrate zu erzielen.
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Abb. 14: Wachstum der marR-Deletionsklone 1 (rot) und 2 (griin) im Vergleich
zum Wildtyp (blau). Die Anzucht erfolgte in Cglll-Medium (), CgXlI-Medium mit 4 %
Glucose (0) bzw. 2 % Acetat (A).

Abbildung 14 zeigt das Wachstumsverhalten von C. glutamicum AmarR im
Vergleich zum Wildtyp in dem Komplexmedium Cglll und Minimalmedium CgxXIl
mit 4 % Glucose oder 2 % Acetat als Kohlenstoffquelle. In beiden Medien zeigt

sich ein nahezu unveranderter Wachstumsverlauf bei Wildtyp und Mutante.
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Auch die Wachstumsraten der Mutante C. glutamicum AmarR und des Wildtyps
sind nahezu identisch. Die Deletion des Regulators MarR hat also keinen
erkennbaren Einfluss auf das Wachstum von C. glutamicum unter den

getesteten Bedingungen.
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Abb. 15: Wachstum der syrB-Deletionsklone 1 (rot) und 2 (griin) im Vergleich
zum Wildtyp (blau). Die Anzucht erfolgte in Cglll-Medium (), CgXll-Medium mit 4 %
Glucose (0) bzw. 2 % Acetat (A).

C. glutamicum AsyrB wuchs in allen getesteten Medien unverandert im
Vergleich zum  Wildtyp und zeigte keinerlei Abweichungen im
Wachstumsverhalten und in der erzielten Biomasse. Der gleiche Effekt zeigte
sich bei der Berechnung der Wachstumsrate py, in der es auch keine

Abweichungen zwischen Mutante AsyrB und Wildtyp gab.
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Von den untersuchten Regulatoren zeigt alleine die Deletion des TetR-
Regulators FasR einen veranderten Phanotyp im Vergleich zum Wildtyp und ist
zudem in einem synthenischen Genlokus in direkter Nachbarschaft zu drei
Lipidsynthese-relevanten Genen lokalisiert (Abbildung 16). Das Gen acpS
(NCgl2405) kodiert fur die  Acylcarrierprotein-Synthase, die ein
4-Phosphopantethein vom Coenzym A auf die Fettsauresynthase Ubertragt.
Auch die Fettsauresynthase fasB (NCgl2409), eine von zwei
Fettsauresynthasen in C. glutamicum (Radmacher et al., 2005), liegt in
unmittelbarer Nachbarschaft von FasR. Direkt stromabwarts von fasR liegt das
Gen einer Thiol-spezifischen Peroxidase, die den Phosphopantethein-Rest der
Fettsduresynthase aktiviert, wodurch die Fettsauresynthase erst funktionsfahig
ist.
bcp fasR acpS fasB
C. glutamicum [ yOm) mmp@K 100 <
C.glut R M) mdp@< (I
C. diphtheriae [ ){_X 11l (@ <
C. efficiens [y (Impmm) @< 1T > (I
N. farcina <] mmmp (@ (I
R.opacus [ (1 ) mmm) (I

1 ] 12 kb

Abb. 16: Genomische Organisation im Bereich des Transkriptionsregulators
FasR. Das stromabwarts liegende bcp-Gen kodiert flir die Thioredoxinperoxidase und
das stromaufwarts liegende acpS-Gen kodiert fir die Acylcarrierprotein-Synthase. Die
Fettsduresynthase fasB liegt ebenfalls stromaufwarts von fasR.

3.3. Konstruktion der Komplementationsmutante AfasR pEKEx2-
fasR

Um zu bestatigen, dass die Wachstumseffekte der Deletionsmutante AfasR
durch die Deletion des Gens fasR hervorgerufen wurden, war das Ziel eine
Kopie des Gens fasR in die entsprechende Mutante einzubringen, wodurch die
Wachstumseffekte kompensiert werden sollten. Die komplementierte Mutante
sollte dann wieder wie der Wildtyp wachsen. Hierflr wurde der Vektor pEKEx2-
fasR konstruiert, in den das Gen fasR uUber Pstl und BamHI einkloniert wurde.

Das per Sequenzierung kontrollierte Plasmid pEKEx2-fasR wurde dann in die
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Deletionsmutante AfasR transformiert. Ebenfalls wurde parallel der Leervektor
als Kontrolle in die Deletionsmutante AfasR eingebracht. Im pEKEx2-Plasmid ist
die Expression des fasR-Gens unter der Kontrolle eines IPTG-induzierbaren
tac-Promotors, jedoch haben die Analysen von Diesveld et al. (2009) gezeigt,
dass auch ohne IPTG-Zugabe eine hohe Basalexpression des pEKEx2-Vektors

erfolgt, so dass fur dieses Experiment kein IPTG hinzugegeben werden muss.

Es zeigte sich (Abbildung 17), dass der Leervektor pEKEx2 keinen Einfluss auf
das Wachstumsverhalten von AfasR hatte. Die Mutante weist mit und ohne
Leervektor eine verringerte Wachstumsrate auf und erreicht eine geringere
End-OD als der Wildtyp. Dagegen zeigte der komplementierte Stamm AfasR
pEKEx2-fasR ein im Vergleich zum Wildtyp normales Wachstum, so dass
bestatigt werden konnte, dass die Effekte der Deletionsmutante ursachlich auf
Abwesenheit von FasR zuruckzufuhren sind und der Wachstumsdefekt durch

pEKEx2-fasR wiederhergestellt wird.
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Abb. 17: Wachstum des Wildtyps C. glutamicum ATCC13032 (schwarz), der
Deletionsmutante AfasR (rot), der komplementierten Mutante AfasR pEKEx2-fasR

(blau) und der dazugehorigen Kontrolle AfasR Leervektor (grin) in Komplexmedium
Cglll (O) bzw. Minimalmedium CgXIl mit 4 % Glucose (O).

4. Transkriptomanalyse von AfasR im Vergleich zum Wildtyp

Mit Hilfe von genomweiten DNA-Microarrays wurde untersucht, welchen
Einfluss die fasR-Deletion auf die globale Genexpression in C. glutamicum hat.
Hierfir wurden die mRNA-Level von AfasR und Wildtyp nach Kultivierung in
Minimalmedium CgXIl mit 4 % Glucose oder 2 % Acetat als Kohlenstoffquelle
verglichen. Die Transkriptomanalyse wurde fur Acetat drei Mal durchgefuhrt und
es wurde von unabhangigen Kulturen ausgegangen, da die DNA-Bindestudien
zeigten, dass FasR in Acetat-gewachsenen Zellen stark exprimiert ist und
besonders stark bindet. Zum Vergleich wurde eine weitere Transkriptomanalyse

mit in Glucose-gewachsenen Zellen durchgefiuhrt. In Tabelle 7 sind relevante
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Gene der Acetat-Zellen aufgelistet, deren Verhaltnis sich signifikant um mehr
als den Faktor 2 (Ratio >2 bzw. <0,5) unterschieden. Zusatzlich wurden in der
Tabelle noch die Verhaltnisse bei Wachstum auf Glucose eingefugt.

Insgesamt war in der Mutante bei 352 Genen der mRNA-Level mehr als
zweifach erhéht und bei 238 Genen der mRNA-Level mehr als zweifach
erniedrigt (p-Wert <0,05).

Die Chips mit in Acetat-gewachsenen Zellen zeigten, dass das Gen metE, das
fur eine Cobalamin-abhangige Methyltransferase kodiert, die an der
L-Methioninsynthese beteiligt ist (Rey et al., 2005), um den Faktor 13
hochreguliert wurde. Auch das potentielle Zielgen accD1 (NCgl0678) wurde
signifikant um den Faktor 7 starker exprimiert. Zudem weisen die
Fettsauresynthase Gene fasA und fasB eine um den Faktor 3 erhdhte
Transkription auf. Interessanterweise werden zwei andere Regulatoren,
NCgl1578 (Faktor 12) und NCgl0886 (Faktor 7) starker exprimiert, was darauf
schliel3en lasst, dass FasR ein Ubergeordneter Regulator anderer Regulatoren
ist. Zudem wurde die Expression der Gene fadA (Acetyl-CoA
Acetyltransferase), fadD (langkettige Fettsdure-CoA Ligase) und ppmA
(Membrangebundene Protease) signifikant verringert (Moker et al.,, 2004).
Daruber hinaus wurde sowohl das als Regulator annotierte Gen NCgl2199 um
den Faktor 6 verringert exprimiert als auch das Gen welches fur den globalen
Repressor LexA kodiert, der in die SOS-Antwort und Zellteilung involviert ist,
um den Faktor 10 verringert exprimiert. Moglicherweise werden auch diese
Gene durch FasR reguliet werden oder es besteht ein indirekter
Zusammenhang. Das Gen accBC, das fur eine Untereinheit der Carboxylasen
kodiert, zeigt eine leicht verringerte Expression.

Im Vergleich hierzu zeigte das Microarray-Experiment mit in Glucose
angezogenen Zellen keine Veranderung des mRNA-Levels von accD1, dem
potentiellen Zielgen von FasR. Bei allen Genen in Tabelle 7 war der mRNA-
Level nahezu unverandert. Vielleicht kann FasR in Anwesenheit von Glucose
nicht an die Promotorregion seiner Zielgene binden. Im Einklang damit steht,
dass FasR in den DNA-Bindestudien auf Glucose auch nur vermindert
nachgewiesen werden konnte. Die Acetat-abhangige Expression der
Fettsauresynthase stimmt auch vdllig mit den durch E. Radmacher

durchgefuhrten Real-Time PCR Experimenten Uberein, die zeigen, dass fasA in
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Acetat verringert exprimiert wird im Vergleich zu Glucose (Radmacher et al.,
2005).

Tab. 7: DNA-Microarray-Experimente, in denen der mRNA-Level der fasR-Mutante
mit dem des Wildtyps verglichen wurde. Der Vergleich wurde drei Mal durchgefiihrt,
ausgehend von unabhangigen Kulturen, die in CgXll-Minimalmedium mit 2 % Acetat
kultiviert wurden und einmal fir die Kulturen mit 4 % Glucose. Es sind ausgewahlte
Gene aufgelistet, deren gemitteltes mRNA-Verhaltnis entweder =2 oder <0,5 war oder
Gene, die an der Fettsauresynthese beteiligt sind. Der p-Wert war kleiner als 0,05. Die
mit ,** gekennzeichneten Werte haben einen p-Wert grof3er 0,05.

NCgl | Cg Gen | Funktion Ratio
Acetat | Glucose

1094 | 1290 | metE | Methioninsynthase Il 13,0 0,6
(Cobalamin-unabhangig)

1578 | 1846 Transkriptionsregulator 12,0 0,4
(TetR-Familie)

1577 | 1845 Zuckertransporter (ABC-Typ) 10,1 0,5

1576 | 1844 Membranprotein 9,6 0,4

1232 | 1447 Transmembranprotein 9,3 -
(Co/Zn/Cd Effluxsystem)

0678 | 0812 | accD1 | Acetyl-CoA Carboxylase 7,2 1,4
(B-Untereinheit)

0886 | 1053 putativer Transkriptionsregulator 6,8 0,4
(TetR-Familie)

0375 | 0464 | copA | Kupfer-Transporter 6,6 1,0

0802 | 0957 | fasA | Fettsauresynthase I-A 3,3 0,3

2409 | 2743 | fasB | Fettsauresynthase I-B 2,7 1,1

0670 | 0802 | accBC | Biotincarboxylase und 0,7 29
Biotincarboxylcarrierprotein

2309 | 2625 | fadA | Acetyl-CoA Acetyltransferase 0,2 0,3

0388 | 0480 | fadD | langkettige Fettsaure-CoA Ligase 0,2 0,7

2199 | 2500 Transkriptionsregulator 0,2 1,3
(ArsR-Familie)

0935 | 1111 eno | Enolase 0,1 0,4

2737 | 3138 | ppmA | Membrangebundene Protease 0,1 1,2

0140 | 0180 | maa | Maltose O-Acetyltransferase 0,1 0,8

1855 | 2114 lexA | LexA Repressor 0,1* 1,5

2404 | 2737 | fasR | Transkriptionsregulator 0,0 -
(TetR-Familie)
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Ein Aktivitatstest der Acetyl-CoA Carboxylase sollte belegen, welchen Einfluss
die FasR-Deletion und die dargebotene Kohlenstoffquelle auf die Acetyl-CoA
Carboxylase hat (siehe Tabelle 8). Der Vergleich von Wildtyp und FasR-
Uberexprimierer zeigt, dass es kaum Unterschiede gibt, wohingegen die FasR-
Deletion gravierende Auswirkungen auf die Aktivitdt der Acetyl-CoA
Carboxylase hat sowohl bei Anzucht in Glucose, als auch in Glucose plus Oleat
und in Acetat. Wahrend die Aktivitat in Glucose bzw. Glucose plus Oleat stark,
um den Faktor 2 bzw. 1,5 erhoht ist, ist die Aktivitat in Acetat um 50 %

reduziert.

Tab. 8: Spezifische Aktivitat der Acetyl-CoA Carboxylase in Wildtyp, AfasR und Wildtyp
pEKEx2-fasR nach Anzucht auf Glucose, Glucose + Oleat und Acetat

spez. Aktivitat der Acetyl-CoA Carboxylase

(prozentual in Relation zum Wildtyp auf Glucose)

Glucose Glucose + Oleat Acetat

Wildtyp 100 % 88 % 37 %

AfasR 207 % 128 % 19 %
Wildtyp pEKEx2-fasR 114 % 121 % 40 %

5. Charakterisierung von FasR

Um den Regulator FasR genauer charakterisieren zu kénnen, wurde ein FasR-
Fusionsprotein in E. coli Uberproduziert und aufgereinigt. Ferner wurde

aufgereinigtes FasR flr Interaktionsstudien hergestellt.

5.1. Heterologe Genexpression und Proteinpraparation

FUr die Expression und Reinigung des Regulators FasR wurde zunachst das
Plasmid pET16b-fasR konstruiert, das fur eine Variante von FasR mit einem
aminoterminalen Polyhistidin-Tag kodiert (Studier und Moffatt, 1986) und in den
E. coli Stamm BL21 (DE3) transformiert. Dieser spezielle Stamm besitzt eine
unter Kontrolle des /lac-Promotors stehende T7-RNA-Polymerase. Die T7-RNA-
Polymerase ist essentiell fur die Expression, weil das Zielgen auf dem Plasmid

pET16b unter Kontrolle des T7-Promotors steht und somit nur von der T7-RNA-
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Polymerase exprimiert werden kann (Grossmann et al.,, 1998). Zunachst
wurden Expressionstests bei unterschiedlichen Temperaturen und mit
unterschiedlichen IPTG-Konzentrationen durchgefuhrt, indem der transformierte
Stamm in LB-Medium bis zu einer ODgoo von 1 angezogen wurde, dann die
Expression des Zielgens durch Zugabe von 0,1, 0,5 und 1 mM IPTG induziert,
der Ansatz 4 h bei 25, 30 oder 37 °C inkubiert und per SDS-PAGE analysiert
wurde. Vor IPTG-Zugabe und jede Stunde nach IPTG-Zugabe wurden Proben
genommen. In Abbildung 18 ist erkennbar, dass bereits nach 1 h Induktion eine
dominante Bande mit einer Masse von 25 kDa vorhanden war und dessen
Menge noch leicht zunahm mit zunehmender Induktionsdauer. Bei der Bande
handelte es sich um das Protein FasR-Nyis, wie die Analyse mit MALDI-TOF
bestatigte. Die Ausbeute an FasR war bei Anzucht bei 30 °C und Zugabe von
1 mM IPTG am Groften.
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Abb. 18: Induktionskontrolle der Expression von His-getaggtem FasR.

M = Proteinmarker. Die Anzucht erfolgte bei 30 °C und die Induktion erfolgte mit 1 mM
IPTG in E. coli BL21 (DE3) pET16b-fasR. In den weiteren Spuren sind Aliquots der
Proben nach 0, 1, 2, 3 bzw. 4 h nach IPTG-Induktion aufgetragen.
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Zur Proteinexpression und -isolierung in grélRerem Malstab wurden die Zellen
in 700 ml LB-Medium kultiviert und bei 30 °C mit 1 mM IPTG induziert. Der
Zellaufschluss erfolgte per Ultraschall, gefolgt von zwei Zentrifugationsschritten.
Nach der Ultrazentrifugation lag der GrofRteil des Proteins gelést im Uberstand
vor (siehe Abbildung 19), womit die I6sliche Fraktion auf eine Ni-NTA-Agarose-
Saule gegeben werden konnte. Die Saule wurde mit TNI5-, TNI20- und TNI50-
Puffern gewaschen und die Elution erfolgte mit TNI100- und TNI200-Puffer. In
den TNI200-Elutionsfraktionen lag das Protein FasR-Nuis in groien Mengen
und nahezu rein vor und konnte flr die weiteren Experimente verwendet

werden.
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Abb. 19: Affinitatsreinigung von His-getaggtem FasR nach Expression in E. coli
BL21 (DE3) pET16b-fasR. M = Proteinmarker. US = Aliquot des Uberstandes bzw. P =
Aliquot des Pellets nach der Ultrazentrifugation. DF = Aliquot des Durchflusses in der
Affinitatsreinigung. In den weiteren Spuren sind Aliquots der Wasch- bzw.
Elutionsfraktionen aufgetragen.

Aufgrund des His-Tags lag die molekulare Masse von FasR-Nuis bei 26,6 kDa
im Gegensatz zum nativen FasR mit 24 kDa. Das Protein FasR-Nuis wurde so
konstruiert, dass bei Bedarf der His-Tag mittels Faktor Xa abgespalten werden

kann und nur ein zusatzlicher Histidinrest am Protein verbleiben wirde.
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5.2. Bestimmung des apparenten Molekulargewichts von FasR

Die Analyse von FasR-Nyis mittels Grof3enausschlusschromatographie sollte
aufzeigen, ob das Protein in Lésung als Monomer, Dimer oder Tetramer
vorliegt. Das Protein FasR-Nuis wurde wie oben beschrieben aufgereinigt und
zusatzlich weiter aufkonzentriert mit Hilfe von Amicon Ultra-4 5K Ultracel
Saulen, Uber PD-10-Saulen umgepuffert in Bandshift-Puffer (50 mM Tris-HCI,
50 mM KCI, 10 mM MgCly, 0,5 mM EDTA, 10 % (v/v) Glycerin, pH 7.5) und falls
notwendig abermals aufkonzentriert. Fur die Bestimmung des nativen
Molekulargewichtes wurde 1 ml FasR-Lésung (1 mg/ml) Uber eine HiLoad 16/60
Superdex 200-Saule mit einer Flussrate von 1 ml/min aufgetrennt. Anhand einer
Eichgeraden, die mit den Standards Aprotinin (6,5 kDa), Cytochrom c
(12,4 kDa), Carbonanhydrase (29 kDa) und Albumin (66 kDa), erstellt wurde
(siehe Abbildung 20), konnte die GrolRe von FasR-Nyis ermittelt werden. Es
ergab sich fur FasR-Nyis eine molekulare Masse von 40,3 kDa. Das berechnete
Molekulargewicht von FasR-Nyis betragt 26,57 kDa. Somit verhalt sich natives
FasR-Nuis wie das 1,5-fache des Monomers. Es ist deswegen wahrscheinlich,
dass FasR in Losung als Dimer vorliegt, was typisch fur TetR-Regulatoren ist
(Ramos et al.,, 2005). Das deutlich vom erwarteten Elutionsvolumen
abweichende Verhalten kdénnte auf eine besonders kompakte Konformation des

Dimers hinweisen.
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Abb. 20: GréRenausschlusschromatographie zur Bestimmung der nativen Masse
von FasR-Ny;s. Hierflr wurden neben FasR-Ny;s noch vier Standardproteine Uber eine
HiLoad 16/60 Superdex 200-Saule aufgetrennt. Zur Elution wurde Bandshift-Puffer
(50 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 10 mM MgCl,, 0,5 mM EDTA, 10 % (v/v) Glycerin, pH
7.5) eingesetzt. V, ist das Elutionsvolumen der verschiedenen Proteine und V, ist das
Ausschlussvolumen der Saule (44 ml).

6. Identifizierung der Zielgene und der Bindestelle von FasR

Um die Zielgene von FasR zu identifizieren, wurden Interaktionsstudien mit den
Promotorregionen der Gene, die in den Transkriptomvergleichen eine
veranderte Genexpression aufzeigten, durchgeflhrt. Des Weiteren sollten die
Interaktionsstudien zeigen, ob eine direkte Regulation der Gene durch FasR
erfolgte. Ferner sollte die exakte Bindestelle lokalisiert werden, um ein
Konsensusmotiv fur eine genomweite Analyse nach FasR-Zielgenen ableiten zu

konnen.
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6.1. Gelretardationsexperimente mit putativen Zielgenen von FasR

Der Nachweis der in vitro Interaktion von FasR mit dem Promotorbereich des
putativen Zielgens erfolgte durch Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)-
Experimente (Jiang et al., 2009). Fur die EMSA-Experimente wurden neben
den Promotorregionen der putativen Zielgene auch die Promotorregionen von
Genen, die an der Fettsauresynthese beteiligt sind, analysiert. Fur das EMSA-
Experiment wurde die jeweilige Promotorregion mit molaren Uberschiissen (0x
bis 120x) an FasR-Ny;s inkubiert und mit nativen Polyacrylamidgelen analysiert,
ob eine Interaktion stattgefunden hat (Abbildung 21).

Insgesamt wurden 21 Promotorregionen untersucht. Darunter befanden sich die
Promotorregionen aller Gene aus Tabelle 7 (Microarray-Experiment) und
zusatzlich noch am Fettstoffwechsel beteiligte Gene, wie accD2, accD3 und
fabG. Eine Bindung von FasR erfolgte an die Promotorregionen von accBC,
accD1, fasA und fasB. Die starkste Interaktion erfolgte mit der Promotorregion
von accD1. Eine Autoregulation von FasR ist auszuschlieen, weil FasR nicht
an die eigene Promotorregion bindet, obwohl dies bei TetR-Regulatoren sehr
oft der Fall ist (Ramos et al., 2005).

Alle vier Gene an deren Promotorregion FasR bindet, sind an der
Fettsaurebiosynthese beteiligt Dies lasst vermuten, dass FasR ein
ubergeordneter Regulator der Fettsauresynthese ist. DarUber hinaus ist durch
den Abgleich mit den Microarray-Experimenten anzunehmen, dass FasR die

Expression von accD1, fasA und fasB bei Wachstum auf Acetat reprimiert.
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Abb. 21: EMSA-Experimente zur ldentifizierung von Promotorregionen an die
FasR bindet. Eingesetzt wurden DNA-Fragmente, die die Promotorregionen der
genannten Gene abdeckten, dann 30 min bei RT mit verschiedenen molaren
Uberschiissen von FasR-Ny; inkubiert und (iber native 15%-ige Polyacrylamidgele
aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid gefarbt. Es wurden EMSA-Experimente mit
allen Genen aus dem Microarray-Experiment gemacht und zuséatzlich noch weitere
Gene von C. glutamicum, die am Fettstoffwechsel beteiligt sind.

6.2. Identifizierung der FasR-Bindestellen in den Promotorregionen

von accD1, accBC, fasA und fasB

Die ersten Interaktionsstudien zeigten, dass FasR vier Gene, die am
Fettstoffwechsel beteiligt sind, direkt reguliert: accD1 (B-Untereinheit der Acetyl-
CoA Carboxylase), accBC (Biotincarboxylase und Biotincarboxylcarrier der

Acyl-CoA Carboxylasen), fasA und fasB (die beiden Fettsauresynthasen von
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C. glutamicum). FasR reprimiert die Expression der Gene accD1, fasA und fasB
und lediglich accBC wird aktiviert. Hierfir konnte die Lage der FasR-Bindestelle
bezogen auf den Transkriptionsstart verantwortlich sein (Pittard und Davidson,
1991). Die Transkriptionsstartpunkte und die Terminatoren wurden per RLM-
Race bestimmt. Hierbei wird die RNA mittels T4-RNA-Ligase zirkularisiert,
durch dein Einsatz spezifischer Primer und reverser Transkriptase Uber den
Transkriptionsstart hinaus in cDNA umgeschrieben, das Produkt in einer PCR
amplifiziert, in den Vektor pUC19 kloniert und das Konstrukt synthetisiert und
sequenziert (Nickel et al., 2010). Der jeweilige Transkriptionsstartpunkt und

Terminator pro Gen ist in Tabelle 9 aufgelistet.

Tab. 9: Transkriptionsstartpunkte und Terminatoren der FasR-Zielgene, in Bezug
zum Startcodon (Translationsstart) bzw. Stoppcodon (Translationsende).

Gen Transkriptionsstartpunkt Terminator
(in Relation zum Startcodon) | (in Relation zum Stoppcodon)
[Anzahl bp] [Anzahl bp]
accD1 +/-0 +51
accBC -60 +70
fasA -80 +52
fasB -66 +67

Die Identifizierung des FasR-Bindebereichs in der jeweiligen Promotorregion
erfolgte ebenfalls per EMSA-Experiment. Hierbei wurde FasR-Nyis mit
Teilfragmenten (Tabelle 10) der jeweiligen Promotorregion inkubiert und der

Ansatz durch native Gelelektrophorese aufgetrennt.

Tab. 10: Teilfragmente der Promotorregionen von accD1, accBC, fasA und fasB
einschlielich ihrer Grof’e und der verwendeten Primer.

Gen |Fragment| GroRe [bp] |Primer
accD1 A 313 c-BS-accD1, w-BS-accD1
B 93 c-BS-accD1, w5-BS-accD11
C 124 c3-BS-accD1, w3-BS-accD1
D 164 c4-BS-accD1, w-BS-accD1
E 214 c-BS-accD1, w3-BS-accD1
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Fortsetzung Tab. 10

F

92 c4-BS-accD1, w2-BS-accD1
G 78 c6-BS-accD1, w-BS-accD1
H 102 c5-BS-accD1, w-BS-accD1
| 104 c4-BS-accD1, w1-BS-accD1
J 89 c5b-BS-accD1, w-BS-accD1
K 253 c-BS-accD1, w1-BS-accD1
L 119 c4-BS-accD1, wib-BS-accD1
accBC A 255 c-BS-accBC, w-BS-accBC
B 87 c3-BS-accBC, w-BS-accBC
C 143 c2-BS-accBC, w-BS-accBC
D 57 c2-BS-accBC, w2-BS-accBC
E 102 c-BS-accBC, w3-BS-accBC
F 66 c2a-BS-accBC, w1-BS-accBC
G 111 c2a-BS-accBC, w-BS-accBC
H 98 c2-BS-accBC, w1-BS-accBC
| 169 c-BS-accBC, w2-BS-accBC
fasA A 444 c-BS-fasA, w-BS-fasA
B 343 c-BS-fasA, w2-BS-fasA
C 205 c-BS-fasA, w3-BS-fasA
D 93 c-BS-fasA, w4-BS-fasA
E 68 c2-BS- fasA, w3-BS-fasA
fasB A 662 c-BS-fasB, w-BS- fasB
B 132 c4-BS- fasB, w-BS- fasB
C 437 c3-BS- fasB, w2-BS- fasB
D 68 c2-BS- fasB, w3-BS- fasB
E 94 c-BS-fasB, w3-BS- fasB
F 331 c3-BS- fasB, w2a-BS- fasB
G 221 c3-BS- fasB, w2b-BS- fasB
H 116 c3-BS- fasB, w2c-BS- fasB
| 69 c3a-BS- fasB, w2b-BS- fasB
J 417 c3a-BS- fasB, w-BS- fasB
K

209

c-BS-fasB, w2c-BS- fasB
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Zur Eingrenzung der FasR-Bindestelle in der Promotorregion von accD1
(Abbildung 22) wurde zunachst das im vorherigen Versuch eingesetzte 313 bp
lange Fragment A in drei Unterfragmente B-D unterteilt. Nur mit Fragment D
erfolgte eine Interaktion. Die beiden Fragmente F und G, die das Fragment D
abdecken, flihrten zu keinem Shift, so dass die Bindestelle an den jeweiligen
Enden dieser Fragmente liegen musste. Diese Fragmente wurden stlickweise
verlangert und mit Fragment J, das 11 bp langer als Fragment G ist, konnte ein
Shift erzielt werden. Erst eine Verlangerung von Fragment F um insgesamt 27
bp reichte aus, um mit Fragment L einen Shift zu beobachten. Die FasR-
Bindestelle vor accD1 konnte auf den Bereich von -11 bp bis +32 bp
eingegrenzt werden, wobei zwei Bereiche innerhalb dieser Promotorregion
besonders wichtige Teile fur die Bindung von FasR beinhalten. Zum Einen der
Bereich von -11 bp bis +1 bp (Frag. G und J in Abbildung 22) und zum Anderen
von +17 bp bis +32 bp (Frag. | und L in Abbildung 22) bezogen auf den

Transkriptionsstartpunkt, der mit dem Translationsstartpunkt Gbereinstimmt.
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Abb. 22: Identifizierung der Bindestelle von FasR in der Promotorregion von
accD1. Oben sind schematisch die DNA-Fragmente dargestellt, die fur die
Untersuchung eingesetzt wurden. Im rechten Bereich ist angegeben, ob das Fragment
im EMSA-Experiment zu einem Shift fihrte (+/-). Die nativen Polyacrylamidgele im
unteren Bereich zeigen, ob eine Bindung von FasR erfolgte. Eingesetzt wurden je
100 ng DNA-Fragment ohne bzw. mit 25-fachem und 50-fachem molaren FasR-
Uberschuss. Die Inkubationsdauer lag bei 30 min und RT, bevor das DNA-Protein-
Gemisch mittels nativer Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt wurde.

Die Eingrenzung der Bindestelle innerhalb der accBC-Promotorregion zeigte,
dass mit Fragment C ein Shift erfolgte, jedoch nicht mit den Fragmenten B und
D, die den Bereich von Fragment C abdeckten (Abbildung 23). Nur wenn der
Bereich zwischen den Fragmenten B und D enthalten war, wurde ein Shift
beobachtet, wie es mit den Fragmenten F, G und H der Fall war. Die

Eingrenzung der FasR-Bindestelle im Promotorbereich von accBC zeigte, dass
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nur ein Shift erfolgte, wenn der Bereich von -137 bp bis -92 bp eingesetzt wurde
und liegt 30 bp stromaufwarts zum Transkriptionsstartpunkt, der bei -60 bp liegt
(bezogen zum Translationsstartpunkt). Dies lasst auf eine Aktivierung von
accBC durch FasR schlieBen, da Repressoren Uberwiegend den

Transkriptionsstartpunkt blockieren (Pittard und Davidson, 1991).
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Abb. 23: Identifizierung der Bindestelle von FasR in der Promotorregion von
accBC. Oben sind schematisch die DNA-Fragmente dargestellt, die fir die
Untersuchung eingesetzt wurden. Im rechten Bereich ist angegeben, ob das Fragment
im EMSA-Experiment zu einem Shift fihrte (+/-). Die nativen Polyacrylamidgele im
unteren Bereich zeigen, ob eine Bindung von FasR erfolgte. Eingesetzt wurden je
100 ng DNA-Fragment ohne bzw. mit 25-fachem und 50-fachem molaren FasR-
Uberschuss. Die Inkubationsdauer lag bei 30 min und RT, bevor das DNA-Protein-
Gemisch mittels nativer Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt wurde.
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Die Identifizierung der Bindestelle in der Promotorregion von fasA erfolgte Uber
eine schrittweise Verkurzung von Fragment A (444 bp) (Abbildung 24). Mit
Fragment D wurde kein Shift erzielt, weshalb die Bindestelle in dem Bereich
von Fragment C lokalisiert sein musste, der nicht von Fragment D abgedeckt
wurde. Mit Fragment E konnte direkt belegt werden, dass die vorderen 69 bp in
Fragment C fur die Bindung essentiell sind. Es zeigte sich, dass der Bereich
von -113 bp bis -45 bp fur die Bindung von FasR unerlasslich ist und in diesem
Bereich liegt auch der Transkriptionsstartpunkt (-80 bp  bzgl.

Translationsstartpunkt).
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Abb. 24: Identifizierung der Bindestelle von FasR in der Promotorregion von
fasA. Oben sind schematisch die DNA-Fragmente dargestellt, die fiir die Untersuchung
eingesetzt wurden. Im rechten Bereich ist angegeben, ob das Fragment im EMSA-
Experiment zu einem Shift fuhrte (+/-). Die nativen Polyacrylamidgele im unteren
Bereich zeigen, ob eine Bindung von FasR erfolgte. Eingesetzt wurden je 100 ng DNA-
Fragment ohne bzw. mit 25-fachem und 50-fachem molaren FasR-Uberschuss. Die
Inkubationsdauer lag bei 30 min und RT, bevor das DNA-Protein-Gemisch mittels
nativer Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt wurde.

Auch in der Promotorregion von fasB konnte die FasR-Bindestelle eingegrenzt
werden (Abbildung 25). Essentiell fur die Bindung war der 36 bp umfassende
Bereich zwischen den Fragmenten J und K, denn beide Fragmente deckten
626 bp des urspringlichen Fragment A (662 bp) ab. Im Falle von fasB lag die

Bindestelle im Bereich von 96 bis 130 bp stromabwarts vom
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Transkriptionsstartpunkt. Dies wirde ebenfalls fur eine Aktivierung sprechen,

jedoch zeigte die Transkriptomanalyse, dass fasB durch FasR reprimiert wird.
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Abb. 25: Identifizierung der Bindestelle von FasR in der Promotorregion von
fasB. Oben sind schematisch die DNA-Fragmente dargestellt, die fiir die Untersuchung
eingesetzt wurden. Im rechten Bereich ist angegeben, ob das Fragment im EMSA-
Experiment zu einem Shift fuhrte (+/-). Die nativen Polyacrylamidgele im unteren
Bereich zeigen, ob eine Bindung von FasR erfolgte. Eingesetzt wurden je 100 ng DNA-
Fragment ohne bzw. mit 25-fachem und 50-fachem molaren FasR-Uberschuss. Die
Inkubationsdauer lag bei 30 min und RT, bevor das DNA-Protein-Gemisch mittels
nativer Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt wurde.
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6.3. Berechnung des FasR-Bindemotivs

Die Analyse der vier eingegrenzten Promotorbereiche diente der Identifizierung
eines konservierten Sequenzmotivs, an das FasR bindet. Hierfur wurde das
MEME (Multiple EM for Motif Elicitation) Programm Version 4.3.0
(http://meme.nbcr.net/meme4_3_0/cgi-bin/meme.cgi) verwendet und die
eingegrenzten Sequenzbereiche der Promotorregionen von accD1, accBC,
fasA und fasB genutzt (Bailey et al., 2006) mit den Standardeinstellungen
(Lange des Motifs: 6 bis 50 Basen; Anzahl an Motiven: max. 3). Das
Konsensusmotiv mit der héchsten Ubereinstimmung wurde ausgewahlt (Tabelle
10). Zudem wurde in Tabelle 10 noch vermerkt, wo sich das jeweilige Motiv in
Relation zum Transkriptions- bzw. Translationsstartpunkt befindet. FasR besitzt
demnach ein 29 Basenpaar umfassendes Bindemotiv, das hoch konserviert ist
und eine palindromische Symmetrie aufweist. Zur besseren Veranschaulichung
wurde dieses Bindemotiv mit dem Weblogo-Programm Version 2.8.2
(http://weblogo.berkeley.edu/) dargestellt (Abbildung 26) (Crooks et al., 2004).

Tab. 10: MEME Vergleich der Bindestellen von FasR vor den Genen accD1, accBC,
fasA und fasB, der Position des Motivs bezogen auf den Transkriptions- bzw.
Translationsstartpunkt und die daraus resultierende Konsensus-Sequenz.

Sequenz Pos. TKS | Pos.TLS
[bp] [op]
von | bis | von | bis
accD1 TTTCAAAACATGACCATTTCCTCACCTTT -9 [ +20 | -9 | +20
accBC CCCCAGAATATGAGTAAGTCCTCATATCT | -68 | -40 | -128 | -100
fasA CCGAAATAGATGACTAAACCCTCATGTTT | -27 | +1 |-107 | -79
fasB CCGCAAAAGATGACGTTTTCCTCATGATT | -107 | -79 | -173 | -145
Konsensus | CC-CAAAA-ATGAC-A--TCCTCAT-TTT
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Abb. 26: WebLogo Darstellung des FasR-Konsensus-Bindemotivs aus Tabelle 14,
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wobei die ,inverted repeats’ durch die Boxen hervorgehoben wurden.

Da regulatorische Systeme unter verwandten Spezies oft ahnlich aufgebaut
sind (Babu et al., 2006), wurde mit dem palindromischen Bereich des
Konsensusmotivs von accD1 (5'-AAACATGACCATTTCCTCA-3") eine BLAST
Abfrage in anderen Corynebakterien Stammen durchgefuhrt. Die Analyse
lieferte sechs Treffer in C. glutamicum R, C. efficiens und C. diphtheriae
(Tabelle 11). In jedem Organismus war ein Sequenzmotiv zu 100 % identisch
mit dem Konsensusmotiv. Es befindet sich im 5-Bereich eines Gens, das flr
eine B-Untereinheit der Acetyl-CoA Carboxylase kodiert, die als dtsR (C.
glutamicum R) und pccB (C. diphtheriae) annotiert waren. Zudem lag in jedem
Organismus eine Bindestelle in der Promotorregion eines Gens der
Fettsauresynthase mit dem gleichen Abstand von 85-152 bp zum

Translationsstartpunkt, wie es in C. glutamicum bei fasB der Fall war.
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Tab. 11: Identifizierung von FasR-Bindestellen im Genom dreier Corynebakterien
Stédmme

Lokalisation Homologie zum Bemerkung
accD1 Motiv
C.diph. AAAAGATGACGTTTTCCTCA 81% 85 bp stromaufwarts
158019 158000 der Fettsauresynthase
(DIP1846)
CAAAACATGACCATTTCCTCA 100% Im 5’ Ende von pCCB2
290114 290094 (DIP0660)
C.eff. AAAAGATGACGTTTTCCTCA 81% 149 bp stromaufwarts
2550986 2550967 der Fettsauresynthase
Il (CE2392)
CAAAACATGACCATTTCCTCA 100% Im 5’ Ende von dtsR
795688 795668 (CEQ738)
C.glut. AAAAGATGACGTTTTCCTCA 81% 152 bp stromaufwarts
R 2651304 2651285 der Fettsauresynthase
(cgR_2406)
CAAAACATGACCATTTCCTCA 100% Im 5" Ende von accD1
918887 918867 (cgR_0828)

* C. diph. = Corynebacterium diphtheriae gravis NCTC13129, C. eff. =
Corynebacterium efficiens YS-314, C. glut. R = Corynebacterium glutamicum R

Zusatzlich konnten in den Genomen dieser Corynebakterien Stamme ein TetR-
Typ Regulator identifiziert werden, der mindestens eine Homologie von 72% zu
FasR aufwies (cgR_2403, CE2388, DIP1844), so dass anzunehmen ist, dass
es sich hierbei um die orthologen Vertreter von FasR in diesen Stammen
handelt und sich ein ahnlicher Regulationsmechanismus in den

Corynebacteriaceae gegeben ist.

6.4. Uberpriifung des FasR-Bindemotivs vor accD1

Zur exakten Bestimmung der Interaktionsstellen zwischen FasR und der DNA
wurden Mutationsanalysen des Bindemotivs in der Promotorregion von accD1
durchgefuhrt, um zu verifizieren, ob einzelne Basenpaare essentiell fur die
FasR-Bindung sind. Hierbei wurden in mehreren Schritten je zwei bis vier
Basen innerhalb der 29 bp langen Sequenz ausgetauscht. Es wurden zudem
mehrere Basen stromaufwarts und —abwarts zusatzlich zur mutierten Sequenz
verwendet um sicherzustellen, dass FasR auch im Randbereich des
untersuchten Motivs binden kann, wofir ein Uberhang notwendig ist. Pro
Mutation wurden zwei komplementare Primer synthetisiert, gemischt, erhitzt
und schrittweise auf 8 °C abgekuhlt (Kendall et al., 2007). Die Fragmente

wurden anschlieRend zusammen mit molaren Uberschiissen an FasR in EMSA-




Ill. Ergebnisse 83

Experimenten eingesetzt und per nativer Polyacrylamidgelelektrophorese

analysiert (Tabelle 12 und Abbildung 27).

Die Mutationsanalyse zeigte, dass Mutationen in bestimmten Bereichen der

Bindestelle die Bindung von FasR vermindern oder sogar hemmen. Eine

Verkleinerung des Bereichs zwischen den ,inverted repeats’ fuhrt zum Verlust

der Bindungsfahigkeit. Die Motive D und E zeigen zudem, dass der Bereich um

das Startcodon ATG, welches innerhalb des ersten ,inverted repeat’ liegt,

wichtig fur die Bindung von FasR ist. Auch Motiv H weist einen nahezu

vollstandigen Bindungsverlust von FasR auf und Uberlappt teilweise mit dem

zweiten ,inverted repeat’. Ferner fuhrt der Austausch des letzten Tripletts im

Bindemotiv zu einem fast vollstandigen Verlust der FasR-Bindung (siehe Motiv

J).

Tab. 12: Eingesetzte Sequenzen fiir die Mutationsanalyse der FasR-Bindestelle in
der Promotorregion von accD1. Die eingefligten Mutationen sind unterhalb der
Wildtypsequenz (wt) angegeben und Deletionen von Basen sind durch Unterstreichung
dargestellt. In der Wildtypsequenz sind durch die MEME-Analyse bestatigte konservierte
Basen fett hervorgehoben, das Startcodon ist unterstrichen und die Basen der ,inverted
repeats’ sind rot hervorgehoben. In der Spalte Shift ist angegeben, wie das eingesetzte
Fragment im Vergleich zum Wildtypfragment geshiftet ist (++++ = gleich gut; +++ =
etwas schlechter; ++ = schlecht; + = kaum; - = kein Shift). Bei den Basenaustauschen

wurde ein Purin durch ein Pyrimidin (oder umgekehrt) ersetzt. Zuunterst sind die Basen
aus der Wildtypsequenz schwarz hinterlegt, die wichtig fur die FasR-Bindung sind.

Motiv Sequenz Shift
wit TTTCAAAACATGACCATTTCCTCACCTTT ++++
R Y R — - -
6 |- mmmmmmemea- -

A GG ++
B ——GA-——————— - ++++
C --—-CCC--———————————————————- +++
D |-—-- CAC-—————————————————— +
E |---—-———-——- GTC----—--———————-—- -
F |- AAC--——————————- ++
G |-——-- GGG--—-—————— ++
H |- AAG------- -

I i ACAA--- ++
J |- GGG +

TTTCAA NSRS CAT T T[oleC A C C
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Abb. 27: Mutationsanalyse der FasR-Bindestelle in der accD71-Promotorregion.
Mutationsanalyse mittels EMSA-Experimenten, bei denen jeweils 20-, 40- und 60-
facher molarer Uberschuss von FasR zu je 100 ng Fragment eingesetzt wurde. Nach
30 min Inkubation bei RT erfolgte die Auftrennung in 15%-igen Polyacrylamidgelen. Die
DNA wurde mittels Ethidiumbromid angefarbt.

7. ldentifizierung des Effektors von FasR

Um die Funktion eines Regulators verstehen und untersuchen zu kénnen, ist es
hilfreich, den Effektor des Regulators zu identifizieren. Deshalb wurden mehrere

Experimente durchgefuhrt, um den Effektor von FasR zu ermitteln.

7.1. Einfluss von CoA, Acetyl-CoA und Malonyl-CoA auf FasR

Der Nachweis des Effektors von FasR wurde in vitro Uber EMSA-Experimente
accBC und fasB

entsprechend den zuvor durchgefihrten EMSA-Experimenten eingesetzt

versucht, wobei die Promotorbereiche von accD1,
wurden. Im Vergleich zu den bisher durchgefihrten Experimenten wurden zwei
Anderungen eingefiihrt. In den Ansatzen mit Effektor wurden zusatzlich je
20 mM des mdglichen Effektors hinzugeflgt (Engels und Wendisch, 2007) und
es fand eine Vorinkubation von Effektor und FasR statt. Als Effektoren wurden

Coenzym A (CoA), Acetyl-CoA (AcCoA) und Malonyl-CoA (MalCoA) getestet.
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Um eine Interaktion des Effektors mit dem Regulator zu ermoéglichen wurde
zunachst nur der Effektor mit dem Regulator inkubiert. Anschlielend wurde die
DNA hinzugeflugt, inkubiert mittels Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt
(Abbildung 28).

Durch die bisherigen Ergebnisse ist bekannt, dass die fasR Deletion in der
verstarkten Transkription von accD1, fasA und fasB resultiert. DarUber hinaus
zeigt FasR hohe Identitaten zu TetR-Repressoren. Unter Berlcksichtigung
dieser Voraussetzungen ist zu erwarten, dass bei Bindung des Effektors keine
Interaktion mit der DNA erfolgt. Entgegengesetzt der Erwartungen konnte durch
keinen der getesteten Effektoren eine signifikante Veranderung des

Bindungsverhalten von FasR erzielt werden.
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Abb. 28: EMSA-Experimente von FasR mit moglichen Effektoren. Die EMSA-
Experimente wurden mit den kompletten Promotorregionen von accD1, accBC bzw.
fasB durchgefuhrt. Zusatzlich wurde kein (ohne) bzw. je 20 mM Effektor (CoA, Acetyl-
CoA (AcCoA) oder Malonyl-CoA (MalCoA)) hinzugefligt. Des Weiteren wurde der
Effektor zunachst fur 15 min bei RT mit dem Regulator FasR inkubiert, dann die DNA

hinzugegeben und der Ansatz wie Ublich 30 min bei RT inkubiert und aufgetrennt.
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7.2. Koisolationsexperimente zur Identifizierung des FasR-
Effektors

Da als Effektor von FasR auch langkettige Fettsauren und Fettsdure-CoA
Derivate in Frage kamen, wie im Falle von YsiA in Bacillus subtilis (Matsuoka et
al.,, 2007), wurde Uber Koisolationsexperimente versucht, den Effektor zu
identifizieren. Hierfur sollte ein C. glutamicum Stamm konstruiert werden, der
ein ins Genom integriertes FasR-Protein mit C-terminalem Strep-Tag exprimiert,
wodurch eine schonende lIsolation ermdglicht wird. Das FasR-Strep-Protein
sollte im Folgenden an eine Streptavidin-Sepharose Saule immobilisiert
werden, der daran gebundene Effektor eluiert und mittels GC-TOF-MS
identifiziert werden.

Hierfur wurde der integrative Vektor pK18mob-fasR-Strep konstruiert, in dem
FasR mit C-terminal angehangtem Strep-Tag vorliegt. Das Konstrukt sollte
entsprechend dem Deletionskonstrukt in den Wildtyp C. glutamicum
ATCC13032 eingebracht werden. Es gab zwar Integranten, aber bei den
Klonen war der Vektor trotz fehlender homologer Bereiche irgendwo im Genom
integriert. Vermutlich wirkt sich chromosomal kodiertes FasR-Strep im Genlokus
von FasR nachteilig auf die Zelle aus.

Alternativ wurde das konstruierte FasR-Nyis durch E. coli BL21 (DE3) exprimiert
und im Anschluss an die Ni*-NTA-Agarose gebunden, um so
Koisolationsexperimente durchzufuhren. Das gebundene FasR wurde zunachst
durch  Waschpuffer gereinigt. AnschlieRend wurde Rohextrakt von
aufgeschlossenen C. glutamicum Zellen appliziert, unspezifische Proteine durch
Waschschritte entfernt und versucht, den Effektor mittels TNI50 von FasR zu
eluieren und die Proben mittels GC-TOF-MS zu analysieren (Abbildung 29). Als
Kontrolle diente eine zweite Aufreinigung, die nach den gleichen Bedingungen
durchgefuhrt wurde, bei der kein C. glutamicum Rohextrakt appliziert wurde
(Teil A, Abbildung 33). Alle unspezifisch gebundenen Moleklile aus dem
Rohextrakt konnten entfernt werden (Teil B, Abbildung 33). Jedoch konnten
keine signifikanten Unterschiede in den Analysen festgestellt werden (Teil C,
Abbildung 33). Marginale Abweichungen in den Konzentrationen der Molekile
waren detektierbar, aber keine zusatzlichen Molekile befanden sich im

Versuchsansatz im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 29: GC-TOF-MS Analyse der Koisolationsexperimente mit FasR-N,;s. Gezeigt
ist die Applikation des Kochsaftes auf die Ni?*-NTA-S&ule mit gebundenem FasR (A),
das Entfernen unspezifisch gebundener Proteine, die sich im Kochsaft befunden haben
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(B) und die Elutionsschritt zur Entfernung des Effektors (C). Das jeweils obere
Diagramm zeigt die Ni**-NTA-Saule des Ansatzes mit FasR und Kochsaftapplikation
und das jeweils untere Diagramm zeigt die Kontrolle, immobilisiertes FasR an eine Ni-
NTA-Saule ohne Kochsaftapplikation.
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IV. Diskussion

Der erste und geschwindigkeitsbestimmende Schritt in der Fettsauresynthese
ist die irreversible Carboxylierung von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA durch die
Acetyl-CoA Carboxylase (Cronan, 2001; Cronan und Waldrop, 2002). Dies ist in
vielen untersuchten Organismen und auch in C. glutamicum der Fall, wo die
Acetyl-CoA Carboxylase eine von drei Acyl-CoA-Carboxylasen ist. Es ist
anzunehmen, dass die fur die verschiedenen Acyl-CoA Carboxylase-
Untereinheiten in C. glutamicum kodierenden Gene accD1, accD2, accD3,
accD4, accE und accBC einer bislang noch unbekannten Regulation
unterliegen. Die ldentifizierung verantwortlicher Transkriptions-Regulatoren ist
interessant, da so der Zusammenhang zwischen Zellwandaufbau und
Glutamatproduktion weiter untersucht werden kann (Radmacher et al., 2005;
Nampoothiri et al., 2002).

1. Abhangigkeit der accD71-Genexpression von der
Kohlenstoffquelle und Oleatzugabe

Wahrend das Gen accD1 fur die Carboxylierung von Acetyl-CoA und die
Synthese von Fettsauren benotigt wird, werden die Gene accD2 und accD3 fur
die Synthese der Mykolsauren bendtigt. Inwieweit die Kohlenstoffquelle oder
extern verfugbares Oleat einen Einfluss auf die Genexpression von accD1,
accD2 und accBC hatte, galt es zu analysieren. Daruber hinaus war von
Interesse, ob es einen Einfluss auf den Lipidgehalt gab, da Glutamat-
produzierende C. glutamicum Stamme einerseits einen hoheren Anteil an
ungesattigten Fettsauren und andererseits nur noch die Halfte an Lipiden in
Relation zum Trockengewicht besitzen (Hoischen und Kramer, 1990; Shimizu et
al., 2003).

In E. coli wurde bereits gezeigt, dass die Expression der Gene accA, accD und
accBC bei in Acetat-gewachsenen Zellen im Vergleich zu in Glucose-
gewachsenen Zellen um den Faktor 10 reduziert war (Li und Cronan, 1993). Die

Expressionsanalysen mit in Acetat-gewachsenen Zellen von C. glutamicum
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zeigten, dass nur die Expression des Gens accD71 um den Faktor 7 reduziert
war, wahrend die Gene accBC, accD2 und birA eine nahezu unveranderte
Expression aufwiesen. Auch die Daten aus der Julicher-Microarray-Datenbank
(JMD) bestatigten die Real-Time PCR Experimente, da die in der Datenbank
dokumentierten Versuche ebenfalls zeigten, dass beim Vergleich der Kulturen
nach Anzucht in Acetat mit nach Anzucht in Glucose lediglich die Expression
von accD1 verandert war. Die Expression von accD1 war um den Faktor 5
reduziert, wahrend die Gene accD2, accBC und birA eine unveranderte
Expression aufzeigten.

Wahrend die Kontrolle der Expression von accA, accD und accBC in E. coli von
den zwei Mechanismen Autoregulation und Wachstumsrate abhangig war
(James und Cronan, 2004), war dies nicht der Fall fur C. glutamicum, denn bei
in Propionat-gewachsenen Zellen ist die accD71-Expression im Vergleich zu
Glucose fast unverandert. Jedoch betragt in Propionat die Wachstumsrate
u=0,1h" was im Vergleich zu Acetat (0,24 h™") und Glucose (0,4 h™") weitaus
geringer ist (Veit et al., 2009).

Somit handelt es sich bei der accD7-Regulation um einen Acetat-spezifischen
Effekt, der zur Frage fihrt, worin diese Spezifitat liegt. Es ist bekannt, dass die
Metabolitkonzentration an Acetyl-CoA in Acetat-gewachsenen Zellen
gegenuber in Glucose-gewachsenen Zellen deutlich erhodht ist, was in
unmittelbarem Zusammenhang mit der Acetyl-CoA Carboxylase steht
(Wendisch et al., 1997). Bei Wachstum auf Acetat betragt die interne Acetyl-
CoA Konzentration in C. glutamicum 145 pM, auf Glucose dagegen nur 24 yM.
Es ist deswegen denkbar, dass durch die hohe Acetyl-CoA-Konzentration auf
Acetat die Fettsauresynthese aktiviert wird. Dies ist im Falle von E. coli
experimentell  durch  Uberexpression der Acetyl-CoA  Carboxylase
Untereinheiten belegt worden, wo gezeigt werden konnte, dass in diesem
Stamm die Fettsauremenge um den Faktor 6 erhoht war (Davis et al., 2000).
Der Grund fur den hohen Acetyl-CoA Pool wird sein, dass Acetyl-CoA ein
Intermediat der Acetatverstoffwechslung ist. Zusatzlich ist die Acetat-Aufnahme
4-mal so hoch bei Wachstum in Acetat, wie die Aufnahme von Glucose bei
Wachstum in Glucose (Gerstmeir et al., 2003). Die Aufnahme von Acetat
erfolgte durch den Monocarbonsaure-Transporter MctC, der eine hohe Affinitat
fur Acetat und Propionat hat (Jolkver et al., 2009).
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Eine Repression der accD1-Expression bei Wachstum in Acetat scheint wichtig,
damit weder zu viel Acetyl-CoA in Malonyl-CoA umgewandelt wird noch zu viele
Lipide synthetisiert werden. Um zu uberprufen, ob sich die Gesamtlipidmengen
in Glucose- und Acetat-gewachsenen Zellen unterscheiden, wurde der
Gesamtlipidgehalt nach Weibull-Stoldt bestimmt (Kolar et al., 1993). Grandvalet
et al. (2008) haben gezeigt, dass in Oenococcus oeni der Gesamtlipidgehalt bei
Anzucht in Acetat um den Faktor 3 reduziert war, wohingegen in C. glutamicum
eine Kontrolle des Gesamtlipidgehalts vorliegt, denn die Lipidmengen in
Glucose- oder Acetat-gewachsenen Zellen unterscheiden sich nicht. Wie in
dieser Arbeit gezeigt werden konnte, betragt der Lipidgehalt in Glucose-
gewachsenen Zellen 3,8 % (£ 0,4 %) und in Acetat-gewachsenen Zellen 4,2 %
(£ 0,3 %). Radmacher et al. (2005) konnte zeigen, dass die Zusammensetzung
der einzelnen Fettsduren bei Wachstum in Glucose und Acetat fast identisch
war, wohingegen die Zusammensetzung im Vergleich dazu bei Wachstum auf
Propionat stark variierte durch die Bildung von ungeradkettigen Fettsauren
(Radmacher et al., 2005). Die Expression von accD1 war aber bei Wachstum in
Propionat im Vergleich zu Glucose unverandert. Jedoch zeigte sich, dass die
Expression von fasB, der Fettsauresynthase |-B, bei Wachstum in Propionat
verandert ist (HUser et al., 2003).

Weiterhin wurde der Einfluss von Oleat untersucht, denn bei Wachstum in
Glucose mit Zusatz von Oleat weichte die Zusammensetzung der Fettsauren
ebenfalls ab. Der Palmitat-Gehalt war um den Faktor 2 verringert und der Oleat-
Gehalt um den Faktor 1,5 erhoht (Radmacher et al., 2005). Das Real Time PCR
Experiment zeigte, dass durch den Zusatz von Oleat die accD7-Expression um
das 5-fache verringert war, aber die Reduktion der accD7-Expression konnte
nicht alleine hierfur verantwortlich sein, wie die Daten mit in Acetat-
gewachsenen Zellen zeigten. Wie Daten aus der JMD belegten, war zusatzlich
die Genexpression von fasB, das fur die Fettsduresynthase |-B kodiert, um den
Faktor 6 reduziert, die in C. glutamicum vorwiegend Palmitat und Stearat
produziert (Stuible et al., 1996; Stuible et al., 1997).

Ferner konnte von Botella et al. (2009) gezeigt werden, dass die Verringerung
der accD1-Expression bei Wachstum in Acetat einen Einfluss auf die Aktivitat
der Acetyl-CoA Carboxylase hatte. Die Carboxylase-Aktivitat verringerte sich

bei Wachstum in Acetat um den Faktor 3 im Vergleich zu Glucose-
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gewachsenen Zellen. Zusatzlich wurde gezeigt, dass die Acetyl-CoA
Carboxylase Aktivitat in Propionat-gewachsenen Zellen ebenfalls um den
Faktor 3 verringert war (Botella et al., 2009). Da in dieser Arbeit gezeigt werden
konnte, dass die accD7-Expression in Propionat nur unwesentlich von der in
Glucose verschieden ist, kommen weitere Mdglichkeiten zur Kontrolle der
Acetyl-CoA Carboxylase Aktivitat in Betracht. So konnten zusatzliche
Regulationseffekte, z.B. auf postranskriptioneller Ebene eine Rolle spielen.
Auch konnten mehrere Transkriptionsregulatoren beteiligt sein, die in die
Regulation der insgesamt vier Gene die am Acetyl-CoA Carboxylase Aufbau
beteilgt sind, eingreifen (Sahm et al., 2000; Muffler et al., 2002; Veit et al.,
2009). Eventuell ist ein Metabolit der Lipidsynthese an der Regulation beteiligt,

wie z.B. Methylmalonyl-CoA, ein Fettsaure-CoA Derivat, oder auch ein Lipid.

Wie die Experimente mit Oleatzugabe zeigten, fand eine Lipid-abhangige
Regulation von accD71 in C. glutamicum statt. Diese ist auch insofern
verstandlich, als bei Oleatzugabe dieses nicht mehr synthetisiert werden muss.
Allerdings konnte auch hier ein weiterer Regulator beteiligt sein, der
unabhangig von der in dieser Arbeit detailliert untersuchten Kohlenstoffquellen-
abhangigen Regulation die accD7-Expression kontrolliert. In M. tuberculosis
wurde bereits gezeigt, dass der Regulator KstR (TetR-Familie) ein Regulon fur
die Aufnahme und den Abbau von Lipiden aktiviert, wenn Palmitat im Medium
enthalten ist (Schnappinger et al., 2003; Mitra et al., 2005).

2. Regulationsmechanismus von accD1

Zur lIsolierung und ldentifizierung von Regulator-Proteinen wurde die DNA-
Affinitatschromatographie genutzt (Frunzke et al., 2008; Brocker und Bott, 2006;
Emer et al., 2008; Engels et al., 2008). Neben putativen Regulatoren wurden
auch Proteine isoliert, die entweder direkt mit der DNA, wie das Ssb, TopA,
DnaK oder RuvA oder mit den Streptavidinresten der paramagnetischen
Dynabeads interagierten, z.B. Uber Biotin (Gadgil et al., 2001; Rey et al., 2003).
Vergleichbar zu Versuchen mit E. coli konnte auch in C. glutamicum AccBC mit
der accD17-Sonde isoliert werden (James und Cronan, 2004). Vermutlich

interagiert das AccBC-Polypeptid mit der Promotorregion von accD7, um
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dessen Expression zu reprimieren, wie es entsprechend in E. coli der Fall ist, in
dem AccB vor das Operon accBC bindet und dessen Expression reprimiert
(James und Cronan, 2004).

Zudem wurden acht Regulatoren mit der accD7-Sonde identifiziert: RbsR,
RamA, FasR, GIxR, SyrB, MarR, WhiA und SugR. Weitergehende Analysen
waren bislang mit RbsR, RamA, GIxR und SugR erfolgt. Zur Veranschaulichung
wurden die bekannten Bindestellen der jeweiligen Regulatoren in Abbildung 30

in Bezug zum Transkriptionsstartpunkt von accD1 dargestellt.

X 169 bp X
139 -98 14
‘ R '&I’A

iRamA  {iGIxR § SugR

Abb. 30: Bindestellen der mittels DNA-Affinitatsreinigung isolierten und in der Literatur
weitergehend charakterisierten Regulatoren inkl. der Position der Bindestelle bezogen
auf den Transkriptionsstart. Der accD7-Transkriptionsstart ist mit einem Pfeil
gekennzeichnet.

Aufgrund der Vielzahl an Regulatoren, die an die accD7-Promotorregion
gebunden haben, musste Uberprift werden, welchen Einfluss die jeweiligen
Regulatoren auf die accD171-Expression hatten, um die Regulation der
Lipidsynthese im Detail zu analysieren.

RbsR reguliert das fur den Ribose-Transport zustandige rbs-Operon ohne
bekannte Effekte auf die accD7-Expression (Nentwich et al., 2009).

Fir RamA, einem Regulator der Gene des Acetat-Metabolismus aktiviert,
konnten bereits Bindestellen in der Promotorregion von accD1 experimentell
nachgewiesen werden. Diese sind ACCCCA (Pos. -14 bp) und GGGGGT (Pos-
-139 bp) (Cramer et al., 2006; Cramer und Eikmanns, 2007; Emer et al., 2009;
Toyoda et al., 2009). Somit kdnnte RamA sowohl als Aktivator als auch als
Repressor fur accD1 fungieren. Aber in diesem Fall aktiviert RamA die accD1-
Expression bei Wachstum auf Glucose (Cramer und Eikmanns, 2007; Emer et
al., 2009). Ob RamA einen Einfluss bei Wachstum auf Acetat hatte, konnte

nicht analysiert werden, weil die AramA-Mutante nicht auf Acetat wachst. Es
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besteht daher die Mdglichkeit, dass RamA das Gen accD1 bei Wachstum auf
Glucose reguliert.

Der Transkriptionsregulator GIxR ist essentiell und reguliert Gene des Acetat-,
Lactat-, Gluconat- und Ethanolmetabolismus, des Aromatenabbaus, des
Glyoxylatzyklus, der Glutamataufnahme und der Fettsaurebiosynthese (Kim et
al., 2004; Letek et al., 2006; Brinkrolf et al., 2007; Kohl et al., 2008). GIxR
besitzt vor accD1 die Bindestelle GGTGA-Ng-TCACT (Position -104 bp) und es
konnte gezeigt werden, dass GIxR bei Wachstum auf Glucose als Repressor
von accD1 fungiert (Kohl und Tauch, 2009).

Zwar handelt es sich bei SugR um einen Repressor von Genen der
Zuckeraufnahme und der Glycolyse (Toyoda et al., 2009), aber es liegt vor
accD1 eine SugR-Bindestelle CTGAACA (Pos. -98 bp bzgl. Transkriptionsstart
von accD1) (Engels et al., 2008; Toyoda et al., 2009). In der SugR-
Deletionsmutante sind die Gene accD7 bzw. fasB um den Faktor 6,6 bzw. 5,9
erhoht, was zeigt, dass ihre Expression durch SugR stark reprimiert wird bei
Wachstum in Acetat (Engels und Wendisch, 2007; Engels et al., 2008).

Somit kommen flr die Acetat-abhangige Regulation von accD1 die Regulatoren
SugR und FasR in Frage, wobei FasR im Gegensatz zu SugR im Bereich des
Transkriptionsstartpunktes bindet und einen starkeren Einfluss auf die accD1-
Repression haben sollte (Bekker et al., 2006). Dartber hinaus wurde SugR in
Komplexmedium gewachsenen Zellen nachgewiesen, wahrend FasR am
dominantesten in Acetat-gewachsenen Zellen exprimiert wurde und
ausschlielich unter diesen Bedingungen mit der accD7-Promotorregion isoliert
werden konnte. Des weiteren ist von Regulatoren der TetR-Familie bereits
gezeigt worden, dass diese auch in die Membranbeschaffenheit eingreifen (de
la Paz Santangelo et al.,, 2009). Somit ist anzunehmen, dass SugR den
Metabolitfluss reguliert, denn Kimura (2002) konnte nachweisen, dass die
Uberexpression von accD1 eine Verringerung der L-Glutamatproduktion durch

Interaktion mit der 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase bewirkt.
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3. Charakterisierung der C. glutamicum-Mutante AfasR

Nach der erfolgreichen Deletion des Gens fasR sollte Uberpruft werden, welche
Auswirkungen das Fehlen von FasR auf C. glutamicum hatte.

Der Wachstumsvergleich der AfasR-Mutante mit dem Wildtyp zeigte, dass der
FasR-Regulator einen Einfluss auf das Wachstum hatte, weil sowohl in dem
Komplexmedium Cglll als auch in den Minimalmedien mit 4 % Glucose bzw.
2 % Acetat eine weitaus niedrigere End-OD und eine signifikant reduzierte
Wachstumsrate erzielt wurde (siehe Tabelle 12). Obwohl der Wildtyp schon
eine verringerte Wachstumsrate und eine niedrigere Biomasse bei Wachstum in
Acetat zeigte (Gerstmeir et al., 2003), erreichte die Mutante durchschnittlich nur
60 % der Biomasse des Wildtyps, nur 80 % der Wachstumsrate mit Glucose

und 70 % der Wachstumsrate mit Acetat als C-Quelle.

Tab. 12: Vergleich der End-ODs und der Wachstumsrate y von Wildtyp und AfasR-
Mutante bei Wachstum in Komplexmedium Cglll und den Minimalmedien CgXll mit
4 % Glucose bzw. 2 % Acetat

Cgqlll CaXll 4 % Glucose CgXll 2 % Acetat
End-OD M End-OD M End-OD M
Wildtyp 50 0,54 65 0,39 24 0,24
AfasR 25 0,45 40 0,31 16 0,17

Um herauszufinden welche Faktoren in der AfasR-Mutante den frihzeitigen
Wachstumsstopp, die verringerte Wachstumsrate und den damit
einhergehenden, veranderten Phanotyp verursachten, wurde eine genomweite
Transkriptomanalyse durchgefuhrt.

Da FasR nicht aus in Glucose-angezogenen Zellen isoliert wurde, war
phanotypisch kein Wachstumsdefekt zu erwarten. Kein Gen das an der
Fettsauresynthese beteiligt war, wurde unter den untersuchten Konditionen
reprimiert.

Beim Vergleich der mRNA-Level nach Anzucht auf Acetat wiesen mehrere
Gene, die an der Fettsauresynthese beteiligt sind (accD1, fasA und fasB), bei
Abwesenheit von FasR ein erhdhtes Expressionsniveau auf und werden
dementsprechend durch FasR reprimiert. Vergleichbares wurde auch fur fasA

und fasB von Radmacher et al. gezeigt (2005). Bei Wachstum auf Acetat war im
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Real-Time PCR Experiment von Radmacher et al. (2005) die fasA-Expression
um das 8,3-fache reduziert und die von fasB um den Faktor 2,1 verringert.

Auch fadD (NCgl0388), das an der Lipidsynthese beteiligt sein konnte, zeigte
einen veranderten Transkriptlevel und es ist bekannt, dass orthologe Gene in
Mycobacterium tuberculosis als Acyl-CoA Ligasen fungieren und an der
Mykolsauresynthese beteiligt sind (Portevin et al., 2005). Dies war allerdings bei
FadD nicht der Fall da das paraloge Gen (NCgl2774) diese Funktion in
C. glutamicum Ubernimmt. Unter den weiteren Genen, die im DNA-Microarray-
Experiment gelistet sind, befanden sich auch zwei Regulatoren der TetR-
Familie (NCgl1578; NCgl0886), ein Regulator der ArsR-Familie (NCg2199) und
der Repressor LexA (NCgl1855). Zu den drei erstgenannten Regulatoren sind
bisher keine Untersuchungen durchgefihrt worden, weshalb keine Aussage
getroffen werden kann, ob diese einen Einfluss auf das Wachstum von
C. glutamicum haben. Im Gegensatz dazu wurde LexA in C. glutamicum
charakterisiert (Jochmann et al, 2009) wund st als ubiquitarer
Transkriptionsregulator in die SOS-Reparatur involviert und fur die schnelle
Behebung von DNA-Schaden verantwortlich (Walker, 1984; Friedberg et al.,
2005; Erill et al., 2007; Butala et al., 2009). Es ist daher nicht zu erwarten, dass
LexA einen Einfluss auf die Wachstumsdefekte der FasR-Mutante hat.

Um die Hypothese zu bestatigen, dass der Phanotyp der AfasR-Mutante durch
die Deletion des FasR-Regulators hervorgerufen wird und keine
Sekundarmutation in der Deletionsmutante vorlag, wurde einerseits das
Plasmid pEKEx2-fasR in den Stamm C. glutamicum AfasR zur
Komplementation eingebracht und andererseits Uberpruft, ob FasR direkt die
Expression der Gene aus Tabelle 7 beeinflusst. Der Stamm C. glutamicum
AfasR pEKEx2-fasR war vergleichbar zum Wildtyp und erreichte eine
entsprechende Biomasse und Wachstumsrate. Somit ist der beobachtete
Phanotyp, sowohl bei Anzucht in Glucose als auch in Acetat, auf die
Abwesenheit des fasR-Gens zurlckzufihren. Um zu Uberprifen, ob FasR die
Expression der Gene direkt beeinflusst oder andere sekundare Einflisse fur die
MRNA-Level-Unterschiede verantwortlich sind, wurden
Gelretardationsexperimente mit den Promotorregionen aller Gene aus Tabelle 7
durchgefuhrt. FasR interagiert jedoch nur mit den Promotorregionen von accD1,

accBC, fasA und fasB und reguliert direkt deren Expression. Der
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Zusammenhang zwischen der variierenden Expression der anderen Gene und
der FasR-Deletion ist weiterhin unklar, da nicht gezeigt werden konnte, ob dies
auf nicht gefundene, direkte oder sekundare Effekte zurlckzufuhren ist.
Vielleicht interagiert FasR direkt mit einem anderen Protein, wodurch FasR ein
verandertes Bindungsverhalten aufweist und andere Bindemotive erkennt (Muhl
et al., 2009) oder FasR aktiviert einen weiteren Regulator, wie es zwischen
RamA und SugR nachgewiesen wurde (Toyoda et al., 2009).

FUr das veranderte Wachstumsverhalten von C. glutamicum AfasR konnten
auch die Acyl-CoA Carboxylase-Aktivitaten ursachlich sein, die auf
Enzymaktivitatsebene reguliert werden, wie es unter anderem in E. coli und
Hefen der Fall ist (Faergeman und Knudsen, 1997; Fuijita et al., 2007). Auch in
C. glutamicum wurde nachgewiesen, dass die Acetyl-CoA Carboxylase Aktivitat
bei Anzucht auf Acetat um den Faktor 3 verringert war (Botella et al., 2009). Der
Aktivitatstest der Acetyl-CoA Carboxylase zeigte, dass die Unterschiede beim
Vergleich zwischen Wildtyp und FasR-Uberexprimierer minimal waren,
wohingegen die FasR-Deletion gravierende Auswirkungen auf die Aktivitat der
Acetyl-CoA Carboxylase hatte. Sowohl bei Anzucht in Glucose als auch in
Glucose plus Oleat und in Acetat. Wahrend die Aktivitdt in Glucose bzw.
Glucose plus Oleat um den Faktor 2 bzw. 1,5 erhoht ist, ist die Aktivitat in
Acetat um 50 % reduziert. Die verringerte Aktivitat in Acetat korreliert mit den
Daten aus der Transkriptomanalyse, in der gezeigt wurde, dass die Expression
von accD1 in Acetat um den Faktor 7 reprimiert war. In der AfasR-Mutante ist
die Aktivitat der Acetyl-CoA Carboxylase bei Anzucht in Glucose erhoht, aber
der mRNA-Level nahezu unverandert. Dies deutet darauf hin, dass in diesem
Fall eine Regulation auf Protein-Ebene erfolgen muss, indem ein bestimmter
Metabolit akkumuliert und eine allosterische Inhibierung der Acetyl-CoA
Carboxylase erfolgt.
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4. Charakterisierung des Regulators FasR

In Folge der von Huser et al. (2003) nachgewiesene Transkriptionskontrolle des
Gens accD1 wurde in dieser Arbeit der Transkriptionsregulator FasR
identifiziert. FasR war bisher nicht unter den 77 charakterisierten Regulatoren
des Metabolismus in den Fokus wissenschaftlichen Interesses gelangt, obwohl
ein orthologes Gen zu fasR in allen bisher sequenzierten Corynebakterien
Stammen vorliegt und fasR in der Genregion von fasB und acp vorliegt (Rock
und Cronan, 1996; Brinkrolf et al., 2009).

Uber Gelretardationsexperimente konnte belegt werden, dass FasR an die
Promotorregion von accD1, fasA, fasB und accBC bindet.
Uberraschenderweise konnte keine Interaktion mit der Promotorregion von
Genen der Mykolsauresynthese, wie accD2, accD3 oder pks, nachgewiesen
werden, obwohl Fettsduren als Vorstufen flr die Mykolsauresynthese dienen
(Bhatt et al.,, 2007; Tam und Lowary, 2009). Somit ware eine gemeinsame
Regulation von Fettsdure- und Mykolsauresynthese in Betracht gekommen,
zumal Mykolsauren stets vom Organismus synthetisiert werden muissen im
Gegensatz zu Fettsauren, die mitunter aus der Umgebung importiert werden
oder im Falle von pathogenen Organismen vom Wirtsorganismus stammen
konnen (Bhatt et al., 2007; Daffé und Etienne, 1999).

Ferner wurde untersucht, ob die Bindestellen von FasR mit den
Schlussfolgerungen bezlglich Repression von accD1, fasA und fasB bzw.
Aktivierung von accBC korrelieren. Fir accD1 und fasA wurde gezeigt, dass die
FasR-Bindestelle mit dem Transkriptionsstartpunkt Uberlappt, wie es fur TetR-
Regulatoren typisch ist (Abbildung 31). Hierdurch ist die Zelle mit FasR in der
Lage die Expression des Zielgens zu blockieren und eine Anlagerung der RNA-
Polymerase zu unterbinden (Ramos et al., 2005). Obwohl die FasR-Bindestelle
80 bp stromaufwarts des fasB-Transkriptionsstartpunkts liegt, wurde gezeigt,
dass FasR als Repressor fungiert. Somit ist anzunehmen, dass FasR mit einer
Untereinheit des an den Promotor gebundenen RNA-Polymerase Komplexes
interagiert, wodurch es zur Ablésung der RNA-Polymerase vom Promotor
kommt, wie es beim Repressionsmodel Il der Transkriptionsregulatoren der
IcIR-Familie der Fall ist (Molina-Henares et al., 2005). Bei accBC passen Lage
der FasR-Bindestelle und Funktion als Aktivator Uberein, denn hier bindet FasR

ca. 40 bp stromaufwarts vom Transkriptionsstartpunkt und wird demnach die
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Interaktion der RNA-Polymerase mit der DNA erleichtern,

wie es fur

Transkriptionsaktivatoren bereits belegt wurde (Babu und Teichmann, 2003;

Muhl et al., 2009).
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Abb. 31: Bindestellen von FasR und weiteren moglichen Regulatoren in den
Promotorregionen der vier FasR-Zielgene inkl. der Position der Bindestelle bezogen
auf das Startcodon. Der Transkriptionsstartpunkt ist per Pfeil und die Position bezogen
zum Startcodon gekennzeichnet.

Mit Hilfe der MEME-Software konnte ein FasR-Bindemotiv aus den vier
eingeengten FasR-Bindestellen ermittelt werden. Das FasR-Bindemotiv besteht
aus insgesamt 24 Basen, das von zwei jeweils acht Basen-langen ,inverted
repeats’ begrenzt wird, die ihrerseits durch einen Bereich von acht Basen
voneinander getrennt sind. Hierbei handelt es sich um ein sehr langes
Bindemotiv der Form 8-8-8, denn bei den meisten TetR-Regulatoren ist das
Bindemotiv weitaus kurzer mit Langen von 14 bis 16 Basen (Krug et al., 2005;
Beckers et al., 2005; Ramos et al., 2005; Rey et al., 2005). Der TetR-Regulator
AcnR aus C. glutamicum weist ein Bindemotiv der Form 6-4-6 auf (Krug et al.,
2005), AmtR hingegen bindet an die sogenannte AmtR-Box der Form 4-6-4 mit
zwei palindromischen Motiven (Jakoby et al., 2000; Beckers et al., 2005;
Buchinger et al., 2009; Hasselt et al., 2009) und McbR interagiert ebenfalls mit
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einem palindromischen Motiv der Form 5-6-5 (Rey et al., 2003; Rey et al.,
2005). Bei den beiden TetR-Regulatoren AmtR und McbR konnte gezeigt
werden, dass der Regulator bei Anwesenheit des Effektors GInK bzw.
S-Adenosylhomocystein nicht mehr bindet (Jakoby et al., 2000; Buchinger et
al., 2009; Rey et al., 2003). Ein derartiger Effektor wurde flr FasR unter den
analysierten Substanzen nicht identifiziert.

Eine Mutationsanalyse der FasR-Bindestelle vor accD1 sollte zeigen, ob die
Veranderungen des Zielmotivs durch Basenaustausche einen Effekt auf die
Affinitdt von FasR zur Bindestelle hat. Zwar ist die FasR-Bindestelle nicht hoch-
konserviert jedoch fluhrt jede Veranderung innerhalb der ,inverted repeats’ zu
einem Verlust der FasR-Bindung, wie es vergleichbar bei dem Regulator RipA
nachgewiesen worden ist (Wennerhold et al., 2005). Dort fuhrt ein Austausch
innerhalb der ,inverted repeats’ immer zu einem Verlust der Bindung,
wohingegen ein Austausch im Bereich zwischen den inverted repeats’ ohne
Folgen war. Auch bei GntR1/2 fuhrt nahezu jeder Triplettaustausch im
Bindemotiv zum Verlust der Bindung (Frunzke et al., 2007), wobei das GntR1/2
Bindemotiv im Vergleich zum FasR-Bindemotiv keine ,inverted repeats’
aufweist. Darlber hinaus flhrte keine Mutation zu einer héheren Affinitat von
FasR zum Bindemotiv, wie es fur den Regulator PhoR in C. glutamicum der Fall
war (Schaaf und Bott, 2007). Aufgrund des grof3en Bindemotivs waren einzelne
Basenaustausche nicht so gravierend flr das Bindungsverhalten von FasR wie
es bei anderen Regulatoren der Fall war, so dass einzelne Bereiche variabel
sind, wenn die benachbarten Bereiche im ,inverted repeat’ unverandert bleiben.
Eine Verkleinerung des Abstandes zwischen den ,inverted repeat’ um drei oder
sechs Basen fuhrte zum Verlust der FasR-Bindung. Die Relevanz des
Abstandes wurde auch bei dem Regulator AmtR gezeigt, wo bereits eine
Verkurzung um eine Base zum Verlust der Bindung fuhrte (Muhl et al., 2009).
Ein Grund hierfur liegt im Aufbau von TetR-Regulatoren, die meistens als
Dimere an die DNA binden (Ramos et al., 2005), wie im Falle von AmtR und
FasR. Durch die Verkleinerung des Abstandes kann eine Untereinheit des
Dimers nicht mehr an den jeweiligen ,inverted repeat’ binden, was die Bindung
vollstandig unterbindet. Die Berechnung der nativen Grofe von FasR wurde
lediglich mit der 1,5-fachen Masse des Monomers ermittelt was an der sehr

kompakten Konformation des FasR-Dimers liegt (Asenjo und Andrews, 2008).
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Somit ergibt sich ein sehr detailliertes Bild zur Funktion des bislang
unbekannten Regulators FasR und seiner Zielgene (Abbildung 32). FasR ist ein
Regulator des TetR-Typs, der wesentliche Gene der Lipidsynthese kontrolliert.
Dies sind accD1, accBC, fasA und fasB, die fur die Funktion der Acetyl-CoA
Carboxylase, bzw. fur die zwei Fettsduresynthasen kodieren. Die Gene accD1,
fasA und fasB werden gegenuber Glucose in Acetat reprimiert. Obwohl diese
Beobachtung mit den derzeit vorliegenden Ergebnisse nicht erklart werden
kann, ist dieser Effekt spezifisch fur Acetat und resultiert wahrscheinlich aus der
erhdhten Acetyl-CoA Konzentration.

Weder Acetyl-CoA noch andere Effektoren wie der Grundbaustein fur die
Fettsauresynthese Malonyl-CoA, der in B. subtilis als Effektor von FapR fungiert
(Schujman et al., 2006), konnten das Bindeverhalten von FasR beeinflussen.
Eventuell handelt es sich bei dem Effektor um ein langerkettiges
Fettsaurederivat wie es bereits fur den Regulator FabR aus E. coli gezeigt
wurde (Zhu et al., 2009; Fujita et al., 2007). Es kommt auch in Betracht, dass
ein an der Fettsaure- oder Mykolsauresynthese beteiligtes Protein, welches
nicht mit Fettsdurevorstufen beladen ist, der Effektor ist, wie es fur das nicht-
adenylierte Protein GInK und AmiR in C. glutamicum nachgewiesen wurde
(Muhl et al., 2009; Beckers et al., 2005; Burkovski, 2007). In Anbetracht der
Tatsache, dass FasR aus in Acetat-gewachsenen Zellen isoliert wurde und
unter diesen Bedingungen eine erhdhte Acetyl-CoA Konzentration in
C. glutamicum vorherrscht (Wendisch et al., 1997), kénnte auch ein Acyl-CoA
Derivat als Effektor fungieren. Eine weitere Moglichkeit ist die Interaktion mit
einem zweiten Protein, so dass FasR nicht mehr als Repressor, sondern als
Aktivator agiert, wie im Falle des TetR-Regulators DhaQ in Lactococcus lactis
(Christen et al., 2006). Der Regulator EthR in M. tuberculosis weist eine hohe
Homologie zu FasR auf und konnte in Kristallisationsexperimenten zusammen
mit Hexadecyloctanoat kristallisiert werden (Frenois et al., 2006), so dass die
Identifizierung des Effektors mitunter langwierig sein kdnnte, da eine Vielzahl an
modglichen Effektoren in Frage kommt.

Neben der Identifikation der vier Zielgene gelang es aber ein sehr stark
konserviertes DNA-Bindemotiv zu identifizieren. Dessen Lage zum

Transkriptionsstart stimmt mit einer Repression von accD1, fasA, und fasB
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Uberein, sowie einer moglichen Aktivierung von accBC. Hier kénnten in vitro

Transkriptionsstudien zeigen, ob tatsachlich eine Aktivierung erfolgt.

Acetat
—% !& fasA, fasB accD2, accD3

R
IACSHEGEAN — AccBC —»Malonyl-CoA — Fasg [ —> Fettsdure-CoA = 1, “ ‘oo | = Lipide
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Abb. 32 Modell zur FasR-abhangigen Regulation in C. glutamicum

Oben ist die Situation auf Acetat wiedergegeben, wenn FasR an die Zielgene bindet
und sie reprimiert (Repression in rot = -| )- Unten ist der Fall fur Glucose gezeigt, wenn
der Effektor von FasR mit dem Regulator interagiert, FasR nicht mehr an die Zielgene
binden kann und die Expression der Gene erhdht ist (Aktivierung in griin = ). Erhdhte
Pools bzw. Enzyme mit hoherer Aktivitat sind grin hinterlegt. Gene mit unveranderter
Expression sind in schwarz (=) dargestellt.

Die Gene accD1, accD2 und accD3 kodieren fir B-Untereinheiten der Acyl-CoA
Carboxylasen und die Gene fasA und fasB kodieren fiir Fettsduresynthasen. Bei
AccBC und AccE handelt es sich um Untereinheiten der Acyl-CoA Carboxylasen:

AccBC = Biotincarboxylcarrierprotein, AccE = g-Untereinheit.
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V. Zusammenfassung

Die Acyl-CoA Carboxylasen und Fettsduresynthasen sind an essentiellen Reaktionen
der Fettsdure- und Mykolsauresynthese beteiligt. In vorherigen Analysen wurde
gezeigt, dass die Lipidbeschaffenheit von C. glutamicum einen Einfluss auf die
Aminosaureproduktion hat und somit ist die Aufklarung der Fettsauresynthese-
Regulation von grofiem Interesse. Flr E. coli, B. subtilis und S. pneumoniae wurden
bereits globale Regulatoren der Fettsduresynthese identifiziert. Im Falle von
C. glutamicum lagen hingegen bisher nur Indizien vor, dass die Fettsauresynthese in

Abhangigkeit der eingesetzten Kohlenstoffquelle reguliert wird.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Lipidsyntheseregulation in C. glutamicum,
um Informationen zu Regulatoren und deren Zielgenen zu bekommen. Hierbei stand
die Acetyl-CoA Carboxylase, die den initialen Schritt der Fettsduresynthese, die
Synthese von Malonyl-CoA, katalysiert im Fokus. Es konnten folgende Ergebnisse
gewonnen werden:

1. Nur die Expression des Gens accD1, das fur die B-Untereinheit der Acetyl-CoA
Carboxylase kodiert, war bei Wachstum auf Acetat reprimiert, nicht aber auf
Glucose. Die Anwesenheit von Oleat reprimierte ebenfalls nur die accD7-
Expression bei Wachstum auf Glucose.

2. Insgesamt konnten acht Regulatoren identifiziert werden, die an die
Promotorregion von accD1 binden. Darunter vertreten waren die globalen
Regulatoren GIxR, RamA und SugR, sowie der bislang unbekannte durch
NCgl2404 kodierte Regulator FasR.

3. Die Deletion von fasR verursachte einen signifikanten Wachstumsdefekt.
Transkriptomanalysen ergaben bei der Deletionsmutante eine stark veranderte
Expression von Fettsduresynthesegenen bei Anzucht auf Acetat. Die Expression
des Acetyl-CoA Carboxylasegens accD1 war etwa 7-fach erhoht, und die der
beiden Fettsduresynthasegene fasA und fasB etwa 3-fach, was auf eine
Repression durch FasR hinweist.

4. Durch Gelretardationsstudien konnten FasR-Bindestellen in den Promotorregionen
von accD1, accBC, fasA und fasB ermittelt werden. Zudem konnte hieraus ein stark

konserviertes Konsensusmotiv abgeleitet werden.

Durch diese Arbeiten gelang es Einblicke in die Regulation der Lipidsynthese von

C. glutamicum zu bekommen.
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VI. Abstract

The acyl-CoA-carboxylases and fatty acid synthases are involved in essential reactions
of the fatty acid and mycolic acid synthesis. Previous studies revealed, that the
membrane state can be involved in the triggering of amino acid overproduction and
understanding of fatty acid synthesis and regulation is therefore an aspect of interest.
In E. coli, B. subtilis and S. pneumoniae, the global regulators of fatty acid synthesis
are identified. In the case of C. glutamicum, there is only evidence, that the fatty acid

synthesis regulation is influenced by the used carbon source.

The aim of this work was the analysis of lipid synthesis regulation in C. glutamicum, to

identify and characterize the involved regulators and their target genes. The first

dedicated step in fatty acid synthesis, the formation of malonyl-CoA, has priority and is
catalyzed by the acetyl-CoA-carboxylase. The following results are obtained:

1. Only the expression of accD1, the B-subunit of the acetyl-CoA-carboxylase, was
repressed during growth on acetate but not during growth on glucose or other
carbon sources. The expression of accD1 was also repressed during growth on
glucose in presence of oleate.

2. Eight regulators were identified, which bind to the promoter region of accD7.
Among these were the global regulators GIxR, RamA and SugR as well as the so
far unknown regulator FasR, encoded by NCgl2404.

3. The fasR deletion caused a significant growth defect. The transcriptional analysis of
the deletion mutant during growth on acetate revealed a generally altered
expression of genes involved in fatty acid synthesis. A 7-fold increased expression
of the acetyl-CoA-carboxylase gene accD1 was determined, and a 3-fold increased
expression of the fatty acid synthase genes fasA and fasB. This points to a
repression of these genes by FasR.

4. The FasR binding site was identified in the promoter regions of accD1, accBC, fasA
and fasB via gel retardation experiments. Furthermore a strong conserved binding

motif of FasR was derived from these four binding sites.

This work revealed insights in the regulation of lipid synthesis in C. glutamicum.
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VIIl. Anhang
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Abb. 33: Plasmidkarte von pK19mobsacB AfasR. Das Plasmid tragt ein 1008 bp Xmal-
Pstl-Crossover-PCR-Fragment, das die fasR flankierenden Bereiche umfasst.
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Abb. 34: Plasmidkarte von pK19mobsacB AmarR. Das Plasmid tragt ein 1060 bp Pstl-
HindlllI-Crossover-PCR-Fragment, das die marR flankierenden Bereiche umfasst.
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Abb. 35: Plasmidkarte von pK19mobsacB AsyrB. Das Plasmid tragt ein 1057 bp Xmal-
Hindlll-Crossover-PCR-Fragment, das die syrB flankierenden Bereiche umfasst.

++Tth1 111,
++Bpml

++Ael

Eael ~u \eooo
EISSIEII Bst1107I
Afll BsaHI

pK150?0mobsacB del whiA

6702 bps 2000 sacB

Stul++

BsiEl paillll
BsaWl Nspl
Sfcl Eael++
Bsgl++
BspHI
Hom BsrGl++
Bpml oriT Bpu10l
Bpml SnaBI
Sacll
Nspl++
BsaHI++
Btrl
BsaHI
Eael
Eael
BspMI
BsiEl

Abb. 36: Plasmidkarte von pK19mobsacB AwhiA. Das Plasmid tragt ein 1008 bp Xmal-
HindlllI-Crossover-PCR-Fragment, das die whiA flankierenden Bereiche umfasst.
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Abb. 37: Plasmidkarte von pK18mob-fasR. Das Plasmid tragt ein 704 bp Xbal-Xmal-
Fragment kodierend fir fasR und einen C-terminalen Strepll-Tag.
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Abb. 38: Plasmidkarte von pET16b-fasR. Das Plasmid tragt ein 635 bp Ndel-BamHI-
Fragment kodierend flr das C. glutamicum FasR-Protein.
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Abb. 39: Plasmidkarte von pEKEx2-fasR. Das Plasmid tragt ein 638 bp Pstl-BamHI-
Fragment kodierend fur das C. glutamicum FasR-Protein.
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