Pyruvat-Produktion durch
acetatauxotrophe

Escherichia coli - Stamme

Inaugural-Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von
Tanja Gerharz

aus Duisburg

Julich, 2003



Gedruckt mit der Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenkchaft Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf.

Referent: Prof. Dr. M. Bott

Korreferent: Prof. Dr. K.E. Jager

Tag der mindlichen Prifung: 28.05.2003



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
I ZUSAMMENTASSUNG ....tviiieeiieeiiiiie e e e e e e e e et e e e e e e eeesnaneeeeeeees 1
Il EINIEIIUNG ... e - 2
[l Material und Methoden..........cooov oo 11
Y F= =T =V T=T o DT PPPUUPPPPPPPR 11
2 BaKterENSTAMIME. ... i e e e e e e 11
3 e F= ] 010 = U PPPPPPPPRPTRRR 12
4 (@] 1o o] 011 4 [=To ] 1 o = 200 USSR 13
5 Kultivierungsbedingungen und Stammhaltung von Bakterien...............cc.......... 15
5.1 Nahrmedien und KultivierungsbedinQUNQeNn ...........ccceeeiiiieeieeeeeeeeeeeeeeiee s 15
5.2 StAMMNAITUNG . ..t e e e e e e e e e eeeeeeeeeees 16
5.3  Bestimmung von Wachstums- und Stoffwechselparametern...............cccccoceeee. 16
5.3.1 Bestimmung des Wachstums von Bakterien-Kulturen ..............ccccoovevvinnnnnnn. 16
5.3.2 Bestimmung des PH-WEIES.........cccoiiiiiieieeeeicies e 16
5.3.3 Enzymatische Bestimmung der Glucose- und Pyruvat-Konzentration......... 17
5.4  Bestimmung der Konzentration organischer SAUreN................uvveieeiiiiieeeeeeeneeenn, 18
Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden.............cccccooiiiiiiiine. 19
G0 R 1\ o ] 1= U o Vo PP PPRSS 19
6.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA ..........iiiiie e eeeeeaeees 19
6.1.2 Isolierung chromosomaler DNA .......cooiiiii oo e e e e eeeeaaaeees 20
6.1.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen ..........cccccoevvivviiiiiininnnns 20
6.2  ReiNIQUNG VON DNA ..o i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaees 20
6.3 RESHKION VON DINA ..ot e e e e e e e 21
6.4  Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen .............cuuuvvvvveiiiiiieeeeeeeennnn, 21
6.5  Agarose-GeleleKtrOphOreSe .......ccoooiiiiiiiiiii e 21
6.5.1 DNA-Agarose-GeleleKtrophoreSe.......cccceeeiiiiiiieiiiiiieeecrr e 21
6.5.2 RNA-Agarose-Gelelektrophorese ... 22
6.6  Klonierungsexperimente it COli............ovvvrivemiiiiiiiii e 22
6.6.1 Herstellung kompetenter Zellen nach der Calciumchlorid-Methode............ 22
6.6.2 Herstellung kompetenter Zellen nach der Rubidiumchlorid-Methode.......... 23
6.6.3 Herstellung elektrokompetenter Zellen..............ooooiiiiiii e, 23
LG S I T - 1 o) o S 24
6.6.5 Transformation VOB. COli...........cooiiiiiiiiiiiiiiiie e 24
6.7  Amplifikation von DNA-Fragmenten durch Polymerasekettenreaktion (PCR) .. 25
6.7.1  StaNdard-PCR.......cooiiiiiiiiiiii e e e e 25
6.7.2  KOIONIE-PCR ... et 26
6.8 Konstruktion von Deletionsmutanten mit Hilfe des pKO3-Systems ................... 26

6.9  PNir-PhagentranSduktion ...........cooiiieiiiiiiiieceer e 27



Il Inhaltsverzeichnis
6.9.1 Herstellung des PhagenlySates ........ccccouuiiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 27
6.9.2 Bestimmung des Phagentiters ...........ooouuuiiiiiiiiiiiiiie e 27
6.9.3  Durchfuhrung der Phagentransduktion ..o 28
6.10  Trb-TranSPOSONMUIAIGENESE. ... .iiiriieiiiiie e et e ettt e et e et e e st eeeea e e eea e e eenaaeees 28
6.11  SoUthern-BlOt-ANAlYSE ... ..o 29
7 Biochemische Methoden ... 30
7.1  ZellaufschlulR und -fraktioNiErUNg.........cooeiiiiiiieiir e 30
7.2 Bestimmung der Lactat-Dehydrogenase-AKUVItat...........ccooeeeiiiiiieiiiiiiiiiiiineennn 31
7.3  Bestimmung der ProteinkonzZentration..............ccoovvvveeiiiiiiiiiiiieeee e e eeeeeeeeeeeeeennnnens 31
7.4  Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen..........ccccccevvvvvvveeiiiiiiiciieee e 32
7.4.1 Zweidimensionale Gelelektrophorese von Proteinen..............cccoevvvveeviiinnnne 32
7.4.2 Proteindetektion mit kolloidalem Coomassie Brilliant Blau G-250 ............. 33
7.5 MALDI-TOF-MassenspektromMetrie ...........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiicieee e 33
7.5.1 Probenaufbereitung fir die Massenspektrometrie.............ccccvvvvvvvvviinciinnnnnnn. 33
7.5.2 MALDI-TOF-MassenspekiromMetrie ..........uuuuuuuuuiiiiiiaeeeee e 34
8 GENEXPreSSIONSANAIYSEN ....ceeveiiiiieiiieie e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeanann s 35
8.1 Isolierung und Analyse VON RNA ..o e e e e e e 35
8.2 Synthese fluoreszenzmarkierter CONA-SONAEN...........uuvviiiiiiiiiiieieeeiiieeeeeeeeiiiieens 36
8.3  DNA-Chip-HYDBIdISIEIUNG.......ceeeeiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e aeeeeaennnnnes 36
8.4  Auswertung VON DNA-CRIPS ..o 39
v ErgebnisSse ... AL
1 Charakterisierung des acetatauxotrophergscherichia coli-Stammes YYC202 41
11 Bestatigung der Acetat-Auxotrophie VON YYC202 ........uuuuiiiiiiiiieeeeeiieeeeeeiiininnnns 42
1.2  Co-Verstoffwechselung von Glucose und Acetat diraoli YYC202........... 42
1.3  Acetat-Toleranz VOB. COli YYC202 ....cccouiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiieee e 44
2 Versuche mit wachsenderk. coli YYC202-Kulturen ..........ccccuvevieeeieiiiiiiiinnennenn. 45
2.1 Pyruvat-Bildung durck. coli YYC202 ......ccooviiiiiiiiiiiiieeeeee e 45
2.2  Einfluss der Acetat-Konzentration auf Wachstum und Pyruvat-Produktion ....... 46
2.3 Einfluss der Glucose-Konzentration auf Wachstum und Pyruvat-Produktion..... 47
3 Versuche zur Glucose-Umsetzung mit Zellsuspensionen v&ncoli YYC202...50
3.1 Einfluss des pH-Wertes auf die Pyruvat-Bildung durch Zellsuspensionen ......... 50
3.2  Einfluss der Zelldichte auf die Pyruvat-Produktion durch Zellsuspensionen...... 51
3.3  Umsetzung hoher Glucose-Konzentrationen (100 mM) durch Zellsuspensionen52
3.4  Glucose-Umsetzung durch ZellsuspensionerBvanli YYC202 im
FRIMEBNTET .. e e e e e e e e e e e e e eaaas 54
4 Konstruktion und Charakterisierung eines E. coli YYC202-Stammes mit
fehlender D-Lactat—Dehydrogenase-Aktivitat (YYC202dhA).........ccccceeeeeeeeennn. 56
5 Einfluss der Pyruvat-Konzentration auf das Wachstum von MG1655............... 59



Inhaltsverzeichnis 1l

apbhwnN Bk

Vi

6

Untersuchungen zum Pyruvat-Transport inE. COli ... 61
6.1  Co-Verstoffwechselung von Glucose und Pyruvat durch MG1655..................... 61
6.2 Einfluss von Inhibitoren auf den Pyruvat-EXport ..., 63
6.2.1 Einfluss von Arsenat auf den Pyruvat-EXpoOrt..............covvviiiiiiiiniiiieeeeeeeee, 63
6.2.2 Einfluss von N,N"-Dicyclohexylcarbodiimid auf den Pyruvat-Export......... 63
6.2.3  Einfluss von Carbonylcyanid-chlorphenylhydrazon auf den Pyruvat-
N 010 ] o AP PPTTPPPPTPUPPT 64
6.2.4  Einfluss von Trichlordiphenylharnstoff auf den Pyruvat-Export.................. 67
6.3  Auswirkung eineacr AB-Mutation auf die Pyruvat-Produktion ......................... 68
6.4  Suche nach dem Gen fiir den Pyruvat-Importer...........cc..uvvvviiiiiiiiiie e, 69
Vergleichende Transkriptom-Analyse durch DNA-ChIPS.........ciiiiiiiiiiieeeeieee, 71

7.1  Vergleich der Genexpression vércoli YYC202-pBR322 éceEF") undE. coli
YYC202-pGS87 §ceEF™) bei Wachstum in Glucose-Minimalmedium mit

ACETAL ... e 72
7.2  Vergleich des Transkriptoms von Pyruvat-Produzent (YYC202) und Wildtyp

(MG1655) bei Wachstum in Glucose-Minimalmedium mit Acetat.................... 79
7.3 Vergleich der Genexpression vércoli YYC202-pGS87 undk. coli MG1655

bei Wachstum in Glucose-Minimalmedium mit Acetat..........ccccccceeveereiniiiininnnns 83

7.4  Auswirkung eines Pyruvat-Pulses auf die globale Genexpression in MG1655... 86

Vergleichende Proteomanalysen durch zweidimensionale Geletedphorese

und Peptidmassenfingerprint-ANalySe...........ccciiiiiiiiie e 89
8.1  Vergleich vork. coli MG1655 uncE. coli YYC202 bei Wachstum in
Minimalmedium mit Glucose und ACetat............uueeiiiiiiiiiie e 89
8.2  Vergleich des Proteinmusters urcoli YYC202dhA zu unterschiedlichen
Zeitpunkten einer Fed-Batch-Fermentation ...........cccceeeeeeiiieiveeeceeeee e 92
8.2.1 Fed-Batch-Fermentation unter acetatlimitierenden Bedingungen ................ 92
8.2.2 Fed-Batch-Fermentation unter acetatakkumulierenden Bedingungen.......... 97
DISKUSSION ...ttt e 104
Parallele Umsetzung von Glucose und Acetat dircoli YYC202.................... 104
Die Acetat-Toleranz VOB. COli YYC202.........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 105
Vergleich der Pyruvat-Produktion aus Glucose durch verschiedene Organismen .. 106
Bildung von Lactat als NebenprodukL.............ooovvvimeiiiiiiiiiiii e 109
Globale Genexpressionsveranderungen in Pyruvat-Produktions- und Nicht-
ProduKtioNS-STAMMEN .......oiiiiiii e 109
Veranderte Expression von Genen der Saureschutzantwort .......................... 109
Veréanderte Expression der Chemotaxis- und Flagellen-Gene........................ 111
Erhohte Expression der NADH-Dehydrogenase........ccooeeeeeeiieeeveeeiiiviennnnnnnn. 112
Einfluss von Pyruvat auf die globale Genexpression in MG1655................ccceeeee. 112
Reduzierte Expression von Genen fur den Transport alternativer
Kohlenstoff-QUEIIEN ... e 112
ProtEOMEANAIYSE .. ..ot a e e e 114

LI eratUIVEIZEICNNIS. ... e e 116



v

Abkirzung

Abklrzungen

A
Abb.
ADP
AmpR
ATP
BCA
bp
bzw.
C
CCCP
CTAB
°C

ca.

cm
Cmi

d
ddH,O
Da
DCCD
DEPC
DH
DNA
DNase
dNTP
DTT

E

€

E. coli
EDTA
et al.

MALDI-TOF
M;
min

Adenin
Abbildung
Adenosin-5"-Diphosphat
Ampicillinresistenz
Adenosin-5"-Triphosphat
Bicinchoninsaure
Basenpaare
beziehungsweise
Cytosin, Kohlenstoff
Carbonylcyanid+chlorphenylhydrazon
Hexadecyltrimethylammoniumbromid
Grad Celsius
circa
Zentimeter
Chloramphenicolresistenz
Dicke der Kivette
doppeltdestilliertes Wasser
Dalton
N,N’"-Dicyclohexylcarbodiimid
Diethylpyrocarbonat
Dehydrogenase
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleotid-5"-Triphosphat
1,4-Dithiothreitol
Extinktion
Extinktionskoeffizient
Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
et alii (und andere)
delta
Anderung der freien Energie
-fache Erdbeschleunigung (9.81 fji/s
Gramm
Guanin
Glucose-6-Phosphat
Kilo (10°%)
Michaelis-Konstante
Kilobasenpaare
Kanamycinresistenz
Liter
Luria-Bertani
Lactat-Dehydrogenase
mikro- (10°)
milli- (107)
molar (mol/l)
matrix assisted laser desorption ionisation-time of flight
relatives Molekulargewicht
Minute



Abkiirzung

MOPS Morpholinopropansulfonsaure

n nano- (16)

NAD Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid, oxidiert

NADH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid, reduziert

NADPH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotidphosphat, reduziert
ODy Optische Dichte bei der Wellenlange von x nm
ORF open reading frame (offener Leserahmen)

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
PEP Phosphoenolpyruvat

pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

RT Raumtemperatur

sec Sekunde(n)

SDS Natriumdodecylsulfat

Snft Streptomycinresistenz

T Thymin

Twm Schmelztemperatur der DNA

TMP Tris-Maleat-Puffer

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat/EDTA-Puffer

TE Tris-EDTA-Puffer

Tef® Tetracyclinresistenz

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

U Unit; Einheit der Enzymaktivitat (tmol mi{mg ProteinY)
UE Untereinheit

UN Uber Nacht

U.p.m. Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

viv volume per volume (Volumen pro Volumen)

wit Wildtyp

wiv weight per volume (Gewicht pro Volumen)

Drei- und Ein-Buchstaben-Code der Aminosauren

Alanin Ala A Leucin Leu L
Arginin Arg R Lysin Lys K
Asparagin Asn N Methionin Met M
Asparaginsaure Asp D Phenylalanin Phe F
Cystein Cys C Prolin Pro P
Glutamin Gln Q Serin Ser S
Glutaminsaure Glu E Threonin Thr T
Glycin Gy G Tryptophan Tp W
Histidin His H Tyrosin Tyr Y

Isoleucin lle | Valin Val Vv






ZUSAMMENFASSUNG 1

| ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war die Konstruktion und Charakterisierung wekombinanten
Escherichia coli-Stammen, die Glucose mdglichst effizient zu Pyruvat umsetzémlieses ins
Medium ausscheiden. Als Ausgangsstamm dieBteoli YYC202, der aufgrund von
Mutationen in den Genen fir den Pyruvat-Dehydrogenase-KompkeeHF), die Pyruvat-
Formiat-Lyase (ffl-1), die Pyruvat:Chinon-OxidoreduktaspoxBl) sowie die Phosphoenol-
pyruvat-Synthetasepgs) nicht mehr in der Lage ist, Pyruvat zu Acetyl-CoA, Acetatrode
Phosphoenolpyruvat umzusetzen. In dieser Arbeit konnte bestatigt werdgled&tamm bei
Wachstum auf Glucose-Minimalmedien acetatauxotroph ist und diesatr@pkie durch das
Plasmid pGS87, welches die Gene fur den Pyruvat-Dehydrogkoagalex tragt,
komplementiert wird. Im Gegensatz HEicoli MG1655 verstoffwechselt YYC202 Glucose
und Acetat parallel und zeigt eine hohere Resistenz gegeniuber Acet& H&5/

Untersuchungen mit aerob wachsenden Kulturen Eomoli YYC202 ergaben, dass in
Abhangigkeit von der eingesetzten Glucose-Konzentration, der -eirggseAcetat-
Konzentration und dem pH-Wert bis zu 1,7 Mol Pyruvat/Mol Glucose gehildeden. Mit
nicht-wachsenden Zellen konnte eine fast vollstandige Umsetzung von &lucd®yruvat
erreicht werden (>1,9 Mol/Mol). Da bei hoheren Glucose-Konzentrationete sbei Q-
Mangel betrachtliche Mengen an Lactat als Nebenprodukt auftratede wasdhA-Gen fur
die NAD"-abhangige D-Lactat-Dehydrogenase inaktiviert. Im darassltrerenden Stamm
YYC202dhA war die Lactat-Bildung vollstandig eliminiert, was zu eindeigerung der
molaren Ausbeute und der Raum-Zeit-Ausbeute fihrte.

Bei vergleichenden Transkriptomanalysen zwiscliemroli YYC202-pBR322 (Pyruvat-
Produzent) und YYC202-pGS87, der aufgrund eines aktiven Pyruvat-Dehydrogenase-
Komplexes kein Pyruvat bildete, zeigte sich, dass u.a. die mRNé&kuen Saurestress-Genen
in YYC202-pBR322 erhoht waren. Die Pyruvat-Bildung aus Glucose flikd ali einer
Ansduerung des Cytoplasmas. Aul3erdem waren in YYC202-pBR322 die mRMAA@n
einigen Genen fiir Transportproteine erhoht, darunter d&iShian-Symporter SstT und der
noch nicht charakterisierte Transporter YbgH. Ob diese beidenr&@ei Import oder Export
von Pyruvat beteiligt sind, muss in zukinftigen Untersuchungen geklart werden.

Da E. coli MG1655 Pyruvat und Glucose gleichzeitig als C-Quelle verwendets rdes
Pyruvat-Importer permanent aktiv sein. Versuche zur Identifiziedes entsprechenden Gens
waren bisher nicht erfolgreich. Untersuchungen zum Einfluss von Inhibihorfesie Pyruvat-
Bildung durch E.coli YYC202 zeigten, dass das Protonophor Carbonylcyamid-
chlorphenylhydrazon die Glucose-Umsetzung zu Pyruvat in Abhangigkeit piénstark
hemmte. Dies deutet auf einen sekundar aktiven Export des Pyruvats aus denZelle hi



2 EINLEITUNG

Il E INLEITUNG

Pyruvat, das Salz der Brenztraubensaure, ist in vielen katabolen anadolen
Stoffwechselwegen involviert, z.B. in der Glykolyse, der Gluconeogenese in der
Aminosaure-Biosynthese. Daher ist es ein zentrales Intermpdizellularen Stoffwechsel.
Industriell wird Pyruvat als Vorstufe fur eine Vielzahl von @lilealien und Pharmazeutika
verwendet, wie beispielsweise L-DOPA (Patlal., 1998), L-Ephedrin (Rogeset al., 1997)
oder L-Tryptophan (Nakazawehal., 1972). In einigen Studien wurde behauptet, dass Pyruvat
den Abbau korpereigener Fette stimuliert sowie zu einer effektiReduktion des
Cholesterin-Spiegels fuhrt (Stanle al., 1990, 1992, 1994). Pyruvat soll deswegen als
~Schlankmacher* wirken und wird als Nahrungserganzungsmittel areyelooid verwendet.
Die Arzneimittelkommission der Deutschen Arzteschaft wideachp allerdings diesen
Behauptungen (http://www.akdae.de/47/Archiv/i2000/Pyruvat.html). Eine Reihe eneuer
Untersuchungen deuten darauf hin, dass Brenztraubensaure als Antioxidat#bmankitund
zur Behandlung von Erkrankungen eingesetzt werden kann, die durch oxid&tress
verursacht werden und mit einem vermehrten Zelltod (Apoptose) verbundki(Bsirle &
Stanko, 1996; DeBoet al., 1993).

Herstellung von Pyruvat

Das klassische Verfahren der Brenztraubensaure-Herstellsihgdas Brenzen von
Traubensaure mit Kaliumhydrogensulfat (Abb. 1; Howard, 1932). In di¢¥@xess wird
Traubensaure durch Dehydratisierung und Decarboxylierung zu Ryuovgesetzt. Diese
"Brenzreaktion”, die auch als trockene Destillation oder Pyrabgsseichnet wird, ist noch
heute eines der wichtigsten Verfahren zur Produktion von Pyruvatdustriellen Mal3stab.
Nachteile dieses Verfahrens sind unter anderem die begrendigghérkeit des Edukts
Traubensaure sowie die geringe Ausbeute von 0,5 Mol Pyruvat/Mabd@ngaure. Aul3erdem
wird fur dieses Verfahren sehr viel Energie bendétigt, da delefienkt von Traubensaure bei
etwa 200°C liegt.
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COOH H.___COOH COOH 0

e KHSO, e | . I
H-G-OH I H—C—H Me C
HO—-C—-H C | H C/ \COOH

T HO COOH C 3

COOH O& \COOH

CO,
H,O
Weinsaure Oxalessigsaure Brenztraubensaure
Enol-Form Keto-Form

Abb. 1: Schematische Darstellung der Pyrolyse von Traubenséure zu Pyruvat. Me" = Metallionen

In den letzten Jahren wurden mehrere biotechnologische ProzesseuwatfSynthese aus
Lactat und Glucose veroffentlicht und patentiert @tial., 2001a). Ein Verfahren zur
Produktion von Pyruvat aus Lactat verwendet permeabilisiertenZdibe methylotrophen
Hefen Hansenula polymorpha oder Pichia pastoris, die das Gen fir dieS-Hydroxysaure-
Oxidase aus Spinat exprimieren (Antenal., 1996; Eisenbergt al., 1997). Das bei der
Lactat-Oxidation gebildete toxische® wird durch die endogene Katalase zzOHind Q
umgesetzt (Abb. 2). Mit diesem Prozess konnte eine 1 M LOsung voiurvatoder
Ammonium-L-Lactat zu Uber 98 % in Pyruvat umgesetzt werden. BuicRchaeffer
(1987) beschrieben auch die Moéglichkeit zur zellfreien Oxidation vatatau Pyruvat mit
immobilisierter §-Hydroxysaure-Oxidase und Katalase. Ein weiteres Verfahserdie
Umsetzung von Lactat zu Pyruvat mit ruhenden, anaerob kultivierteeanZetin Proteus

mirabilis oder P. wulgaris (Schinschel & Simon, 1993). Mit diesem System konnte eine

0,65 M Lactat-Losung in 1 h zu 94 % in Pyruvat umgesetzt werden. Edhtélader
mikrobiellen Herstellung von Pyruvat aus Lactat besteht darin, dagddés zunachst selbst

hergestellt werden muss, z.B. aus Glucose mit Milchsaurebakterien.

L-Lactat
S-Hydroxysaure-Oxidas
(Spinacia oleracea)
H,0,
Pyruvat

Abb. 2: Schema der katalytischen Oxidation von Lactat durch S-Hydroxysaure-Oxidase aus Spinat

mittels permeabilisierter Hefe-Zellen.
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Alternativ zu Lactat wird Glucose als Substrat fur die PyrRraduktion mittels Ganzzell-
Biotransformation eingesetzt. Dazu werden Stamme verwendet, deeen die
Decarboxylierung des Pyruvats zu Acetyl-CoA durch geeignete Aaptuen reduziert ist. In
einem der beschriebenen Verfahren werden vitaminauxotrophe Hefer® verwendet, z.B.
Torulopsis glabrata (Miyata et al., 1990; Yonehara & Miyata, 1994; Miyata & Yonehara,
1996). Diese Stamme sind z.T. sowohl thiamin-, nicotinsdure-, biotia- aaich
pyridoxaminauxotroph. Wurden beispielsweise limitierende Mengen Thiaoder
Nicotinamid eingesetzt, so fihrte dies zu einer Reduktion derv&yRehydrogenase-
Aktivitdt und damit zu einer reduzierten oxidativen Decarboxylierurgyideder Glykolyse
gebildeten Pyruvats. Da Thiaminpyrophosphat ebenfalls als CofaktofTrdasketolase
bendtigt wird, hatte eine reduzierte Thiamin-Konzentration auch eiregluzierten
Pentosephosphatweg zur Folge, so dass die eingesetzte Glucose vahwiedgr Glykolyse
umgesetzt wurde. Die Aktivitat der Pyruvat-Carboxylase Pdirivat zu Oxalacetat umsetzt,
wurde durch limitierende Mengen Biotin reduziert, da diese Reaktiom&dtéangig ist. Ein
Pyridoxamin-Mangel fuhrte zu einem reduzierten Aminosaure-Stofffsetcda viele dieser
Enzyme (Transaminasen, Decarboxylasen, Dehydratasen) Pypdogphat bendtigen.
Durch eine Optimierung der Vitamin-Kombination wurden mit vitaaoixotrophen
T. glabrata-Stammen maximal 0,57 g Pyruvat pro g Glucose im Schuttelkolbentifalis
gebildet, was einer Ausbeute von 1,17 Mol Pyruvat/Mol Glucose entsvWiohehara &
Miyata, 1994). In Fed-Batch-Fermentationen betrug die maximalicletee Pyruvat-
Konzentration 67,8 g/l. Die Ausbeute betrug aber lediglich 1 Mol PyiMwe&a Glucose
(Miyata & Yonehara, 1996).

Eine vergleichbare Methode zur Pyruvat-Produktion aus Glucose wurde féuch
liponsédureauxotroph&scherichia coli-Stamme beschrieben (Abb. 3; Yokadaal., 1994a,
1994b, Yokota, 1997). Bei den beschriebenen Prozessen erfolgt die MBitduat
ausgehend von Glucose unter aeroben Bedingungen. Die Glucose wirdwadehst Uber
das Phosphotransferase-System (PTS) in die Zelle aufgenommen dad Giykolyse zu
Pyruvat umgesetzt. Der Uberwiegende Teil des gebildeten Pyruwatsumter aeroben
Bedingungen durch den PDH-Komplex zu Acetyl-CoA und, @@gesetzt. Dieses Enzym
bendtigt Liponsdure als prosthetische Gruppe. Setzt man nun liponsauraatosot
Stammen limitierende Mengen an Liponsaure zu, so fuhrt dies zu esdektidn der PDH-
Aktivitat und damit zu einer verminderten Umsetzung des in dgkdBlse gebildeten
Pyruvats. Dadurch kommt es zu einem Anstau und das Pyruvat wirgsahsglen. Hierbei

wurden maximal 25,5 g/l Pyruvat aus 50 g/l Glucose in 32 Stunden gelildbtol
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Pyruvat/Mol Glucose). Unter optimierten Bedingungen und mit einemtzticb&n k-
ATPase-Defekt, der unter anderem zu erhéhten Aktivitdten der Phospdradiiianase und
der Pyruvat-Kinase fuhrte, stieg in diesen Stammen die Ausbeut® % auf 30 g/l Pyruvat
aus 50 g/l Glucose in 24 h (1,2 Mol Pyruvat/Mol Glucose; Yolabtal., 1994a, 1994b,
Yokota, 1997).

Glucose

Glykolyse
v
Pyruvat ﬁ Pyruvat

reduzierte PDH-Aktivita \‘
CO,

durch Liponsaure-Mang Iv

Acetyl-CoA

. /

Abb. 3: Schema der Pyruvat-Produktion aus Glucose unter Verwendung liponsédureauxotropher Hefen

oder E. coli.

Auffallig ist bei den bisher beschriebenen Verfahren zur mikrgnidPyruvat-Bildung aus
Glucose, dass die erreichten Ausbeuten weit unter der thebretisgimal erreichbaren
Ausbeute von 2 Mol Pyruvat/Mol Glucose liegen. Aul3erdem missen Yigami gut
definierten Konzentrationen zugesetzt werden, um eine optimalavdayBildung zu
ermoglichen. In dieser Arbeit sollte getestet werden, ob eernaliver Ansatz eine
Steigerung der Pyruvat-Ausbeute ermdglicht. Im Gegensatz zuiptersdureauxotrophen
E. coli-Stammen, bei denen die Aktivitat der Pyruvat-Dehydrogenaseedueziert wurde,
sollten dabei Stamme eingesetzt werden, bei denen die Umsetzuiymnwat zu Acetyl-
CoA oder Acetat durch geeignete Mutationen vollstdndig blockiert Dsé daraus
resultierende Acetat-Auxotrophie in Glucose-Minimalmedium kdnnte gemgrden, um
Zellwachstum und Produktbildung durch kontrollierte Zugabe des esksniio-Substrats
Acetat zu regulieren. Unter nicht-wachsenden Bedingungen konntehe sdkdlen eine

vollstandige Umsetzung von Glucose in Pyruvat geméss nachfolgendem Schensskataly
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Glykolyse
Glucose / Y y\ > 2 Pyruvat "+ 2 H”
2 NAD" 2 NADH + 2 H"
O, K / » 2H0
Atmungskette

Pyruvat-Stoffwechsel vonE. coli

Da die in diesem Projekt angestrebte Pyruvat-Produktioi.nadli erfolgen sollte, wird im
folgenden der Pyruvat-Stoffwechsel dieser Spezies detatliégschrieben. In Abb. 4 ist
dargestellt, dass Pyruvat B coli ein zentrales Intermediat und Ausgangssubstanz vieler

Stoffwechselwege ist.

Pyruvat
Glucose-6-P

NAD*
'KSkaolyse

NADH + H*
PEP

ADP AMP + P, Aminosauren
U red
ATP ATP_UQ,, Co,

Pyruvat — ", acetat

COA‘% c i)7\ -
Formiat

NADPH + H?, Co,
Acetyl-CoA

CoA

Oxalacetat Citrat
Malat

Citrat-
Zyklus

Abb. 4: Pyruvat-Stoffwechsel in E. coli. Die beteiligten Enzyme sind im Text beschrieben.

Wenn E. coli-Zellen auf Glucose wachsen, wird diese Uber das Phosphotransferase-
Transportsystem (PTS) aufgenommen und in der Glykolyse zu Pyrugmsatnt.E. coli
besitzt verschiedene katabole pyruvatumsetzende Enzyme. Der dédpmmde Teil des
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Pyruvats wird zu Acetyl-CoA bzw. Acetat oxidiert. Dabei spieldrei Reaktionen eine

bedeutende Rolle:

1. Pyruvat + CoA-SH + NAD —. Acetyl-CoA + CQ + NADH + H'
2. Pyruvat + CoA-SH- Acetyl-CoA + Formiat
3. Pyruvat + UQ + H0 - Acetat + CQ + UQeq

Reaktion 1 wird vom Pyruvat-Dehydrogenase-Multienzymkomplex (PRétplysiert.
Dieser Komplex wird irE. coli durch die GenaceE, aceF undIpdA kodiert (Quailet al.,
1994). DasaceE-Gen kodiert fir die Pyruvat-Dehydrogenase, dmsF-Gen fur die
Dihydroliponamid-Acetyltransferase und dagpdA-Gen fur die Dihydroliponamid-
Dehydrogenase. Unter aeroben Bedingungen wird der UberwiedJenldeles gebildeten
Pyruvats durch diesen Enzymkomplex zu Acetyl-CoA decarboxylierghesldann tber den
Citratzyklus zu CQoxidiert wird.

Reaktion 2 wird von der Pyruvat-Formiat-Lyapd i) katalysiert (Knappet al., 1969). Die
Pyruvat-Umsetzung zu Acetyl-CoA und Formiat erfolgt nur unteei@ieen Bedingungen, da
dieses Enzym &ulRerst sauerstoffempfindlich ist (Knappe & Sah@9§). Die Expression
von pfl wird von sieben Promotoren kontrolliert. Die Transkription der Pyruvatibr
Lyase wird durch FNR, NarL und ArcA reguliert. Auf Enzym-EbenedwPfl durch die
Aktivasen PflA und PfIC aktiviert (durch Einfuhrung eines Glycin-Rald) und durch die
Alkohol-Dehydrogenase AdhE inaktiviert (Kessktral., 1991). Einepfl-Mutante ist in der
Lage, anaerob auf Glucose als alleiniger C-Quelle zu wachsen (Mettalari989).

Reaktion 3 wird durch die Pyruvat-Oxidase Kkatalysiert. Diese Plyfihiaon-
Oxidoreduktase wird vonpoxB-Gen kodiert (Chang & Cronan, 1982; Chang & Cronan,
1983; Grabau & Cronan, 1986b). Die ExpressionpaB-Gens ist in der frilhen stationaren
Phase maximal und strikt abhangig vampoS-kodierten Sigmafaktorof®, ¢°). E. coli-
Stamme, denen die GemeeEF fehlen und die daher keine Pyruvat-Dehydrogenase mehr
bilden konnen, benétigen unter aeroben Bedingungen Acetat zum Wachstum. Nach
Transformation dieser Stamme mpoxB-Expressionsplasmiden kann auf die Acetat-
Supplementation verzichtet werden (Grabau & Cronan, 1984). Das zegtlidddmsetzung
von Pyruvat zu Acetyl-CoA unter aeroben Bedingungen ausschlie3lich digcPyruvat-
Dehydrogenase katalysiert wird, aber prinzipiell auch durch gravBt-Oxidase erfolgen

kann.
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Bei anaerobem Wachstum auf Glucose flihrtoli eine gemischte Sauregarung durch, bei
der als Produkte Lactat, Succinat, Acetat, Formiat, Ethanal,u8® H gebildet werden. Die
Umsetzung von Pyruvat zu Lactat (Pyruvat + NADH % K D-Lactat + NAD) erfolgt in
E. coli durch eine NAD-abhingige D-Lactat-Dehydrogenase, welche von dem |Geh
kodiert wird. LdhA wird durch eine Kombination aus Anaerobiose und Sigheziert
(Bunchet al., 1997), ist aber auch unter aeroben Bedingungen vorhanden, wenn auch mit
geringerer Aktivitat (Jianget al., 2001). LdhA wird allosterisch durch Pyruvat aktiviert
(Pecheret al., 1983; Tarmy & Kaplan, 1968b). D&-Wert fur Pyruvat liegt je nach pH-
Wert zwischen 4,4 mM (pH 6,7) und 7,2 mM (pH 7,5) (Tarmy & Kaplan, 1968b). Pyruvat
stimuliert die Expression ddshA-Gens zwei- bis vierfach (Jiang al., 2001). E. coli-
Stamme, die Mutationen in den GerdhA undpfl haben, kdnnen anaerob nicht auf Glucose
oder anderen Zuckern als alleiniger C-Quelle wachsen. Sie benatigétzlich Acetat zum
Wachstum. Einzelmutationen vapfl oder IdhA fiihren dagegen nicht zu einer Acetat-
Auxotrophie (Mat-Jaret al., 1989). Bei der Ethanol-Bildung wird das aus Pyruvat gebildete
Acetyl-CoA zunéchst zu Acetaldehyd und dieses anschlieBend zu Etlednalert. Beide
Reaktionen werden von der Alkohol-Dehydrogenase katalysiert, die aul3endgm als
Pyruvat-Formiat-Lyase-Deaktivase wirkt. Die Alkohol-Dehydrogenaird durch daadhE-

Gen kodiert, das unter anaeroben Bedingungen in Abwesenheit von iNdwatert wird
(Membrillo-Hernandez & Lin, 1999). Succinat entsteht nach Carboxylge von PEP zu
Oxalacetat (PEP-Carboxylase) durch die Reaktionen der Malatdb®genase, Fumarase
und Fumarat-Reduktase. €0Ond H werden durch die Formiat-Hydrogen-Lyase aus Formiat
gebildet.

Ziel der Arbeit

Wie oben bereits kurz beschrieben, war das Ziel dieser ArleeiCldarakterisierung und
Optimierung rekombinanteiE. coli-Stamme, die Glucose unter aeroben Bedingungen
maoglichst vollstandig zu Pyruvat umsetzen und dieses ausscheidenluglis als einziger
C-Quelle setzE. coli diese zwar zu 80 — 90 % zu Pyruvat um, das Intermediat wird jedoch
direkt weiter verstoffwechselt (siehe Abb. 4). Um dtuscoli einen effizienten Pyruvat-
Produzenten zu machen, muss in erster Linie die oxidative Decadyarg des Pyruvats
blockiert werden. Ein Stamm, der aufgrund seines Genotyps genael gkedinschte
Eigenschaft aufweisen sollte, wurde in der Literatur bereitszHreben, namlicle. coli
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YYC202 (Abb. 5, Georgioet al., 1987). Dieser Stamm besitzt eine DeletionadeEF-Gene
sowie weitere Mutationen in den Genen fir die Pyruvat-Oxidase, éiPgiuvat-Formiat-
Lyase und fur die Phosphoenolpyruvat-Synthetase (kodiert gyps}hdie zum Verlust der
entsprechenden Enzymaktivitaten fihren. Aufgrund dieses GendigpeEF pfl-1 poxBl
pps-4 rpsL zbi: Tn10) sollte E. coli YYC202 Pyruvat nicht mehr zu Acetyl-CoA bzw. Acetat
umsetzen konnen und bei Wachstum auf Glucose-Minimalmedium Acetat banétige
Aufgrund des Transposons Ih und einer Mutation degpsL-Gens ist der Stamm

streptomycin- und tetracyclinresistent, was eine selektive Kultiviemmggicht.

Glucose
aerob = . ¢
—~ . ~¥ NAD : | Glykolyse
O Atmungs- ) yKoly

~— \ 4

NADH Pyruvat-
2 H,0 <« jette > PEP y
l agps Produktion
2 Pyruvat » Pyruvat

aceEF ﬁpﬂ %pi(B

Acetyl-CoA € Acetat €

CO;
N e,

Abb. 5: Schematische Darstellung der Umsetzung von Glucose durch E. coli YYC202. Die Enzyme

Acetat

Acetat-
Auxotrophie

sind im Text beschrieben.

Nach der Kontrolle der Acetat-Auxotrophie vdn coli YYC202 sollte zunachst eine
Charakterisierung wachsendek. coli  YYC202-Zellen hinsichtlich ihrer Pyruvat-
Bildungseigenschaften erfolgen. Bei Wachstum ¥oncoli auf Glucose-Minimalmedium
werden circa 50 % der verbrauchten Glucose fur die Biosynthese wemngellmaterial
verwendet (Holms, 1996). Eine maximale Pyruvat-Ausbeute von 2 Mol RiMaolaGlucose
ist also nur mit "ruhenden”, nicht-wachsenden Zellen mdglich.eDaollite auch die
Umsetzung von Glucose durch nicht-wachsende, aber metabolisch nochZaliare von
E. coli YYC202 untersucht werden.
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Neben der Neusynthese von Zellmaterial kbnnen noch zwei andere Fakiosm
negativen Einfluss auf die Pyruvat-Bildung haben, namlich die Bildlamgunerwtiinschten
Nebenprodukten als Folge eines méglichen Pyruvat-Anstaus in deuddlieine Umsetzung
von Glucose Uber den oxidativen Pentosephosphatweg statt Gber die &ykaiywergleich
zur glykolytischen Umsetzung von Glucose, bei der 2 Mol Pyruvat/Moldstientstehen,
wird bei einer vollstandigen Umsetzung Uber den oxidativen Pentosephosghihesretisch
nur 1 Mol Pyruvat/Mol Glucose gebildet, die restlichen C-Atome gehe~orm von CQ
verloren. Bisherige Versuche haben gezeigt, #&assli nur den Teil der Glucose Uber den
oxidativen Pentosephosphatweg umsetzt (10-20 %), der zur Bereitstelon@,- und G-
Zuckern fur Biosynthesen erforderlich ist. Allerdings kann nichtheagesagt werden,
inwieweit dieses Ergebnis auch fur wachsende und ruhende Zellenatesmédt YYC202
gilt. Falls sich zeigen sollte, dass die Umsetzung Uber deto$&phosphatweg zu einem
signifikanten Verlust an Pyruvat fuhrt, sollte versucht werden, den tovedaTeil dieses
Weges durch Deletion desawf-Gens fur die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
auszuschalten. Bezuglich der Bildung unerwtinschter Nebenprodukte sindekutafionen
maoglich. Denkbar ware die oben beschriebene Reduktion von Pyruvat act&t-durch die
NAD*-abhangige D-Lactat-Dehydrogenase. Die D-Lactat-Bildung konretenwotig, durch
eine Deletion deklhA-Gens verhindert werden.

Mit Blick auf eine weitere Charakterisierung und Optimieruag 8tammes sollte YYC202
durch Transkriptom-Analyse mit DNA-Microarrays und durch Proteaaysen mit
Stammen verglichen werden, die einen ,normalen“ Stoffwechselzbasid.h. Pyruvat zu
Acetyl-CoA und CQ umsetzen. Auf diese Weise sollten Gene bzw. Proteine identifizie
werden, die als Folge der Pyruvat-Bildung bzw. als Folge detaféexotrophie in ihrer

Expression bzw. Synthese verandert sind.
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[l M ATERIAL UND METHODEN

1 Materialien

In der vorliegenden Arbeit wurden Chemikalien der Firmen Merck AKA@aarmstadt),
Sigma Chemie (Deisendorf) und Difco Laboratories (Detroit, YS@A p.A.-Qualitat
verwendet. Biochemikalien und Enzyme, inklusive der zugehdrigen Pufiedew von den
Firmen Roche Diagnostics (Mannheim) und New England Biolabs (Slcheygl bezogen.
Die verwendeten Oligonukleotide stammten von der Firma MWG-Biot&tiersberg).

Produkte anderer Hersteller sind jeweils gesondert vermerkt.

2 Bakterienstamme

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstamme gsinkhb. 1 aufgefihrt.

Alle Stamme wurden als Glycerin-Kulturen (siehe 5.2) bei —20°C und —70°C konserviert.

Tab. 1: Escherichia coli-Stamme, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Stamm Genotyp/Phanotyp/Verwendung Referenz

DH5a SupE44 AlacU169 (@80lacZAM15) hsdR17  Bethesda Research
recAl endAl gyrA96 thil relAl; Stamm fiir Laboratories

Klonierungen und die Isolation von

Plasmiden.

MG1655 E. coli Wildtyp (Blattneret al., 1997),
CGSC#6300,
http://cgsc.biology.
yale.edu/

NZN117 thrl leu6 thil lacY tonA22 rpsL IdhA::Kan; (Bunchet al., 1997)

Donorstamm zur P1-Transduktion der
|dhA::Kan-Mutation inE. coli YYC202.
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Stamm Genotyp/Phanotyp/Verwendung Referenz

M10 APir Kan’, thi thr leu tonA lacY supE recA::RP4- (Miller & Mekalanos,
2-Tc::mu; lysogener Stamm von SM10 zur1988)
Vermehrung und Isolierung von Plasmiden,

die zu ihrer Replikation das Pir-Protein

bendtigen.
YYC202 AaceEF pfl1 poxB1 pps4 rpsL (SnT) (Georgiouet al.,
zbi::Tn10 (Tefd) 1987)

YYC202AacrAB::kan DerivatvonE. coli YYC202; Deletion der Diese Arbeit
acrAB-Gene durch Austausch einer Kana-
mycinkassette

YYC202-pBR322 Derivavon E. coli YYC202 mit pBR322 Diese Arbeit

YYC202-pGS87 DerivatonE. coli YYC202 mit pGS87; Diese Arbeit
dieser Stamm ist nicht mehr acetatauxotroph

YYC202dhA::kan Derivatvon E. coli YYC202; Insertion einer Diese Arbeit
Kanamycinresistenzkassettel dnA

JZM120 Donorstamm zur P1-Transduktion der  (Maetal., 1995)
acrAB::Kan-Mutation inE. coli YYC202

MC1061kgtP::Kan hsdR mcrB araD139 A(araABC-leu) 7679 (Seol & Shatkin,
AlacX74 galU galK rpsL thi kgtP::Kan; 1991)
Insertion einer Kanamycinkassette in das

Gen fur diea-Ketoglutarat-PermeadetP

3 Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten bzw. konstruierten Rlaseind in Tab. 2

zusammengestellt.

Tab. 2: In dieser Arbeit verwendete bzw. konstruierte Plasmide.

Plasmid Merkmale Grole Referenz
pAYCY184 Cm\, Tef 4245 bp (Chang & Cohen,
1978)

pBR322 Amf, Tef, rop 4361 bp (Bolivaet al., 1977)
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Plasmid Merkmale GrolRe  Referenz
pGS87 pBR322-Derivat mit einem ~10,24ndIll- 13,9 kb (Spencer & Guest,
Sall-Fragment aug. coli, das dieaceEF-Ipd- 1985)

Region enthalt.

pKNG101 S, oriR6K mobRK2 sacBR, Suizidvektor, 6,8 kb (Kanigaet al., 1991)
der inE. coli und anderen gram-negativen
Bakterien nur in Anwesenheit des Pir-Proteins

replizieren kann.

pKNG101- pKNG101-Derivat mit einem 8-kBypal- 14,8 kb  Diese Arbeit
n5 Fragment aus pRJ3405 mit dembin

Transposon.
pKO3 Cnf, Klonierungsvektor fiir die Konstruktion 5681 bp (Linket al., 1997)

von Insertions- und Deletionsmutanten \Ean
coli.

pKO34dhA pKO3-Derivat mit einem 1,2-kb-"Crossover"-6901 bp Diese Arbeit
PCR-Fragment in deBamHI-Schnittstellen,
das diddhA-flankierenden Bereiche umfasst

pRJ3405  Amp, Karl', Sn¥, Tn5-tragendes 8-kb- 11,0 kb (Bottetal., 1991)
EcoRI-Fragment auBradyrhizobium
japonicum COX122in pBluescript KS+

puUC18 Amp¥, Klonierungsvektor 2686 bp (Yanisch-Perghn

al., 1985)

4  Oligonukleotide

Die Oligonukleotide, die bei Standard- und Kolonie-PCR eingesetzt mjusded in Tab. 3
aufgefuhrt.

Tab. 3 (nachste Seite): Sequenzen der Oligonukleotide, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Alle
Sequenzen sind in 5 - 3'-Richtung dargestellt. Restriktionsschnittstellen, die mit Hilfe der
Oligonukleotide eingefiihrt wurden, sind durch Fettdruck hervorgehoben, und das entsprechende

Enzym ist in der letzten Spalte angegeben.
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Name Sequenz Enzym

Konstruktion von pKO3-1dhA

No-ldhA5-BamHI CGC AGG ATC CGG AGC GGC TGG CGA TTG BamHI
CTC CG

Ni-ldhA5-21mer CCC ATC CAC TAA ACT TAA ACA CGG CGA
GIT TCA TAA GAC TTT CTC CAG

Ci-ldhA5-21mer TGI TTA AGI TTA GIG GAT GGG GGEC GAA
ACC TGC CCG AAC GAA CTG G

Co-ldhA5-BamHI CGC AGG ATC CCT GGA TGG TAC GGC GAT BamHI
TGG GAT G

Uberpriifung der Deletion vonacrAB

acrAB-forl GIG AAT GTA TGI ACC ATA GCA CG

acrAB-for2 GAG GGI' TTA CGC CTC TGG CG

acrAB-revl GEC CGC TTA CEC GEC CIT AG

acrAB-rev2 CCA CGA TTG CGG GCA GGT TA

Oligonukleotide zur Southern-Blot-Analyse Sonde gegen
KAN-forl GCC ATA TTC AAC GGG AAA CGT CTT GC  Kan-Kassette
KAN-forl.1 GCA AGA CGT TTC CCG TTG AAT ATG GC  Kan-Kassette
KAN-for2 GGG AAA CGT CTT GCT CGA GEC CGC G Kan-Kassette
KAN-for2.1 CCC GEC CTC GAG CAA GAC GIT TCC C  Kan-Kassette
No-ldhA-S GGA GCG GCT G&C GAT TGC TCC G IdhA

Co-ldhA-S CTG GAT GGT ACG GOG ATT GGG ATG IdhA
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5 Kultivierungsbedingungen und Stammhaltung von Bakterien

5.1 Néahrmedien und Kultivierungsbedingungen

E. coli-Stamme wurden routinemaRig in Luria-Bertani-Medium (LB: 10 gipion
(Difco), 5 g/l Hefeextrakt (Difco), 5 g/l NaCl), modifiztenach Sambrook (1989) kultiviert.
Zur "phanotypischen Expression” der Antibiotikaresistenz von frisatstormierten Zellen
wurde SOC-Komplexmedium eingesetzt (20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeltxt0,6 g/l NacCl,
0,2 g KCI, nach dem Autoklavieren wurden je 10 ml/l einer 2 M Glddéssag und einer
2 M Magnesiumsalzlésung (1 M MgQlind 1 M MgSQ), die zuvor sterilfiltriert wurden,
zugeben) (Miller & Nickoloff, 1995). Die acetatauxotroph&n coli-Stdmme YYC202
(Georgiouet al., 1987) und YYC20RIhA (Gerharzet al., 2002) wurden routinemalig in M9-
Minimalmedium (pH 7) mit Zusatz von 10 mM Glucose und 2 mM Natriwtac kultiviert
(6 g/l NgHPQO,, 3 g/l KH,POy, 0,5 g/l NaCl, 1 g/l NHCI, nach dem Autoklavieren wurden
1 mM MgSQ und 1 mM CaGClzugeben; Sambrook (1989)). Zur Herstellung von Agarplatten
wurden den Medien 1,5 % (w/v) Agar zugesetzt. Fur die selektive Kuithgewurden die
autoklavierten Medien nach dem Abkuhlen mit den in Tab. 4 angegebenen Aatiboti

Konzentrationen versetzt.

Tab. 4: Antibotika-Konzentrationen, die selektiven Medien zugesetzt wurden.

Antibiotikum Endkonzentration Stammlésung
Tetracyclin 10 pg i 4 mg mif in Ethanol
Streptomycin 25 pg il 10 mg mtin H,0
Ampicillin 100 pg mi* 100 mg mit in H,O
Chloramphenicol 40 pg ml 10 mg mf" in Ethanol
Kanamycin 50 pg i 20 mg mt" in H,0

Falls nicht anders vermerkt, wurden die coli-Stamme in Schittelkolben bzw. auf
Petrischalen bei 37°C inkubiert. Die Kultivierungen zur DNA-Isolieruergplgten im
Allgemeinen in Reagenzglasern mit 5 ml Vollimedium (LB od&C$ die fur 15-20 h mit
170 U.p.m. geschittelt wurden. Fur Wachstumsversuche wurden 500-ml-Erlekoltaser
mit zwei seitlichen Schikanen verwendet, die 50 ml Medium enthielted nach dem

Animpfen mit 140 U.p.m. geschuttelt wurden.
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Um Zellsuspensionen von YYC202 bzw. YYC2d2A zu erhalten, wurden die Zellen
zunachst wie oben beschrieben in M9-Minimal-Medium kultiviert. AnsBeind wurden die
Zellen mit 0,9 % (w/v) NaCl gewaschen und in einem definiertenePufit Glucose, aber
ohne Acetat, N- oder S-Quelle resuspendiert.

In einem 2--KLF2000-Fermenter (Bioengineering, Wald, Schweiz)deudie CGQ-
Produktion durch Zellsuspensionen analysiert. Die,-€@nzentration in der Abluft des
Fermenters wurde mit Hilfe einer COI-Abgasanalytik (Fischer ys®l, Leipzig) erfasst. Der
pH-Wert wurde durch eine automatische Dosierung von 2 N NaOH auf 7 @akbgshalten.
Die Beluftung erfolgte mit synthetischer Luft (80 % thd 20 % Q) und einer Rate von
46 I/h. Der Q-Partialdruck wurde mit einer amperometrischen Elektrode (Ntéttdeedo,

Steinbach) bestimmt.

5.2  Stammhaltung

Zur Herstellung von Glycerinkulturen wurde eine  20-ml-LB-Uberndahitur
abzentrifugiert (10 min, 520§, 4°C) und die Zellen in 2 ml LB-Medium resuspendiert. Nach
Zugabe von 2 ml sterilem Glycerin (87 %, v/v) wurde die Probewai Aliquots (2 ml)
aufgeteilt und in Cryo-Roéhrchen transferiert. Eine der so erhalt@&hgcerinkulturen wurde
bei -20°C, die andere bei -70°C gelagert. Diese Dauerkulturen bleildem Regel Gber Jahre
hinweg lebensfahig.

5.3 Bestimmung von Wachstums- und Stoffwechselparametern

5.3.1 Bestimmung des Wachstums von Bakterien-Kulturen

Das Wachstum der Kulturen wurde durch Messung der scheinbar optisatige Dei
600 nm mit einem LKB Ultrospec Plus Spectrophotometer (AmershanmBbiar Biotech,
Freiburg) verfolgt, wobei die Kulturen so mit Wasser verdinnt wurdess, di@ gemessenen

ODeoo-Werte nie grofRer als 0,3 waren.
5.3.2 Bestimmung des pH-Wertes

Der pH-Wert wurde mit einem pH-Meter (Mikroprozessor-pH-Mété3, Knick, Berlin)
gemessen. Dazu wurde das pH-Meter mit Eichlésungen pH 4 und pH 7 bZwipdHpH 9

kalibriert.



MATERIAL UND METHODEN 17

5.3.3  Enzymatische Bestimmung der Glucose- und Pyruvat-Konzentration

Die Bestimmung der Konzentrationen von Glucose und Pyruvat in Kultutéabdes
erfolgte enzymatisch nach Bergmeyer (1985). Nach Abzentrikmgieler Zellen (2 min,
13000g) wurden die Kulturtiberstande zunéchst 10 - 15 min auf 80°C erhitzt, umuelle
noch vorhandene Enzyme zu inaktivieren.

Glucose wurde in einem gekoppelten enzymatischen Test durch HexokmiadTP zu
Glucose-6-Phosphat (G-6-P) und dieses durch die G-6-P-Dehydrogenaseucomostoc
mesenteroides (Roche Diagnostics, Mannheim) mit NARu 6-Phospho-D-gluconddacton
umgesetzt. Der Vorteil der G-6-P-Dehydrogenaselvanesenteroides ist, dass sie nicht nur
NADP*, sondern auch NADals Coenzym akzeptiert. Dadurch ist sie eine kostengiinstige
Alternative gegeniiber G-6-P-Dehydrogenasen, welche nur NABRCoenzym akzeptieren.
Die gebildete Menge an NADH wurde photometrisch bei 340 oim €,3 mM* cmi®) mit
einem Mikrotiterplatten-Photometer (ThermoMax microplate read®WG, Ebersberg)
gemessen und war der umgesetzten Glucosemenge direkt propoRasndrotokoll wurde
wie in Tab. 5 angegeben fur einen 300-pI-Mikrotiterplattenansafzpasst. Es wurden dabei
folgende LOsungen verwendet: 50 mM Tris-Maleat-Puffer (TMP, 12,ITgg, 11,6 g/l
Maleinsdure, der pH-Wert wurde mit konzentrierter Natronlaugiep&d 6,8 eingestellt),
100 mM MgCh-Lésung in TMP, NAD/ATP-Mix (1,2 mM NAD', 1,2 mM ATP, 4,2 mM
MgCl, in TMP). Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels elfiehgerade aus jeweils
8 Glucosestandards (0,1 — 2,5 mM), die fir jede Mikrotiterplattersiies neu erstellt

wurde.

Tab. 5: Testansatz fir die Bestimmung der Glucose-Konzentration im Mikrotiterplattenansatz. Der

Ansatz wurde 90 Minuten bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert.

Lésung Volumen Endkonzentration im Test
ATP/NAD"-Mix 220 pl jel mM
Probe bzw. Standard 40 pl 0,1-25mM
Hexokinase 20 pul 15U
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase 20 pl 0,75 U

Pyruvat wurde mittels L-Lactat-Dehydrogenase (LDH) auaniichen-Muskel in
Triethanolamin-Puffer (0,5 M Triethanolamin, 5 mM EDTA, pH 7,6) zu dacimgesetzt
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(Bergmeyer, 1985). Die Extinktion vor Zugabe der LDH entsprichtzdgesetzten NADH-
Konzentration. Die Abnahme der NADH-Konzentration wurde photometriscBAfenm mit
einem Mikrotiterplatten-Photometer gemessen und war proportional Pymuvat-
Konzentration. Das Protokoll wurde, wie in Tab. 6 angegeben, fir einen
Mikrotiterplattenansatz angepasst. Die Konzentrationsbestimmumdgterfanhand einer
Eichgerade aus 8 Pyruvat-Standards (0,005 — 0,15 mM), die fir jede iMiiatten-

Messung neu erstellt wurde.

Tab. 6: Testansatz fur die Bestimmung der Pyruvat-Konzentration im Mikrotiterplattenansatz. Der

Ansatz wurde 100 Minuten bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert.

Ldsung Volumen Endkonzentration im Test
Triethanolamin-Puffer 125 pl 0,25 M
NADH-LAsung (5 mM) 15 pl 0,28 mM
Probe bzw. Standard 125 pl 0,005 -0,15 mM
Bestimmung des Nullwertes bei 340 nm

L-LDH 8,6 ul 0,424 U

5.4 Bestimmung der Konzentration organischer Sauren

Der qualitative und quantitative Nachweis organischer Saumelde({oglutarat, Acetat,
Citrat/Isocitrat, Fumarat, Lactat, Pyruvat, Succinat, Ox&décan Kulturiberstanden erfolgte
mit dem D-7000 HPLC-System von Merck Hitachi (UV-Detektor L740Q&#fen L7350,
Probengeber L7200, Pumpe L7100, Computerschnittstelle D7000). Die Probenauftrennung
erfolgte isokratisch (0,6 ml/min) Uber eine Aminex-Saule (HPX58IB0D x 7,8 mm oder
alternativ 300 x 7,8 mm, BioRad, Minchen) bei 65°C. Bei den verwendeten $aunkgite
es sich um Kationenaustauschsaulen, die mit Protonen belegt waress sbhedAuftrennung
auf dem lonenausschlussprinzip basierte. Als mobile Phase wurddfiltseste
Schwefelsaure (6 mM) verwendet. Es wurden jeweils 50 pl Shod@r Probe injiziert. Die
Laufzeit der Probe betrug 10 min (150-mm-S&ule) bzw. 20 min (300-&ule)S Die Tot-
Volumenzeit (Injektionspeak) lag bei etwa 3 min (150-mm-Sé&ule) bewetwa 6 min (300-
mm-Saule). Die Detektion erfolgte im UV-Bereich bei 215 nm. Riswertung erfolgte mit
der Multi-HSM-Manager 4.0 Software (Merck Hitachi). Die Zuordnudey organischen
Sauren erfolgte durch Vergleich der Retentionszeit (vgl. Tab. 7)dari des jeweiligen

Standards. Die Berechnung der Konzentration erfolgte anhand derlaekakidurch
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Vergleich mit einer Eichgerade (0,1 mM — 10 mMRputinem&Rig wurde bei jeder Serie von
HPLC-Laufen ein Standard-Mix aus Pyruvat, Lactat, Succinat uretaf (jeweils 1 mM)
gemessen, um Abweichungen und Schwankungen innerhalb einer Serigicdksibatigen.

Es wurde darauf geachtet, dass die gemessenen Konzentrationen nie gro3er als 16rmM war

Tab. 7: Retentionszeiten verschiedener organischer Sauren bei Auftrennung auf einer Aminex
HPX87H-Séaule (150 x 7,8 mm bzw. 300 x 7,8 mm, BioRad, Miinchen) unter Verwendung folgender
Parameter: mobile Phase 6 mM H,SO,, Flu3: 0,6 ml/min, Sdulentemperatur: 65T, Injekti onsvolumen:

50 pl; n.b. = nicht bestimmt.

Substanz Retentionszeit 150-mm-Saule Retentionszeit 300-mm-Saule
Oxalacetat 3,68+ 0,05 n.b.

Citrat/Isocitrat 4,34+ 0,05 n.b.

o-Ketoglutarat 4,4% 0,05 n.b.

Pyruvat 5,10+ 0,05 9,4 0,1

Succinat 6,21+ 0,05 11,64 0,1

Lactat 6,80+ 0,05 12,64 0,1

Fumarat 7,42+ 0,05 n.b.

Acetat 8,05+ 0,05 14,85 0,1

6 Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden

6.1 DNA-Isolierung

6.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung und Reinigung von Plasmiden dtscoli erfolgte im kleinen Mal3stab
(ausgehend von 5 ml Ubernachtkultur) mit Hilfe des QIAprep Spin Minifitppder Firma
Qiagen (Hilden), das auf der alkalischen Lyse nach Birnboim ung @8I79) beruht. Die
Isolierung von Plasmiden im grof3eren Mal3stab erfolgte mit HéteQiagen Plasmid Midi-

Kits (ausgehend von 100 ml UN-Kultur) bzw. des Qiagen Plasmid-Ki# (ausgehend von
500 ml UN-Kultur) nach den Angaben des Herstellers. Die Ph&NA wurde in TE-Puffer
(10 mM Tris-HCI pH 7,9, 1 mM EDTA) oder in Wasser eluiert bpelost. Die mit dieser
Methode gewonnene Plasmid-DNA konnte auf3er fir Restriktionsanalysen und

Transformationen auch direkt zur Sequenzierung eingesetzt werden.
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6.1.2  Isolierung chromosomaler DNA

Die Isolierung und Reinigung von chromosomaler DNA Bu<oli erfolgte im kleinen
MaRstab (ausgehend von 5 ml Ubernachtkultur) nach folgendem Protokoll (Aesabel
1992): Abzentrifugierte Zellen aus 1,5 ml UN-Kultur wurden in 567 |H-Puffer
resuspendiert und mit 30 pl SDS (10 %, w/v) sowie 3 pl Proteing@® Kng/ml) versetzt
und 1 h bei 37°C inkubiert. Anschliel3end wurden 100 pl einer 5 M NaCl-LosungOunt
CTAB/NaCl-Losung (auf 60°C erwarmt, 10 % (w/v) CTAB, 0,7 M Na@ihzugefugt und
10 min bei 65°C inkubiert. AnschlielBend erfolgte eine Phenol/Chloroform-Exinakier
genomischen DNA. Dazu wurde die L6sung mit 1 Volumen Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1 Volumenanteile, Roth) versetzt, 30 sec gemisdhabzentrifugiert
(5 min, 13000g). Der Uberstand wurde nochmals mit 1 Volumen Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol extrahiert. Nach Zentrifugation (5 min, 13@P0@vurde die obere wassrige
DNA-haltige Phase abgenommen und die DNA durch Zugabe von 0,6 Volsomopanol
gefallt und abzentrifugiert (2 min, 130D Das Pellet wurde mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 100 yOHesuspendiert. Die DNA-Konzentration wurde wie

unter 6.4 beschrieben bestimmt.
6.1.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit QEAEX 1l Gel

Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach dem Protokoll des Herstellers.

6.2 Reinigung von DNA

Die Reinigung oder/und Aufkonzentrierung von DNA erfolgte durch Ethaheil Hierzu
wurde die DNA-L6sung mit/;o Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 3 Volumina
Ethanol gemischt. Anschliel3end wurde die DNA durch Zentrifugation (B018000g, 4°C)
sedimentiert, mit eiskaltem 70 %-igem (v/v) Ethanol gewaschetgeluvdbcknet und in TE-
Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5, 1 mM EDTA) oder Wasser geldst.

PCR-Produkte, die direkt fur die Restriktion bestimmt waren, wurdégndem PCR
Purification-Kit nach den Angaben des Herstellers (Qiagengigigt, um Oligonukleotide
und noch vorhandene Nukleotide zu entfernen. Die DNA wurde mit TE-PuffeNddeser

eluiert.
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6.3 Restriktion von DNA

Der Verdau von DNA mit Restriktionsenzymen (Roche Diagnosticsinkiam bzw. New
England Biolabs, Schwalbach) wurde gemald den vom Hersteller angegebedingungen
durchgefuhrt. Die Ansatze enthielten in der Regel etwa 1 pg DINA ca. 10 U des
gewunschten Enzyms und wurden 1 - 2 Stunden bei der erforderlichen dempgubiert.
Zur Kontrolle der Restriktion wurde ein Aliquot des Ansatzes mitVidumen Ladepuffer
(0,2 % (w/v) Bromphenolblau, 100 mM EDTA, 34,8 % (v/v) Glycerin) versetzt eindr

Agarose-Gelelektrophorese unterzogen.

6.4  Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen

Nukleinsédure-Konzentrationen wurden durch die Messung der Extinktion ve#igsrigen
Nukleinséurelésung in einer 100-pl-Mikrokivette aus Quarzglas bei 26festimmt. Dabei

wurden folgende Umrechnungsfaktoren verwendet (Sambrook, 1989):

doppelstrangige DNA: 450 = 1 entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml

einzelstrangige DNA und RNA: & =1 entspricht einer Konzentration von 40 pg/ml

Die Reinheit der DNA wurde anhand des Quotientegy/lgo bestimmt, der zwischen 1,8
und 2,0 liegen sollte. Er ist ein Mal3 fur die Verunreinigung deADNt Proteinen und liegt

bei starker Verunreinigung unter 1,8.

6.5  Agarose-Gelelektrophorese

6.5.1 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten nach Gro3e wurde eine Agaroseskisdphorese
in 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDTA) ahgefihrt. Die
Agaroselésung wurde durch Aufkochen des Ultra-Pure-AgarosepulveroBERhby in TAE-
Puffer hergestellt. Die Laufgeschwindigkeit von DNA-Molekllest von ihrer Gréli3e,
Konformation (doppelstrangig, einzelstrangig, linear, zirkular, mitr adae Strangbruch)
sowie der Agarosekonzentration des Gels (0,8 - 2 %, w/v) und der stk Feldstarke
abhangig. Als DNA-GroRRenstandard wutdendlll geschnittene\-Phagen-DNA (200 ng/pl)
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und Hindlll/ EcoRI geschnittena-Phagen-DNA (200 ng/ul) verwendet, die im Verhaltnis 1:1
gemischt wurden. Damit wurde ein GroRRenbereich von 0,5 bis 21 kb abgedeckt. B
Fragmenten zwischen 0,1 und 1 kb wurde der DNA-Molekulargewichtsnéheg100-bp-
Leiter, Roche Diagnostics, Mannheim) verwendet. Die DNA-Probendewurfir die
Elektrophorese mit 5 x Ladepuffer (0.2 % (w/v) Bromphenolblau, 100 mM E3848 %
(w/v) Glycerin) versetzt. Die Herstellung der Gele und digddfiihrung der Elektrophorese
erfolgte nach Sambrook (1989). Nach der Elektrophorese wurden die Mi\kille im
Agarosegel mit dem interkalierenden, fluoreszierenden Farbstoffiltioromid (0,5 mg/l)
angefarbt (10 min), gewéassert (20 min) und das Gel unter UV-Lichtemmem Image

Mastef'VDS-System (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) fotografiert.
6.5.2 RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die RNA-Qualitat wurden mit Formaldehyd-Gelen in einer demetenden Agarose-
Gelelektrophorese in 1 x MOPS (40 mM MOPS, 10 mM Essigsaure, 2 mMMBEDDEPC-
Wasser gelost, pH 7) tberprift. 20,75 ml Agaroselosung (0,25 g Agarode5s MOPS,
15,75 ml DEPC-KO) wurde aufgekocht und anschlieRend mit 4,25 ml Formaldehyd (37,5 %)
versetzt. Der pH-Wert von Formaldehyd wurde vor der Verwendundomé&naustauscher
(AG 501-X8 (D) Resin 20-50mesh, BioRad) auf pH >6 eingestalt RINA-Proben wurden
vor der Elektrophorese mit 5 x Ladepuffer (50 % Formamid, 9,3 % Fornyade&® %
5 x MOPS, 50 pg/ml Bromphenolblau, 0,7 % Ethidiumbromid-Losung (10 mg/ml@tezers
10 min bei 95°C und danach 5 min auf Eis inkubiert. Die Herstellung der @eledie
Durchfiihrung der Elektrophorese erfolgte nach (Sambrook et al., 1989)etitroghorese
wurden das Formaldehyd-Gel gewéssert (20 min) und das Gel udtércht mit einem

Image MastétVDS-System (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) fotografiert.

6.6 Klonierungsexperimente mitE. coli

6.6.1  Herstellung kompetenter Zellen nach der Calciumchlorid-Method

Durch eine Calciumchlorid-Behandlung erhielten exponentiell wachderabi-Zellen die
Kompetenz, freie DNA aus dem Medium aufzunehmen. Die Préparatiokodgretenten
Zellen erfolgte nach Cohest al. (1972): 50 ml SOC-Medium wurde niit, Volumen einer
LB-Vorkultur inokuliert und bis zu einer Qfgy von ~0,3 bei 37°C und 160 U.p.m. inkubiert

und anschlieend abzentrifugiert. Alle weiteren Schritte wurdérEs durchgefiihrt. Die
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pelletierten Zellen wurden in ¥ Kulturvolumen eiskalter 50 mM @&Gsung resuspendiert
und erneut abzentrifugiert (10 min, 45@0 4°C). Das Zellsediment wurde vorsichtig in
0,625 Kulturvolumen eiskalter 50 mM Ca&lésung resuspendiert und anschliel3end 30 min
auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen wiederum abzenteifygivorsichtig in
0,05 Kulturvolumen eiskalter 50 mM Catllosung resuspendiert und 15 min auf Eis
inkubiert. AnschlieRend wurde Glycerin bis zu einer Endkonzentration von 10Wo (v/
zugegeben und vorsichtig gemischt. Die Zellsuspension wurde in 2Qgubts auf
vorgeklhlte EppendorfgefalRe aufgeteilt und entweder sofort zur Transfomnedtigesetzt

oder bis zur weiteren Verwendung bei -70°C gelagert.
6.6.2  Herstellung kompetenter Zellen nach der Rubidiumchlorid-Metode

Durch eine Rubidiumchlorid-Behandlung erhielten logarithmisch wadedencoli-Zellen
die Kompetenz, freie DNA aus dem Medium aufzunehmen. Die Prapadeickompetenten
Zellen erfolgte nach Hanahan (1985): Einige 2 — 3 mm grol3e Kolonietlewwon einer
frischen LB- oder SOC-Platte in 1 ml SOC resuspendiert. Daortien 50 ml SOC-Medium
inokuliert und bis zu einer Qfgy von ~0,5 bei 37°C und 160 U.p.m inkubiert. Anschlie3end
wurden die Zellen 10 — 15 min auf Eis abgekuhlt und danach geerntet (15 mirg, 38Q0).
Alle weiteren Schritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Die Zellearden vorsichtig in
Y3 Kulturvolumen eiskalter RF1-Lésung (12 g/l RbCI, 9,9 g/l Mndl5 g/l CaGl, 2,9 g/l
Kaliumacetat, 150 g/l Glycerin, pH 5,8 mit 0,2 N Essigsaure eingesgditypendiert, 15 min
auf Eis inkubiert und erneut abzentrifugiert. Das Zellsedimentdevuvorsichtig in
Y1, sKulturvolumen eiskalter RF2-Lésung (2,1 g/l MOPS, 1,2 g/l RbCl, 1Cah, 150 g/l
Glycerin, pH 6,8 mit NaOH eingestellt) resuspendiert und anschlieB&nohin auf Eis
inkubiert. Die Zellsuspension wurde in 50-pl-Aliquots auf vorgekihlte Eppendai¥gef
verteilt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —70°C gdlageuch RDbCI-
kompetente Zellen, die direkt zur Transformation verwendet wurden, wurdeachst

schockgefroren.
6.6.3  Herstellung elektrokompetenter Zellen

Zur Herstellung elektrokompetentele. coli-Zellen wurde SOC-Medium (Miller &
Nickoloff, 1995) mit/so Volumen einer Vorkultur inokuliert und bei 37°C und 160 U.p.m.
inkubiert. Beim Erreichen einer Qg von ~0,5 wurden die Zellen zun&chst 30 bis 60 min auf
Eis abgekihlt und anschliel3end geerntet (5 min, 40@0C). Alle weiteren Schritte wurden

auf Eis durchgefihrt. Zur Abtrennung von Salzen wurden die Zellen viemonsichtig mit
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400 ml eiskaltem 10 %-igem (v/v) Glycerin gewaschen. Bei jedenchgahritt wurde die
zur Sedimentation eingesetzte Zentrifugalbeschleunigung um Igevi€l0 g erhoht.
AnschlieRend wurden die Zellen V4o Kulturvolumen 10 %-igem (v/v) Glycerin
aufgenommen, in 50-ul- Aliquots auf vorgekihlte Eppendorfgefal3e verteiftiissigem

Stickstoff schockgefroren und bei —70°C gelagert.
6.6.4 Ligation

Um die 5°-Phosphat-Gruppe von verdauten Plasmiden ("Vektoren") abeuspalirde
eine Dephosphorylierung mighrimp Alkaline Phosphatase (SAP, Roche Diagnostics,
Mannheim) durchgefiihrt. Die Dephosphorylierung erfolgte nach derilRies (0,5 bis 3 pg
DNA in 50 pl) durch Zugabe von 1 ul SAP (1 U). Es folgte eine 48-hibichstens 60-
mindtige Inkubation bei 37°C. Der dephosphorylierte "Vektor" wurde ebeigsdas "Insert"
(Restriktionsfragmente von Plasmiden oder PCR-Produkte) aus eiganos&gel isoliert.
Fur Ligationen wurde der Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnosticanivheim) genutzt,
wobei die Ligationszeit 10 - 20 min bei Raumtemperatur betrug. DephgtipterVektor-

DNA und Insert-DNA wurden in einem molaren Verhéltnis von etwa 1:3 gemischt.
6.6.5  Transformation vonE. coli

Zur Transformation mit Ligationsansatzen oder Plasmiden wurden,-a@petente-
(siehe 6.6.1) oder RbCl-kompetente-Zellen (siehe 6.6.2) verwendet. Dadenwinische
kompetente Zellen verwendet (nur Cakbmpetente-Zellen) oder die bei -70°C gelagerten
Aliquots auf Eis aufgetaut. 1 pl Plasmid-DNA oder bis zu 5 plseingationsansatzes
wurden mit 50 pl Zellsuspension gemischt und 30 min auf Eis inkubiert.hAeidend
erfolgte ein Hitzeschock von 45 sec bei 42°C, gefolgt von 2 min Inkubatiokis. Dann
wurden 500 pl SOC-Medium (siehe 5.1) zugegeben und der Ansatz 1 h bei 37°@rinkubi
("phé&notypische Expression”). Anschlie3end wurden Aliquots auf LBeRlatisplattiert, die
das geeignete Antibiotikum enthielten und die Platten UN bei 37°C inkubiert.

Zur Transformation intakter Plasmide und fur die Transposonmutagemnep&KNG101-

Tn5 wurden elektrokompetente Zellen eingesetzt (siehe 6.6.5). 50 plsfeission wurde

mit bis zu 5 pl DNA gemischt und luftblasenfrei in eine eisgekiBlektroporationskivette

(0,2 cm Elektronenabstand, Eppendorf, Hamburg) Uberfiihrt. AnschlieRend estiftyteein
Strompuls mit folgenden Parametern: Spannung: 2,5 kV, Kapazitat:F23Miderstand:
200Q. Die Zeitkonstante lag dabei zwischen 4,7 und 4,9 ms. Dann wurden 500 pl
vorgewarmtes SOC-Medium (siehe 5.1) zugegeben und der Ansatz 1 h benBuUb@rt
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("phé&notypische Expression™). Anschlie3end wurden Aliquots auf LBeRlatit geeignetem
Antibiotikum ausplattiert und die Platten UN bei 37°C inkubiert.

6.7  Amplifikation von DNA-Fragmenten durch Polymerasekettenreaktion PCR)

6.7.1 Standard-PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde zaor vitro-Amplifizierung von DNA-
Fragmenten (Mullis & Faloona, 1987), zur Kontrolle von Transformanden, ibrsgrsowie
Deletionsmutanten eingesetzt. Die PCR wurde in einem Therme@CyPrimus 25, MWG
Biotech, Ebersberg) durchgefiihrt. Die Konzentration der eingesdfoimponenten richtete
sich nach den jeweiligen Versuchsbedingungen. Als Anlagerungsefatap wurde eine
Temperatur gewadhlt, die in der Regel 3 - 7°C unter dem niedrigbiekVert der
Oligonukleotide lag. Der g-Wert wurde durch die Nukleotid-Zusammensetzung der
eingesetzten Oligonukleotide nach folgender Formel bestimpt 4 X (i + nc) + 2 X (my +
ny). Dabei wurden nur die Nukleotide der Primer in die Berechnungsogen, die bereits
im ersten Zyklus mit der Matrizen-DNA hybridisierten. DeeitFaum fur die DNA-
Neusynthese wurde je nach Grof3e des zu amplifizierenden Fragneemnest, wobeli
routinemafig 1 min pro 1000 Basen berechnet wurde. Alle als Pramgesetzten
Oligonukleotide sind in Tab. 3 aufgefiihrt. Fur analytische PCR wlagddNA-Polymerase
(Qiagen, Hilden oder Sigma, Deisendorf) eingesetzt. Zur Armigliting von DNA-
Fragmenten, die fur weitere Klonierungsschritte verwendet wuyndarde der Expand High
Fidelity Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) genutzt, der durch diml¥oation vonTag-
DNA-Polymerase mit einer 3"-5"-fehlerkorrigierend@no-DNA-Polymerase eine geringere
Fehlerrate bewirkt (Fehlerrate von 5 x®fiir Pwo und 1 x 10° firr die Tag-Polymerase;
Barnes, 1994).

Standard-PCR-Ansatz:

DNA-Matrize 0,5-1 ug

dNTP-Mix je 200 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Primer-for 25 pmol (Endkonzentration 0,5 uM)
Primer-rev 25 pmol (Endkonzentration 0,5 pM)
10 x Puffer 5 ul

ddH;0 ad 50 pl

Tag-Polymerase 1ul(BU)
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Reaktionsbedingungen:

Denaturierung der DNA 5min  95°C 1x
Denaturierung der DNA 30sec 95°C
Primer-"Annealing" 60 sec yI-5°C 34 X
Primer-Elongation 1 min/kb 68°C

6.7.2 Kolonie-PCR

Bei diesem Verfahren wurden Zellen der zu untersuchenden Bakt@&nenstdirekt von
der Platte mit einem sterilen Zahnstocher abgenommen, auf &isenen Agarplatte
ausgestrichen und anschlie3end die restlichen am Zahnstocher haftaktkmeB in einem
PCR-Ansatz resuspendiert. Durch eine initiale Inkubation von 10 mi@35€l wurden die
Zellen lysiert und somit die zu analysierende DNA freigeésé&lie Reaktion wurde in einem
25-pl-Ansatz durchgefihrt. Bei der Kolonie-PCR wurde die RagPolymerase (Sigma,
Deisendorf) eingesetzt. Dadurch konnten die Proben nach der PCR ohnee Zugab

Probenpuffer direkt auf ein Agarosegel aufgetragen und analysiert werden.

6.8 Konstruktion von Deletionsmutanten mit Hilfe des pKO3-Systems

Deletionsmutanten voB. coli wurden durch eine Kombination von "Crossover'-PCR mit
dem Vektor pKO3 (Linket al., 1997), der irkE. coli bei 42 - 44°C nichtepliziert, konstruiert.
Fur die "Crossover"-PCR wurden zunéachst zwei etwa 500 bp groRe PCR-Produkteligrges
die den 5'-flankierenden Bereich inklusive der ersten 6-8 Codons (R¥ioae. undNi-...)
bzw. den 3'-flankierenden Bereich inklusive der letzten 11-16 CodonsefPGar... und
Ci-...) des zu deletierenden Gens umfassten. Die &auf3eren Primer. (Nod Co-...)
enthielten eine Restriktionsschnittstelle, die fir die Klonierungki@®3 genutzt wurde. Die
inneren Primer enthielten eine 21 bp lange komplementare Sequenzrnarbtitede (Ni-...-
21mer und Ci-...-21mer). Die beiden PCR-Fragmente wurden gereinlg6(¥@ bzw. 6.2)
und als Matrize in einer zweiten PCR mit den duf3eren Primeges®tzt. Dabei konnten die
beiden Fragmente Uber die 21- bzw. 33-bp-Sequenzen miteinander hyfemdisied
verlangert werden, so dass ein Fusionsprodukt entstand. Das Fusionsprodiektvevdaut,
gereinigt und in den entsprechend verdauten pKO3-Vektor kloniert. Nachdedurda PCR
erhaltene Fragment durch Sequenzierung tberprift worden war, wurdefrdéehlelasmide

mittels Elektroporation irkE. coli transferiert und der Transformationsansatz auf LB-Platten
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mit Chloramphenicol (20 pg/ml) bei 43°C ausplattiert. Da pKi@8 seine Derivate bei 43°C

in E. coli nicht repliziert werden, sollte in chloramphenicolresistenten KlonenRdiasmid

Uber homologe Rekombination im Bereich des Deletionskonstrukts in das Chromosom
integriert worden sein. Um auf ein zweites Rekombinationsesiynselektionieren, wurden
chloramphenicolresistente Klone in je 1 ml LB-Medium aufgenommen undt safbilB-
Medium mit 5 % (w/v) Saccharose ausplattiert und bei 30°C inkubieAniresenheit von
Levansucrase, dem Produkt dasB-Gens von pKO3, sind 5 % Saccharose letaEiroli.
Deshalb sollte bei saccharoseresistenten Klonen das Plasmidh dinc zweites
Rekombinationsereignis aus dem Chromosom entfernt worden sein, woleidentder
Wildtyp wiederhergestellt oder die gewlnschte Deletion erzeugt wird.

6.9 PAir-Phagentransduktion

Zur PNir-Phagentransduktion wurde ein Protokoll von Silhetval. (1984) modifiziert.
6.9.1 Herstellung des Phagenlysates

Der Donor-Stamm wurde in 5 ml LB mit 0,2 % (w/v) Glucose und 5 madICbis zu einer
ODgoo von ~1 bei 37°C kultiviert'/100 der Vorkultur wurde in 5 ml LB mit 0,2 % (w/v)
Glucose und 5 mM Caglinokuliert und bis zu einer Qigy von ~0,4 bei 37°C und
170 U.p.m. inkubiert. AnschlieBend wurde entweder ein einzelner Phagenplaqu®®qlg
des Ptir-Lysates (>5 x 1DPhagen/ml) zugesetzt und etwa zwei Stunden bei 37°C inkubiert,
bis die Zellen vollstandig lysiert waren. Zum Abstoppen der wyseden 100 pl Chloroform
zugefiugt, der Ansatz gut gemischt und 10 min bei 45@éntrifugiert. Der das Phagenlysat
enthaltende wéassrige Uberstand wurde sterilfiltriert und konnte bei 4°C gelagden.

6.9.2  Bestimmung des Phagentiters

Der Empfanger-Stamm wurde in 5 ml LB mit 0,2 % (w/v) Glucosd 5 mM CaGl bis zu
einer ORovon ~0,5 - 1 bei 37°C kultiviert und anschlie3end 10 min bei g5imentiert.
Das Pellet wurde in 1 ml 0,1 M Mg3B mM CaC} resuspendiert. Jeweils 50 pl
Zellsuspension wurde mit 50 pl verdiinntem Phagenlys&t108°% gemischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde 300 ul geschmolzenéf autbgekihlter
R-Top-Agar (10 g/l Trypton, 1 g/l Hefeextrakt, 8 g/l NaCl, 2 iidCh, 1 g/l Glucose, 8 g/l
Agar) hinzugefuigt, gemischt und sofort auf R-Platten (wie R-ToarAaper mit 15 g/l Agar)



28 MATERIAL UND METHODEN

verteilt und UN bei 37°C inkubiert. Die gebildeten Plaques wurdenhiiezid der

Phagentiter in Phagen/ml bestimmit.
6.9.3  Durchfihrung der Phagentransduktion

Der Empfanger-Stamm wurde in 5 ml LB mit 0,2 % (w/v) Glucosd 5 mM CaGl bis zu
einer ORovon ~0,5 - 1 bei 37°C kultiviert und anschlie3end 10 min bei g imentiert.
Das Pellet wurde in 1 ml 0,1 M MgS6 mM CaC} resuspendiert. Danach erfolgte die

Transduktion nach folgendem Schema:

Nr. Volumen Empfanger-Zellen [ul]  Volumen ®i-Lysat [ul]

1 100 0
2 100 1
3 100 10
4 100 100
5 0 100

Die Nr. 1 diente dabei der Kontrolle auf entstehende Revertantedierdr. 5 diente der
Kontrolle auf Kontaminationen im Phagenlysat. Diese Ansatze wusfemin bei 30°C
inkubiert. In dieser Zeit erfolgte die Infektion der Empfangdiefiemit den Phagen. Zum
Abstoppen der Infektion wurden 100 pl 1 M Natriumcitrat zu den Ansatrenidnefugt, die

Zellen abzentrifugiert, in 100 pl LB mit 10 mM Natriumcitraifgenommen und zur
"phanotypischen Expression” 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurd@eltha auf

LB-Platten mit dem geeigneten Antibiotikum ausplattiert und dagtéh UN bei 37°C

inkubiert.

6.10 Trb-Transposonmutagenese

Die Transposonmutagenese wurde zur Herstellung fluoro- oder bromapsistenter
E. coli-Stamme eingesetzt. Elektrokompetente MG1655-Zellen wurden mt Rlasmid
pPKNG101-Trb transformiert. Dann wurden 500 pul SOC-Medium (siehe 5.1) zugegeben und
der Ansatz 1 h bei 37°C inkubiert ("phé&notypische Expression™). Anschlieartkn
Aliquots auf LB-Platten bzw. M9-Minimalmedium-Platten (Glucoses aC-Quelle)
ausplattiert, die Kanamycin und verschiedene Konzentrationen an Flumro
Bromopyruvat enthielten und die Platten UN bei 37°C inkubiert. Diesteggen Klone
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wurden auf M9-Minimalmedium-Platten mit Glucose bzw. mit Pyruaés C-Quelle
Ubertragen. Bei Kolonien, die auf M9-Minimalmedium mit Glucose, nicht aloé M9-

Minimalmedium mit Pyruvat wuchsen, kénnte es sich um Mutanten harmgldenen das
Transposon ein fir die Pyruvat-Aufnahme essentielles Gen inakiinadg. Die Kolonien
wurden zur Kontrolle nochmals parallel auf M9-Minimalmedium-Phattat Glucose bzw.
Pyruvat vereinzelt, um den Phanotyp zu bestatigen.

6.11 Southern-Blot-Analyse

Bei der Southern-Blot-Analyse (Southern, 1975) erfolgte der Transfer DNA aus
Agarosegelen auf Nylonmembranen (Hybont] Nmersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
mit Hilfe einer Vakuum-Blot-Transfer-Zelle (LKB VacuGenelL XAmersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) nach Angaben des Herstellers. Aliquots genberiDNA (15-20 ug)
wurden zunachst vollstandig mit geeigneten Restriktionsenzymenuvena tiber ein 0,8 %-
iges (w/v) Agarosegel bei 1 V/cm UN aufgetrennt. Bei der Edgkiorese wurde ein
Digoxigenin-markierter DNA-Standard Il und Il (Roche Diagnostiannheim) verwendet.
Vor dem Blotten mufte zunachst die Membran und eine Maske auf Gelgrol3e
zurechtgeschnitten werden. Anschliel3end wurde der Blot zusammengésetst wurde die
Nylonmembran aufgelegt, dann die Maske, danach wurde die Appasa¢ut tind das Gel
aufgelegt, welches die Maske abdichten mufite. Die Apparatur warde ah eine Pumpe
(Bromma LKB 2016 VacuGene Vacuum Blotting Pump, Amersham Pharniactach,
Freiburg) angeschlossen (50 mbar). Zum Vakuum-Blotten wurde zunachsh 2@ poiriniert
(0,3 M HCI, bis der Blaumarker gelb wurde), dann 15 min denaturietNIN&Cl, 0,5 N
NaOH, bis der Blaumarker wieder blau wurde) und schlief3lich 20 noitnatisiert (1 M Tris,
1,5 N NaCl, pH 8,0). Der Transfer erfolgte Gber eine Stunde (20 x=S$® NaCl, 0,3 M
Na-Citrat, pH 7,0). Danach wurde die DNA durch dreiminitige UV-Béding kovalent auf
der Nylonmembran fixiert. Anschlielend erfolgte die Hybridisierutes Blots mit der
Digoxigenin-markierten PCR-Sonde. Die Markierung der als Sondegesetzten PCR-
Fragmente mit Digoxigenin, die Hybridisierung, das Waschen un®etiektion mit CDP-
Star erfolgten mit dem DIG Chem-Link Labeling and Detektion (Rbche Diagnostics,
Mannheim) entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Die verare®dgher sind in
Tab. 3 angegeben. Zunachst wurde der Blot in Hybridisierungsrohre@lasigransferiert,
mit 20 ml/100 crA Membranflache Prahybridisierungslosung (5 x SSC; 1% (v/v)
Blockierungsreagenz (Roche) in Maleinsaurepuffer (0,1 M Maleins& & M NaCl; mit



30 MATERIAL UND METHODEN

NaOH-Platzchen auf pH 7,5 eingestellt) geldst; 0,1 % (w/v) Nddsarcosin; 0,02 % (w/v)
SDS) versetzt und die Rohren 2 - 4 Stunden bei 68°C so langsam wiechmagli
Hybridisierungsofen (Shake 'n” Stack, Thermo Life Scienésgelsbach) gedreht. Die
Digoxigenin-markierte ~ Sonde, von der 20-50 ng/ml  Hybridisierungslosung
(Préahybridisierungslosung + Sonde) eingesetzt wurden, wurde voraugbbdenaturiert
(10 min, 95°C). Die Hybridisierung erfolgte UN bei 68°C. Die Hybriglishgslosung mit der
Sonde wurde fur eine spatere Wiederverwendung eingefroren. Voretektion wurde die
Membran 2 x 5 min in 50 ml 2 x SSC bei RT und 2 x 15 min in 50 ml G$Q bei 68°C
gewaschen, anschlieRend kurz in Maleinsaurepuffer gewaschen undn3h &0 ml
Blockierungslosung inkubiert (bei Raumtemperatur). Danach erfagie 30-mindtige
Inkubation mit der Antikérperlésung (1:10000 Verdinnung des Antikdrpers (Agoxiin-
alkalische Phosphatase-Konjugat, Roche Diagnostics, Mannheim)ouki&@ungsreagenz).
AnschlieBend wurde die Membran 2 x 15 min mit 80 ml/100° diaschpuffer
(Maleins&urepuffer mit 0,3 % (v/v) Twe&20) gewaschen und 5 min in Detektionspuffer
(0,1 M Tris, 0,2 M NaCl, pH 9,5) aquilibriert. Zur Detektion wurde deotBh eine
Plastikfolie gelegt und auf die DNA-Seite 25 Tropfen/100? cBDP-Star-ready-to-use-
Lésung (Roche Diagnostics, Mannheim) aufgetropft. Nach ca. 5 min lidmbaurde das
Fluoreszenzsignal mit einer CCD-Kamera detektiert. Zur Gros@nbaung von DNA-
Fragmenten wurde die AIDA-Software (Version 2.0, Raytest |soto@l3gerate GmbH,
Straubenhardt) eingesetzt.

7 Biochemische Methoden

7.1  Zellaufschlufd und -fraktionierung

Fur den Aufschluss von Zellen wurden diese in 10 ml TE-Puffeaspendiert (4 ml
Puffer/g Feuchtzellen). Als Proteaseinhibitor diente Phenylrseitignyl-Fluorid (PMSF),
das in einer Konzentration von 2 mM eingesetzt wurde. Zum Abbau dér Wide
aulBerdem 0,25 mg/ml DNase | hinzugefugt. Der Zellaufschlul3 exfalgtch dreimalige
Passage durch eine French-Press-Zelle (SLM AMIRCGpectronic Instruments,
Heinemann, Schwabisch Gmind) bei einem Druck von 108 MPa. Anschlieend wurden
intakte Zellen sowie grofRe Zelltrimmer durch Zentrifugation (8, 27000g, 4°C)
abgetrennt. Danach erfolgte eine Ultrazentrifugation des eelifr Uberstandes (90 min,
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70000g, 4°C), die zur Sedimentierung der Membranen fiihrte. Der so gewonnerstadde
(Rohextrakt) wurde zur Bestimmung von Enzymaktivitaiten (siehe 7.3 Gde die

zweidimensionale Gelelektrophorese (siehe 7.4.1) eingesetzt.

7.2 Bestimmung der Lactat-Dehydrogenase-Aktivitat

Die Bestimmung der Lactat-Dehydrogenase-Aktivitat (LdhA-Aktiyigitolgte nach Bunch
et al. (1997). In LB-Medium kultivierte Zellen wurden bei einer £-1,2 geerntet und in
10 ml 50 mM KHPO,-Puffer pH 7,4 gewaschen und anschlieend in 3 ml Puffer
aufgenommen. Diese Zellen wurden wie unter 7.1 beschrieben netéiilér French-Press-
Zelle aufgeschlossen. Anschliel3end erfolgte eine Ultrazenttidugél h, 145000y, 4°C).
Der Rohextrakt wurde bis zur Bestimmung der LdhA-Aktivitdt bei —20&agert. Die
Proteinkonzentration wurde wie unter 7.3 beschrieben bestimmt. Die L#hdtat wurde
photometrisch mit einem Jasco V560 Spektrophotometer bei 340 nm und 25°GriteBlien
LdhA katalysiert dabei die Umsetzung von Pyruvat zu Lactat, wbldddH zu NAD"
oxidiert wird. Die Durchfiihrung erfolgte in einem 1-ml-Ansatz nach folgendemer8a:

50 mM MOPS pH 7,0 400 pl
6,4 mM NADH-L6sung 30 pul
Rohextrakt 10 - 40 pl
ddH;0 ad 970 pl

Nach Bestimmung der NADH-Dehydrogenase-Aktivitat im Rohextrakidedtie Messung
durch Zugabe von 30 ul Na-Pyruvat (1 M) gestartet. Zur Berechnungkdigit@ nach dem
Lambert-Beer'schen Gesetz (Eex d x c) wurde ein Extinktionskoeffizient von 6,3 M
cm’ verwendet. 1 U ist die LdhA-Aktivitat, die notwendig ist, um 1 pmolDdAzu NAD'

pro min umzusetzen.

7.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Biomaosaure (BCA)-
Methode (Smithet al., 1985) mit dem Protein-Assay-Kit von Pierce (Rockford, USA). Als
Standard wurde Rinder-Serumalbumin verwendet. Nach Zugabe des BQArRea zur
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Proteinlésung wurden die Ansédtze 30 min bei 37°C inkubiert und vor der Medsung
Extinktion bei 562 nm 10 Minuten auf Raumtemperatur abgekunhlt.

7.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen

7.4.1 Zweidimensionale Gelelektrophorese von Proteinen

Bei der zweidimensionalen  Gelelektrophorese  (2D-Elektrophorese)rdemwe
Proteingemische zunachst durch eine isoelektrische Fokussierumghrexro isoelektrischen
Punkt (1. Dimension) und anschlie3end durch SDS-PAGE nach ihrer GréRenghdiin)
aufgetrennt. Mit Ausnahme von Thioharnstoff (Sigma, Deisendorf) un®ésinstandards
(New England Biolabs, Schwalbach) wurden alle Reagenzien und Aperdtir die 2D-
Elektrophorese von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) bezogen. déor
isoelektrischen Fokussierung in einem immobilisierten pH-Gradien®@) (wurden die
Proteine solubilisiert. Dazu wurden 300 pg Protein vakuumgetrocknet und in I350 p
Solubilisierungspuffer (9 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 200 mM Dithreitol, 2 % (w/v)
CHAPS, 1 % (v/v) Pharmalyte 3-10) gelost. Die Proteinlosung wurde daf einem 18 cm
langen IPG-Streifen verteilt, der den pH-Bereich von 4 bis 7 abdebkiteisoelektrische
Fokussierung wurde in einem IPGphor-Gerat nach folgendem Progranchgetirhrt: 6 h
30V,6h60V,1h200V,1h500YV,1h2000V, ~10 h 8000 V (ergibt in der Summe
~80000 Voltstunden). Nach der 1. Dimension konnte der IPG-Streifen bisveitaren
Verwendung bei -20°C gelagert werden.

Der IPG-Streifen wurde nach der 1. Dimension unter leichtem &dtem zunachst 20 min
in 10 ml Aquilibrierungslosung | (Aquilibrierungs-Stammlésung (50 mNs-HCI pH 6,8,

6 M Harnstoff, 30 % (v/v) Glycerin, 4 % (w/v) SDS), 1 % (w/v) DTT, 508HB-L6sung

(0,1 g Bromphenolblau/ml, 50 % (w/v) Saccharose) und anschlieBend 20 min in
Aquilibrierungslosung 1l (Aquilibrierungs-Stammloésung, 4 % (w/v) lagtamid, 50 pl BPB-
Losung) inkubiert. DTT und lodacetamid wurden direkt vor der Anwendung zugesetzt.

Die Auftrennung nach Grol3e erfolgte mit einem Fertiggel (ExeeEDS Gradient XL 12-

14 %, Trennungsbereich ca. 5 bis 210 kDa) unter Verwendung des Hogeti&gstems
Multiphor Il. Zur Vorbereitung wurde die Kuhlplatte dinn mit Cover-Floetleckt und das
Gel luftblasenfrei auf die Kihlplatte aufgelegt. Die Excéf&®S-Pufferstreifen wurden
ebenfalls luftblasenfrei am Anoden- bzw. Kathoden-Ende des Gels egtfg€ler IPG-
Streifen wurde nach Aquilibrierung mit Lésung Il kurz mit Wasgsspiilt, auf die Kathoden-
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Seite des Gels gelegt und der Vorlauf (100 V, 50 W, 20 mA/Gel, 45 gesjartet.
AnschlielRend wurde der IPG-Streifen entfernt und der Hauptlauf\(860 W, 40 mA/Gel,
160 min) gestartet. Als GroRRenstandard wurde der Broad Range Rvtateiar von New

England Biolabs (Schwalbach) verwendet.

7.4.2 Proteindetektion mit kolloidalem Coomassie Brilliant Blau G-250

Nach der Elektrophorese wurden die Gele mindestens 1 h in 300 midsixrey schittelnd
inkubiert. Fur die Fixierlésung wurden unmittelbar vor Gebrauch Starnd@ésn A (25 %
(w/v) Ammoniumsulfat, 3 % (v/v) Phosphorsaure) und Stammlosung B (Methamol)
Verhaltnis 2:1 gemischt. AnschlieBend wurde 1 ml Farbstofflésung ((&/9» Coomassie G-
250 in Wasser) zugegeben und die Gele UN, maximal jedoch 3 Talge Farbstofflésung
inkubiert. Danach wurden die Gele 3 x 20 min in gdHjewaschen und dann Uberschiissige
Farbstoffe durch Waschen in 30 % (v/v) Methanol (1 min) entfernt. Ne@&@meweiteren
Waschschritt (15 min in di®) wurden die Gele getrocknet.

7.5 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

7.5.1 Probenaufbereitung fir die Massenspektrometrie

Fur "Peptidmassen-Fingerprint’-Analysen wurden GelstlickcherCaomassie-gefarbten
2D-Gelen mit Pasteurpipetten ausgestochen und die Proteine im itG&hywsin verdaut
(Fountoulakis & Langen, 1997). Gelstiicke, die aus getrockneten Gelen emnonurden,
wurden zundchst 1 x 15 min mit 350 pl Wasser schuttelnd inkubiert. AelSehti wurden
die Gelstiicke nach 220 min Waschen mit 350 pl 0,2 M Ammoniumbicarbonat in 30 %
(v/v) Acetonitril (ACN) inkubiert. Die entfarbten Gelstiicke wundganach 20 min in einer
Speed-Vac (Savant Instruments, Inc., Holbrook, NY) getrocknet, anschlie®ehgh3 mM
Tris-HCI-Puffer (pH 8,8) mit 10 ng/ul Trypsin (Sequencing gradedified Trypsin,
Promega, Mannheim) rehydratisiert und 30 Minuten inkubiert. Puffet Gelstlickchen
wurden anschlielend durch kurze Zentrifugation (1 min, 1g)&edimentiert und weitere
2 ul 3 mM Tris/HCI (pH 8,8) ohne Trypsin zugegeben und die Proben bei 37°C rdaute
Die Peptide wurden durch Zugabe von 6 ul Wasser (15 min, RT) undb&€wga 5 pul 0,1 %
(v/v) Trifluoressigsaure (TFA) in 30 % (v/iv) ACN (10 min, RT)uielt und bis zur

Massenspektrometrie bei — 20°C gelagert.
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7.5.2 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

0,5 pl der so erhaltenen Peptidlésung wurden auf einer Probenplat@5mitl einer
gesattigten Lésung vom-Cyano-4-hydroxyirans-zimtsaure in 50 % (v/v) ACN, 0,1 % (v/v)
TFA gemischt. Fur jede Probe erfolgte eine externe Kalibrggriei der die Calibration
Mixtures 1 und 2 des Sequazyme Peptide Mass Standard Kits (Appiesys@ms,
Weiterstadt) unmittelbar neben dem Probenspot aufgetragen wurdeRrd@dien wurden in
einer Voyager-DE STR Biospectrometry Workstation (Applied Bitesys, Weiterstadt) im
positiven Reflektor-Modus mit 20 kV Beschleunigungsspannung, 63 % @#tersng und
einer Verzdgerungszeit von 125 ns analysiert. Zur Steuerung dé&s Ged zur Datenanalyse
wurden die Voyager Control Panel Software 5.0 und die VoyagerBxalarer Software 3.5
(Applied Biosystems, Weiterstadt) verwendet. Die erhalteneptidfnassen wurden zur
Identifizierung mit dem MS-Fit-Programm (Clausaral., 1999) analysiert. Eine sichere
Identifizierung wurde angenommen, wenn mindestens vier Peptidmassenden
vorhergesagten Massen Ubereinstimmten. Dabei durften die Untdesclaeischen
gemessener und theoretischer Masse maximal 100 ppm betragen urasdendbweichung
der einzelnen Peptide einem Muster folgen, das auf eine ungenaue Kalibriefiokgefirhrt
werden konnte. Wenn die Anzahl der zugeordneten Peptide fur eineesidbatifizierung
des Proteins nicht ausreichend war, wurde versucht, die ProteinldsuingetluecZipTip-
Behandlung aufzukonzentrieren und vor allem zu entsalzen. Dazu wurd&ipléEp
(Millipore, Schwalbach) zweimal mit 10 pl 50 % (v/v) Acetonitiilefeuchtet und
anschlieBend zweimal mit Aquilibrierungspuffer (0,1 % (v/v) TFA) asehen. Danach
wurde die Proteinldsung durch 10maliges Aufziehen und wieder Abgebere atipdiip-
Matrix gebunden. Die ZipTips wurden dann finfmal mit 0,1 % (v/v) TFA gelvan und die
Proteine anschlielBend direkt in der Matrixlosung (geséattogt@yano-4-hydroxyrans-
zimtsaure in 50 % (v/v) Acetonitril, 0,1 % (v/v) TFA) durch finfmaligksfziehen und
wieder Abgeben eluiert. Ein Aliquot wurde direkt auf die MALDI-Pnotfatte aufgetragen
und die Probe nochmals gemessen.
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8  Genexpressionsanalysen

8.1 Isolierung und Analyse von RNA

Zur Praparation von RNA fur DNA-Chip-Experimente wurde ein Aliquor de
untersuchenden Kultur (35-120 ml) mit 15 g/35 ml Kultur Eis (auf -20°C vorggkuhlt
abzentrifugiert (3 min, 4000, 4°C) (Wendischet al., 2001). Die Pellets wurden entweder
sofort zur Praparation von RNA verwendet oder in flissigem Stickstbibckgefroren und
bis zur Praparation bei -20°C gelagert.

Frisch abzentrifugierte oder gefrorene Zellen wurden in 10 potturvolumen RLT-
Puffer (RNeasy, Qiagen, Hilden) resuspendiert und mit 1 g/70 ml Kaltmen
Zirkonium/Silica-Perlen  (Durchmesser 0,1 mm, ROTH, Karlsruhe)echanisch
aufgeschlossen (3x 30s, Silamat S5, Vivadent, Ellwangen). Nach Zentofugatmin,
13000g) wurde der Uberstand zur Isolierung von Gesamt-RNA auf Membyatie auf
Silica-Gelen basieren (Saulenchromatographie-System, RNeagyer()i aufgetragen. Diese
Membranen binden in Anwesenheit von Ethanol und einer speziellen hoch km@mtzamntr
Salz-Puffer-Losung (RNeasy, Qiagen) selektiv einzelstrarigid&-Moleklle ab einer Grol3e
von 200 Basenpaaren. Entsprechend den Herstellerangaben (Qiagem), \Wilctee nach drei
Waschschritten die adsorbierte RNA mit 2 x 50 uypOHvon der Membran eluiert.
Anschlie3end erfolgte der Abbau vorhandener DNA mit 30 U DNaséNagB-frei, Roche
Diagnostics, Mannheim) fur 20 min bei 37°C in DNase-Puffer (1 MANetat, 50 mM
MgSQy, pH 5,0). Die DNase | wurde anschlielend hitzeinaktiviert (70°C, 10 min). Zur
weiteren Reinigung der RNA wurde die RNA-LAsung mit 1 VolumennBR€hloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1 Volumenanteile, Roth) versetzt, 30 s gemischt umn Soei
150009 abzentrifugiert. Die Zentrifugation erfolgte dabei mit ein€al (Phase Lock Gel,
Eppendorf). Hierbei wurde die organische von der wassrigen RINdra Phase getrennt,
wobei sich die Gelphase nach Zentrifugation zwischen organischewasstiger Phase
befand. Durch diese Trennung wurde die wassrige Phase mit RNAtitgtia
zurtickgewonnen und in einer zweiten Extraktion mit 1 Volumen Chloroform/idatkohol
(24:1 Volumenanteile) nochmals extrahiert. Nach Zentrifugatidmgin, 1300@) wurde die
obere, wassrige, RNA-haltige Phase abgenommen und die RNA UN dugsbe von
Y,0Volumen 3 M Natriumacetat und 3 Volumina Ethanol bei -20°C geféllt und Hanac
abzentrifugiert (15 min, 1200§). Die RNA wurde mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol gewaschen,
bei 70°C im Thermoblock (Eppendorf) getrocknet und in 5040 kHesuspendiert. Die RNA-
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Konzentration wurde wie unter 6.4 beschrieben bestimmt. Die QuaiatH,so i.d.R. 1,6 -
1,8) wurde auf3erdem mittels Formaldehyd-Gelen (s. 6.5.2) uUberpigéftLdgerung von

praparierter RNA erfolgte bei -20°C.

8.2  Synthese fluoreszenzmarkierter cONA-Sonden

Fur den Vergleich genomweiter Genexpressionsmuster wurden flapeesarkierte
cDNA-Sonden ausgehend von gleichen Mengen der zu vergleichenderPRN&A (25 ug)
synthetisiert (Wendisclet al., 2001). Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden jeweils die dUTP-
Analoga Cy3-dUTP Xabsorption max250 NM Ariyoreszenz ma@ 70 NM, griin, Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) oder Cy5-dUTPAfpsorption max 649 NM, Afiworeszenz max670 nm,  rot,
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) verwendet. Die RNA (26esamt-RNA in KO
gelést) wurde mit 500 ng Zufalls-Hexanukleotid-Primern (in gldHyelost, Amersham
Pharmacia) inkubiert (65°C, 10 min) und anschlieend 2 min auf Eis abgdkéhieverse
Transkription wurde in einem Puffer durchgefihrt, der 0,1 mM Cy3-dUTP ©¢erdUTP,

50 mM Tris-HCI, pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM Mggl10 mM DTT, 0,5 mM dATP, 0,5 mM
dGTP, 0,5 mM dCTP, 0,2 mM dTTP und 400 U Superscript-ll Reverse Traaserifitife
Technologies, Inc., Rockville, MD) enthielt (Wendissthal., 2001). Der 30 pul Ansatz wurde
10 min bei Raumtemperatur und anschliel3end 110 min bei 42°C inkubiert. Naekateen
Transkription wurde die RNA durch Zusatz von 10 pl NaOH (0,1 N) 10 min bei 70°C
hydrolysiert. Die Losung wurde mit 10 pl HCI (0,1 N) neutrafisi®ie Abtrennung nicht
eingebauter Nukleotide erfolgte durch Ultrazentrifugationseinheitdicrgcon YM-30,
Millipore, Schwalbach). Der 50 pl Ansatz wurde mit Wasser auf 3@ufgefullt und durch
Zentrifugation (7 min, 1300@) auf etwa 20 pl eingeengt. Danach wurden die fur eine
Hybridisierung vorgesehenen Cy3- und Cy5-markierte Sonde vereirdgesi erfolgten, wie
beschrieben, zwei weitere Ultrafiltrationszentrifugationem({i@, 13000g). Die so erhaltene
etwa 14 pul cDNA-Sonde wurde entweder UN eingefroren oder sofort in

Hybridisierungsexperimenten eingesetzt.

8.3 DNA-Chip-Hybridisierung

Die in dieser Arbeit verwendete DNA-Chip-Technologie zur Untersughiifferentieller
Genexpressionsmuster und das verwendete Robotersystem zur ttegstelh DNA-Chips
beruht auf dem an der Stanford University entwickelten System (Skalan 1996) und
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wurde im Institut fur Biotechnologie durch Dr. Volker Wendisch und Dr. Hoten etabliert
(Lehnenet al., 2002; Polen, 2002; Wendisehal., 2001). Die in dieser Arbeit verwendeten
DNA-Chips wurden von Tino Polen zur Verfigung gestellt. Sie enthielten 4108 (9%B:%0)
4290 ORF’s vork. coli MG1655. Da man zur Herstellung vén coli-Genom-DNA-Chips
PCR-Produkte jedeB. coli-Gens in ausreichender Menge bendtigt, wurden ausgehend von
genomischerE. coli MG1655-DNA als Template die Gene/ORFs véncoli MG1655
(Blattner et al., 1997) durch PCR mit spezifischen Primerpaaren (ORFmer PiSagr
Genosys Biotechnologies, Cambridgeshire, England) amplifiziech(Rondet al., 1999).

Fur die spatere Immobilisierung von DNA wurden die DNA-Chip-Gladdtrgger zunachst

mit Poly-L-Lysin beschichtet (Shaloat al., 1996; Zimmeret al., 2000). Anschliel3end
erfolgte mit Hilfe eines computergesteuerten RobotersystemsAudlizagung der PCR-
Produkte (150-300 ng/ul) auf eine Flache von 2 cm x 2 cm auf den Objek{iséader auch
http://cmgm.stanford.edu/pbrown/mguide/). Dabei wurden etwa 0,1 - 1 RIFRQdukt pro

Spot aufgetragen. Die Spots hatten eine Durchmesser von etwa 60 — 120 um. AulR3er den PCR-
Produkten der amplifiziertei. coli-Gene wurden zusatzlich Hybridisierungskontrollan (
DNA und PCR-Produkte von Genen a@orynebacterium glutamicum) und fir die
Datennormalisierung (siehe 8.4) genomisgheoli-DNA an verschiedenen Stellen mehrmals
auf dem Chip angeordnet.

Um in  Hybridisierungsexperimenten eine  gleichmalligere \lengi der
Fluoreszenzintensitaten innerhalb der Spot-Flache zu erzielen, wdieleDNA-Chips im
ersten Schritt der Nachbehandlung durch Inkubation in einer Feuclglgkainer (Sigma,
Deisendorf) Uber der Oberflache einer 1 x SSC-L6sung inkubiert (100 mijn)5Da die
aufgetragene DNA zur Herstellung der DNA-Chips urspringlich xnS$C-L6sung gelost
vorlag, zieht das getrocknete Salz und die DNA innerhalb jederF3pdte Wasser aus der
umgebenden feuchten Kammerluft an. Die Spots auf den DNA-Chips wuden
rehydratisiert, was an der Bildung von die Spot-Flache umspaenéMassertropfchen zu
erkennen war. Wahrend der Inkubation (15 min) verteilen sich infolge dernBiven
Molekularbewegung die DNA-Molekiile, deren negativ geladene Phosphat@sh nicht
ausreichend durch die positiv geladeneAminogruppen der Poly-L-Lysin-Seitenketten
fixiert wurden. Zur Fixierung der DNA-Molekule auf der Obié&che erfolgte nach dem
Rehydratisieren eine Blitztrocknung fur funf Sekunden bei 100°C (Shalah., 1996).
Danach wurde die DNA durch UV-Bestrahlung (650 pJ, UVStratalinkeaifagene) erneut
auf den Objekttrager immobilisiert. Zum Blocken der freien Rolysin beschichteten
Oberflache, die nicht mit DNA bedeckt war, erfolgte eine 25minttige InkubatigdsMethyl-
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Pyrrolidinon-L6sung (0,2 M Bernsteinsaure-Anhydrid, 50 mM Na-BoratMH,O), um die
e-Aminogruppen der freien Seitenketten des Poly-L-Lysins durch iskbhen Reaktion mit
Bernsteinsaure-Anhydrid hinsichtlich potentieller Bindung von Nuklemeséau inaktivieren
(Shalonet al., 1996). Unmittelbar danach wurden die DNA-Chips fur 2 min in 95°C heiRem
Wasser zum Denaturieren der DNA-Doppelstrange inkubiert. Um aimsehlieRende
Renaturierung der DNA-Doppelstrdnge zu verhindern, erfolgte einxgerdng der
hybridisierungskompetenten DNA-Einzelstrange durch Inkubation in leekaEthanol

(2 min, 95 % Ethanol, 4°C; Shalogt al., 1996). Danach erfolgte zur Trocknung eine
Zentrifugation (5 min, 5@). Die trockene Lagerung der nachbehandelten DNA-Chips
erfolgte bis zur Verwendung im Exsikkator.

Zur Bestimmung relativer mRNA-Verhaltnisse wurden die aus derdee zu
vergleichenden RNA-Proben erhaltenen Cy3- und Cy5-fluoreszenznanke®®NA-Sonden
gleichzeitig auf einen DNA-Chip hybridisiert. Dazu wurden duereinigten und
aufgereinigten markierten cDNA-Sonden in 20 pl Hybridisierungslosung (40 ¢ofj rRNA
(Roche Diagnostics, Mannheim) oder 2,5 pg Poly-A (Sigma, Deisen@xfpSC, 25 mM
HEPES pH 7,0, 0,23 % (w/v) SDS) denaturiert (2 min, 100°C) und anschlie3end 5-46i min
Raumtemperatur inkubiert (Zimmest al., 2000). E. coli rRNA oder Poly-A wurde als
Kompetitor zur Verringerung unspezifischer Hintergrundfluoreszesiagesetzt. Die
Endkonzentration von 3 xSSC sicherte stringente  Hybridisierungsbedarmgun
(Zimmeret al., 2000). Zur Hybridisierung wurde auf dem DNA-Chip Uber dem Beniith
immobilisierter DNA ein Spezialdeckglaschen platziert, une gjleichméafiige Verteilung der
Probenlésung Uber der DNA-Chip-Flache zu gewéhrleisten (LifterStip, Eientific, New
Hampshire, USA). Um ein Austrocknen der Probenlésung wéhrend derdidigmung bei
65°C zu verhindern, wurden mehrfach kleine Tropfen 3 x SSC-L6ésung am Rand des
Objektragers aufgetragen, dann die vorbereitete Hybridisierungglasuer das Deckglas
pipettiert und der DNA-Chip in einer wasserdichten Hybridisieriagener (Die Tech Inc.,
York Haven, USA) 4,5 h bis 12 h bei 65°C im Wasserbad inkubiert (Zinetrar, 2000).
Zum Entfernen der Hybridisierungslosung und unspezifisch gebundentrefiblgte nach
der Hybridisierung ein stringentes Waschen der DNA-Chips ziresk SSC/0,03 % (w/v)
SDS und danach in 0,05 x SSC bei RT (Zimrtesl., 2000). Durch Zentrifugation (5 min,
509) wurde der DNA-Chip getrocknet und anschliel3end die FluoreszenzrabNadeChip-
Oberflache bestimmt.
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8.4  Auswertung von DNA-Chips

Zur Bestimmung relativer mRNA-Spiegel wurde die Cy3- und Cy5-Ekmenz der Spots
gemessen. Das Verhaltnis von Cy3- und Cy5-Fluoreszenz eines Spetgekodirekt mit
dem Verhéltnis der Anzahl der mRNA-Molekiile in den verglichenBidfRroben (Shalon
et al., 1996). Die DNA-Chips wurden unter Verwendung des Axon GenePix 4000A-Lase
Scanners und der GenePix Pro 3.0 Software (Axon Inc., Union City, Bi$&&jewertet. Der
Laser-Scanner bestrahlt die DNA-Chip-Oberflache mit monochrochatis Licht von
532 nm (Anregung von Cy3-dUTP) und 635 nm (Anregung von Cy5-dUTP) und registriert
die daraufhin emittierte Cy3-Fluoreszens bei 570 nm und die Cy5eSkzemz bei 670 nm
mit lichtempfindlichen Kathoden. Diese wandeln die Cy3- und Cy5-Fluaresze
elektrischen Strom um, der weiter verstarkt wird. Die gemesSenmstarke korreliert direkt
mit der Cy3- bzw. Cy5-Fluoreszenz. Mit Hilfe der Software wundie ortsaufgeldste
Information fur die Cy3- und Cy5-Fluoreszenz anhand der numerischerte Véds
Fluorogramm bildlich dargestellt und im 16-bit-TIFF-Format elakisch gespeichert.
Hierdurch wurden die Roh-Fluoreszenz-Daten erhalten. Die "GemfgRay List™ (erstellt
von T. Polen) erlaubte eine Zuordnung jedes einzelnen detektierten pdid-3u dem
entsprechendenE. coli-Gen bzw. zu den entsprechenden Hybridisierungskontrollen
(genomischeE. coli-DNA, A-DNA und PCR-Produkte von Genen aGsrynebacterium
glutamicum). Die Daten wurden anschlieRend nach folgendem Schema analysiefthst
erfolgte eine Berechnung des Signal zu Rausch-VerhéltnissesCy3- und Cyb-
Fluoreszenzsignale  durch  Bildung des  Quotienten  Signalintegsigignal-
intensitégpothintergrund Wenn das  Signal/Rausch-Verhéltnis fiur die Cy3- und die Cy5-
Fluoreszenz kleiner als drei war, wurden die Signale als zuasthwngenommen, um
zuverlassig ausgewertet werden zu kdnnen und in weiteren Analys@nbericksichtigt
(Khodursky et al., 2000). Um die durch die Cy5-/Cy3-Fluoreszenz-Verhaltnisse
reprasentierten relativen mRNA-Spiegel verschiedener DNA-Chgeftinente besser
miteinander vergleichen zu kénnen, wurden die Werte normalisiesen& al., 1998). Die
Normalisierung der Ergebnisse erfolgte fir jeden DNA-Chip ahhdes Cy5-/Cy3-
Fluoreszenz-Verhaltnisses, das bei Hybridisierung der Sonden mihatomaler DNA von
E. coli MG1655 gemessen wurde und gleich 1 sein sollte (E&seh, 1998). Es wurde der
Korrekturfaktor ermittelt, der bei Multiplikation mit dem expeeintellen Ergebnis ein
Verhaltnis von 1 fir die chromosomale DNA ergab und die Verhaltniesegahspezifischen
Spots wurden dann mit diesem Faktor multipliziert (Khoduraksl., 2000). Fur die im
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Ergebnis-Teil angegebenen relativen RNA-Level wurden nur die durchPdagramm
GenePix 3.0 ermittelte "Ratio of Mean" berucksichtigt. Beruheneiaein von W. S. Gosset
(1876-1937) entwickelten statistischen Verfahren zur Berechnung von éheimighkeiten
beziiglich Ubereinstimmung oder Verschiedenheit zweier Datensidititgte fir Gene, deren
relativer mMRNA-Spiegel mehrfach bestimmt wurde, die Berechnungxlerten mit dem t-
Test (TTEST-Tabellenfunktion, EXCEL 2000, Microsoft). Dabei wurde $fieeuung der
mehrfach gemessenen und normalisierten Cy3-/Cy5-Fluoreszenzvedéltimes Gens mit
der Streuung der normalisierten Cy3-/Cy5-Fluoreszenzverhaltrges®mischer DNA
verglichen (Khodurskyet al., 2000). Veranderte relative mRNA-Spiegel von Genen mit p-
Werten >0,05 wurden als statistisch nicht signifikant verandgrérgéder der genomischen
DNA betrachtet. Ein p-Wert von 0,05 bedeutet, dass die ermittelativesi RNA-Level sich
mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % von den mRNA-Leveln genomischer DNA

unterscheiden.
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IV ERGEBNISSE

1  Charakterisierung des acetatauxotropherischerichia coli-Stammes YYC202

Ziel dieser Arbeit war die Konstruktion und Charakterisierung vekombinanten
Escherichia coli-Stammen, die Glucose mdglichst effizient in Pyruvat umeetzel diese
Verbindung dann ins Medium ausscheiden. Pyruvat ist in eine Vielzahl vaboken und
anabolen Stoffwechselwegen involviert, z.B. Glykolyse, GluconeogeneseinoAm
saurebiosynthesen etc., und daher ein zentrales Intermediat imaresllubtoffwechsel.
Glucose wird vorE. coli Uber das PEP-abhangige Phosphotransferase-System (PTS)System
in die Zelle aufgenommen und zu 80-90 % in der Glykolyse zu PyruvatsetagieDieses
wird dann einerseits fur Biosynthesen eingesetzt, der UberwieJaildeird jedoch unter
aeroben Bedingungen durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex zu-Boétydxidiert,
das dann seinerseits entweder im Citratzyklus zu, GXdiert oder fir Biosynthesen
verwendet wird. AulRer durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex kann Pguaahadurch
die Pyruvat-Oxidase (Pyruvat-Chinon-Oxidoreduktase) zu Acetat undo&i@ert werden,
wobei die Elektronen auf Ubichinon und nicht auf NAObertragen werden. Um also aus
E. coli einen effizienten Pyruvat-Produzenten zu machen, muss in ersierdi¢ oxidative
Decarboxylierung des Pyruvats blockiert werden. Ein Stamm,udgruad seines Genotyps
genau diese gewulnschte Eigenschaft aufweisen sollte, wurderirLiteeatur bereits
beschrieben, namlick. coli YYC202 (Georgiouet al., 1987). Dieser Stamm besitzt eine
Deletion der aceEF-Gene, die fiur die Pyruvat-Decarboxylase- und die
Dihydrolipoyltransacetylase-Komponente des Pyruvat-Dehydrogef@asplexes kodieren,
sowie weitere Mutationen in den Genen fur die Pyruvat-Oxidase (kaldiechpoxB), fur die
Pyruvat-Formiat-Lyase (kodiert durcpflB) und fur die Phosphoenolpyruvat-Synthetase
(kodiert durchpps), die zum Verlust der entsprechenden Enzymaktivitaten fuhren. Aufgrund
dieses GenotypMaceEF pfl-1 poxB1 pps-4 rpsL zbi::Tnl0) sollte E. coli YYC202 Pyruvat
nicht mehr zu Acetyl-CoA bzw. Acetat umsetzen kénnen und bei Wachsthi@lacose-

Minimalmedium Acetat bendtigen.
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1.1 Bestéatigung der Acetat-Auxotrophie von YYC202

In Abb. 6 ist das aerobe Wachstum yencoli YYC202 in M9-Glucose-Minimalmedium
ohne bzw. mit 2 mM Acetat gezeigt. In Anwesenheit von 2 mM Acette lYYC202 eine
Wachstumsrate von 0,37 *h und eine End-OR, von 0,7, wahrend in
Abwesenheit von Acetat kein Wachstum erkennbar war. Somit konnteAck¢at-
Auxotrophie von YYC202 bestatigt werden. Es wurde aul3erdem festjesddsth YYC202
nicht auf Acetat als alleiniger C-Quelle wachsen kann. Einelioh&gUrsache fur diesen
Phanotyp kénnte ein fehlender oder reduzierter Glyoxylatzyklus sele(s.1 und 7.2 bzw.
8.1)
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Abb. 6: Wachstum von E. coli YYC202 in M9-Glucose-Minimalmedium (10 mM Glucose) ohne (<)
bzw. mit 2 MM Na-Acetat (#).

1.2  Co-Verstoffwechselung von Glucose und Acetat durdh. coli YYC202

Bei Wachstum auf Glucose und Acetat verwegetcoli die beiden C-Quellen nicht
gleichzeitig, sondern setzt zuerst Glucose und anschlieRend ddat Aon (Walsh &
Koshland, 1984; Walsh & Koshland, 1985). Fur das Wachstum auf Acetahaigee C-
Quelle ist der Glyoxylatzyklus als anaplerotische Reaktion nésfle Bei fehlendem
Glyoxylatzyklus wirde Acetat durch den Citratzyklus vollstandigCO, umgesetzt und es
standen keine Intermediate des Citratzyklus fir Biosynthesen undr@lgenese zur
Verfigung. Etwa ein Drittel des gesamten Kohlenstoffes b@idVachstum auf Acetat durch
den Glyoxylatzyklus geleitet. Die Schlisselenzyme des Glyteghus, Isocitrat-Lyase und
Malat-Synthase, unterliegen einer Glucose-Repression (Walsh &ldfas 1985). Im
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folgenden wurde die Umsetzung von Glucose und Acetat durdh dati-Stamme MG1655
und YYC202 verglichen.

Wie in Abb. 7 dargestellt, zeigte MG1655 das in der Literatur tsefeeschriebene
Verhalten, d.h. zunachst wurde nur die Glucose umgesetzt und dabeigatelaet und erst
nach Verbrauch der Glucose wurde Acetat umgesetzt. Diesefilrtdem klassischen
diauxischen Wachstumsverlauf. Demgegenuber setzte YYC202 Glucose etal A&on
Beginn des Wachstum an parallel um. Die Wachstumskurve warcfolgicht diauxisch. Die
deutliche geringere End-OD wird durch die starke Pyruvat-Bildunghge@iehe unten). Die
parallele Verstoffwechselung von Glucose und Acetat durch YYC202utheuad der zuvor
beschriebenen Acetat-Auxotrophie erwartet worden war, zeigt, dassim Wildtyp
funktionierenden Regulationsmechanismen in YYC202 ausgeschaltet seimmQsseer
Glyoxylatzyklus unter den genannten Bedingungen aktiv ist, wurde nitddgtge Auffallig
war, dass nach Verbrauch der Glucose das Wachstum stoppte, obwohl nochAdetai
vorhanden war und auch verstoffwechelt wurde.
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Abb. 7: Vergleich der Umsetzung von Glucose (®, ~11 mM) und Acetat (¢, ~12 mM) durch MG1655
(A) und YYC202 (B) bei Wachstum (ODgy, <) in Minimalmedium. MG1655 setzte die Glucose mit
einer maximalen Rate von 4,2 pumol min™ (mg Protein)'l um. Acetat wurde zunachst mit einer

maximalen Rate von 1,3 pmol min™ (mg Protein)'l gebildet und anschlieRend mit einer maximalen



44 ERGEBNISSE

Rate von 0,6 pmol min™ (mg Protein)'l wieder umgesetzt. Pyruvat wurde nicht gebildet. YYC202
setzte Glucose mit einer maximalen Rate von 3,7 umol min™* (mg Protein)'1 um und Acetat mit einer
maximalen Rate von 2,8 pmol min™ (mg Protein)™. Pyruvat (A) wurde mit einer maximalen Rate von
3,9 pmol min™ (mg Protein)™ gebildet. Die Proteinkonzentration zur Bestimmung der spezifischen

Raten wurde nach folgender Formel berechnet: ODgg = 1,4 = 0,15 mg Protein/ml.

1.3 Acetat-Toleranz vonE. coli YYC202

Untersuchungen mit demE. coli-Wildtyp-Stamm MG1655 ergaben, dass Acetat-
Konzentrationen >10 mM die Wachstumsrate und die Zellausbeute vemridgeénendisch,
personliche Mitteilung). Um zu Uberprifen, ob diese Effekte auch beiadetatauxotrophen
Stamm YYC202 auftreten, wurde das Wachstum in LB-Medium mit vadehen Acetat-

Konzentrationen getestet.
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Abb. 8: Vergleich der End-ODggo (A) und der maximalen Wachstumsrate (Umax, B) von MG1655 (<)
und YYC202 (A) bei Wachstum auf LB-Medium mit unterschiedlichen Na-Acetat-Konzentrationen. Die
Stamme wurden in 500-ml-Erlenmeyerkolben mit zwei Schikanen und 50 ml LB-Medium bei 37 und
140 U.p.m. inkubiert.

Wie in Abb. 8 zu sehen, gab es sowohl beziiglich der Zellausbewachidbezuglich der
Wachstumsrate sehr deutliche Unterschiede zwischen MG1655 und YYC28&igHi
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Acetat-Konzentrationen bis zu 5 mM fihrten bei MG1655 noch zu einergéiggigen
Zunahme der End-OD, bei héheren Konzentrationen kam es dagegen zdrastschen
Abnahme und bei 50 mM Acetat war das Wachstum praktisch voélligenget.
Demgegeniber war die Zellausbeute von YYC202 ohne Acetat cirazh féainger als die
von MG1655, nahm aber mit steigenden Acetat-Konzentrationen kontinuieuictBei
50 mM Acetat schlie3lich erreichte YYC202 die gleiche End-OD, M@&1655 maximal
erreicht hatte (bei 5 mM Acetat). Hohere Acetat-Konzentratidner200 mM fihrten dann
wieder zu einer leichten Abnahme der End-OD. Die maximale Wauoksate von YYC202
in LB-Medium ohne Acetat war etwa 60 % geringer als die von MG165%réid jedoch
bei MG1655 die Wachstumsrate mit steigenden Acetat-Konzentratigoatinuierlich
abnahm, war bei YYC202 bis zu einer Konzentration von ~5 mM AcetatZeinehme der
Wachstumsrate zu beobachten, erst bei hoheren Konzentrationen kam esudeimer
stetigen, langsamen Abnahme der Wachstumsrate. Diese Ergebgigsn, dass der Stamm
YYC202 deutlich resistenter gegenuber Acetat ist als der Stamm MG1655.

2 Versuche mit wachsendelk. coli YYC202-Kulturen

2.1 Pyruvat-Bildung durch E. coli YYC202

Zunachst erfolgte eine Charakterisierung aerob wachsender YYGQR2@2Ainsichtlich
ihrer Pyruvat-Bildungseigenschaften. Wie in Abb. 9 gezeigt, prodazi¥lyC202 bei
Wachstum in M9-Minimalmedium mit 11 mM Glucose und 2 mM Acetat 15 Rvuvat.
Die erreichte Pyruvat-Ausbeute von 1,4 Mol Pyruvat/Mol Glucose lagtaseuatlich héher
als bei den in der Einleitung beschriebenen liponsaureauxotrdpheadli-Stammen, die
lediglich 1,2 Mol Pyruvat/Mol Glucose produzierten (Yokataal., 1994a; Yokoteet al.,
1994b; Yokotaet al., 1997). Die Verwendung von PAN-Minimalmedium (Raral., 1987)
anstelle von M9-Minimalmedium ergab nahezu identische Resultatlassdiir die weiteren

Versuche M9-Minimalmedium verwendet wurde.
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Abb. 9: Wachstum (<), Glucose-Umsetzung (®) und Pyruvat-Bildung (A) bei Kultivierung von
YYC202 in M9-Minimalmedium mit 11 mM Glucose und 2 mM Acetat (¢). Der pH-Wert blieb konstant
bei pH 7. Dabei wurden maximal 0,75 pumol Glucose min™ (mg Protein)'1 und 0,07 pumol Acetat min™
(mg Protein)™ verbraucht sowie 0,65 pmol Pyruvat min™ (mg Protein)™ gebildet. Es wurde kein Lactat
(A) gebildet. Die Pyruvat-Ausbeute betrug ~1,4 Mol Pyruvat/Mol Glucose.

2.2 Einfluss der Acetat-Konzentration auf Wachstum und Pyruvat-Prodition

Um den Einfluss der Acetat-Konzentration auf Wachstum und Pyruvéiijl zu
untersuchen, wurden Versuche mit 1 mM, 2 mM, 6 mM und 10 mM Acetat sowe ohn
Acetat durchgefuhrt. Wie in Abb. 10 und Tab. 8 dargestellt, warechg%am und Pyruvat-
Bildung abhangig von der eingesetzten Acetat-Konzentration. Bethglei Glucose-
Ausgangskonzentration fuhrten steigende Acetat-Konzentrationen zu éidleeren
Zellausbeute, einer htheren Wachstumsrate und einer geringerevatPAusbeute. Die
Acetat-Konzentration erwies sich also als kritischer Pat@mzeir Regulation von Wachstum
und Pyruvat-Bildung. Unter Acetat-limitierenden Bedingungen wurdenzhisl,7 Mol
Pyruvat/Mol Glucose gebildet.



ERGEBNISSE 47

1.6 1
1.2
A 0.8
(@)
0.4 -
0.0 -
0 2 4 6 8
Zeit (h)

Abb. 10: Wachstum von YYC202 in M9-Minimalmedium mit 10 mM Glucose und verschiedenen
Acetat-Konzentrationen. Es wurden 0 mM (O), 2mM (<), 4mM (H), 6 mM (A) bzw. 10 mM (@)

Acetat zugesetzt.

Tab. 8: Maximale Wachstumsrate, ODgyo und Pyruvat-Ausbeute von E. coli YYC202 in M9-

Minimalmedium mit 10 mM Glucose und verschiedenen Acetat-Konzentrationen.

Acetat-Konzentration Maximale OQyo Maximale PyruvatAusbeute

Wachstumsrate (Mol Pyruvat/Mol Glucose)

1 mM 0,6 0,451 1,7
2 mM 1,0 0,69 fh 1,5
6 mM 1,2 0,771 1,4
10 mM 1,5 0,811 1,3

2.3 Einfluss der Glucose-Konzentration auf Wachstum und Pyruvat-Prodktion

Um den Einfluss hoherer Glucosekonzentrationen auf das Wachstum und ahatPyr
Bildung von YYC202 zu untersuchen, wurden Wachstumsversuche in M9-Minimaimedi
mit 60 mM Glucose und 11 mM Acetat sowie mit 106 mM Glucose und 21 mMatAcet
durchgefuhrt. In Abb. 11 ist exemplarisch die Glucose-UmsetzurtpbenM dargestellt. Es
stellte sich heraus, dass die zugesetzte Glucose nicht vollstéadicaucht wurde. Die
Bildung von Pyruvat (Ma 2,5) und Lactat (g, 3,9) fihrte zu einer Ansauerung des Mediums
von pH 7,0 auf pH 5,0, was den Glucose-Verbrauch stoppte und eine Hemmung des
Wachstums bewirkte. AuRerdem sank im Vergleich zu dem in 2.1 dditgestexperiment
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sowohl die spezifische Glucose-Verbrauchsrate als auch dieisgleziPyruvat-Bildungsrate.
Die Pyruvat-Ausbeute sank ebenfalls um ~30 %.
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Abb. 11: Wachstum, pH, Glucose- und Acetat-Verbrauch (A) sowie Pyruvat- und Lactat-Bildung (B)
bei Wachstum von YYC202 in Minimalmedium mit 106 mM Glucose und 22 mM Acetat. Es wurden
maximal 0,27 pmol Glucose min™ (mg Protein)'l und 0,34 umol Acetat min™ (mg Protein)'1 verbraucht
sowie 0,42 pmol Pyruvat min™ (mg Protein)'l gebildet. Es wurde kein Lactat gebildet. Die Pyruvat-
Ausbeute betrug ~1,1 Mol Pyruvat/Mol Glucose. Die Proteinkonzentration zur Bestimmung der
spezifischen Raten wurde nach folgender Formel berechnet: ODgoy = 1,4 = 0,15 mg Protein/ml. Es

wurden folgende Symbole verwendet: Glucose (@), ODggo (<), Pyruvat (A), Acetat (@), Lactat (A),
pH (O).

Die Produktion von Lactat fuhrte zu einer geringeren Pyruvat-Austieuteveiterer Grund
hierfur war, dass ein Teil des verbrauchten Kohlenstoffs fur die Piodukbn mehr
Biomasse verwendet wurde. Diese Anteile am Kohlenstoff sindvaokaltnismafig gering,
denn ~42 % des verbrauchten Kohlenstoffs wurden keinem Produkt zugeordned)(Bei

den Versuchen mit 11 mM Glucose waren es im Gegensatz dazu nur 25%. A
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Nebenprodukte kommen unter anderem Aminosauren in Betracht, da in denmdeteme

Medium unter anderem 7,6 mM Ammoniumchlorid vorhanden war, welches alselQu

benutzt werden kann. Die Aminoséure Alanin kann durch eine Aminosaurearemestlirekt

aus Pyruvat gebildet werden. Untersuchungen der 50-Stunden-Probe (100 mMe)zlucos

mittels HPLC und BNMR lieferten jedoch widerspriichliche Ergebnisse. HPLC-Analyse

zeigten, dass genau zur selben Retentionszeit wie bei demndetere Alanin-Standard ein

Peak detektiert wurde, der einer Endkonzentration von etwa 5 mM Alasiorectien hatte.

Zur Identifizierung weiterer Nebenprodukte wurde dieselbe Probefalseeiner H-NMR-

Analyse unterzogen. Dabei konnten allerdings keine weiteren Nebenmodekitifiziert

werden. Aul3erdem wurde fur Alanin kein NMR-Signal detektiert. Emgymatische Alanin-

Bestimmung bestatigte, dass kein Alanin gebildet wurde. Durchrdigetzung von Glucose-

6-Phosphat im Pentosephosphatweg kdonnte &I©weiteres Nebenprodukt gebildet werden.

Durch fehlende analytische Messtechniken konnte dieses im Schlltéglikersuch nicht

nachgewiesen werden.

Tab. 9: Vergleich der Kohlenstoff-Bilanzen bei Wachstum von YYC202 in Minimalmedium mit 11 mM

Glucose und 2 mM Acetat bzw. mit 106 mM Glucose und 21 mM Acetat. Der C-Gehalt der Biomasse

wurde wie folgt berechnet: ODgog = 1,4 = 0,15 mg C/ml. * Die Angaben fiir die Zellbildung sind in

mg/ml. Die maximal erreichte ODgyq betrug 1 bzw. 1,32.

11 mM Glucose/2 mM Acetat

106 mM Glucose/21 mM Acetat

mM mmol C < mmol C mM mmol C ¥ mmol C
Glucose-Verbrauch 10,8 6,5 32,3 19,4
Acetat-Verbrauch 2,0 0,4 6,9 (100%) 21,9 4,2 23,6 (100 %)
Biomasse 0,11* 0,9 0,131 1,1
Lactat-Bildung 0,0 0,0 2,2 0,7
Pyruvat-Bildung 15,0 4,5 54 (78%) 39,3 11,8 13,6 (58 %)
Differenz C 15 (22 %) 10,0 (42 %)
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3 Versuche zur Glucose-Umsetzung mit Zellsuspensionen vancoli YYC202

3.1 Einfluss des pH-Wertes auf die Pyruvat-Bildung durch Zellsuspesionen

Bei Wachstum vork. coli in Glucose-Minimalmedium werden circa 50 % der verbrauchten
Glucose fur die Biosynthese von neuem Zellmaterial verwendet @1ol896). Eine
maximale Pyruvat-Ausbeute, d.h. 2 Mol Pyruvat/Mol Glucose, ist also mit nicht-
wachsenden Zellen mdglich. Daher erfolgte neben der Charadtengi von wachsenden
YYC202-Zellen auch die Untersuchung von Zellsuspensionen (nicht-wachsabee
metabolisch aktive Zellen). Zu diesem Zweck wurden Zellen, die mnhdlmedium mit
Glucose und Acetat kultiviert worden waren, in einem Puffer mic@e resuspendiert, der
weder Acetat noch weitere Nahrstoffe, wie z.B. Stickstoff- undw®felquellen, enthielt.
Zunachst wurde der Einfluss verschiedener Puffersubstanzen acbséiVerbrauch und
Pyruvat-Bildung durch Zellsuspensionen getestet. Dabei wurde 100 mM Kalbsphat-
Puffer pH 7, MOPS-Puffer pH 7 (mit NaOH eingestellt) und -Pigfer pH 7 (mit HCI
eingestellt) mit jeweils 10 mM Glucose eingesetzt, digdbetrug jeweils etwa 1. In MOPS
und Phosphat-Puffer wurden Ausbeuten von 1,8 und 1,4 Mol Pyruvat/Mol Glucoséterreic
in Tris-Puffer dagegen nur 0,6 Mol Pyruvat/Mol Glucose. Ursachdiége Diskrepanz war
der pH-Wert, der im Fall von MOPS und Phosphat konstant bei 7 blieb, vdéérdei Tris
auf 6 sank. Daher wurde in einem weiteren Versuch die AbhangigkeitGlucose-
Umsetzung vom pH-Wert getestet. Um einen Einfluss der Puffessubstuszuschliel3en,
wurde in diesem Fall ein Puffergemisch bestehend aus 50 mM MES=(6KL5), 50 mM
MOPS (pk, = 7,2) und 50 mM TRICINE (pK= 8,12) verwendet, dass auf pH-Werte von 6,0,
6,5, 7,0, 7,5 und 8,0 eingestellt wurde. Dem Puffergemisch wurde 10 mM Ghugpssetzt
und die YYC202-Zellen zu einer QB3 von circa 1 resuspendiert.

Tab. 10 zeigt, dass die Glucose-Umsetzung durch Zellsuspensionen ©ROX YoH-
abhangig war. Bei pH >7 sank die Pyruvat-Ausbeute deutlich, walsierich Bereich von
pH 6 — 7 konstant blieb. Es konnte allerdings nicht festgestellt werdenaws der Glucose
entsteht, die nicht zu Pyruvat umgesetzt wurde. Durch HPLC-An#gtikte nur festgestellt
werden, dass keine weiteren organischen Sauren, wie Lactat getuckin. Es konnte
bestétigt werden, dass Zellsuspensionen hdohere Ausbeuten als wachsksmdieferten.
Unter optimalen Bedingungen (pH 7) konnte sogar eine fast vollstahdfigeetzung der

eingesetzten Glucose zu Pyruvat erzielt werden (Abb. 12).
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Abb. 12: Glucose-Verbrauch (@) und Pyruvat-Bildung (A) durch eine Zellsuspension von YYC202
(ODggo = 0,75,(<>)) in einem Puffergemisch (je 50 mM MES, MOPS, und TRICINE, eingestellt auf pH

7) mit 8 mM Glucose.

Tab. 10: Pyruvat-Ausbeute durch YYC202-Zellsuspensionen in Abh&ngigkeit vom pH-Wert. In

Glucose-Minimalmedium mit Acetat kultivierte Zellen wurden in 0,9 % NaCl gewaschen und in einem
Puffer aus 50 mM MES, 50 mM MOPS und 50 mM TRICINE mit ~10 mM Glucose zu einer ODgyg VON

1 resuspendiert (50 ml Zellsuspension in 500-ml-Erlenmeyer-Kolben mit zwei Schikanen) und bei

37T und 160 U.p.m. inkubiert. Wahrend der Experime nte sank der pH-Wert jeweils um 0,4 Einheiten.

Die Glucose wurde aber vollstandig verstoffwechselt. Die Werte stellen Mittelwerte aus drei

unabhéngigen Experimenten dar.

pH Pyruvat-Ausbeute [Mol Pyruvat/Mol Glucose]

6,0
6,5
7,0
7,5
8,0

1,84+ 0,07
1,87+ 0,06
1,83+ 0,15
1,51+ 0,15
1,50+ 0,14

3.2 Einfluss der Zelldichte auf die Pyruvat-Produktion durch Zelsuspensionen

In weiteren Versuchen wurde der Einfluss héherer Zelldichten auGllicose-Umsetzung

untersucht. Dabei zeigte sich, dass bei einer achtfachen Erhéhu@dpgle von 0,7 auf 5,8

die spezifische Glucose-Verbrauchsrate annéhernd konstant blb@6umol min* (mg

Protein)’), dass jedoch bis zur vollstandigen Umsetzung der Glucose (10 mM)cGia@e7
mM Pyruvat auch circa 7 mM Lactat gebildet wurde (Abb. 13). Das Lacitate in der Folge

langsam wieder zu Pyruvat umgesetzt. Dies deutet darauf hsreddsei hohen Zelldichten
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zu Sauerstoffmangel kam, der dazu fihrte, dass NADH nicht chebh die Atmungskette
reoxidiert wurde, sondern durch Reduktion von Pyruvat zu Lactat durch dé-Bl#hangige
Lactat-Dehydrogenase. Fur die im Vergleich zur LactadtBiy deutlich langsamere Lactat-
Oxidation kénnte es zwei Griinde geben: (i) die Oxidation mit NAB Elektronenakzeptor
ist thermodynamisch sehr unginstig und das konnte sich auf die Regésicmsindigkeit
auswirken, (ii) die Oxidation mit Ubichinon als Elektronenakzeptorthistmodynamisch
glnstig, erfordert aber die Aktivitat eine separaten Enzymsgchliapnabhéangigen Lactat-
Dehydrogenase, die normalerweise erst bei Wachstum auft liadteziert wird und daher
wahrscheinlich nur in geringer Aktivitat in den Zellen vorhanden iathN\dem vollstandigen
Glucoseverbrauch (10 mM) wurden nur je 7 mM Pyruvat und Lactat gekalceEnde des
Versuchs aber 18 mM Pyruvat. Dies deutet darauf hin, dass wahme@tudese-Umsetzung
neben Pyruvat und Lactat noch ein weiteres Zwischenprodukt entstandemusss, das
spater ebenfalls zu Pyruvat umgesetzt wurde. Untersuchungedehsiispensionen mit
ODsoo ~3 ergaben vergleichbare Resultate zu den Versuchen ms ©b,8.
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Abb. 13: Glucose-Verbrauch (@) sowie Pyruvat- (O) und Lactat-Bildung (V) durch eine YYC202-
Zellsuspension (50 ml in einem 500-ml-Erlenmeyer-Kolben mit 2 Schikanen) mit einer ODgg vVOn 5,8,
die bei 37T und 160 U.p.m. inkubiert wurde. Die Z ellen wurden in einem Puffer (pH 7) aus 50 mM
MES, 50 mM MOPS und 50 mM TRICINE inkubiert, der 10 mM Glucose enthielt.

3.3 Umsetzung hoher Glucose-Konzentrationen (100 mM) durch Zellsuspgonen

Fur die Umsetzung hoher Glucose-Konzentrationen (100 mM) durch Zellsuspamsion
E. coli YYC202 musste die Kapazitat des eingesetzten Puffers erhdtieényaeim eine durch

Ansauerung bedingte Hemmung der Glucose-Umsetzung zu verhinderngEsicte dass
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die Puffer-Kapazitat von 0,2 M MOPS nicht ausreichte. Der pH sanknfé@nglich pH 7 auf
pH 5 und als Folge davon kam es zu einem Stop der Glucose-Umsetzung. Es wurd&a nur et
68 mM der zugesetzten Glucose umgesetzt. AulRer 50 mM Pyruvat watderM Lactat
gebildet, das aber anders als bei den vorher beschriebenen Expamimefit wieder zu
Pyruvat umgesetzt wurde. Fir die in Abb. 14 dargestellten Versuatgen die Zellen in
0,5M bzw. 1 M MOPS-Puffer pH 7 mit ~100 mM Glucose suspendiert, und zwamer
ODgoo Von 7. Bei Verwendung von 0,5 M bzw. 1 M MOPS-Puffer kam es zwar aueimeu
Ansauerung auf pH 6,3, die Glucose wurde aber vollstandig verstoffiviteddieeRate der
Glucose-Umsetzung war in 1 M MOPS auf 20 % der Rate in 0,5 M M@EBziert
(Tab. 11), d.h. die hohe MOPS-Konzentration hemmte den Stoffwechsel bzwneidee
beteiligten Reaktionen betréchtlich.

Die Pyruvat-Ausbeute in 0,2 M, 0,5 M und 1,0 M MOPS-Puffer lag bei 0,8, 1,2 und
1,2 Mol Pyruvat/Mol Glucose. Unter der Annahme, dass das gebildetat haietder zu
Pyruvat umgesetzt werden kann, liegen die Ausbeuten bei 1,2, 1,3 und 1,5rMatijol
Glucose. Das bedeutet, dass ein betrachtlicher Teil der Gluooseinem anderen
unbekannten Produkt umgesetzt wurde. Ein nachfolgender Versuch in esremenker
deutete darauf hin, dass nur ein Bruchteil des fehlenden Kohlens®ffSGalfreigesetzt

wurde.
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Abb. 14: Glucose-Verbrauch (@) sowie Pyruvat- (A) und Lactat-Bildung (A) durch Zellsuspensionen
von YYC202 (ODggo = 7) in 0,5 M MOPS-Puffer pH 7 (A) und 1 M MOPS-Puffer pH 7 (B) mit ~100mM
Glucose. Die Suspensionen (50 ml) wurden in 500-ml-Erlenmeyer-Kolben mit 2 Schikanen bei 37C
und 160 U.p.m. inkubiert. Der pH-Wert sank in beiden Versuchen von pH 7 auf pH 6,3.
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Tab. 11: Maximale Glucose-Aufnahmerate und maximale Pyruvat- und Lactat-Bildungsrate in
YYC202-Zellsuspensionen bei unterschiedlichen MOPS-Konzentrationen. Es wurden jeweils

~100 mM Glucose zugefiigt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus jeweils zwei Versuchen.

0,2M MOPS 05M MOPS 1M MOPS

maximale Glucose-Verbrauchsrate [pmol Glucose min™ 0,24 + 0,02 0,31 +0,01 0,06 £ 0,00
(mg Protein)™]

maximale Pyruvat-Bildungsrate [umol Pyruvat min™ (mg 0,29 + 0,04 0,28+0,00 0,04 +0,00
Protein)™]

Pyruvat-Ausbeute [Mol Pyruvat/Mol Glucose] 0,80 £ 0,10 1,20+0,30 1,20+0,03

3.4  Glucose-Umsetzung durch Zellsuspensionen véncoli YYC202 im Fermenter

Wenn Glucose nicht Gber die Glykolyse, sondern tber den oxidativen &@msphatweg
verstoffwechselt wird, entsteht Gies fuhrt zu einer Reduktion der Pyruvat-Ausbeute. Um
zu bestimmen, wieviel CObei der Umsetzung von Glucose durch Zellsuspensionen von
YYC202 entsteht, wurde ein Versuch in einem Fermenter mit-Al@asanalytik
durchgefuhrt. AulBerdem konnte dabei der pH-Wert und die Sauerstofu8g§ der
Suspension automatisch reguliert werden. Wie in Abb. 15 gezeigt, lageaiessene CO
Bildungsrate wahrend des gesamten Versuchs relativ konstar@,®Bejimol min' (mg
Protein)*. Die Glucose-Verbrauchsrate betrug in den ersten 5 h p@®4 min* (mg
Protein)?, in der Folge nur noch etwa 0,fiinol min* (mg Protein) (Tab. 12) Das deutet
darauf hin, dass in der Anfangsphase etwa 12 % der Glucose Uber ditiveri
Pentosephosphatweg verstoffwechelt wurde, in der spateren Ehage 36 %. In der
Gesamtbilanz wurden 4,4 % des verbrauchten Kohlenstoffs aus der GlusosgOa
wiedergefunden (Tab. 13). Trotz der konstant hohen Sauerstoffsattigumnig \@uch in
diesem Versuch Lactat als Nebenprodukt gebildet. Die deutetfdmnadass die Aktivitaten
der Atmungskettenenzyme und nicht der Sauerstoff limitierend éiNADH-Oxidation war
und das die D-Lactat-Dehydrogenase auch unter aeroben Bedingungémim $YC202
stark aktiv war. Die Pyruvat-Ausbeute lag bei 1,0 Mol Pyruvat/Ktlcose, unter der
Annahme das Lactat wieder zu Pyruvat umgesetzt wirde bei 1,7 Mola®ol Glucose.
88 % des verbrauchten Kohlenstoffs konnte in Form von Pyruvat, Lactat asd C
wiedergefunden werden, d.h. die Kohlenstoffbilanz war deutlich geschlossisna den

vorangegangenen Versuchen.
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Abb. 15: Glucose-Verbrauch (@) sowie Pyruvat- (¥), Lactat- (V) und CO,-Produktion (O) durch eine
Zellsuspension von E. coli YYC202 (ODgy 3,3) in einem 2-l-Fermenter (KLF2000, Bioengineering,
Wald, Schweiz). Die Zellsuspension (1 I, 50 mM MOPS-Puffer, 118 mM Glucose) wurde bei 37<C und
550 U.p.m. inkubiert. Der pH wurde durch Titration mit NaOH konstant bei pH 7,0 gehalten und die
Sauerstoffsattigung durch Regelung der Luftzufuhr bei durchschnittlich 76 %.

Tab. 12: Maximale Substrat-Verbrauchsrate und Produktbildungsraten bei der Umsetzung von
Glucose durch YYC202-Zellsuspension im Fermenter (KLF2000, Bioengineering, Wald, Schweiz). Der
pH wurde durch Titration mit NaOH konstant bei pH 7,0 gehalten und die Sauerstoffsattigung durch
Regelung der Luftzufuhr bei durchschnittlich 76 %.

[umol (mg Proteirj min™]

spezifische Glucose-Verbrauchsrate4s 0,34
spezifische Glucose-Verbrauchsrate s 0,11
spezifische Pyruvat-Bildungsrate-tt;o 0,23
spezifische Pyruvat-Bildungsratg + te 0,09
spezifische Lactat-Bildungsratg-t ts 0,08
spezifische C@Bildungsrated— te 0,04

Tab. 13: Kohlenstoff-Bilanz bei der Umsetzung von Glucose durch YYC202-Zellsuspension im
Fermenter (KLF2000, Bioengineering, Wald, Schweiz). Der pH wurde durch Titration mit NaOH
konstant bei pH 7,0 gehalten und die Sauerstoffsattigung durch Regelung der Luftzufuhr bei
durchschnittlich 76 %.

mmol mmol C > mmol C
Glucose-Verbrauch 76,5 458,8 459 (100 %)
Lactat-Bildung 49,3 147,8
CO,- Bildung 20,4 20,4
Pyruvat- Bildung 77,8 233,4 402 (87,5 %)

Differenz C 57 (12,5 %)
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4  Konstruktion und Charakterisierung einesE. coli YYC202-Stammes mit fehlender

D-Lactat—Dehydrogenase-Aktivitat (YYC202dhA)

E. coli besitzt drei verschiedene Lactat-Dehydrogenasen (LDH). Zweondaind
membranassoziierte Enzyme, die D- bzw. L-Lactat irrevergibé?yruvat umsetzen und die
Reduktionsaquivalente auf Ubichinon oder Menachinon Ubertragen (Garvie, 19869. Die
Enzyme werden bei Wachstum auf Lactat bendétigt. Die dritte [SDEin NAD -abhangiges,
D-Lactat-spezifisches Enzym, welches D-Lactat aus Pyhilgdt (Tarmy & Kaplan, 1968a;
Tarmy & Kaplan, 1968b). Die Synthese dieser fermentativen, didinéhkodierten LDH wird
durch eine Kombination aus Anaerobiose und Saure induziert (Bairalh 1997). Unter
aeroben Bedingungen gibt es eine pH-unabhangige Basis-ExpressiogefJal., 2001).
Pyruvat ist nicht nur Substrat der NARbhangigen LDH, sondern wirkt auch als
allosterischer Aktivator des Enzyms (Pecberl., 1983; Tarmy & Kaplan, 1968b) und als
Induktor seiner Synthese. Eine neuere Arbeit zeigte, dass PylievExpression delslhA-
Gens zwei- bis vierfach stimuliert (Jiaegal., 2001). DeK,-Wert fur Pyruvat liegt je nach
pH-Wert zwischen 4,4 mM (pH 6,7) und 7,2 mM (pH 7,5) (Tarmy & Kaplan, 1968bgeDie
Konzentrationen werden inE. coli-Wildtyp-Stammen unter aeroben Bedingungen
normalerweise wohl nicht erreicht. Im Stamm YYC202 dagegen wiighand der Blockade
des Pyruvat-Abbaus dessen Konzentration wahrscheinlich deutlich g&ileals in einem
Wildtyp-Stamm und dann sowohl eine verstarkdbA-Expression als auch eine erhohte
Aktivitat des Enzyms bewirken. Damit lasst sich die signifikahtectat-Bildung bei
Kultivierung von YYC202 mit hohen Glucose-Konzentrationen erklaren.

Um die Bildung des Nebenprodukts Lactat zu unterbinden, wurde versushdhdaGen
im Stamm YYC202 zu deletieren bzw. zu inaktivieren. Die VersucheDelation mit der
von Link et al. (1997) beschriebene Methode mit dem Plasmid pKO3 waren nicht erébigr
Es konnte zwar ein pKO3-Derivat mit einem 1,2-kb-,Crossover‘-PCRtReat konstruiert
werden, das diddhA-flankierenden Bereiche umfasste (pK@BA), die Integration des
Plasmids in das Chromosom vancoli MG1655 oder YYC202 gelang jedoch nicht. Daher
wurde alternativ versucht, einelhA-Mutante von YYC202 mittels Rir Transduktion
(Silhavy et al., 1984) zu konstruieren. Als Donor diente dabei der Stamm NZN117
(IdhA::Kan) (Bunchet al., 1997), in dem daklhA-Gen durch Insertion eines Kanamycin-
Resistenzgens inaktiviert wurde. Die erfolgreiche Transduktion in Stamm YYC202
wurde durch eine Southern-Blot-Analyse bestétigt (Abb. 16). Mit eiDEBamarkierten 2,2-
kb-DNA-Fragment desdhA-Gens (entspricht dem PCR-Produkt mit den Primern No-ldhA-S
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und Co-ldhA-S) als Sonde wurde mcoRI/Hindlll-verdauter chromosomaler DNA des
Ausgangsstammes YYC202 erwartungsgemald nur ein einziges Rtagomell kb L&nge
nachgewiesen. I&coRI/Hindlll-verdauter chromosomaler DNA des Donorstammes NZN117
und von YYC20KhA wurden dagegen zwei Fragmente von 6,2 kb und 6,8 kb Lange
detektiert, da in diesen Stammen durch die Insertion der Kanaiigssette indhA eine
Hindlll-Schnittstelle hinzugefligt wurde. Mit einem DIG-mark&r 0,7-kb-Fragment des
Kanamycin-Resistenzgens aus NZN117 (entspricht dem PCR-Produdé¢mirimern KAN-

for 1.1 und KAN-rev 2.1) wurde erwartungsgemal kein Signal in YYC20@geaviesen, in
YYC202dhA und NZN117 dagegen konnten wiederum Fragmente von 6,2 kb und 6,8 kb
Lange detektiert werden.

1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 bp

- _— pe— - 21226
-t

o ona - e — 9416
- — . H = — (557
ss — 5000
s — 4100
— 3530
— 2322
— 2000
— 1584

Abb. 16: Southern-Blot-Analyse (Southern, 1975) von YYC202ldhA (siehe vorherige Seite). Die
Spuren 1, 5, 6 und 10 enthalten je 75 ng DIG-markierten DNA-Standard Il und Il (Roche Diagnostics).
Die Spuren 2 und 7 enthalten chromosomale DNA von YYC202, die Spuren 3 und 8 chromosomale
DNA von YYC202IdhA und die Spuren 4 und 9 chromosomale DNA von NZN117. Pro Spur wurden
jeweils 15 ug chromosomale DNA aufgetragen, die mit EcoRI und Hindlll verdaut worden war. Die
DNA-Fragmente wurden auf einem 1 %-igen Agarosegel aufgetrennt und nach Denaturierung auf eine
Nylon-Membran geblottet. Der Blot mit den Spuren 1-5 wurde mit einem DIG-markierten 668-bp-
Fragment des Kanamycin-Resistenzgens aus NZN117 hybridisiert, der Blot mit den Spuren 6-10 mit
einem DIG-markierten 2153-bp-DNA-Fragment des IdhA-Gens.

Zur phanotypischen Charakterisierung dehA-Mutante wurde zunéchst die NAD
abhangige Lactat-DH-Aktivitat (LdhA-Aktivitat) von YYC202 und YYCZ2@BA nach 6-
stundiger Kultivierung in LB-Medium mit 0,4 % (w/v) Glucose bestimiazu wurden
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zellfreie Extrakte hergestellt, die Membranfraktion durch @&rdrifugation entfernt und die
l6sliche Fraktion in einen Enzymtest eingesetzt, bei dem diergtabhangige Oxidation von
NADH zu NAD" photometrisch anhand der Abnahme der Extinktion bei 340 nm gemessen
wurde (Bunchet al., 1997). Mit diesem Test wurde ermittelt, dass der Stamm YY @262
hohe LdhA-Aktivitat von etwa 3 pmol min(mg Protein) besitzt, wahrend YYC20&hA
erwartungsgeman praktische keine LdhA-Aktivitit mehr aufwies {<@ol min® (mg
Protein)Y).

Aufgrund seines Genotypf\dceEF pfl-1 poxB1l pps-4 rpsL zbi:Tnl0 |dhA::Kan) sollte
E. coli YYC202dhA Pyruvat nicht mehr zu Acetyl-CoA bzw. Acetat umsetzen kdénnen und
bei Wachstum auf Glucose-Minimalmedium genau wie der StamMC202 Acetat
bendtigen. Es konnte gezeigt werden, dass der Stamm YY@202auf Glucose-
Minimalmedium-Platten in Anwesenheit von 2 mM Acetat wachst, @rithin Abwesenheit
von Acetat kein Wachstum erkennbar war. Somit konnte auch die Aaetatrophie von
YYC202dhA bestatigt werden.

In weiteren Versuchen konnte gezeigt werden, dass durch die InakityideddhA-Gens
die Bildung des Nebenprodukts Lactat vollig unterbunden wurde und dadurttibidadhere
Pyruvat-Ausbeuten erzielt werden konnten. Bei dem in Abb. 17 gezeigteyei¢e der
Glucose-Umsetzung durch Zellsuspensionen bildete YYC202 (bedingt durdandsame
Oxidation von Lactat zu Pyruvat) innerhalb von 100 Stunden aus 100 mM Glucose 140 mM
Pyruvat, wahrend YYC20@hA bei nur halber Zelldichte innerhalb von 25 Stunden aus
88 mM Glucose 150 mM Pyruvat produziert. Die Ausbeute konnte somit um 21 étggest
werden. Die spezifische Glucose-Verbrauchsrate von YYI@BB2var geringer als die von
YYC202, was darauf hindeutet, dass in Abwesenheit des ,NADH-Uberfiusistd_actat-
Dehydrogenase der Fluss durch die Glykolyse reduziert wird, dtediglleicht durch einen
hoheren NADH-Spiegel in der Zelle. B. Zeliinstitut fir Biotechnologie 2) konnte zeigen,
dass YYC20®IhA auch in Fed-Batch-Fermentationen kein Lactat, aber bis zu 700 mM
Pyruvat produzierte, wahrend YYC202 unter vergleichbaren Bedingungen neben 500 mM
Pyruvat auch ~300 mM Lactat bildete.

Um zu zeigen, dass dighA-Mutation allein fiir die Bildung von Pyruvat aus Glucose nicht
ausreicht, wurde der fir die Transduktion benutzte Donorst&mroli NZN117 (Bunchet
al., 1997) in Minimalmedium mit 10 mM Glucose und 2 mM Acetat bei 37°C und 140 U.p.m
kultiviert. Zu keinem Zeitpunkt wéhrend des Wachstums und in der staioRfiase konnte
Pyruvat im Kulturiberstand von NZN117 detektiert werden. Dies zeags filir die Pyruvat-

Bildung durch YYC20®IhA primér die Deletion deaceEF-Gene (Pyruvat-Dehydrogenase-
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Komplex) sowie die Inaktivierung vopoxB (Pyruvat-Oxidase) ungflB (Pyruvat-Formiat-
Lyase) verantwortlich ist.

160
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Zeit (h) Zeit (h)

Abb. 17: Vergleich der Umsetzung von Glucose (@) zu Pyruvat (A) durch Zellsuspensionen von
YYC202 (A) und YYC202IdhA (B). In Glucose-Minimalmedium mit Acetat kultivierte Zellen wurden in
0,9 % NaCl gewaschen und in 500 mM MOPS (pH 7,0) mit 100 bzw. 88 mM Glucose zu einer ODgg
von 7,4 bzw. 3,1 resuspendiert. Der pH-Wert sank wéahrend des Experimentes auf pH 6,3 bzw. 6. Die
Pyruvat-Ausbeute betrug 1,4 bzw. 1,7 Mol Pyruvat/Mol Glucose. Die Lactat-Bildung ist durch A
gekennzeichnet.

5 Einfluss der Pyruvat-Konzentration auf das Wachstum von MG1655

Bei Fermentationsexperimenten zeigte sich, dass es anscheinermbere Grenze von ca.
700 mM fur die Pyruvat-Produktion duréh coli YYC202dhA gibt. Mégliche Ursachen fir
diese Obergrenze konnten beispielsweise ein durch die erhthte Pyonzariation
ausgeloster pyruvatspezifischer Stress und/oder osmotischer &thes&in durch Pyruvat
ausgeloster Stress konnte dazu fihren, dass der bisher nicht verstanales@ort des
Pyruvats ins Medium bei so hohen extrazellularen Konzentrationen néft mglich ist.
Um herauszufinden, ob hohe Pyruvat-Konzentrationen einen spezifischenf&tréssoli
darstellen, wurde der Einfluss verschiedener Konzentrationen (10, 50, 100, 250, 5@ 750
1000 mM) von Na-Pyruvat, K-Pyruvat, NaCl und KCI auf das Wachstum von MGhH655

M9-Minimalmedium untersucht. Fir die Versuche mit NaCl und KCI ws@enM Glycerin
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als C-Quelle eingesetzt. Wie in Abb. 18 dargestellt, wirkteuwtr in Konzentrationen
>250 mM stark hemmend auf das Wachstum, unabhéngig davon, ob es als N&Sade
eingesetzt wurde. Ab 500 mM war praktisch kein Wachstum mehr nastiare Einen
Einfluss des pH-Wertes kann ausgeschlossen werden, da er wahrengesdenten
Kultivierung konstant bei pH 7 blieb. Demgegenuber war das Wachstufalycerin-
Minimalmedium bei Zusatz von 500 mM NaCl oder KCI deutlich wenigegintrachtigt.
Dies spricht dafur, dass die Produktionsgrenze von circa 700 mM Pyowaihl durch
osmotischen als auch durch einen pyruvatspezifischen Stress baslingBei den
Fermentationen durch B. Zelic konnte gezeigt werden, dass YY@#0Zellen, die nach
der Pyruvat-Produktion in frisches Minimalmedium mit Glucose unetatc iberimpft

wurden, wieder in der Lage waren Pyruvat zu produzieren.
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Abb. 18: Einfluss verschiedener Konzentrationen (10, 50, 100, 250, 500, 750 und 1000 mM) von Na-
Pyruvat (A), K-Pyruvat (#), NaCl (A) und KCI (<) auf das Wachstum von E. coli MG1655 in M9-
Minimalmedium. Fir die Versuche mit NaCl und KCI wurde 50 mM Glycerin als C-Quelle eingesetzt.
Die Mittelwerte wurden aus zwei unabhangigen Experimenten ermittelt. A. End-ODgy nach 25 h
Inkubation bei 37 und 140 U.p.m.; B. maximale Wa chstumsrate (Umax)-
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6 Untersuchungen zum Pyruvat-Transport inE. coli

Die Pyruvat-Aufnahme vonE. coli wurde bisher biochemisch mit Zellen und
Membranvesikeln charakterisiert (Lamty al., 1987). Fur Zellen wurde gezeigt, dass die
Pyruvat-Aufnahme mit einer,-Wert von 20 uM in der mittleren exponentiellen Phase
maximal ist und zu 85-95 % durch Entkoppler wie CCCP und Dinitrophenol getheiran
Auch Cyanid und Azid bewirkten eine 50-60 %ige Hemmung der Pyruvat-Au@aBei
Verwendung des artifiziellen Elektronendonator-Systems AscoHmt&2inmethosulfat
konnte Pyruvat in Membranvesikeln 7-10-fach Uber der externen PyrovaeKtration
ankonzentriert werden. Ahnlich wie bei ganzen Zellen lagkgeWert bei 15uM und der
Transport wurde durch CCCP und Dinitrophenol zu 90 % gehemmt. Diese @ai&n
darauf hin, dass Pyruvat iB. coli Uber einen sekundar aktiven Transport in die Zelle
aufgenommen wird. Das Gen oder die Gene flir diesen Transporter wusthen bicht
identifiziert.

Im Gegensatz zum Import gibt es bis heute keine Untersuchungenxgart #on Pyruvat.
Analysen von Kulturproben einer Fed-Batch-Fermentation mit demns$taC202 durch B.
Zeli¢ (Institut fir Biotechnologie 2) ergaben, dass die intrazellularevay-Konzentration
wahrend der Fermentation von M auf etwa 6 mM anstieg, wahrend die extrazellulare
Konzentration von 1,5 mM auf 500 mM anstieg. Demzufolge ware dienentByruvat-
Konzentration immer etwa 100-fach niedriger war als externe awhsinen aktiven Export

von Pyruvat hindeuten wirde.

6.1 Co-Verstoffwechselung von Glucose und Pyruvat durch MG1655

Um zu untersuchen, ob der Pyruvat-Import einer Glucose-Repressieriagit wurde
MG1655 in Minimalmedium mit Glucose und Pyruvat kultiviert. Wie in Abb. &2eipt,
wurden beide C-Quellen parallel verstoffwechselt. Es ist aufferdizs Wachstum mit
Glucose bzw. Pyruvat als alleiniger C-Quelle dargesteld. riBaximale spezifische Glucose-
Verbrauchsrate war bei Wachstum mit Glucose als einzig@uélle und bei Wachstum mit
Glucose plus Pyruvat praktisch identisch (0,31 pmol’nfing Protein)). Demgegeniiber
war die maximale spezifische Pyruvat-Verbrauchsrate behgfam mit Pyruvat als einziger
C-Quelle doppelt so hoch (0,82 pmol fhifmg Protein)l) wie bei Wachstum mit Pyruvat
plus Glucose (0,43 pmol min(mg Protein)). Demnach hat Pyruvat keinen Einfluss auf die

Umsetzung der Glucose, wahrend Glucose die Pyruvat-Umsetzundi partient. Trotzdem
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ist die Verbrauchsrate von Pyruvat immer noch 39 % hoher als diegGlucose und bei
Wachstum ohne Glucose sogar 164 % hoher. Diese Ergebnisse deuten darawsshilie da
Fahigkeit vonE. coli zur Aufnahme von Pyruvat konstitutiv ist, auch wenn Glucose einen

hemmenden Einfluss hat.
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Abb. 19: Umsetzung von Glucose (@) und Pyruvat (A) sowie Bildung von Acetat (O) in MG1655 bei
Wachstum (ODgp, <) in Minimalmedium (pH 7) mit ~50 mM Glucose und/oder ~60 mM Pyruvat
(50 ml Medium im 500-ml-Erlenmeyer-Kolben mit zwei Schikanen, 37C, 160 U.p.m.). A. Glucose als

alleinige C-Quielle, B. Pyruvat als alleinige C-Quelle, C. Glucose und Pyruvat als C-Quellen.
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6.2 Einfluss von Inhibitoren auf den Pyruvat-Export

Um Hinweise auf den Mechanismus des Pyruvat-Exports zu erhaitede der Einfluss
verschiedener Inhibitoren auf die Umsetzung von Glucose zu Pyruvat£klisisspensionen
von E. coli YYC202 untersucht.

6.2.1  Einfluss von Arsenat auf den Pyruvat-Export

Arsenat (As@) &hnelt Orthophosphat (RO in Struktur und Reaktivitat. Bei der
Oxidation  von  Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu  1,3-Bisphosphoglycerat  durch
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase entsteht als Interne@diatPhosphoglycerat-
Thioester, der phosphorolytisch gespalten wird. Arsenat kann das Phbsphakngriff auf
die energiereiche Thioesterbindung ersetzen, wobei 1-Arseno-3-Phos@tagntsteht. Im
Gegensatz zu 1,3-Bisphosphoglycerat ist dieses Produkt instabil uddsefort zu 3-
Phosphoglycerat und Arsenat hydrolysiert: Glycerinaldehyd-3-PhospgdaD”* + H,O > 3-
Phosphoglycerat + NADH + HSomit kann durch diese Reaktion und damit auch in der
gesamten Glykolyse netto kein ATP mehr Uber Substratstufenphosphorgli€SSP)
gewonnen werden. Da aber bei aeroben Umsetzungen der tberwidgésitieon ATP Uber
Elektronentransportphosphorylierung gewonnen wird und die Hemmung der SSP durc
Arsenat nicht vollstandig sein muss, kann ein fehlender Effekt vonnaétrsauf einen
bestimmten Prozess nicht zu der Schlussfolgerung fiihren, er sei ATP-unabhangig

Es wurde der Einfluss von 2 mM, 10 mM und 50 mM Ml&rsenat auf Glucose-
Verbrauch und Pyruvat-Bildung durch Zellsuspensionen Eorcoli YYC202 getestet.
Zellsuspensionen wurden jeweils in 0,5 M MOPS-Puffer pH 7 mit ~100 mM Glucoseezu e
ODgoo von ~2 resuspendiert. Nach 4 Stunden Inkubation bei 37°C und 140 U.p.m. wurden die
unterschiedlichen Konzentrationen Arsenat zugesetzt. Kontrollen wundisprechende
Konzentrationen von NEIPO, zugesetzt. Obwohl ein leichter Hemmeffekt von Arsenat auf
die Glucose-Verbrauchsrate, Pyruvat-Bildungsrate und die Pyrwsdiedite (allerdings nur
bei 50 mM Arsenat) zu erkennen war, kann aufgrund dieser Daten kdihessSolgerung

bezuglich der ATP-Abhangigkeit des Pyruvat-Exports gemacht werden.

6.2.2  Einfluss von N,N"-Dicyclohexylcarbodiimid auf den Pyruvat-Export

N,N"-Dicyclohexylcarbodiimid (DCCD) hemmt den Protonenfluss durah EF-ATP-
Synthase, indem es eine kovalente Bindung mit der Carboxylgruppe des ABpatts-61 in
der c-Untereinheit desH eils eingeht (Hermolin & Fillingame, 1989).
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Es wurde der Einfluss von 10 uM, 100 uM und 1 mM DCCD auf Glucoserstech und
Pyruvat-Bildung durch Zellsuspensionen vin coli YYC202 getestet. Zellsuspensionen
wurden jeweils in 0,5 M MOPS-Puffer pH 7 mit ~85 mM Glucose nereDDyy von ~3,1
resuspendiert. Nach 5 Stunden Inkubation bei 37°C und 140 U.p.m. wurden die
unterschiedlichen Konzentrationen DCCD zugesetzt. Einer Kontrollden®®0 pl Ethanol
zugesetzt, was dem zugesetzten Volumen von 1 mM DCCD entsprd@noEwurde
zugesetzt, da DCCD in Ethanol gelést war. Bei Zusatz von 10 uMCD@@de eine leichte
Steigerung der spezifischen Pyruvat-Bildungsrate und der AusbeutssggmEs war jedoch
mit zunehmender DCCD-Konzentration kaum ein Einfluss auf die spdwmfiszw. absolute
Glucose-Verbrauchsrate zu erkennen, wohl aber eine Reduktion dersgpexnifiPyruvat-
Bildungsrate um Faktor ~2. Die absolute Pyruvat-Produktionsrate waretwa 30 %
reduziert. Die Ausbeute sank ebenfalls um etwa 30 %. Bei allesuttegn wurde eine 0,1 M
DCCD-Stammldsung verwendet, was dazu fuhrt, dass bei allen Versucherschiedliche
Volumina DCCD zugegeben wurden und dementsprechend auch unterschiedlichensol
Ethanol, so dass man einen Effekt durch Ethanol nicht ausschliel3en kann. Obwohl ein leicht
Hemmeffekt von DCCD auf die Pyruvat-Bildungsrate und die PyruuasbAute (allerdings
nur bei 1 mM DCCD) zu erkennen war, kann aufgrund dieser Daten ehessfolgerung

bezuglich der ATP-Abhangigkeit des Pyruvat-Exports gemacht werden.

6.2.3  Einfluss von Carbonylcyanidm-chlorphenylhydrazon auf den Pyruvat-Export

Entkoppler sind chemische Substanzen, die das elektrochemische Protemgaipober
z.B. der Cytoplasmamembran von Bakterien abbauen und damit einersefgntiiese von
ATP aus ADP und jRdurch die H-ATP-Synthase, andererseits aber auch sekundar aktive
Transportprozesse, die durch das elektrochemische Protonenpotentiabegetwerden,
inhibieren. Protonophore sind i.d.R. lipophile schwache S&uren, die die Memijgannd
eines grol3en delokalisiertgnElektronensystems sowohl in der protonierten als auch in der
deprotonierten Form permeieren kénnen (Nichollas & Ferguson, 1992). Akoppier
wirken z.B. Dinitrophenol, Dicumarol oder Carbonylcyamethlorphenylhydrazon (CCCP).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von CCCP getestet. Hneoli YYC202dhA-
Zellsuspension wurde in 0,5 M MOPS-Puffer pH 7 mit ~85 mM Glucoséneun ©Ds00 von
~3,1 resuspendiert. Nach funf Stunden Inkubation bei 37°C und 140 U.p.m. wurde der
Zellsuspension 100 uM CCCP zugegeben. Unter diesen Bedingungen€QE keinen

Einfluss auf Glucose-Verbrauch und Pyruvat-Bildung.
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Die Wirksamkeit des Abbaus des elektrochemischen Protonenpotentiadg én
verschiedenen Faktoren ab, z.B. der Entkoppler-Konzentration, der Réteder der
elektrochemische Protonengradient durch die Atmungskette aufgebadt und der
Protonenkonzentration. Bei héheren Protonenkonzentrationen sollte der Abbhlelregt
werden. Aus dieser Uberlegung heraus wurde der Einfluss vonPCALE die Glucose-
Umsetzung durch Zellsuspensionen ¥rcoli YYC202 bei pH 6, 6,5, 7, 7,5 und 8 getestet.
Den Zellsuspensionen wurde bereits zu Beginn der Inkubation 20 uM @@feBetzt (Abb.
20). Den Kontrollen wurden entsprechende Volumina Ethanol zugesetztelks sich
heraus, dass die spezifischen Glucose-Verbrauchsraten zwischen pH 8,6huredbzw. mit
CCCP annéhernd gleich waren. Bei pH 6 wurde die Glucose von Begiehrdarsggsam und
auch nicht vollstandig verstoffwechselt. Nach etwa 5 Stunden stoppteGldieose-
Umsetzung. Der Glucose-Transport wird nicht durch die protonenmdterikcaft (pmf)
getrieben. Glucose wird Uber das PEP-abhéngige Phosphotransfestesa-§TS-System)
in die Zelle aufgenommen. CCCP sollte demnach keinen direkten Eiafifiseen Glucose-
Transport haben und der bei pH 6 beobachtete Effekt kdnnte demnach ndirettéem
Pyruvat-Transport zusammenhangen. Die Glucose wird zum Uberwiegendeim Ter
Glykolyse zu Pyruvat umgesetzt. Ist nun wie bei YYC202 die Umsgtazon Pyruvat
blockiert und kann Pyruvat aufgrund einer reduzierten pmf nicht mehvaiter Effizienz
exportiert werden, kommt es zu einem Anstau von Glykolyse-Interneadiaias einen Stop
in der Glucose-Aufnahme zur Folge hatte.

Es wurden weitere Experimente bei pH 6, 7 und 8 mit hoheren CCCP+Kmatimen
durchgefuhrt. Hierzu wurden YYC2hA-Zellsuspensionen nach einer Inkubationszeit von
2 Stunden mit 100 uM CCCP bzw. mit Ethanol als Kontrolle versBigt.spezifischen
Glucose-Verbrauchsraten und Pyruvat-Bildungsraten waren bis zur Zugab€CCP bei
allen pH-Werten annahernd gleich. Erst nach Zugabe vouMOGCCP zeigte sich ein sehr
deutlicher Unterschied. Bei pH 7 und 8 waren die Raten in den Ansaiz@C@P und mit
EtOH (als Kontrolle) etwa gleich. Bei pH 6 hingegen wurde die @&ledJmsetzung und
damit naturlich auch die Pyruvat-Bildung nach CCCP-Zugabe praktsitstandig inhibiert
(Abb. 21). Trotz einer funffach erhéhten CCCP-Konzentration trat alsbh aualiesem

Experiment der drastische Hemmeffekt erst bei pH 6 auf.
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Abb. 20: Einfluss von 20 uM CCCP auf die Glucose-Umsetzung (@) und die Pyruvat-Produktion (A)
durch ruhende YYC202-Zellen in einem Puffergemisch (je 50 mM MES, MOPS, Tricine) bei pH 6 (F),
6,5 (G), 7 (H), 7,5 (I), 8 (J) mit 8 mM Glucose. Das CCCP wurde bereits zu Beginn der Inkubation
zugesetzt. Den Kontrollen (pH 6 (A), 6,5 (B), 7 (C), 7,5 (D) und 8 (E)) wurde ein entsprechendes

Volumen Ethanol (500 pl) zugesetzt. Die ODgg der Zellsuspension betrug jeweils ~1.
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Abb. 21: Einfluss von 100 pM CCCP auf die Glucose-Umsetzung (@) und die Pyruvat-Produktion (A)
durch ruhende YYC202IldhA-Zellen in einem Puffergemisch (je 50 mM MES, MOPS, Tricine) bei pH 6
mit 10 mM Glucose. Nach 2 Stunden Inkubation bei 37C und 140 U.p.m. wurde 100 uM CCCP (B.)
bzw. ein entsprechendes Volumen Ethanol (A., 250 pl) zugesetzt. Die ODgy der Zellsuspension

betrug jeweils 1,3.
6.2.4  Einfluss von Trichlordiphenylharnstoff auf den Pyruvat-Export

Die protonenmotorische Kraft setzt sich aus zwei Komponenten zusander chemischen
(ApH) und der elektrischen Potentialdifferedapj. Ob der Pyruvat-Export nach dem Abbau
des pH-Gradienten zum Erliegen kommt, wurde mit TrichlordiphenylladfngTCC)
Uberprift. TCC ist ein lonophor, das elektroneutral Anionen wie beispielsweiseddiggen
OH austauscht und dadurch spezifisch dphl abbaut. Im Gegensatz zu Nigericin, welches
ebenfalls ded\pH abbaut, brauchen die Zellen nicht mit EDTA behandelt werden (&l@me
Booth, 1983). Es konnte gezeigt werden, dass eine Konzentration von 200 uM T G8aHde
von E. coli fast vollstandig abbaut (Ahmed & Booth, 1983). YYCRIDA-Zellsuspensionen
mit einer ORQy von 2,7 (0,5 M MOPS, 100 mM KCI, pH 7 mit ~100 mM Glucose) wurde
nach 4 Stunden Inkubation bei 37°C und 140 U.p.m. 200 uM TCC zugesetzt. Daolli€ontr
wurde ein entsprechendes Volumen Ethanol (85 pl) zugesetzt, da THIamol gelost war.
Die spezifische Glucose-Verbrauchsrate betrug sowohl vouelsreach TCC- bzw. Ethanol-
Zugabe ~0,33 pmol Glucose rifimg Protein). Die Pyruvat-Bildungsrate sank nach TCC-
Zugabe um 20 % (0,5 bzw. OMnol min* (mg Protein)), die Pyruvat-Ausbeute blieb jedoch
im Vergleich zur Kontrolle unverédndert (1,45 Mol Pyruvat/Mol Glucosdin
Wiederholungsexperiment ergab vergleichbare Resultate. Da mananss$thlie3en kann,

dass es unter den genannten Bedingungen, d.h. pH 7, gar R@Hegibt, kann aufgrund
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dieser Daten keine Schlussfolgerung bezuglichXpgti-Abhangigkeit des Pyruvat-Exports

gemacht werden.

6.3  Auswirkung eineracrAB-Mutation auf die Pyruvat-Produktion

Um zu untersuchen, ob Pyruvat durch das Multidrug-Efflux-System AdrélB-
transportiert wird, wurde einacrAB Mutation mittels Pdir Transduktion (Silhavyet al.,
1984) im Pyruvat-Produzenten YYC202 eingefihrt. Als Donor wurde dalmli JZM120
(Ma et al., 1995) verwendet. In diesem Stamm ist der grof3te BereichordB deletiert und
durch das KahGen aus dem TransposondDB ersetzt worden. Der Austausch der Wildtyp-
GeneacrAB in YYC202 gegemacrAB::Kan wurde mittels PCR Uberpruft (Abb. 22). Mit
den Primern acrAB-for2 und acrAB-rev2 (Tab. 3) und chromosomaler DOIAE. coli
YYC202 wurde wie erwartet ein 3,3 kb grol3es Fragment amplifizAdat.(22, Spur 1), mit
chromosomaler DNA von YYC2@&acrAB::Kan dagegen ein 1,7-kb-Fragment (Abb. 22,
Spur 2). Damit wurde die erfolgreiche Transduktion bestatigt.

Versuche zur Pyruvat-Produktion mit wachsenden Kulturen der Stamm@202¢
YYC202dhA und YYC202acrAB::kan ergaben, dass YYC2D2acrAB::kan keine
veranderte Pyruvat-Produktion aufwies. Die Ausbeuten lagen fur YYC202,Beifur
YYC202dhA bei 1,9 sowie fur YYC2QRacrAB::kan bei 1,8 Mol Pyruvat/Mol Glucose.
Demnach wird der Transport von Pyruvat nicht durch das Multidrug-E8listem AcrAB-
TolC vermittelt. M1M2 1 2

Abb. 22: 1 %-iges Agarosegel zur Uberpriifung der acrAB Mutation. Es wurden folgende Proben
aufgetragen: 1-kb-DNA-Standard von Promega (Spur M1), (Il + lll)-Standard von Roche (Spur M2),
acrAB-PCR-Produkt des Ausgangstammes YYC202 (Spur 1) und acrAB::Kan-PCR-Produkt von
YYC202acrAB::Kan (Spur 2). Als Primer wurden jeweils acrAB-for2 und acrAB-rev2 verwendet (siehe
Tab. 3).
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6.4  Suche nach dem Gen fir den Pyruvat-Importer

Wie bei den Experimenten zur Untersuchung des Einflusses der RPivagntration auf
das Wachstum von MG1655 beschrieben wurde, ist eine Ursache fur die bei
Fermentationsexperimenten beschriebene Produktionsgrenze von circa NFOBymvat
sowohl durch osmotischen als auch durch einen pyruvatspezifischess $&dingt. Eine
weitere Ursache fiur diese Produktionsgrenze kann sein, dass exgoifigruvat wieder in
die Zelle transportiert wird. Wie bereits beschrieben, wurdePgenvat-Importer irk. coli
bisher jedoch nur biochemisch charakterisiert (Letrg., 1987). Einen eventuell vorhanden
"futile cycle" kdonnte man durch die Deletion eines bisher nicht ifil@atten Gens fir einen
Pyruvat-Importer unterbinden und dadurch eventuell die Pyruvat-Produktion erfigiken.
Identifizierung des entsprechenden Gens sollte durch Selektion vospdsnn-Mutanten
erfolgen, die in Gegenwart von Bromopyruvat oder Fluoropyruvat wachsenrkdBele
Substanzen wirken in geeigneten Konzentrationen toxisch, z.B. durch iHentes Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexes (Flournoy & Frey, 1989; Lowe & PerhB®84). Bei der
Analyse des Pyruvat-lmports war gezeigt worden, dass Bromngtyund Fluoropyruvat den
Pyruvat-Transport inhibieren. Das deutet darauf hin, dass der TramspaiteBromopyruvat
und Fluoropyruvat als Substrate erkennt. Wenn das entsprechende Teagspodurch ein
Transposon inaktiviert wirde, sollte dies zu einer Resistenz gegeBitraopyruvat und
Fluoropyruvat fuhren, vorausgesetzt, es gibt tatsachlich nur einpbrasystem fir diese
Verbindungen. Mit Hilfe dieses Selektionssystem konnte vor kurzemdascGEN1-Gen fur
den Pyruvat-Transporter voBaccharomyces cerevisiae identifiziert werden (Akitaet al.,
2000).

Zunachst wurden Wachstumsversuche Eitoli MG1655 in Flussigkultur mit Glucose-
Minimalmedium und unterschiedlichen Konzentrationen von Fluoropyruvat cdefitirg
Das Wachstum von MG1655 war bei Zusatz von 4 mM Fluoropyruvat halbmatéiial
23). Bei Zusatz von 100 mM war kein Wachstum mehr zu beobachten. kebdB-
Minimalmedium-Platten war das Wachstum mit 50 mM Fluoropyruvahtiénhibiert, mit
100 mM vollstéandig. Im Fall von Bromopyruvat war das Wachstum in Glucose
Minimalmedium bereits bei 0,4 mM zu 50 % gehemmt und bei 10 mM gab e¥/eeimstum
mehr (Abb. 23). Auf Glucose-Minimalmedium-Platten mit 0, 0,5, 1, 5, 10 20amM

Bromopyruvat war ab einer Konzentration von 5 mM kein Wachstum mehr zu beobachten.
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Abb. 23: Vergleich der maximalen Wachstumsraten (Unax) von E. coli MG1655 bei Wachstum auf
Glucose-Minimalmedium mit verschiedenen Konzentrationen Fluoropyruvat (@) bzw. Bromopyruvat
(©).

Zur Transposon-Mutagenese wurde das Plasmid pKNG18Xkadmnstruiert, dass ein bn
tragendes 8,0-kBypal-Fragment aus pRJ3405 im Vektor pKNG101 tragt. Dieser Vektor kann
in E. coli nicht replizieren, aul3er in eigens dafir konstruierten Stammen, slitidBrotein
bilden. Das Plasmid pKNG101-Bbnwurde mittels Elektroporation irE. coli MG1655
transferiert und die transformierten Zellen auf LB-Plattert Kanamycin (15 pg/ml)
selektioniert. Die so erhaltenen ~26000 Transposon-Mutanten wurdeniafaiimedium-
Platten mit 50 mM Glucose, 5 mM Bromopyruvat und 15 pg/ml Kanamiiberimpft,
jedoch konnte keine einzige Mutante unter diesen Bedingungen wadhsewoli hat
4400 Gene, die ~26000 getesteten Kolonien entsprachen somit ungefahseeimgfachen
Abdeckung. Unter der Voraussetzung, dass die Transposon-Insertionen hiageveren,
sollte jedes Gen mit einer Wahrscheinlichkeit von 99,9 % getroffen wosée. Eine
maogliche, wenn auch eher unwahrscheinliche Erklarung fur das Wabhstum aller
Transposon-Mutanten konnte sein, dass das gesuchte Pyruvat-InGpamntesnter den
getesteten Bedingungen essentiell ist. Andererseits konnten diaclexperimentellen
Bedingungen allein Ursache fur das negative Ergebnis sein. Unzudiesollstandigen
Wachstumshemmung notwendige Bromopyruvat-Hemmkonzentration genauerizumaest
wurde das Wachstum von MG1655 auf Glucose-Minimalmedium-Platte®, n@if1, 0,2, 0,5,

1, 1,25, 1,6, 2, 2,5 sowie 4 mM Bromopyruvat Uberprift. Dabei zeigte sich, degs bme
Konzentration von 2 mM fir eine vollstandige Inhibierung des Wachstums ausreichend wa
Es wurden weitere Transposon-Mutagenesen durchgefihrt, bei denenetigoBelirekt

auf LB-Platten mit 15 pg/ml Kanamycin und 2 mM oder 3 mM Bromopyrevi@lgte oder



ERGEBNISSE 71

auf LB-Platten mit 15 pg/ml Kanamycin und 80 mM Fluoropyruvat (hemhast Wachstum
von MG1655 vollstandig). Dabei konnten ~150 bzw. ~1000 Klone erhalten werden, was
zeigt, dass die Selektion prinzipiell méglich ist. Die erhalteéone wurden auf Glucose-
Minimalmedium-Platten (50 mM Glucose) mit 15 pg/ml Kanamycusgastrichen. Die
Klone, die auf LB mit Bromopyruvat wuchsen, zeigten wiederum keirchatam auf
Glucose-Minimalmedium Von den ~400 getesteten Klonen, die auf LtBFlmoropyruvat
selektioniert worden waren, wuchsen etwa 90 % auf Glucose-Minigdalimm mit
Kanamycin. Diese Klone wurden anschlieBend auf Pyruvat-Minimalmedib@nmM)
Uberimpft. Klone, die nicht auf Pyruvat-Minimalmedium, aber auf Gleddsmimalmedium
sowie auf LB-Medium mit Fluoropyruvat wachsen, kdnnten einen Defelyimavat-lmport
haben. Es zeigte sich, dass 8 Klone einen deutlichen WachstumsdefeRyravat-
Minimalmedium-Platten hatten. Bei den so erhaltenen Klonen wurdesuckér ob sie
Pyruvat verstoffwechseln konnen. Es zeigte sich allerdings, dass alleiKleinem Glucose-
Minimalmedium mit Pyruvat beide Substanzen umsetzen konnten und daminhaler Lage
waren, Pyruvat aufzunehmen. Da die Méglichkeit nicht ausgeschlossgenvkann, dass der
Pyruvat-Transporter speziell bei Wachstum auf Glucose essdstjebollte bei weiteren

Experimenten vielleicht eine Selektionierung auf Lactat-MinimalomedPlatten erfolgen.

7  Vergleichende Transkriptom-Analyse durch DNA-Chips

Durch Transkriptomanalysen mit DNA-Microarrays sollte untémsuwerden, welchen
spezifischen Einfluss die Pyruvat-Produktion auf die genomweite @ersston inE. coli
YYC202 besitzt, welche Unterschiede es in der Genexpression vor202Y@nd dem
Wildtyp MG1655 gibt (stamm- und pyruvatspezifische Unterschiedall welche
Unterschiede es in der Genexpression eines modifizierten YYC202a&ds, der nicht mehr
Pyruvat produziert, und MG1655 gibt (stammspezifische Unterschiedénlhang ist eine
Zusammenstellung aller mRNA-Level von Genen, die in einemediEgperimente einen
veranderten mRNA-Level aufwiesen, enthalten. Diese Liste wurddem relativen mRNA-
Leveln der anderen Experimenten erganzt (Tab. 24). Darlber hinaus anabssiert,
welchen Einfluss ein Pyruvat-Puls auf die Genexpression von MG1655 hat.

Fur den Vergleich genomweiter Genexpressionsmuster wurden flapeesarkierte
cDNA-Sonden der zu vergleichenden RNA-Proben synthetisiert (\Memei al., 2001).
Dabei wurde eine Probe mit einem griinen Fluoreszenzfarbstof},(@ig3andere Probe mit

einem roten Fluoreszenzfarbstoff (Cy5) markiert. Zur Bestimmretajiver mRNA-Spiegel
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wurden die beiden fluoreszenzmarkierten cDNA-Sonden mit DNA-Chipsidisiert, die
PCR-Produkte von circa 96 % aller 4290 ORF"s Eocoli MG1655 trugen.

7.1  Vergleich der Genexpression voi. coli YYC202-pBR322 aceEF") und E. coli
YYC202-pGS87 aceEF ™) bei Wachstum in Glucose-Minimalmedium mit Acetat

Um den spezifischen Einfluss der Pyruvat-Produktion auf die GeneigmegonE. coli
YYC202 zu untersuchen, wurden die mRNA-Menge aller Gene der Stana202-
pBR322 und YYC202-pGS87 durch Transkriptom-Analyse mit DNA-Microarrays
miteinander verglichen. Das Plasmid pGS87 (Abb. 24), das freundlichervazis]. R. Guest
(University of Sheffield) zur Verfugung gestellt wurde, &h Derivat von pBR322 und
enthalt auf einem ~10,2 KBindlll- Sall-Insert dieE. coli-GeneaceEF undIpdA flr die drei
Untereinheiten des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes (Spenceest, Ai985). Aufgrund
der Expression dieser Gene war der Stamm YYC202-pGS87 nicht metiataagotroph
(Abb. 25) und bildete nachweislich auch kein Pyruvat mehr (Abb. 26). Aeffeenthalt das
Insert auch dasiacH-Gen, dessen Funktion unbekannt ist und Teile der Gene fur die
Aconitase &cnB) und des Pyruvat-Dehydrogenase-RepresspabR]. Um Effekte des
Vektors bei dem Stammvergleich auszuschliel3en, wurde als Refécahx'YC202, sondern
YYC202-pBR322 verwendet, der erwartungsgemald acetatauxotroph war (Abb. 25) und
Pyruvat bildete (Abb. 26).

Hindlll

Hindlll

pGS87
13908 bp

Z&‘C”B' aceF
% IpdA

Abb. 24: Plasmid pGS87, ein Derivat von Plasmid pBR322 (Bolivar et al., 1977) mit einem ~10,2-kb-
HindllI-Sall-Fragment mit den E. coli-Genen aceEF, IpdA, yacH sowie Teilen der Gene acnB und
pdhR (Spencer & Guest, 1985).

Sall
Hindlll
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YYC202- YYC202-
pGS87 pBR322 g

Abb. 25: Wachstum von YYC202-pGS87 und YYC202-pBR322 auf Minimalmedium mit 10 mM

Glucose (links) bzw. auf Minimalmedium mit 10 mM Glucose und 2 mM Acetat (rechts).
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Abb. 26: Wachstum (<), Glucose- (@) und Acetat-Umsetzung (#) sowie Pyruvat-Bildung (A) bei
Kultivierung von YYC202-pBR322 (A) bzw. YYC202-pGS87 (B) in M9-Minimalmedium mit ~10 mM
Glucose und ~2 mM Acetat. Die Pyruvat-Ausbeute von YYC202-pBR322 betrug ~1,6 Mol Pyruvat/Mol
Glucose. YYC202-pGS87 bildete kein Pyruvat.

Die Stamme wurden in  M9-Minimalmedium mit 10 mM Glucose und M #Axcetat
kultiviert. Unter diesen Bedingungen produziert YYC202-pBR322 Pyruvat, nibht a
YYC202-pGS87. Die Kultivierung erfolgte lber vier Tage (~200 Generat)omkeirch
finfmaliges Uberimpfen, um eine Adaptation an das entsprechende Medium
gewahrleisten. Die Kulturen zur Isolierung von RNA wurden bei ebigg,, zwischen 0,2
und 0,4 in der exponentiellen Phase geerntet. Die Zellen hattendemnchschnittliche
Wachstumsrate von 0,47h(YYC202-pBR322) bzw. 0,50 “h (YYC202-pGS87). Die
Auswertung der DNA-Chips ergab, dass 27 Gene in YYC202-pBR322 8ifech erhohte
MRNA-Menge gegentiber YYC202-pGS87 besalRen und 24 Gene eine >3-faclerteduzi
MRNA-Menge (Tab. 14).



74 ERGEBNISSE

Die Gen-Gruppe mit erniedrigtem RNA-Spiegel im YYC202-pBR322 beleteal
erwartungsgemalf die auf pGS87 lokalisierten Gene,addk, aceF und IpdA sowie ein
putatives Transportprotein (YdgR) und ein hypothetisches Protein (YWf&}erhin enthielt
diese Gruppe 19 Gene, die an der Flagellenbiosynthese und der Chemotak. coli
beteiligt sind. Diese Gene sind in mehreren Operons organisierguflid Regionen im
Genom verteilt sindflgAMN, flgBCDEFGHIJK, tar-tap-cheRBYZ, fliFGHIJK, fliLMNOQR,
flnDC, flIhAB und motAB-cheAW. Um zu zeigen, dass fast alle diese Gene eine reduzierte
MRNA-Menge aufwiesen, wurden die mRNA-Level dieser Gene inb. Ta
zusammengestellt. Hier sind auch mRNA-Level, von Genen die einen rtp-¥0¢d5
aufwiesen oder nur einmal gemessen wurden, aufgefuhrt.

In der Gengruppe mit erhohtem RNA-Level in YYC202-pBR322 waren insbesonaee
Reihe von Genen auffallig, deren ExpressionEincoli bekanntermal3en als Antwort auf
Saurestress induziert werden, nambeldA, gadB, hdeA, hdeB undyhiE (Masuda & Church,
2002; Tuckeret al., 2002). Die GenegadA und gadB kodieren fur zwei Glutamat-
Decarboxylase-lsoenzyme, die GlutamatyzZAminobutyrat decarboxylieren. Dabei wird ein
Proton verbraucht, was der Ansauerung des Cytoplasmas entgegenieirerizhdeA und
hdeB kodieren flur zwei kleine (ca. 12 kDa) periplasmatische Proteine, die wahrgtheink
ahnliche Struktur besitzen. Fur HdeA wurde gezeigt, dass esupeinsgH von der Dimer- in
die Monomer-Form Ubergeht. Es wird postuliert, dass HdeA als Chamarosdure-
denaturierte Proteine bindet und dadurch ihre irreversible Aggregatiomdert, so dass sie
bei neutralem pH wieder in die native Form zurtickfalten kdnnenh Auc yhiE wurde
kirzlich beschrieben, dass es in die Saurestressantwort involtidviutationen vonyhiE
fihren zu einer reduzierten Saure-Resistenz. Die Uberproduktioryhvnfiihrt zu einer
signifikant erhdhten Saure-Resistenz. Tuclteal. (2002) postulieren deswegen, dgksE
einen Aktivator der Glutamat-abhangigen Séure-Resistenz kodiererek@um Zeitpunkt
der RNA-Isolierung lag der pH-Wert der Kulturen bei pH 7, so dasserstarkte Expression
des Saurestress-Gene wohl durch eine Anséuerung des Cytopladomsrt wird, bedingt
dadurch, dass bei der Umsetzung von Glucose zu zwei Pyruvat agicRrptonen entstehen.
Neben den Saurestress-Genen zeigten noch zwei weitere SeressrGYYC202-pBR322
einen erhohten RNA-Level, die fir das Chaperon GroEL und die Proteindvigtsulfoxid-
Reduktase kodieren. Eine zweite Gruppe von Genen mit erhbhtem RNAenbaltete
Gene, die fur Stoffwechselenzyme kodieren, ndmlich eine putativadatie-CoA-Thiolase
(YfeY), eine Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase (GabD), dimsKketolase B (TktB)
sowie eine putative Ornithin-Aminotransferase (YgjG). GabD konisté-@lge der Bildung
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von y-Aminobutyrat durch die Glutamat-Decarboxylasen A und B induziendeve
Allerdings wurde kein erhéhter RNA-Level vgabT gemessen, das flr dygAminobutyrat-
Aminotransferase kodiert, dgAminobutyrat unda-Ketoglutarat zu Succinat-Semialdehyd
und Glutamat umsetzt. DagbT-Gen liegt unmittelbar unterhalb vagabD. Die erhohte
Expression vonktB kénnte fir eine erhéhte Aktivitdt des Pentosephosphat-Wegs sprechen,
allerdings zeigten auch in diesem Fall die anderen Genesdiésgs keine erhohten RNA-
Level. Eine dritte Gruppe von Genen mit erhdhtem RNA-Level imuwt-Produzenten
YYC202-pBR322 kodierte fur Transkriptionsregulatoren bzw. Signaltransduktioasprpt
namlich AppY, die Sensorkinase BasS, MprA, sowie das bei den SasseStren bereits
beschriebene YhiE-Protein. AppY induziert u.a. die Expression der Geneinfe saure
Phosphatase sowie fur eine putative terminale Oxidase vom Cytotlrdyp, allerdings
zeigten diese Gene keinen erhdohten RNA-Level. MprA fungierRalsressor deemrAB-
Gene, kodierend fir einen Multidrug-Exporter, die allerdings keinendeigien RNA-Level
zeigten. Die Funktion des Zweikomponenten-Systems, bestehend aus dekiBass BasS
und BasR, ist bisher noch nicht im Detail bekannt. Eine funfte Gruppe voaenGatM,
mtlA, ybgH undsstT) mit erhhtem RNA-Level in YYC202-pBR322 kodierte fur Transporter.
Da nur dieser Stamm Pyruvat bildete, nicht aber der Verglégches YYC202-pGS87,
konnten darunter Gene fir den Pyruvat-Importer und/oder einen hypothetiBghevat-
Exporter sein. SstT wurde vor kurzem als /Sarin-Symporter identifiziert (Kinet al., 2002;
Ogawaet al., 1998). YbgH zeigt Ahnlichkeit zu Transportproteinen aus deathangigen
Oligopeptid-Transporter-Familie (POT- oder PTR-Familie, TC 2.A.lidsbesondere zu
DtpT ausLactobacillus helveticus (Nakajimaet al., 1997). Obwohl aufgrund dieser Daten
anscheinend weder SstT noch YbgH am Pyruvat-Transport betgiidf ware es doch
sinnvoll, die entsprechenden Gene in YYC202 zu deletieren und den Einfluse Byfulat-

Bildung zu testen.

Tab. 14 (nachste Seite): Gene, deren mRNA-Level von E. coli YYC202-pBR322 (Y-pBR322) im
Vergleich zu YYC202-pGS87 (Y-pGS87) mindestens 2,5-fach erhoéht bzw. erniedrigt waren. Die RNA
wurde aus exponentiell wachsenden Zellen isoliert, die in Minimalmedium (10 mM Glucose, 2 mM
Acetat) kultiviert wurden. Die Daten stellen die Mittelwerte aus Mehrfach-Bestimmungen dar, wobei
jeweils von separaten Kulturen ausgegangen wurde. Spalte n gibt die Anzahl der Experimente an. DH

= Dehydrogenase
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B Gen Funktion MRNA-Level n p-
(Y-pBR322/Y-pGS87) Wert
Stressantwort
b1493 gadB Glutamatbecarboxylase A 9,21 + 2,70 2 0,027
(L-Glutamat + H" = y-Aminobutyrat + CQ)
b3509 hdeB mdglicherweise ahnliche Funktion wie 5,22 + 0,73 4 0,007
HdeA; liegt imhdeAB-Operon
b3510 hdeA Chaperon fir sauredenaturierte Proteine #39,31 3 0,000
b3517 gadA Glutamat-Decarboxylase A 6,15 + 0,03 2 0,000
(L-Glutamat + H" = y-Aminobutyrat + CQ)
b4143 groEL Chaperon, das unter Stressbedingungen die 3,95 + 0,01 2 0,000
Fehlfaltung von Proteinen verhindert und die
Ruckfaltung von entfalteten Proteinen
katalysiert
b4219 msrA Protein-Methionin-Sulfoxid-Reduktase 3,99 + 0,11 2 0,000
(Protein-L-Methioninsulfoxid + reduziertes
Thioredoxin—> Protein-L-Methionin + oxid.
Thioredoxin); Reparatur-Enzym fur durch
Oxidation inaktivierte Proteine
Stoffwechselenzyme
b0219 vyafV putatives Enzym, enthélt eine Hydrolase- 3,61 + 0,68 2 0,025
Domane
b0489 ybbK putative Protease 3,36 0,41 2 0,011
b0897 ycaC Hydrolase mit unbekannter Spezifitat 3,810,14 2 0,000
b2342 yfcY putative 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase (Acyl- 6,01 + 1,43 2 0,025
CoA + Acetyl-CoA« CoA + 3-Ketoacyl-
CoA)
b2465 tktB Transketolase B (Sedoheptulose-7-P + GAP 5,63 + 0,53 2 0,003
< Ribose-5-P + Xylulose-5-P); Enzym des
Pentosephosphat-Wegs
b2661 gabD Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase 545+ 1,61 2 0,036

(Succinat-Semialdehyd + NAD(P} H,O >
Succinat + NAD(P)H)
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a4

B Gen Funktion

MRNA-Level

n

p_

(Y-pBR322/Y-pGS87) Wert

b3073 ygiG putative Ornithin-Aminotransferase (L- 5,84 + 1,53 2 0,030
Ornithin + 2-Ketosaure> L-Glutamat-5-
semialdehyd + L-Aminosaure)

b3830 ysgA putative Dienlacton-Hydrolase 3,98 0,85 2 0,029

b0114 aceE Pyruvat-DH (1. UE) 0,05+ 0,01 2 0,016

b0115 aceF Pyruvat-DH (2. UE) 0,10+ 0,10 4 0,006

b0116 IpdA Pyruvat-DH (3. UE) 0,05 0,01 4 0,000

Transkriptionsregulatoren und Signaltransduktionsproteine

b0564 appY Transkriptionsregulator; induziesppA 3,54 + 0,26 2 0,001
(saure PhosphataseppBC (Cytochrombd-
Oxidase-Il) u.a. Gene, fungiert auch als
Repressor von Genen

b2684 mprA Negativer Transkriptions-Regulator der 3,61 + 0,64 2 0,023
Multidrug-Resistenz-Genamr AB

b3512 yhiE putativer Aktivator der Glutamat-abhangigen 5,51 + 2,90 3 0,014
Saure-Resistenz

b4112 basS Sensorkinase zZibasR; liegt in einem Operon 7,12 + 2,36 2 0,036
mit basSR

Transport-Proteine

b0709 ybgH putatives Transportprotein aus derH 12,63 + 6,04 2 0,043
abhangigen Oligopeptid-Transporter-Familie
(POT- oder PTR-Familie, TC 2.A.17)

b0861 artM Membranprotein eines ABC-Transporters fir 6,16 + 1,77 2 0,032
Arginin

b3089 sstT Na'-Serin-Symporter 7,92+ 232 2 0,029

(ygjVU) (Dicarboxylat/Aminosaure:Kation (Nader

H")-Symporter-Familie (DAACS, TC
2.A.23)

b3599 mtlA Mannitol-spezifisches PTS-System; liegt im 4,82 + 0,53 2 0,006
mtlADR-Operon

b1634 ydgR putatives Transportprotein 0,28 0,02 2 0,000
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B Gen Funktion MRNA-Level n p-
(Y-pBR322/Y-pGS87) Wert

Sonstige

b3990 thiH Thiamin-Biosynthese; liegt irthiCEFGH- 3,33+ 0,46 2 0,016
Operon

b2335 yfcR putatives Fimbrien-Protein (enthalt 17,99+ 2,11 2 0,003
Signalpeptid)

b0006 yaaA ORF 5,93 + 0,63 2 0,004

b2660 ygaF ORF 3,52 + 0,59 2 0,021

b4378 vyjjv ORF 4,46 + 0,96 2 0,027

Tab. 15 (nachste Seite): mRNA-Verhaltnis YYC202-pBR322/YYC202-pGS87 von Genen, die in der

Flagellensynthese und Chemotaxis von E. coli involviert sind. Die RNA wurde aus exponentiell

wachsenden Zellen isoliert, die in Minimalmedium (10 mM Glucose, 2 mM Acetat) kultiviert wurden.

Die Daten stellen die Mittelwerte aus Mehrfach-Bestimmungen dar, wobei jeweils von separaten

Kulturen ausgegangen wurde. Die Gene wurden nach den Regionen auf dem E. coli-Genom

geordnet. mRNA-Level, die einen p-Wert >0,05 hatten oder nur einmal gemessen wurden, sind fett

hervorgehoben. n.b. = nicht bestimmbar, p = p-Wert
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A Region | Region Il Region llla Region llIb
Gen| mRNA- p | Gen| mRNA- | p [Gen] mRNA- p |Gen| mMRNA- p
Level Level Level Level

figA[0,50+ 0,13/0,03] flhA |0,76+ 0,090,10 fliS | 0,22+ 0,28]0,19| fliF [ 0,38+ 0,27]0,09
flgB|0,25+ 0,21/ 0,12 flnB 0,42+ 0,240,04 fliT | 0,42+ 0,24|0,14| fliG | 0.48+ 0,26/ 0,08
flgC| 0,29+ 0,07/0,00| fInC [0,87+ 0,220,23 fliY | 0,944+ 0,20| 0,36/ fliH | 0,40+ 0,16/ 0,00
figd| 0,29+ 0,10{0,00| fInD |0.81+ 0,290,23 fliZ | 0,40+ 0,07|0,04| flil | 0,63+ 0,12|0,03
flgE [0,27+ 0,17/0,01| cheA| 0,43 |n.b.|fliA| 0,17 | n.b.fliJ|0,48+ 0,08/0,01
flgF | 0,30+ 0,16|0,00| cheR | 0,66+ ,23|0,08 fliC | 0,51+ 0,83|0,03 fliK [0,41+ 0,10 0,00
figH| 0,39+ 0,11/0,00/chew| 0,23 |n.b.|fliD | 0,28+ 0,13|0,08] fliL | 0,36+ 0,10/0,01

figl |0,34+ 0,28/0,16/ cheY| 0,60 |n.b. fliM | 0,46+ 0,45|0,22
flgd| 0,45+ 0,22/0,01| tap [0,41+ 0,060,00 fio| 0,45 |n.b.
flgk | 0,48+ 0,27/0,02| tar [0,59+ 0,540,16 fie| 0,71 |n.b.
figL |0,46+ 0,25/0,02 motA| 0,46 | n.b. fiR| 1,02 |n.b.

flgM| 0,57+ 0,05/0,01| motB |0,65+0,280,11

7.2  Vergleich des Transkriptoms von Pyruvat-Produzent (YYC202) uesh Wildtyp

(MG1655) bei Wachstum in Glucose-Minimalmedium mit Acetat

In einer zweiten Serie von Transkriptomanalysen mit DNA-Chipsde der Stamm
YYC202 mit dem Wildtyp-Stamm MG1655 verglichen. Dabei sollten sowohl
pyruvatspezifische als auch stamm-spezifische Unterschid¢dktide werden. Die Stamme
wurden in - M9-Minimalmedium mit 10 mM Glucose und 2 mM Acetat kutitvi Unter
diesen Bedingungen produziert YYC202 Pyruvat, nicht aber MG1655. Die I€ulting
erfolgte Uber vier Tage (~200 Generationen) durch fiinfmaliges Upferim um eine
Adaptation an das entsprechende Medium zu gewahrleisten. Die Haupgurltisolierung
von RNA wurde in der exponentiellen Phase bei einego@®fvischen 0,2 und 0,4 geerntet.
Die Kulturen von YYC202 und MG1655 hatten beide eine durchschnittliche Watsrate
von 0,58 H. Die Auswertung der 3 DNA-Chips ergab, dass in YYC202 20 Gene eine >2,5
fach erhbhte mRNA-Menge gegenuber MG1655 aufwiesen und 25 Gene eine h2,5-fac
reduzierte mMRNA-Menge (Tab. 16).
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Die Gengruppe mit erniedrigtem RNA-Level in YYC202 enthiei¢ wrwartetaceEF, da
diese beiden Gene in YYC202 deletiert sind (&;4517 bzw. 0,1% 0,00). Daneben zeigten
mehrere gat-Gene einen stark erniedrigten RNA-Level in YYC202, auch bei dem
nachfolgend beschriebenen Stammvergleich YYC202-pGS8VIG1655. Die Proteine, die
durch diegat-Gene kodiert werden, sind fur die Aufnahnie@ (PTS) und Verstoffwechselung
von Galactitol, einem C6-Zuckeralkohol, verantwortlich. Mdglicherwdis@t das gat-
Operon in YYC202. Dies kdonnte man durch eine Hybridisierung verdautemosomaler
DNA von YYC202 mit dem MG1655-DNA-Chip analysieren. Ahnlich wie da-Gene
zeigten auch digyrBIL-Gene sowohl im Vergleich YYC20%s. MG1655 als auch im
Vergleich YYC202-pGS8¥s. MG1655 erniedrigte RNA-Level. Da die Aspartat-Carbamoyl-
Transferase (PyrBl) aber an der Pyrimidin-Biosynthese llugtest, erscheint es in diesem
Fall unwahrscheinlich, dass dwgrBI-Gene auf dem Chromosom von YYC202 deletiert sind.
Auffallig war auch die stark reduzierte Expression der GepA (Isocitrat-Lyase) unaceK
(Isocitrat-Dehydrogenase-Kinase/Phosphatase) in YYC202. Das prepnoximale aceB-
Gen (Malat-Synthase) degeBAK-Operons war in keinem der Experimente auswertbar, da
das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis fur die Cy3- und die Cy5-Fluoreszetien Experimenten
kleiner als drei war. Daher wurden die Signale als zu sdihnaagenommen, um zuverlassig
ausgewertet werden zu kénnen. Da die Genead®#3AK-Operons aus YYC202 amplifiziert
werden konnten, deutet alles daraufhin, dass der Glyoxylatzyklus irR8% €tark reduziert
ist. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass augicBaSen einen reduzierten RNA-
Level aufwies, das fur die Malat-Synthase G kodiert, die d@bltolat und Glyoxylat
induziert wird und ebenso wie die durateB kodierte Malat-Synthase A die Umsetzung von
Acetyl-CoA, Glyoxylat und HO zu L-Malat und CoA katalysiert.

Die Gen-Gruppe mit erhohtem RNA-Level in YYC202 enthielt mehi@ene f{gCDEF,
fliC) aus der Flagellen-Biosynthese sowie mehrere Gene (mit unmiiekdfunktion) des
yhfSTUVWXYZ-Genclusters (YhfT kdnnte ein Transporter sein). @& Gen, das einen 2,7-
fach erhohten RNA-Level zeigte, ist Bestandteil gesK-yliABCDEF-Genclusters. Die
yliIABCD-Gene bilden ein Bindeprotein-abhangiges Transportsystem, wobBi dds
periplasmatische Bindeprotein darstellt. Das @4€D zeigte ebenfalls einen 2,7-fach erhdhten
RNA-Level, wurde aber aufgrund seines p-Wertes von 0,06 als nichtilsagmifverandert
angesehen. Die GenbiK undyliD zeigten keine signifikant veranderten mRNA-Level. Das
yliA-Gen war nicht auf dem DNA-Chip vorhanden.

Vom appCBA-Operon zeigten zwei Gene einen erhdohten RNA-LesghB war nicht

auswertbar. AppC und AppB sind die beiden Untereinheiten einer termi@aldase vom
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Cytochrombd-Typ, AppA ist ein periplasmatische saure Phosphatase. Intetesgaise
wird dasappCBA-Operon durch AppY induziert, welches beim Vergleich YYC202-pBR322
vs. YYC202-pGS87 einen erhéhten RNA-Level im Pyruvat-Produzenten zBigitéetzterem
waren die appCBA-Gene aber nicht signifikant verandert, ebenso wenig wie in diesem
Experiment dieappY-mRNA-Menge. Dasdh-Gen kodiert fir die NADH-Dehydrogenase |l
und zusammen mit der verstarkten Bildung von AppBC spricht dies fuegitate Aktivitat

der Atmungskette. Die erhohte Expression dep-Gens, kodierend fur die Uridin-
Phosphorylase, spricht fir einen verstarkten Abbau von Pyrimidinnukleosidea, ei
Annahme, die mit dem reduzierten RNA-Level der Pyrimidin-BiosyseHeenepyrBl
korrelieren wuirde. DasycdZ-Gen (4,3-fach erhohter RNA-Level) kodiert fur ein

Membranprotein, bei dem es sich um einen lonen-Kanal handeln kénnte.

Tab. 16: Gene, fiur die ein erhdhtes (> 2,5) bzw. verringertes (< 0,4) mRNA-Verhdltnis im Pyruvat-
Produzent E. coli YYC202 im Vergleich zum Wildtyp MG1655 bei Kultivierung auf Glucose-
Minimalmedium mit Acetat ermittelt wurde. Die Daten stellen die Mittelwerte aus einer
Doppelbestimmung bzw. einer Dreifach-Bestimmung dar (Spalte n), wobei jeweils von separaten

Kulturen ausgegangen wurde. UE = Untereinheit, DH = Dehydrogenase, P = Phosphat

B Gen Funktion relativer mMRNA- n p-Wert
Level
(YYC202/MG1655)

Galactitol-Stoffwechsel

b2092 gatC Galactitol-spezifisches [IC-Enzym des 0,07
PTS-Systems, integrales
Membranprotein, liegt ingatYZABCD-
Operon

b2094 gatA Galactitol-spezifisches IIA-Enzym des 0,18
PTS-Systems

b2095 gatZ Tagatose-6-P-Kinase (ATP + D- 0,0€
Tagatose-6-P> ADP + D-Tagatose-
1,6-bisphosphat)

b2096 gatY Tagatose-bisphosphat-Aldolase (D- 0,1€
Tagatose-1,6-bisphosphat
Dihydroxyaceton-P + D-
Glycerinaldehyd-3-P)

Pyrimidin-Stoffwechsel

I+

0,06 3 0,025

I+

0,09 3 0,017

I+

0,01 3 0,000

I+

0,03 2 0,020

b3831 udp  Uridin-Phosphorylase (Uridin + P 2,72 £ 0,64 3 0,009
Uracil + a-D-Ribose-1-P)
b4244 pyrl  Aspartat-Carbamoyltransferase, 0,1C £ 0,06 3 0,022

regulatorische UE; liegt imyrBI-
Operon
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B Gen Funktion relativer MRNA- n p-Wert
Level
(YYC202/MG1655)
b4245 pyrB Aspartat-Carbamoyltransferase, 0,14 + 0,04 3 0,004

katalytische UE (Carbamoyl-P + L-
Aspartat> N-Carbamoyl-L-Aspartat +

R)

b4246 pyrL pyrBl-Operon-Leader-Peptid 0,17 £ 0,03 2 0,022
Stoffwechselenzyme

b0980 appA saure Phosphatase 2,7¢ £ 0,28 2 0,018

+ I+

b0978 appC Cytochrombd-Oxidase II, UE I; liegt 3,97
im appCBA-Operon

b1109 ndh NADH-Dehydrogenase (NADH + UQ 2,61
> NAD" + UQH,)

1,13 2 0,047

I+

0,09 3 0,000

b0115 aceF Pyruvat-DH (2. UE); liegt inpdhR- 0,15 + 0,00 2 0,000
aceEF-IpdA-Operon
b2976 glcB Malat-Synthase G (Acetyl-CoA +0 0,1t + 0,04 3 0,002

+ Glyoxylat—> L-Malat + CoA)
b3774 ilvC Acetohydroxyséure-lsomero-Reduktase 0,46 £ 0,15 3 0,029
(Biosynthese von Valin und Leucin)

b4015 aceA Isocitrat-Lyase (Isocitrat> Succinat 4 0,1t
Glyoxylat) liegt imaceBAK-Operon

b4016 aceK Isocitrat-DH-Kinase/Phosphatase (ATP 0,1z + 0,01 3 0,000
+ [Isocitrat-DH] > ADP + [Isocitrat-
DH]-P)

I+

0,11 3 0,018

Flagellen-Biosynthese

b1074 flgC Flagellen-Biosynthese; liegt im 10,77 £ 1,27 2 0,009
flgBCDEFGHIJK-Operon

b1075 flgD Flagellen-Biosynthese 15,1¢ + 8,52 2 0,05

b1076 flgE Flagellen-Biosynthese 12,71 + 5,03 2 0,036

b1077 flgF Flagellen-Biosynthese 2,67 £ 0,33 2 0,025

b1923 fliC  Flagellen-Biosynthese 6,44 £+ 3,83 3 0,016

Transportproteine

b0572 cusC Bestandteil eines putativen Cu- 4,7¢
(ylcB) Effluxsystems; aktiviert durch CusSR,
das aber keine veranderte Expresssion
Zeigt
b0830 yliB periplasmatisches Bindeprotein eines 2,73
ABC-Transportsystems

I+

0,39 2 0,007

I+

0,18 2 0,008

b1036 ycdZ putatives Transportprotein, lonen-Kanal 4,32 £ 1,30 3 0,006
b0112 aroP Transportprotein aromatischer AS 00,+ 0,02 3 0,003
b1037 csgG Curli-Transportsystem 0,2Z £ 0,02 2 0,009
b1857 znuA ABC-Transportsystem fir Zink 0,11 £ 0,03 2 0,023
b1859 znuB ABC-Transportsystem fir Zink 0,3C £ 0,05 2 0,028




ERGEBNISSE 83

B Gen Funktion relativer MRNA- n p-Wert
Level
(YYC202/MG1655)
Sonstiges
b1379 hslJ Hitzeschock-Protein 2,8C = 0,60 2 0,047
b3376 yhfS Hypothetisches Protein 7,1C £ 3,74 3 0,011
b3377 yhfT putatives Transportsystem 6,0t + 1,88 3 0,005
b3379 yhfV putative Hydrolase 12,75 £ 3,72 3 0,002
b3380 yhfwW putative Mutase 6,14 + 2,33 3 0,009
b3382 yhfY hypothetisches Protein 16,92 + 11,26 3 0,012
b3716 yiel hypothetisches Protein 4,71 £ 1,67 3 0,008
b3717 yieJ hypothetisches Protein 4,24 £ 0,15 2 0,000
b0812 dps Fe-Speicherprotein, bindet unspez. an 0,3€ £ 0,02 2 0,002
DNA u. schitzt sie vor oxidativer
Zerstorung
b1145 ymfK putativer Phagenrepressor; 0,0€ £ 0,02 2 0,032
b1178 ycgK hypothetisches Protein 0,2C £ 0,02 2 0,007
b1856 yebA Hypothetische Metalloprotease, event. 0,2€ + 0,08 2 0,047

beteiligt am Zellwandabbau oder -
bildung, benétigt Zfi als Cofaktor

b1974 yodB integrales Membranprotein, gehort zur 0,24
Cytochrombsg; Familie

I+

0,00 2 0,000

b2442 intZ putative Prophagenintegrase 0,1C £ 0,08 3 0,040
b2450 yffS hypothetisches Protein 0,07 £ 0,06 3 0,018
b3811 xerC Rekombinase 0,34 £ 0,05 3 0,002
b4243 yjgF hypothetisches Protein 0,2t £ 0,03 2 0,019

7.3  Vergleich der Genexpression vok. coli YYC202-pGS87 undE. coli MG1655 bei

Wachstum in Glucose-Minimalmedium mit Acetat

Bei dem Vergleich von YYC202-pGS87 mit MG1655 sollten stamm-speladis
Unterschiede sowie pGS87-bedingte Unterschiede detektiert werdedhrend
pyruvatbedingte Unterschiede hier nicht auftreten sollten, da kdereiStamme Pyruvat
produziert. In Tab. 17 sind die Gene aufgelistet, deren Expression @2G%¢pGS87 im
Vergleich zu MG1655 erhoht bzw. erniedrigt waren.

Wie bereits im vorhergehenden Stammvergleich traten in der @gp& mit reduziertem
RNA-Level in YYC202-pGS87 wieder dgat-Gene, digyrBIL-Gene yffS sowieaceB auf.

Der RNA-Level vonaceK konnte nur einmal ausgewertet werden, zeigte aber mit 0,19
ebenfalls eine deutliche Reduktion in YYC202-pGS87. Im Fall aceA lag das RNA-
Verhéltnis bei 0,& 0,1 mit einem p-Wert von 0,1.
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In der Gen-Gruppe mit erhdhtem RNA-Level in YYC202-pGS87 solltendalich pGS87
kodiertenE. coli-Gene enthalten sein (Teile vpdhR, aceE, aceF, IpdA, yacH und Teile von
acnB), jedoch zeigte nuaceF das erwartete Ergebnis. Im Fall vipoA (21,4+ 12,9) und
acnB (4,7 £ 2,6) wurden zwar ebenfalls erhohte RNA-Level gefunden, die p-Wagen |
jedoch >0,05 aber <0,09. Die p-Werte vaceE und yacH waren >0,2, so dass man den
MRNA-Leveln von 1,9% 1,49 bzw. 3,76 3,42 nicht trauen kann. DgglhR-Gen zeigte
trotz der erhdhten Kopienzahl ein RNA-Verhaltnis nahe eins (8,832, p-Wert 0,000).
Ebenso wie im vorhergehenden Stammvergleich zeigten wieder @elee aus der
Flagellenbiosynthese und der Chemotaxis einen erhéhten RNA-LeweYC202-pGS87.
Von den Genen, die fir die Chemotaxis eine Rolle spielen, wachedrauswertbar. Alle
anderen GeneclieABRWZ) zeigten zwar ebenfalls eine erhéhte Expression, wurden aber
aufgrund ihres p-Wertes (>0,09) als nicht signifikant verandert ahgas Von allen
48 Genen, die an der Flagellen-Biosynthese und Bewegung betailigtsigten 36 Gene ein
Verhéltnis >2. Ebenso wie in dem vorhergehendem Stammvergleicharelytdasidh-Gen
fur die NADH-Dehydrogenase einen erhohten RNA-Level in YYC20396G(5,07+ 2,5),
allerdings lag der p-Wert bei 0,07.

Tab. 17: Gene, fur die mindestens eine 2-fache Erhéhung bzw. Verringerung des mRNA-Levels beim
Vergleich zwischen YYC202-pGS87 (Y-pGS87) und Wildtyp (MG1655) bei Kultivierung in
Minimalmedium mit 10 mM Glucose und 2 mM Acetat gemessen wurde. Die Werte stellen Mittelwerte
aus zwei unabhangigen Messungen dar. Es wurden jeweils separate Kulturen verwendet. UE =

Untereinheit, DH = Dehydrogenase

B Gen Funktion relativer mRNA- Level p-Wert
(Y-pGS87/MG1655)

Galactitol-Stoffwechsel

b2091 gatD Galactitol-1-P-DH (Galactitol-1-P + NAD> 0,43 + 0,09 0,047
L-Tagatose-6-P + NADH); liegt im
gatYZABCD-Operon

b2093 gatB galactitolspezifisches IIB-Enzym des PTS- 0,60 + 0,08 0,040
Systems

b2094 gatA galactitolspezifisches IIA-Enzym des PTS- 0,06 + 0,02 0,022
Systems

b2095 gatZ putative Tagatose-6-P-Kinase (ATP + D- 0,07 + 0,01 0,004
Tagatose-6-P> ADP + D-Tagatose-1,6-
bisphosphat)

b2096 gatY Tagatose-Bisphosphate-Aldolase 1 (D- 0,38 + 0,05 0,019

Tagatose-1,6-bisphosphat
Dihydroxyaceton-P + D-Glycerinaldehyd-3-P)
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B Gen Funktion relativer mRNA- Level p-Wert
(Y-pGS87/MG1655)

Pyrimidin-Stoffwechsel

b4244 pyrl AspartatCarbamoyltransferase, regulatoris 0,09 + 0,05 0,047
UE: liegt impyrIBL-Operon
b4245 pyrB Aspartat-Carbamoyltransferase, katalytische 0,07 + 0,01 0,011

UE (Carbamoyl-P + L-Asparta® N-
Carbamoyl-L-Aspartat +;P

b4246 pyrL pyrBl Operon-Leader-Peptid 0,35+ 0,05 0,024
Transport- und Bindeproteine

b0811 ginH periplasmatische Glutamin-Bindeprotein 2,42 + 0,45 0,043
eines Glutamin-Transporters

b0830yliB periplasmatisches Bindeprotein eines ABC- 2,98 + 0,40 0,020
Transportsystems

b0929 ompF Porin, das die passive Diffusion von kleinen 2,37 + 0,28 0,020

hydrophilen Molekulen tGber die &ul3ere
Membran vermittelt

b4002yjal  periplasmatisches Zn-Bindeprotein, welches 2,06 + 0,36 0,050
Zn-abhangig exprimiert wird
b1243 oppA periplasmatisches Bindeprotein eines 0,48 + 0,01 0,000

Oligopeptid-Transporters, das Peptide bis
zu 5 AS mit hoher Affinitat bindet; liegt im
oppABCD-Operon

Zentralstoffwechsel

b0115 aceF Pyruvat-DH (2. UE) 1,91+ 0,15 0,009

b1380 IdhA D-Lactat-DH (Pyruvat + NADH + H-> D- 2,19 + 0,20 0,013
Lactat + NAD)

b2296 ackA Acetat-Kinase (ATP + Acetat> ADP + 3,06 + 0,36 0,015
Acetyl-P)

b4014 aceB Malat-Synthase A (Acetyl-CoA + 4D + 0,12 0,04 0,035

Glyoxylat—> L-Malat + CoA); liegt im
aceBAK-Operon
Flagellen-Biosynthese und Chemotaxis

b1076 flgE Flagellen-Biosynthese 6,5¢ 2,30 0,042
b1083 flgL Flagellen-Biosynthese 3,89 0,87 0,034
b1882 cheY Chemotaxis-Regulator 3,68 1,06 0,049
b1922 fliA Flagellen-Biosynthese 6,66 2,19 0,039
b1923fliC Flagellen-Biosynthese 15,68 1,72 0,004
Sonstige

b0954 fabA B-Hydroxydecanoylthioester-Dehydrase (3- 2,21 + 0,02 0,000

Hydroxydecanoyl-[Acyl-Carrierproteinp
2,3-Decenoyl-[Acyl-Carrierprotein] oder 3,4-
Decenoyl-[Acyl-Carrierprotein] + pD)

b2450 yffS hypothetisches Protein 0,26 0,01 0,000
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7.4  Auswirkung eines Pyruvat-Pulses auf die globale Genexpression ifQ#1655

Um den Einfluss von Pyruvat auf die globale GenexpressionBrortoli MG1655 zu
untersuchen, wurden der Stamm zunachst in M9-Minimalmedium mit 50 pd&1@ bis zu
einer Oy ~0,4 kultiviert. AnschlieBend wurde der Kultur 50 mM Na-Pyruvat zugesad
nach zweiminutiger Inkubation die RNA isoliert. Der Kontrollkultur deiranstelle von Na-
Pyruvat das gleiche Volumen Wasser zugesetzt. Vor Zugabe voraPipaw. Wasser hatten

die beiden Kulturen eine Wachstumsrate von 0,36 h

Tab. 18: Gene fir die mindestens ein 2-fach erhéhtes bzw. erniedrigtes mRNA-Verhaltnis nach
Zugabe von 50 mM Na-Pyruvat gemessen wurde. Der Referenz wurden anstelle von Pyruvat Wasser
zugesetzt. Die RNA wurde aus exponentiell wachsenden Zellen isoliert, die in Minimalmedium mit
50 mM Glycerin kultiviert wurden. Die Werte stellen Mittelwerte aus drei Experimenten dar, darunter 1

"colour-swap"-Experiment. UE = Untereinheit, DH = Dehydrogenase, Pyr = Pyruvat

B Gen Funktion relativer mRNA- n p-Wert
Level (+Pyr/-Pyr)

Transport- und Bindeproteine
b4111 proP Prolinpermease Il 2,4& 0,02 2 0,024

b0760 modF Molybdat-Transportsystem 0,48 0,05 2 0,024

b1101 ptsG glucosespezifisches IIBC-Komponente 0,45 + 0,05 3 0,002
des PTS-Systems

b2416 ptsl  PEP-Proteinphosphotransferase-System 0,44 + 0,07 3 0,005
Enzym |

b1440 ydcS putatives ABC-Transportprotein 0,37 0,04 3 0,001

b1817 manX mannosespezifisches Enzym IIAB des 0,50 + 0,12 3 0,017
PTS-Systems; liegt irmanXYZ-Operon

b2091 gatD Galactitol-1-P-DH (Galactitol-1-P + 0.88 + 0.15 3 0.225
NAD"* - L-Tagatose-6-P + NADH);
liegt im gatYZABCD-Operon

b2149 mglA Methyl-Galactosid-Transport und 0,43 + 0,08 3 0,007
Galactose-Taxis
b2150 mglB Galactose-Transportprotein 0,200,04 3 0,001

b3528 dctA  Cs-Dicarbonsauretransporter (Fumarat, 0,45 + 0,09 3 0,010
Malat und mit geringerer Affinitat
Succinat)

b3748 rbsD D-Ribose-Transportsystem; liegt im 0,42 + 0,08 3 0,006
rbsDACBK-Operon

b3750 rbsC D-Ribose-Transportsystem 0,49 0,08 2 0,049
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B Gen Funktion relativer mRNA- n p-Wert
Level (+Pyr/-Pyr)
Glycerin-Aufnahme und -Verwertung
b2239 glpQ Glycerin-Phosphodiester-Esterase; liegt 0,42 + 0,09 3 0,008
im glpTQ-Operon
(Glycerinphosphodiester +,B8 >
Alkohol + Glycerin-3-P)
b2240 glpT Glycerin-3-Phosphat-Permease 0230,10 3 0,016
b2241 glpA Glycerin-3-Phosphat-DH, groRe UE; 0,29 + 0,06 3 0,004
liegt im glpABC-Operon (Glycerin-3-P
+ Akzeptor-> Dihydroxyaceton-P +
Akzeptor reduziert)
b2242 glpB  Glycerin-3-Phosphat-DH, 0,45 £ 0,06 3 0,004
membranassoziierte UE
b3927 glpF vermittelt Glycerin-Diffusion 0,55 0,04 2 0,011
Regulatoren
b0113 pdhR transcriptioneller Regulator des PDH- 2,80+ 0,81 3 0,013
Komplex; liegt impdhR-aceEF-IpdA-
Operon
b0880 cspD  Kalteschock-Protein 0,4@ 0,06 3 0,003
b1422 ydcl  putativer LysR-Typ-Regulator 0,38 0,07 3 0,006
b2151 galS Repressor dangl-Gene 0,45+ 0,10 3 0,010
b2535 csiE  Protein, das in der stationaren Phase 0,50 + 0,17 3 0,043
bei Kohlenstoff-Mangel induziert wird
b3934 cytR  Katabolismus-Regulator 0,35 0,04 3 0,002
b3418 malT positiver Regulator desal-Regulons 0,25+ 0,12 3 0,016
Stoffwechselenzyme
b0031 dapB Dihydrodipicolinat-Reduktase (2,3,4,5- 0,45+ 0,01 2 0,000
Tetrahydrodipicolinat + NAD(P)=>
2,3-Dihydrodipicolinat + NAD(P)H)
b0722 sdhD Succinat-Dehydrogenase-Untereinheit; 089,21 3 0,043
b1415 aldA Aldehyd-DH (Lactaldehyd + NAD+ 0,44 + 0,06 2 0,036
H,O - Lactat + NADH)
b3588 aldB  Aldehyd-DH (Lactaldehyd + NAD+ 0,49 + 0,14 3 0,026
H,O - Lactat + NADH)
b2096 gatY Tagatose-Bisphosphat-Aldolase (D- 0,36 £ 0,05 3 0,002
Tagatose-1,6-bisphosphat
Dihydroxyaceton-P + D-
Glycerinaldehyd-3-P)
b2844 ygeF putative Acetyl-CoA-Acetyltransferase 0,12 = 0,05 3 0,006
(2 Acetyl-CoA—> CoA + Acetoacetyl-
CoA)
b3671ilvB  Acetohydroxysaure-Synthase I; 0,49 + 0,02 2 0,001

Acetolactat-Synthase; grof3e UE
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relativer mRNA- n
Level (+Pyr/-Pyr)

B Gen Funktion p-Wert

b3774 ilvC  Acetohydroxysaure-lsomemReduktase 0,40 + 0,06 3 0,005

Valin und Isoleucin-Biosynthese

Atmungskette

b1109 ndh NADH-Dehydrogenase 5,06 2,45 3 0,024

b3739 atpl ATP-Synthase-UE; liegt im 0,43 + 0,06 3 0,003
atpl| BEFHAG-Operon

Sonstige

b2659 ygaT hypothetisches Protein 0,46 0,15 3 0,032

b1423 ydcJ hypothetisches Protein 0,32 0,07 3 0,005

b1856 yebA putative Metalloprotease 0,38 0,18 3 0,042

b1973 yodA hypothetisches Protein 0,40 0,04 2 0,016

b1976 yeel hypothetisches Protein 0,37 0,08 3 0,009

b2175 spr putatives Lipoprotein 0,3% 0,02 2 0,001

b3636 rpomG 50S ribosomales Protein L33 0,62 + 0,08 3 0,011
liegt im rpmBG-Operon

b3637 rpmB 50S ribosomales Protein L28 0,490,19 3 0,038

b3832 yigN putativea-Helixkette 0,45 + 0,07 2 0,041

b4216ytfJ  hypothetisches Protein 0,47 0,14 3 0,027

b0628 lipA Lipoat-Synthese 2,04 0,58 3 0,004

b0950 pgiA Paraquat-induzierbares Protein A 2,140,45 3 0,013

Zwei Minuten nach der Pyruvat-Zugabe zeigten im VergleictKaomtrolle mit Wasser nur
5 Gene einen um den Faktor >2 erhohten RNA-Level, wohingegen 39 Gene>2ifah
reduzierten mRNA-Level aufwiesen (Tab. 17). Auffallend war, dasddrl 39 Gene fir
Transportproteine kodieren. Dies deutet auf die Existenz einer pyeuvattelten Katabolit-
Repression hin.

Fur eine Vielzahl der GenglpAB, glpQT, glpF), die an der Aufnahme und Umsetzung von
Glycerin beteiligt sind, wurde ein mindestens zweifach reduzietRNA-Level gemessen.
Die GeneglpC, glpG undglpX hatten lediglich einen 1,4-fach reduzierten mRNA-Level. Das
RegulatorgemlpR war nur einmal auswertbar, zeigte hier aber ein 5,2-fach ehdmRNA-
Verhéltnis, was den reduzierten RNA-Level \@pQT erklart, welche durch GIpR reprimiert
werden. Das ebenfalls mgipF in einem Operon liegendgpK war nicht auswertbar. Die
Reduktion der Expression degip-Gene nach Pyruvat-Zugabe deutet ebenfalls auf eine

pyruvatvermittelte Katabolit-Repression hin.
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Die mRNA-Level der Gene, die fiur die Aldehyd-DehydrogenagdésA und AldB
kodieren, waren erniedrigt. Obwohl die GesddA und aldB an unterschiedlichen Regionen
im Genom vorE. coli lokalisiert sind, katalysieren beide Enzyme zum einen die Unnsgt
von L-Lactaldehyd zu L-Lactat und zum anderen die Umsetzung vonyldetixal zu
Pyruvat (http://www.genome.ad.jp/kegg/kegg2.html).

Unter den Genen mit erhbhtem RNA-Level nach Pyruvat-Zugabe bsiangroP, das fur
eine Prolin-Permease kodiefdhR, das fiur den transkriptionellen Regulator des Pyruvat-

Dehydrogenase-Komplexes kodiengh fur die NADH-Dehydrogenase 1l, sowigA und
pqiA.

8  Vergleichende Proteomanalysen durch zweidimensionale @&ktrophorese und

Peptidmassenfingerprint-Analyse

8.1 Vergleich von E. coli MG1655 und E. coli YYC202 bei Wachstum in

Minimalmedium mit Glucose und Acetat

Um Veranderungen im Proteinmuster bei déncoli Wildtyp-Stamm MG1655 und dem
Pyruvat-Produzenten YYC202 festzustellen, wurden die Proteine durch 2D-Gelahekese
aufgetrennt. Dabei werden Proteingemische zunachst durch eitekigeehe Fokussierung
nach ihrem isoelektrischen Punkt aufgetrennt (1. Dimension) und ansobdlidBeh SDS-
PAGE nach ihrer GroRe (2. Dimension). Fur die Proteomanalyse wurdeStaeme
zunachst in Minimalmedium mit 10 mM Glucose und 2 mM Acetat kultivignter diesen
Bedingungen produziert YYC202 im Gegensatz zu MG1655 Pyruvat. ZsteHeng des
Proteinrohextraktes wurden Zellen in der exponentiellen Phase (durdtistteni
Wachstumsrate 0,45 'h bei einer ORy von ~0,4 geerntet, mittels French-Press
aufgeschlossen und anschlieBend zentrifugiert, um noch intakte HalieZelltrimmer zu
entfernen. Danach erfolgte zur Abtrennung der Membranen einezéHtrdugation des
zellfreien Extraktes. Der daraus resultierende Uberstandjiédoslichen Proteine enthielt,
wurde zur 2D-Elektrophorese verwendet (Abb. 27). Die Protein-Muster w@282 und
MG1665 wurden visuell miteinander verglichen, dabei wurden je 2 faelggden Stamm
gemacht und ausgewertet. Proteine, die in ihrer Intensitat veravalen, wurden durch eine
Peptidmassenfingerprint-Analyse identifiziert. Hierzu wurden deedem Gel ausgestanzten
Proteinspots mit Trypsin verdaut, die tryptischen Peptide aus derel@eit und danach
mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert. Die SO rhalenen



90 ERGEBNISSE

Peptidmassenfingerprints wurden mit Hilfe der Software MS##tp://prospector.ucsf.edu/
ucsfhtml4.0/msfit.htm) mit Proteindatenbanken verglichen und damit Proteineordonge

Bei dem Pyruvat-Produzenten YYC202 fehlten erwartungsgemalf denbgidereinheiten
AceE und AceF der Pyruvat-Dehydrogenase, da die entsprechenderfaGkeletiert wurden
(Tab. 19). Einen deutlichen Unterschied gab es bei den Schlisselenzyrsen
Glyoxylatzyklus, Isocitrat-Lyase (AceA) und Malat-Syntha&egB). Beide Proteine konnten
nur in MG1655 detektiert werden, nicht aber in YYC202. Auch in den oben besehein
DNA-Chip-Experimenten wurde gezeigt, dass die Expression ateBAK-Operons in
YYC202 gegenuber MG1655 stark reduziert war (Tab. 19). Somit gibt essandiFall eine
gute Ubereinstimmung zwischen mRNA- und Protein-Daten: beide ddatenf hin, dass
der Glyoxylatzyklus in YYC202 mdglicherweise vollig fehlt odemindest stark reduziert
ist. Im Pyruvat-Produzenten war gegenuber dem Wildtyp die Acetokyskure-
Isomeroreduktase (kodiert durah/C) in geringerer Konzentrationen vorhanden. Dieses
Enzym ist an der Biosynthese der verzweigtkettigen Aminosawam, Leucin und
Isoleucin sowie von Pantothenat beteiligt. Ursache dafur konnte éinbte intrazellulare
Pyruvat-Konzentration in YYC202 sein. Auch bei den DNA-Chip-Experimentan der
IlVC-RNA-Levelin YYC202 gegenuber MG1655 reduziert (Tab. 19).

Tab. 19 (n&chste Seite): Unterschiede im Proteom von E. coli YYC202- und E. coli MG1655-Zellen (Y
bzw. MG) welche in Minimalmedium mit 10 mM Glucose und 2 mM Acetat kultiviert und bei einer
ODggo von ~0,4 geerntet wurden. Die Proteine wurden durch 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt,
Coomassie-geféarbt und visuell analysiert. Proteine mit deutlich unterschiedlichen Intensitaten in den
beiden Stdmmen wurden aus dem Gel ausgestanzt, mit Trypsin verdaut und die resultierenden
Peptide durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert. Anhand des Peptidmassenfingerprints
konnten die Proteine identifiziert werden. Proteine, die in zwei unabh&ngigen Experimenten
veranderte Intensitaten zeigten, sind fett hervorgehoben. Die Proteine aus den Spots 2 und 5 (s. Abb.
27) konnten nicht identifiziert werden. Zum Vergleich sind auch die RNA-Verhéltnisse der Gene, die
fir diese Proteine kodieren, angegeben, wie sie aus den DNA-Microarray-Experimenten in drei
unabhéngigen Experimenten ermittelt wurden. Molekulare Masse (in kDa) und der pl wurden der
Colibri-Datenbank entnommen (http://genolist.pasteur.fr/ Colibri/). n.a. = nicht auswertbar, UE =

Untereinheit.
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o ) Protein  relativer mRNA-
Nr. ldentifiziertes Protein Gen Masse pl
(YIMG) Level (Y/MG)
11 Isocitrat-Lyase aceA 474 5,0 { 0.15
13 Malat-Synthase aceB 60,1 5,3 i n.a.
7, 8 Pyruvat-Dehydrogenase (1. UEaceE 99,6 5,5 i 0.45
10 Pyruvat-Dehydrogenase (2. UE)aceF 66,1 5,1 { n.a.
12 Acetohydroxyséaure- ilvC 53,9 5,0 { 0.46
Isomeroreduktase
1, 3, B-UE der RNA-Polymerase rroB 150,6 5,2 { ~1
4,6
9 Colin I Rezeptor crA 739 51 { ~1
14 Alkylhydroxyperoxid-ReduktaseahpF 54,1 5,2 ~1
16 Hyperosmotisch induzierbares osmyY 21,1 6,3 T ~1
periplasmatisches Protein
17 B-UE der Glycin-Synthetase  dlyS 76,8 5,3 t ~1
A £
1234567
N/
910 /8
. \1 T 17 % 48 .
- A
o 4
. ,y.f ‘ e
- e -
v
e o o 1 4
| 4 .
-
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\ X

Abb. 27: Coomassie-gefarbte 2D-Gele von E. coli MG1655 (A, siehe vorherige Seite) und YYC202
(B). 300 pg lésliche Proteine wurden unter Verwendung von IPG-Strips mit einem pH-Gradienten von
4 - 7 isoelektrisch fokussiert und anschlie3end in einer SDS-PAGE der Gro3e nach aufgetrennt. Die
markierten Proteinspots wurden durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert. Die Proteine mit
den Spot-Nr. 1 - 15 zeigten in YYC202 eine stark reduzierte Intensitat oder fehlten véllig, die Proteine

mit den Spot-Nr. 16 - 17 wiesen dagegen eine erhghte Intensitat in YYC202 auf.

8.2  Vergleich des Proteinmusters vorE. coli YYC202ldhA zu unterschiedlichen
Zeitpunkten einer Fed-Batch-Fermentation

8.2.1 Fed-Batch-Fermentation unter acetatlimitierenden Bedingugen

In Vorversuchen durch B. Zéli(IBT2) war gezeigt worden, dass die £Rroduktion bei
der Fermentation von YYC202 in Minimalmedium mit Glucose und Acetaiqgrtional zum
Acetat-Verbrauch war. Mit Hilfe der online gemessenen-B@nzentration im Abgas konnte
der Acetat-Zugabe so reguliert werden, dass Acetat liitee war oder im Uberschuss
vorlag. Um die Veranderung des Proteinmusterg&.icoli YYC202dhA im Verlauf einer
Acetat-limitierten Fermentation festzustellen, wurden zu drescheedenen Zeitpunkten
wahrend der Fermentation (wurde von B. Zelnstitut fir Biotechnologie 2 durchgefiihrt)

Proben genommen: zu Beginn der Pyruvat-Produktionsphase nach 8 h (40 mlgt Fyruv
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Kulturtiberstand), mitten in der Pyruvat-Produktionsphase nach 12 h (216 nivaBynd
am Ende der Fermentation nach 35 h (243 mM Pyruvat) (Abb. 28). Von dem Riabérei
Zeitpunkte wurden jeweils drei 2D-Gele angefertigt. In Abb. 29 sxemplarisch zwei
solcher 2D-Gele zu verschiedenen Zeitpunkten dargestellt. Diefidient&én Proteinspots
sind durch Pfeile gekennzeichnet. Unterschiede im Proteinmuster wundézls der
ProteomWeaver-Software (Definiens Imaging GmbH, Minchedgntifiziert und
quantifiziert. Dazu wurden die relativen Intensitaten der einmeRPr®teine (Anteil an der
Gesamtintensitat aller Spots auf dem Gel) von den drei Geles 2@igpunkts gemittelt und

mit den gemittelten Werten der beiden anderen Zeitpunkte verglichen.

20 ~ 400 - L 40
S
E 3
151 & 300 1 - 30
[&]
— g ."”0.0
% g <& O—O O—— 8
=10 { 3 200 - o 20 o
& > @)
© a
< @ ¢ [*—2
(@]
5 5 100 - A L - 10
° )
v
0 B 0 4 _A—‘AXM ! | : 0
0 10 20 30
Zeit (h)

Abb. 28: Fed-Batch-Kultivierung von E. coli YYC202IdhA in Minimalmedium mit online-Regulation der
Glucose- und Acetat-Zugabe. Die Sauerstoffsattigung betrug immer = 40 %, der pH wurde konstant
bei 7 gehalten. Es wurden folgende Symbole verwendet: Glucose (@), Pyruvat (A), Lactat (A), Acetat
(®), ODgop (). Die Probennahme fiir die Proteomanalyse erfolgte zu den angegebenen Zeitpunkten
1(7,8h),2 (11,9 h) und 3 (34,9 h).



94

ERGEBNISSE

kDa

2120

97.2

66.4
55.6

42.7

36.5

26.6

20.0

14.3

kDa

212.0
97.2

66.4
55.6

42.7

36.5

26.6

20.0

14.3




ERGEBNISSE 95

Abb. 29 (vorherige Seite): Coomassie-gefarbte 2D-Gele zur Analyse des Proteinmusters von E. coli
YYC202ldhA  wahrend einer Acetat-limitierten Fed-Batch-Fermentation. Hier ist das
Proteinexpressionsmuster 8 h (A) bzw. 35 h (B) nach Start der Fermentation dargestellt (s. Abb 28).
300 ug lésliche Proteine wurden mit IPG-Strips mit einem pH-Gradienten von 4 - 7 isoelektrisch
fokussiert und anschlieBend durch SDS-PAGE nach GréRRe aufgetrennt. Die Proteinmuster nach 8, 12
und 35 h (s. Abb 28) wurden mit dem Programm ProteomWeaver (Definiens Imaging GmbH,
Minchen) ausgewertet. Proteine, deren Intensitat sich im Verlauf der Fermentation anderte, sind
markiert und wurden anhand ihres Peptidmassenfingerprints identifiziert (mit Ausnahme von Spot-Nr.
2).

In Tab. 20 sind die Proteine, deren Intensitaten sich im Verlalatenentation signifikant
anderte, zusammengefasst. Es fallt auf, dass die Konzentratiorlygkslyse-Enzyms
Fructosebisphosphat-Aldolase wéhrend der Fermentation stark abnahmendvéahmr Enzym
des oxidativen Pentosphosphat-Wegs, die Gluconat-6-Phosphat-Dehydrogenassmer
Konzentration zunahm. Man koénnte diese Verdnderungen so deuten, dass diee Glucos
zunehmend Uber den oxidativen Pentosephosphatweg und nicht tber die Glykgglssuab
wird. Allerdings muss beachtet werden, dass Veranderungen reinzBnhzyme eines
Stoffwechselweges nicht notwendigerweise mit Anderungen depreokenden Fliisse
korreliert sein mussen. Bei den Citratzyklus-Enzymen wurden Vem@mgkn bei Isocitrat-
Dehydrogenase (lcd) und Malat-Dehydrogenase beobachtet. ddiekdnnte an zwei
Positionen auf dem Gel mit etwa der gleichen Masse, aban ehé&interschied von ~0,1
identifiziert werden (Spot-Nr. 11 und 13). Es ist bekannt, dass die lath diie Icd-
Kinase/Phosphatase an Serin-113 phosphoryliert und dadurch inaktiviert Wwoxsriéss &
Koshland, 1987). Bei dem lIcd-Spot Nr. 11 mit niedrigerem pl handelt es si
hdchstwahrscheinlich um die phosphorylierte Form. Die Intensitatsdi®gets erhdhte sich
im Verlauf der Fermentation leicht. Bei dem lcd-Spot mit dem eshepl handelt es sich
wahrscheinlich um die unphosphorylierte Form, deren Konzentration sictientauf der
Fermentation halbierte. Auch die Konzentration der Malat-Dehydrogereuzierte sich im
Verlauf der Fermentation um die Halfte.

Neben der lcd konnte auch der Elongationsfaktor TufA an zwei Position&el mit etwa
der gleichen Masse, aber einem pl-Unterschied von ~0,1 identifigegden (Spot-Nr. 14
und 20). Von TufA ist bekannt, dass es phosphoryliert werden kann, und zwhresmim-

382 (Lippmannet al., 1993). Spot 14, der wahrscheinlich phosphoryliertes TufA darstellt,
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zeigte eine steigende Intensitat im Verlauf der Fernientawéhrend die unphosphorylierte
TufA-Form (Spot 20) abnahm.

Zwei Stressproteine zeigten eine zunehmende Intensitat imaWedler Fermentation,
namlich das Chaperon DnaK und das universelle Stressprotein UspA. @arifger nahm
die Intensitat der Glutamat-Decarboxylase GadA, einem Protegeng Saurestress, im
Verlaufe der Fermentation um etwa die Halfte ab.

Tab. 20: Proteine, deren Konzentration sich wahrend einer acetatlimitierten Fed-Batch-Fermentation
von E. coli YYC202IdhA &anderte. Unterschiede in den Proteinintensitdten wurden mit Hilfe der
ProteomWeaver-Software (Definiens Imaging GmbH, Munchen) festgestellt. Die Identifizierung der
Proteine erfolgte durch Peptidmassenfingerprint-Analyse. Die Nummerierung bezieht sich auf die
Proteinspots in Abb. 28. Es wurden drei Phasen einer acetatlimitierten Fermentation von YYC202IdhA
verglichen. Von jeder Phase wurden drei unabhéngige 2D-Gele angefertigt. Spalte n gibt an, in wieviel
der neun Gele die Proteinspots gefunden wurden. Die relative mittlere Proteinintensitat gibt den
Mittelwert der Proteinintensitat nach 8 h, 12 h und 35 h an. Die molekulare Masse M (in kDa) und der
pl wurden aus der Colibri-Datenbank entnommen (http://genolist.pasteur.fr/Colibri/). Bei den
Proteinen, bei denen keine Zuordnung durch Peptidmassenfingerprint-Analyse mdglich war, wurden
Masse und pl aus dem 2D-Gel abgeschéatzt. n.n. = nicht nachweisbar

Nr. B Gen Beschreibung nrelative mittlere M pl

Proteinintensitat

8h 12h35h
Glykolyse und Pentose-Phosphat-Weg
3 b2925 fbaA Fructose-Bisphosphat-Aldolase 34 14 06 39,055
5 b2029 gnd Gluconat-6-Phosphat-Dehydrogenase 4% 6,1 7,3 51,349

Citratzyklus
11 b1136 icd Isocitrat-Dehydrogenase (phosphoryliert) X5 nn 20 456 50
13 b1136 icd Isocitrat-Dehydrogenase (dephosphoryliert) 10,9 50 5,4 45,6 5,0

6 b3236 mdh Malat-Dehydrogenase B3 19 16 32,255
Stressproteine
10 b0014 dnak Chaperon 952 54 7,7 68946
17 b1237 hns DNA-Bindeprotein 926 40 3,9 154522
16 b2579 yfiD Radikalprotein, induziert durch Saurestress 18 3,3 0,8 14,149
8 b3495 uspA Universelles Stressprotein 9,1 41 50 15949
22 b3517 gadA Glutamat-Decarboxylase &5 26 21 52550

Aminosaure-Stoffwechsel
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Nr. B Gen Beschreibung nrelative mittlere M pl
Proteinintensitat

8h 12h35h
4 b0930 asnS Asparagin-tRNA-Synthetase 4,7 16 4,0 52450
9 b2422 cysA Cystein-Synthase A 922 13 1,2 34357
1 b2551 glyA Serinhydroxymethyltransferase 26 13 20 4526,0
21 b3172 argG Argininosuccinat-Synthetase a4 15 1,1 49,751
7 b3774 ilvC Acetohydroxyséaure-lsomeroreduktase B/ 24 1,7 53,950
12 b2942 metK Methionin-Adenosyltransferase a4 39 11 41849
Sonstige
18 b0170 tsf Elongationsfaktor EF-Ts H2 32 22 30350
14 b3339 tufA Elongationsfaktor EF-Tu 84,2 80 7,9 43,25,2
20 b3339 tufA Elongationsfaktor EF-Tu 96,3 6,5 8,4 43,152
8 b1236 galU UTP-Glucose-1-Phosphéaftridylyltransferas9 3,1 4,1 50 32,84,9
9 b0O775 bioB Biotin-Synthetase 22 13 12 38552
19 b1920 fliY Cystein-Bindeprotein; Regulation von FlIA 3,8 2,2 0,3 28,96,2
15 b3460 livl Leu/lle/Val-Bindeprotein 98,1 2,7 04 38954
23 b3316 rpsS ribosomales Protein der 30S-UE wn. 2,2 4,1 61,0 4,7
2 keine Zuordnung mdglich 04 21 05 ~6 ~4,7

8.2.2  Fed-Batch-Fermentation unter acetatakkumulierenden Bedingwugen

Um eine Veranderung des Proteinmusters im Verlauf einer takktanulierenden
Fermentation bei dem Pyruvat-Produzenten YYQ@@OR festzustellen, wurden zu Beginn,
im Verlauf und zum Ende der Fermentation (Abb. 28) Proben entnommenreifpurikt 1
waren 58 mM Pyruvat im Kulturiberstand vorhanden, zum Zeitpunkt 2 298 mM und zum
Zeitpunkt 3 wurden 672 mM Pyruvat gemessen. Von jeder Probe zu jedgmnkewurden
jeweils drei 2D-Gele angefertigt. Unterschiede in der ProtiEnsitdt und damit in der
Konzentration wurden mittels der ProteomWeaver-Software ideatifizDie ermittelten
Protein-Intensitaten der jeweiligen drei Gele wurden gemifedb. 20). Abb. 29 zeigt
exemplarisch zwei solcher 2D-Gele, in dem die analysiertereiRspbts durch Pfeile

markiert sind.
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Abb. 30: Fed-Batch-Kultivierung von E. coli YYC202IdhA in Minimalmedium mit online-Regulation der
Glucose- und Acetat-Zugabe. Die Sauerstoffsattigung betrug immer = 40 %, der pH wurde konstant
bei 7 gehalten. Es wurden folgende Symbole verwendet: Glucose (@), Pyruvat (A), Lactat (A), Acetat
(®), ODgop (). Die Probennahme fiir die Proteomanalyse erfolgte zu den angegebenen Zeitpunkten
1 (11,1 h), 2 (15,1 h) und 3 (36,1 h).
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Abb. 31: Coomassie-gefarbte 2D-Gele zur Analyse des Proteinmusters von E. coli YYC202ldhA
wahrend einer Acetat-akkumulierenden Fed-Batch-Fermentation. Hier ist das Proteinmuster 11 h (A,
siehe vorherige Seite) bzw. 36 h (B) nach Start der Fermentation dargestellt (s. Abb. 30). 300 ug
|6sliche Proteine wurden mit IPG-Strips mit einem pH-Gradienten von 4 - 7 isoelektrisch fokussiert und
anschlieBend durch SDS-PAGE nach Gréf3e aufgetrennt. Die Proteinmuster nach 11, 15 und 36 h (s.
Abb. 30) wurden mit dem Programm ProteomWeaver ausgewertet. Proteine, deren Intensitét sich im
Verlauf der Fermentation anderte, sind markiert und wurden anhand ihres Peptidmassenfingerprints

identifiziert (mit Ausnahme von Spot-Nr. 25, 26 und 41).

Bei der acetatakkumulierenden Fermentation fallt auf, dads isic Vergleich zur
acetatlimitierenden Fermentation das Proteinmuster im Vedaufermentation wesentlich
starker veranderte. Bei 53 Proteinen wurden Intensitatsveraigeerum Verlaufe der
Fermentation festgestellt, von denen vier nicht identifiziertdeserkonnten. 25 Proteine
nahmen im Verlauf der Fermentation ab. 3 Proteine nahmen im Yddafermentation zu.
Bei 3 Proteinen erhéhte sich die Intensitat erst nach der RyPuwduktionsphase. Die
Auswertung der resultierenden Peptidmassenfingerprints (Tab.dl), elass es sich hierbei
um DnaK, ElaB und Glutamin-Synthetase handelte. Im Gegensatz etatliadtierten
Fermentation, in der die Konzentration an 6-Phosphogluconat-Dehydregereas sank sie

in der acetatakkumulierten Fermentation (Tab. 20, 21, 22). Die Spot-latertat
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Transaldolase, ebenfalls ein Enzym des Pentosephosphat-Wegsheafdil® geringfligig.
Bei den Citratzyklus-Enzymen wurden Intensitatsanderungen bei AsenB, Isocitrat-
Dehydrogenase und Malat-Dehydrogenase beobachtet, und zwar ftedsmér in allen
Fallen die Intensitat. Aconitase B wurde in zwei Spots (Nr. 45 unch#@nnahernd gleicher
Masse, aber einem pl-Unterschied von etwa 0,1 identifizierte Bhosphorylierung von
Aconitase B als mogliche Erklarung fur das Auftreten deddieiSpots wurde bisher nicht
beschrieben.

Es gab eine Vielzahl von Proteinen, die bei beiden FermentatioeiehegVeranderungen
aufwiesen (Tab. 21), z.B. Argininosuccinat-Synthase, das Leu/ll8WMdeprotein,
Methioninadenosyl-Transferase oder Acetohydroxsaure-lIsomeroredukiagere Proteine,
wie das Histidin-Bindeprotein, Isopropylmalat-Dehydrogenase, dggpmalat-lsomerase,
Tetrahydropteroyl-triglutamat-Methyltransferase oder Thre@yinthase anderten nur in der
acetatakkumulierenden Fermentation ihre Intensitat. Alle diesteife nahmen im Verlauf
der Fermentation ab.

Im Gegensatz zur acetatlimitierten Fermentation konnten in deflen der
acetatakkumulierenden Kultur die Glutamat-Decarboxylase an Resiionen (Spot-Nr. 22
und 51) mit etwa der gleichen Masse, aber einem pl-Untersaturd~0,1 identifiziert
werden. E. coli besitzt zwei Glutamat-Decarboxylase-lsoenzyme GadA undBG&ike
unterscheiden sich zwar nur in finf Aminoséauren, dies fuhrt jedoch emehnrUnterschied
von 0.07 (GadA pl 5,06; GadB pl 5,13). Fur den Spot Nr. 22 konnte gezeugnyelass es
sich um GadA handelt, da ein unvollstdndig verdautes Peptid mit dere M&&sl Da
(Sequenz: LLTDFRSELLDSR) detektiert wurde, welches in Bsatht vorhanden ist. Die
Intensitat von GadA halbiert sich etwa im Verlauf der Ferntemtalm Fall von Spot-Nr. 51
war aufgrund des Peptidmassenfingerprints keine eindeutige Zuordn@eag2uoder GadB
maoglich, der hoéhere pl spricht jedoch eindeutig dafur, dass es sichutalieadB handelt.
Im Gegensatz zu GadA stieg die Intensitdt von GadB im VedaufFermentation. Dies
deutet darauf hin, dass die Expression gashA undgadB unterschiedlich reguliert wird.

Der Trigger-Faktor Tig, der sowohl als Chaperon als aucliPadly/l-lIsomerase fungiert,
wurde ebenfalls in zwei Spots (Nr. 28 und 33) identifiziert, die giésnterschied von etwa
0.15 aufwiesen. Da die Masse von Spot 33 etwas kleiner zu sein schaa abn Spot 28,
konnte der pl-Unterschied auf einer proteolytischen Spaltung beruherPosphorylierung
von Tig wurde bisher nicht beschrieben, im Gegensatz zu den Chap&mtenund DnaK
(McCarty & Walker, 1991; Sherman & Goldberg, 1994). Beide Tig-Spoksnaa im
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Verlauf der Fermentation in ihrer Intensitat um ca. 75 % ab, wahdendntensitat des
Chaperons DnaK im Verlauf der Fermentation um den Faktor 2 anstieg.

Tab. 21: Proteine, die ein verandertes Proteinexpressionsmuster in YYC202ldhA wahrend einer
acetatakkumulierenden Fermentation zeigten. Die Unterschiede wurden mit Hilfe der ProteomWeaver-
Software festgestellt. Die Identifizierung der Proteine erfolgte durch Peptidmassenfingerprint-Analyse.
Die Nummerierung bezieht sich auf die Proteinspots in Abb. 31. Es wurden drei Phasen einer
acetatlimitierten Fermentation von YYC202IdhA verglichen. Von jeder Phase wurden drei
unabhéngige 2D-Gele angefertigt. Spalte n gibt die Anzahl an, in wieviel der 9 Gele die Proteinspots
gefunden wurden. Die relative mittlere Proteinintensitat ist der Mittelwert der Intensitat der Gele aus
Phase 1, 2 bzw. 3 (Zeitpunkte der Phasen s. Abb. 30). Die molare Masse M ist in kDa angegeben, die
Daten stammen aus der Colibri-Datenbank (http://genolist.pasteur.fr/ Colibri/). Bei den Proteinen, bei
denen keine Zuordnung durch Peptidmassenfingerprint-Analyse mdéglich war, wurde das Mw und der

pl aus dem 2D-Gel abgeschétzt. n.n. = nicht nachweisbar, DH = Dehydrogenase

Nr. B Gen Beschreibung n relative mittlere M pl
Proteinintensitét
11h 15h 36h

Glykolyse, Gluconeogenese und Pentosephosphatweg

43 b2779eno  Enolase 512 nn. 09 45552
44 b1702 ppsA Phosphoenolpyruvat-Synthetase 21 06 04 87,248
30 b0008talB Transaldolase 928 21 20 35149
5 b2029gnd Gluconat-6-Phosphat-DH 95,1 3,6 3,8 51,349
Citratzyklus

45 pb0118 acnB Aconitase B 909 15 04 93351
49 b0118 acnB Aconitase B 907 09 05 93351
13 b1136icd  Isocitrat-DH 9109 7,8 43 4565,0
37 b3236 mdh  Malat-DH 9 16 11 08 32255

Stressproteine

10 b0014 dnaK Chaperon 994 93 192 68,946
28 b0436tig Trigger-Faktor (Chaperon/Prolyl-lsomd) 4,8 1,9 1,3 48,0 4,6
33 b0436tig Trigger-Faktor (Chaperon/Prolyl-lsomd) 1,9 16 05 48,04,6
51 bl1493 gadB Glutamat-Decarboxylase 90,3 2,6 19 52551
22 b3517 gadA Glutamat-Decarboxylase 855 26 21 52550
16 b2579yfiD Radikalprotein, saurestress-induziert 9,3 54 1,2 14,149
47 b3229 sspA  Starvation-Protein A 60,9 0,6 nn. 24251
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Nr. B Gen Beschreibung n relative mittlere M pl

Proteinintensitat
11h 15h 36h

24 b4143 groEL Chaperon 9128 6,9 10,2 57,247
35 b4143 groEL Chaperon 8 1,7 1,0 41 57,247
48 b4376 osmY Hyperosmotisch induzierbares Protein 6,7 0,8 n.n. 20964
Translation
18 b0170 tsf Elongationsfaktor EF-Ts 950 39 28 30,350
40 b3340fusA Elongationsfaktor EF-G 916 0,8 1,3 77451
Aminosaure-Stoffwechsel
32 b0004 thrC Threonin-Synthase 819 22 04 47051
34 b0004 thrC Threonin-Synthase 918 20 09 47051
46 b0071leuD Isopropylmalat-lsomerase 90,9 0,5 0,2 22,350
27 b0073leuB 3-Isopropylmalat-DH 7 4,2 16 08 39550
21 b3172 argG Argininosuccinat-Synthetase 91,4 0,7 1,1 49,7 5,1
7 b3774ilvC  Acetohydroxysaure-lsomeroreduktase B,5 2,6 2,1 5395,0
29 b3829 metE Methionin-Synthase 831 7,7 42 84555
52 b3870 glnA Glutamin-Synthetase 90,3 0,6 28 51,751
1 b2942 metK Methionin-Adenosyltransferase %,7 79 36 41849
Transport- und Bindeproteine
39 b1123 potD Spermidin/Putrescin-Bindeprotein 61,5 1,0 n.n. 38,751
53 b1857 znuA Zn**-Bindeprotein 802 15 04 35758
42 b2309 his]  Histidin-Bindeprotein 912 05 01 28,353
15 b34601iv])  Leul/lle/Val-Bindeprotein 96,1 14 04 38954
19 b1920fliY  Cystein-Bindeprotein; Regulation von8 2,5 14 0,1 289 6,2
FliA
Sonstige
50 b2266 elaB putative Isochorismat-Hydroxymutase 9,4 0,3 25 11,252
23 b3316rpsS ribosomales Protein der 30S-UE 93,3 57 4,7 61,047
36 b1207 prsA Ribose-Phosphat-Pyrophosphokinase 198 0,9 0,7 34,151
38 b3732atpD B-UE des F1-Teils der ATP-Synthase7 1,4 1,3 0,6 50,2 4,7
31 b3738atpB  ATP-Synthase, FaUE, 9 25 14 08 30264
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Nr. B Gen Beschreibung n relative mittlere M pl
Proteinintensitat
11h 15h 36h
2 keine Zuordnung moéglich 70,6 1,2 0,5 ~6~4,7
25 keine Zuordnung madglich 916 89 64 -~10-43
26 keine Zuordnung maglich 97,2 5,9 3,4 ~43-5)5
41 keine Zuordnung madglich 91,2 0,9 05 -~25 -5

Tab. 22: Vergleich der Proteine, die sowohl in der acetatlimitierten als auch in der acetat-

akkumulierenden Fermentation eine Veranderung aufwiesen. Die Werte stellen Mittelwerte der

relativen Proteinintensitéaten zu den verschiedenen Zeitpunkten dar.

Spot- Gen acetatakkumulierende Fermentation acetatlimitierte Fermentation
NI 8h 12 h 35h 11h 15h 36 h
2 ? 0,62 1,16 0,49 0,35 2,10 0,53
5 gnd 5,10 3,60 3,79 4,54 6,08 7,31
7 ivC 5,48 2,59 2,05 5,51 2,35 1,70
10 dnaK 9,41 9,29 19,17 5,18 5,43 7,65
12 metK 6,70 7,91 3,61 1,37 3,91 1,07
13 icd 10,88 7,81 4,28 10,86 5,01 5,44
15 v 6,14 1,35 0,37 8,14 2,69 0,42
16 yfiD 2,33 5,36 1,19 1,82 3,26 0,75
18 tsf 5,01 3,86 2,78 4,22 3,15 2,18
19 fliy 2,48 1,37 0,08 3,80 2,20 0,33
21 argG 1,39 0,69 1,14 1,42 1,54 1,05
23 rpsS 13,31 5,74 4,74 n.n. 2,20 4,07
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V  DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war die Konstruktion und Charakterisierung vekombinanten
Escherichia coli-Stammen, die Glucose mdglichst effizient in Pyruvat umeetzel diese
Verbindung dann ins Medium ausscheiden. Bisher wurden dazu HefeE.oc#r-Stamme
eingesetzt, die eine Auxotrophie fur Vitamine (Thiamin, Liponsauesjtien, die bei der
Decarboxylierung von Pyruvat benétigt werden. Durch geeignetédiéiong der Vitamine
kann die Aktivitat des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes und der Pypecarboxylase
verringert werden, was zu einem Anstau und Export von Pyruvat augederfihrt. Bei
diesen Ansatzen konnten bisher maximal bis zu 1,2 Mol Pyruvat prdGMobse gebildet
werden (Liet al., 2001a). Im Unterschied dazu wurde in dieser Arbeit der acetataplReE.
coli-Stamm YYC202 fur die Umsetzung von Glucose zu Pyruvat eingebeiztiem die
Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-CoA oder Acetat durchtideleoder Inaktivierung
der Gene fir den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex, die Pyruvat$exigad die Pyruvat-
Formiat-Lyase vollig blockiert ist. Die primare Charakterisigy dieses Stammes beziiglich
Acetat-Verwertung und Acetat-Toleranz zeigte, dass dr drastisch von denk. coli-
Wildtyp-Stamm MG1655 unterschied.

1 Parallele Umsetzung von Glucose und Acetat durda. coli YYC202

Die Verwertung von verschiedenen Kohlenstoff-Quellen unterliegE.ircoli Wildtyp-
Stammen oft der Glucose-Repression, d.h. bei Anwesenheit mehre@erlien wird
zundchst Glucose abgebaut und erst nach deren vollstandigem Verbratssn wiee
alternativen C-Quellen umgesetzt, was zu einem diauxischen Wichsihrt. Dieses
Phanomen wurde auch bei der Umsetzung von Glucose und AcetatEdwaih MG1655
beobachtet (Abb. 7), wobei in der Phase der Glucose-UmsetzungneagaAcetat gebildet
wurde. Demgegentber wurden Glucose und Acetat diEchcoli YYC202 parallel
verstoffwechselt (Abb. 7), was zeigt, dass die im Wildtyp funkéieanden
Regulationsmechanismen in YYC202 ausgeschaltet bzw. verdndertndeeen. Die
Mutationen, die zu einer parallelen Verstoffwechselung fuhren, wuddech die Acetat-
Auxotrophie des Stammes bei Wachstum auf Glucose-Acetat-Mmiadahm erzwungen, da
nur dann ein Wachstum Uberhaupt moglich ist. Welche Mutationen dies sind, ist kiskeér je

nicht bekannt.
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Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass der Stamm YY@2(2auf Acetat als
einziger Kohlenstoff- und Energiequelle wachsen konnte. Fir das Waclastf Acetat ist
der Glyoxylatzyklus als anaplerotische Reaktion essentiellesdigi PEP-Carboxykinase, die
Oxalacetat und ATP in PEP, GQind ADP umsetzt und somit die Gluconeogenese
ermoglicht. Das Malat-Enzym, das Malat zu Q@d Pyruvat umsetzt, kann in YYC202 die
PEP-Carboxykinase nicht ersetzen, da aufgrund der Inaktivielesyps-Gens die Bildung
von PEP aus Pyruvat durch die PEP-Synthetase nicht mdglich istmBgiehe Ursache fur
das fehlende Wachstum von YYC202 auf Acetat konnte eine vollig fehlendestadkr
reduzierte Aktivitdt des Glyoxylatzyklus sein. Beim Verglewdn YYC202- und MG1655-
Zellen, die auf Minimalmedium mit Glucose und Acetat kultivieoreen waren, zeigte sich,
dass der mRNA-Level voraceA (Isocitrat-Lyase),aceB (Malat-Synthase A) undiceK
(Isocitrat-DH-Kinase/Phosphatase) in YYC202 z.T. fast 10-fach reduzar im Vergleich
zu MG1655 (Tab. 19) und dass Isocitrat-Lyase und Malat-Synthaseamv@D-Gelen von
MG1655 prasent waren, nicht aber auf 2D-Gelen von YYC202 (Abb. 27).{pieg&sion des
aceBAK-Operons unterliegt einer komplexen Kontrolle durch mehrere Protalae
Katabolit-Repressor/Aktivator-Protein Cra und der Integration hasvrfaHF fungieren als
Aktivatoren, IcIR als Repressor. Das stromaufwarts aseBAK-Operon gelegenelR-Gen
wird seinerseits durch den Regulator des Fettsdureabbaus KadBrta(Clark & Cronan,
1996). Falls das Fehlen von Isocitrat-Lyase und Malat-SynthasendigeslUrsache fir das
fehlende Wachstum von YYC202 auf Acetat ist, sollte nach Transfiomait einem
aceBAK-Expressionsplasmid das Wachstum wieder moglich sein. Welche tidhgtia
letztendlich zur veranderten Regulation deeBAK-Operons in YYC202 fuhrten, wurde
bisher nicht untersucht. Auch die Frage, ob diese veranderte Regulatitigwst fir die
parallele Umsetzung von Glucose und Acetat, ist noch offen. Wieddinnte der mit einem

aceBAK-Expressionsplasmid transformierte YYC202-Stamm Hinweise zur Antvedetmi.

2 Die Acetat-Toleranz vonE. coli YYC202

E. coli YYC202 hat eine ungewothnlich hohe Resistenz gegentber Acetat ineickrgl
andererk. coli-Stammen wie beispielsweise MG1655. Der toxische Effekt von Awgtd
damit erklart, dass die protonierte Form, also die neutrale dass® Uber die
Cytoplasmamembran diffundieren kann. Wenn der intrazellulare pHisaheat ist als der
extrazellulare, dissoziiert die Essigsédure im Cytoplasnthsatzt ein Proton frei. Dadurch
wird der intrazellulare pH reduziert und der transmembrane @di€rt abgebaut, was zu

einer Reduktion der protonenmotorischen Kraft und somit der ATP-Synthiesenfsollte.
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Parallel sollte die Ansduerung des Cytoplasmas den beobacturiechen Effekt bewirken
(Salmondet al., 1984).

E. coli-Stamme wie K-12 besitzen bei einem niedrigen extrazellularetWpH einen
hohen transmembranen pH-GradientdpH ~0,9 Einheiten), da sie im allgemeinen nicht in
der Lage sind, ihren internen pH-Wert anzupassen (Pedah, 1981). Aufgrund der
Diffusion der Essigsaure kann folglich die intrazellulare AeKtmtzentration um etwa den
Faktor 10 groRBer sein als die extrazellulare (Diez-Gonz&eRussell, 1997). Viele
Bakterien, die bei einem niedrigen pH-Wert in Anwesenheit von Acedghsen, kénnen
ihren intrazellularen pH an den extrazellularen anpassen, d.h. serdghkék 1987; Russell,
1991). Russell (1992) postulierte, dass der niedfigel einen Adaptationsmechanismus
darstellt, der die Akkumulation von Acetat-lonen in einem ansongtekes alkalischen
Zellinneren verhindert. Dieses Phdnomen wurde z.B. auch fuEdeoli Stamm O157:H7
beschrieben, der wie YYC202 eine ungewdhnlich hohe Acetat-Toleranzt {€ditmer &
Kotrola, 1995)E. coli O157:H7 ist in der Lage, sein&pH von 0,9 auf 0,2 zu senken, wenn
Na-Acetat dem Medium hinzugefligt wird (Diez-Gonzalez & RUis$8D7). Unabh&ngig von
der extrazellularen Acetat-Konzentration Ubersteigt die inttazee Acetat-Konzentration in
E. coli O157:H7 300 mM nicht. Wenn jedoch die Hypothese einer erhéhten AcetateResi
durch einen verringertefpH richtig ist, dann kann die Anséduerung des Cytoplasmas nicht
die Ursache fir den toxischen Effekt des Acetats sein.

Um Hinweise auf den Mechanismus der Acetat-Resisten£vooli YYC202 zu erhalten,
ware es sinnvoll, die intrazellulare Acetat-Konzentration sadeie intrazellularen pH bei
Wachstum auf Glucose und Acetat zu bestimmen, und zwar im Vérgleion
komplementierten Stamm YYC202-pGS87 und zum Wildtypstamm MG1655.

3  Vergleich der Pyruvat-Produktion aus Glucose durbh verschiedene

Organismen

In der Einleitung wurden bereits verschiedene Verfahren zwstélieing von Pyruvat aus
Glucose mit Hilfe von vitaminauxotrophen Hefe- bAwv coli-Stammen vorgestellt. Daneben
wurden in der Literatur auch Verfahren beschrieben, bei denen die RPRroduktionsphase
erst nach der Wachstumsphase startete. Beispielsweise Wartleomonas campestris
zunachst in einem Medium mit Glycerin und Na\N&Ds C- bzw. N-Quelle kultiviert und nach
dem Ende des Wachstums aufgrund von Nitrat-Mangel Glucose hinzugefimt, Eiguvat
umgesetzt wurde (Behrens & Fiedler, 1979). Die Ausbeute war alisrdnit 0,47 Mol
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Pyruvat/Mol Glucose nicht sehr hoch. Bei einem anderen Verfahreer dées wurden
Candida-Stamme zunachst in einem Glucose-Medium bei pH 5,5 kultiviert und nach
Erreichen der gewilinschten Biomasse der pH-Wert auf 4,5 redBésnainouet al. 1989,
1990). Dies fuhrte zu einer Hemmung deiKetoglutarat-Bildung und damit zu einer
verminderten Citratzyklus-Aktivitat, was zu einem Anstau des mQGlgkolyse gebildeten
Pyruvats fuhrte, welches dann ausgeschieden wurde. Die Ausbeute b Biezess lag bei
0,84 Mol Pyruvat/Mol Glucose.

In Tab. 23 sind bisher beschriebene Pyruvat-Produktionsprozesse zumpesiekt, die
von Glucose ausgehen, und zwar in der Reihenfolge steigender molalbeususdDaraus
wird deutlich, dass die in dieser Arbeit beschriebenen Stammeli YYC202 undE. coli
YYC202dhA die besten bisher beschriebenen Ausbeuten liefern. Mit nicht-wetsse
Zellen und einer geringen Glucose-Konzentration konnte sogar annéhertiteolatische
Maximum von 2 Mol Pyruvat/Mol Glucose erreicht werden. Ein weitéweteil des in dieser
Arbeit beschriebenen Prozesses ist, dass auf den Einsatz ‘#amine wie Thiamin,
Liponsaure oder Nicotinamikrzichtet werden kann, die bei den ProzessenT ngtabrata
oder liponséaureauxotrophé&n coli-Stammen essentiell sind.

B. Zelic erreichte bei Fed-Batch-Fermentationsexperimenten mit YYIABA2 einen
maximalen Pyruvat-Titer von ~700 mM Pyruvat (62 g/l) mit elRaum-Zeit-Ausbeute von
42 g Pyruvat T d*, die deutlich héher lag als z.B. bei der Pyruvat-Produktion mit
vitaminauxotropherT. glabrata-Stammen, bei der maximal 32,7 g Pyruvatd’® gebildet
wurden (Miyataet al., 2000). Bei repetitive Fed-Batch-Fermentationen mit YYC&OR
konnte die Raum-Zeit-Ausbeute sogar auf 145 g Pyrivat'lerhoht werden, die Pyruvat-
Ausbeute betrug hierbei 1,74 Mol Pyruvat/Mol Glucose (Tab. 23).

Sowohl bei E. coli als auch beiT. glabrata lagen die maximal erreichten Pyruvat-
Konzentrationen bei etwa 700 mM (ki al., 2000; Liet al., 2001b). Im Fall vorE. coli
YYC202dhA konnte B. Zel zeigen, dass die Zellen nach Abtrennung des Pyruvats wieder
in der Lage waren, Pyruvat zu bilden. Die Pyruvat-Konzentration von ~KDOGemmte also
einen oder mehrere Schritte bei der Umsetzung von Glucose zu Ryillwved aber nicht zu
einer irreversiblen Schadigung der Zellen. Eine Mdglichkeit zemméidung der Pyruvat-
Hemmung bietet eine integrierte Aufarbeitung des Pyruvattsachlich gelang dies nit.

coli YYC202dhA durch Integration einer Elektrodialyse-Einheit (B. Zelinverétffentlicht).
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Tab. 23: Vergleich von in der Literatur und in dieser Arbeit beschriebenen Pyruvat-Produktions-
Prozessen, die Glucose als Substrat verwenden. In der Spalte Kultivierung wurde aufgefuhrt, ob es
sich dabei um Versuche im Schiittelkolben (SK) oder im Fermenter (F) handelte. AuRerdem wurde
bertcksichtigt, ob bei den Prozessen wachsende Kulturen (WK) oder Zellsuspensionen (ZS)
verwendet wurden. Fir die Versuche aus dieser Arbeit wurde auBerdem die Konzentration der C-
Quelle angegeben: a) 10 mM Glucose, 2 mM Acetat, b) 10 mM Glucose, c) 100 mM Glucose, d) 88

mM Glucose.

Stamm Phéanotyp Kultivierung Mol Pyruvat/ Referenz
Mol Glucose
Candida sp. thiaminauxotroph F, ZS 0,8 (Besnainou et al., 1989;
Besnainou et al., 1990)
Candida lipolytica thiaminauxotroph SK, WK 0,9 (Uchio et al., 1976)
AJ14353 methioninauxotroph
E. coli W1485lip2 liponsaureauxotroph F, WK 1,0 (Yokota et al., 1994a)
Torulopsis glabrata thiamin-, biotin-, SK, WK 1,1 (Miyata et al., 1990)
ACII33 pyridoxin-,
nicotinsaure-
auxotroph
E. coli YYC202ldhA acetatauxotroph, F, WK 1,1 (Gerharz et al., 2002)
D-LDH-negativ
E. coli AJ12631 liponsaureauxotroph, SK, WK 1,1 (Tomita & Yokota,
F,-ATPase-Defekt 1993)
E. coli TBLA-1 liponsaureauxotroph, F, WK 1,2 (Yokota et al., 1994b)
F.-ATPase-Defekt
E. coli YYC202 acetatauxotroph SK, ZSc 1,4 (Bott et al., 2001,
Gerharz et al., 2001)
Yarrowia lipolytica SK, ZS 15 (Saeki, 1997)
Enterobacter liponsaureauxotroph, zZS 1,6 (Yokota, 1989)
aerogenes SM-18 NaAsO,
E. coli YYC202IdhA acetatauxotroph, SK, ZS d 1,7 (Gerharz et al., 2002)
D-LDH-negativ
E. coli YYC202 acetatauxotroph SK, WK a 1,7 (Bott et al., 2001,
Gerharz et al., 2001)
E. coli YYC202ldhA acetatauxotroph, F 1,7 B. Zeli¢, personliche
D-LDH-negativ Mitteilung
E. coli YYC202 acetatauxotroph SK,ZS b 2,0 (Bott et al., 2001,

Gerharz et al., 2001)
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4  Bildung von Lactat als Nebenprodukt

Bei den Versuchen miE. coli YYC202 zeigte sich, dass unter bestimmten Bedingungen
Lactat als Nebenprodukt gebildet wurde. Dafur gibt es verschiedene
Erklarungsmaglichkeiten, die sich nicht gegenseitig ausschligdeAufgrund der Blockade
des Pyruvat-Abbaus steigt dessen intrazellulare Konzentrationktinteré allosterisch die
NAD"-abh&ngige D-Lactat-Dehydrogenase (LdhA), die auch unter aerokdimgBngen
vorhanden ist. (ii) Die erhohte Pyruvat-Konzentration verstarkt die ExpressitihéeGens,
was zu einer erhdhen Konzentration der LdhA fihrt. (iii) Eine Limoita der
Sauerstoffkonzentration oder der Atmungskettenaktivitat im Vetgleiur Glykolyse-
Aktivitat fuhrt zu einem Anstieg des NADH/NABVerhaltnisses und verstarkt die LdhA-
Aktivitat. Eine Inaktivierung deddhA-Gens in YYC202 fuhrte zu einer vollstandigen
Eliminierung der Lactat-Bildung. Die spezifische Glucose-Yaubhsrate von YYC20@hA
war geringer als die von YYC202, was darauf hindeutet, dass tatkadid Aktivitat der
Atmungskettenenzyme limitierend sein kénnte. In Abwesenheit des HNAD
Uberflussventils* Lactat-Dehydrogenase konnte es zu einem erhdN&DH/NAD'-
Verhéltnis kommen, das in der Folge einen reduzierten Fluss durcblydelyse bewirken
konnte. Es ware interessant zu testen, ob eine Steigerung dengsikettenaktivitat zu einer

erhohten spezifischen Glucose-Verbrauchsrate in YY @p@Xthrt.

5 Globale Genexpressionsveranderungen in Pyruvat-Bduktions- und
Nicht-Produktions-Stammen

Durch Transkriptomanalysen mit DNA-Microarrays sollte untdmsuwerden, welchen
spezifischen Einfluss die Pyruvat-Produktion auf die genomweite @egsston inE. coli
YYC202 hat und wie sich YYC202 vom Wildtyp-Stamm MG1655 unterscheidet. Um
ausschlieBlich pyruvatspezifische Effekte zu detektieren, wurd€202-pBR322 mit
YYC202-pGS87 verglichen. Um stamm- und pyruvatspezifische Effekte flaredizieren,
wurde YYC202 sowie YYC202-pGS87 auch mit dem Wildtyp-Stamm MG1655 verglichen.

Veranderte Expression von Genen der Saureschutzantwort

Die GenegadA, gadB, hdeAB und yhiE kodieren fir Gene, die eine Schutzfunktion bei
Saure-Stress ausiben. Die mRNA-Level dieser Gene waren in dem Sta@20XgBR322,
der Pyruvat produziert, mindestens 5-fach héher als im Stamm YYC202#p@E8r kein
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Pyruvat produziert. Die GengadA und gadB kodieren fiur zwei Glutamat-Decarboxylase-
Isoenzyme, die Glutamat zy-Aminobutyrat decarboxylieren und dabei ein Proton
.verbrauchen®, somit also der Ansduerung des Cytoplasmas entgdgam Stromaufwarts
von gadB liegt gadC, welches fir einery-Aminobutyrat-Antiporter kodiert (Hershkt al.,
1996). DergadC-mRNA-Level war beim Vergleich YYC202-pBR322 und -pGS87 nicht
signifikant verandert. Die Expression vgadA, gadB und gadC wird durcha® reguliert und
wird normalerweise durch niedrigen extrazellularen pH waéahrend stationdren
Wachstumsphase induziert. Die beiden Glutamat-Decarboxylasen urglad€-Antiporter
sind wahrscheinlich notwendig, um einen ann&hernd neutralen ihtfamn pH zu
erreichen, wenik. coli extremen Saure-Bedingungen ausgesetzt ist (Heeh 1996; Small

& Waterman, 1998). Bei pH 2,5 wird nur GadA oder GadB bendtigt, damdli Gberleben
kann. Bei einem pH von 2,0 werden dagegen beide Glutamat-Decarboxylaggigtbem

ein Uberleben vorE. coli zu erméglichen (Castanie-Cornett al., 1999). Da bei dem
Transkriptom-Vergleich von YYC202-pBR322 und YYC202-pGS87 die RNA zu einem
Zeitpunkt isoliert wurde, wo der externe pH noch nahezu bei 7 lag, finusge Induktion

von gadA und gadB ein cytoplasmatischer Saurestress verantwortlich sein. Diese
cytoplasmatische Saurestress wird wahrscheinlich durch digsetzieng von zwei Protonen
bei der Umsetzung von Glucose zu Pyruvat bedingt.

Die GenehdeA und hdeB zeigten in YYC202-pBR322 einen mindestens 5-fach hdheren
MRNA-Level als in YYC202-pGS87. Diese Gene und ein drittes Gée), das in den
dargestellten Experimenten nicht ausgewertet werden konnte, werdenhns-
Deletionsmutanten exprimierhde = hns-dependent expression, Yoshidaal., 1993). Die
Expression aller drei Gene, die durchreguliert wird, steigt normalerweise wahrend der
stationéren Phase (Arngvigtal., 1994; Waterman & Small, 1996; Yoshidaal., 1993). Das
hdeA-Genprodukt vermittelt sowohl irs. flexneri (Waterman & Small, 1996) als auchbn
coli (Gajiwala & Burley, 2000) eine Saure-Resistenz in der stakonBhase. Gajiwala und
Burley (2000) zeigten, dass HdeA eine Chaperon-Funktion bei pH 2, jedokh bai
neutralem pH austbt, und postulierten, dass HdeA die irreversible ublenatg von
periplasmatischen Proteinen verhindert und damit eine Renaturierungebigalem pH
erlaubt. HdeB ist vermutlich ein Strukturhomolog von HdeA und kann miemiesvil.
Heterodimere bilden (Gajiwala und Burley, 2000).

Das GenyhiE zeigte eine 5-fach erhohte Expression im Pyruvat-Produzenten YYC202-
pBR322 im Vergleich zu YYC202-pGS87. Auch fimE wurde kirzlich beschrieben, dass es

in der Saurestressantwort involviert ist. Mutationen yhik fuhrten zu einer reduzierten
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Saure-Resistenz, wahrend djgiE-Uberproduktion zu einer signifikant erhohten Saure-
Resistenz fuhrte. Tuckest al. (2002) postulierten, dag$iE einen Aktivator der Glutamat-
abhangigen Saure-Resistenz kodieren konnte. Die erhdhte Expressighizd&dnnte also
fur die erhéhte Expression vgadA undgadB verantwortlich sein.

Beim Transkriptom-Vergleich von YYC202-pGS87 und dem Wildtypstamm MG1655
waren die mRNA-Level aller 0. g. Saurestress-Gene in MG1655iatedtdher als in
YYC202-pGS87, allerdings lagen die p-Werte Uber Og#sl4 0,38 + 0,34; gadB 0,39 £
0,30; hdeA 0,24+ 0,10; hdeB 0,34 + 0,22; yhiE 0,40+ 0,21). Mdglicherweise hangt der
erhohte mRNA-Level im Wildtyp MG1655 mit einer erhthten Acetat-Katra¢ion
zusammen. Die Kultivierung von YYC202-pGS87 und MG1655 erfolgte in Minindilme
mit Glucose und Acetat. Beim Wildtyp wird aufgrund der Kataboliifeesion zunachst nur
Glucose verstoffwechselt, was mit einer Ausscheidung von Acetiatinden ist, wahrend bei
YYC202-pGS87 Glucose und Acetat parallel verstoffwechselt werdemit Qitrfte beim
Wildtyp zum Zeitpunkt der RNA-Praparation eine héhere Acetat-Koretgorim Medium
vorgelegen haben als in YYC202-pGS87. Die Annahme, dass Acetat Eeimession von
gadA, gadB, hdeA und hdeB eine Rolle spielt, wurde zuvor von Arnokt al. (2001)
beschrieben. Allerdings zeigten in diesen Experimenten auch a@damin Gegenwart von
Acetat einen erhohten mRNA-Level, die beim Vergleich YYC202-pG887MG1655

unverandert waren.
Veranderte Expression der Chemotaxis- und Flagellen-Gene

Die meisten der etwa 40 Gene, die an der Flagellen-Syntinelsder Chemotaxis beteiligt
sind, zeigten einen reduzierten mRNA-Level in YYC202-pBR322 im Vietgleu YYC202-
pGS87. Diese Beobachtung lasst sich wiederum mit einem intS&eestress im Pyruvat-
Produzenten erklaren, da Soutoursaal. (2002) zeigen konnten, dass die Expression der
Flagellen-Gene durch niedrige pH-Werte inhibiert wird. Die HlageBiosynthese steht in
E. coli unter der Kontrolle deBhDC-Master-Operons, welches wahrscheinlich durch H-NS
reguliert wird. Hommai&t al. (2001) beobachteten, dass in einam-negativen Hintergrund
die Expression der Flagellen-Gene sank, wahrend die Expression emen,Gdie eine
Schutzfunktion bei Saurestress ausiben, erhoht war. Im Pyruvat-Rrttuz2éYC202
konnte das gleiche Verhalten beobachtet werden, obwohl die Expressibnswamverandert
war. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Star@202 YWutationen im

hns-Gen enthélt, die dessen Funktion beeintrachtigen.
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Zu der Hypothese, dass die Expression der Flagellengene in YYC20R itecnen
Saurestress reduziert wird, passt allerdings nicht, dass beinsKriptom-Vergleich von
YYC202 mit MG1655 die Flagellen-Gene in YYC202 und nicht in MG1655 einledhéen
MRNA-Level zeigten. Das gleiche Resultat ergab sich augh Mergleich von YYC202-
pGS87 mit MG1655. Mdoglicherweise sind stammspezifische Untedsehiér diese
widerspruchlichen Ergebnisse verantwortlich.

Erhéhte Expression der NADH-Dehydrogenase

Die mRNA-Level desdh-Gens fur die NADH-Dehydrogenase Il und agpC-Gens fir
eine Untereinheit der Cytochrom-Oxidase AppBC waren in YYC202 und202¢pGS87 im
Vergleich zu MG1655 deutlich erhoht. Das Signal &pB war leider nicht auswertbar.
Demgegeniber waren die mRNA-Level vatth und appBC beim Vergleich von YYC202-
pBR322 mit YYC202-pGS87 unverandert. Dies deutet darauf hin, dass es sichumhabe
stammspezifische Expressionsunterschiede handelt, die als Folgé&ngassung von
YYC202 an den veranderten Stoffwechsel aufgetreten sind. Ob einerkeerBtilung von
Ndh und AppBC zu einer erhdhten Aktivitat der Atmungskette fuhrt, wurde nicht untersucht.
Wie bereits diskutiert, scheint die Aktivitat der Atmungskett¥ €202 nicht auszureichen,
um eine ausreichend schnelle Reoxidation von NADH zu gewéahrlessiastgss die NAD
abhangige D-Lactat-Dehydrogenase als ,Uberflussventil* gemvitdt Tatséchlich war die
Expression dekdhA-Gens in YYC202-pGS87 gegenuber MG1655 ebenfalls 2,2-fach erhéht.
Beim Vergleich der Transkriptome von YYC202 und MG1655 war die Expreskis dhA-
Gens leider nicht auswertbar, wahrend sie beim Vergleich YYC2B3pB mit YYC202-
pGS87 im Pyruvat-Produzenten YYC202-pBR322 nur leicht erhdht war £1148 mit p =
0,221).

6  Einfluss von Pyruvat auf die globale Genexpressian MG1655

Reduzierte Expression von Genen fur den Transport alternativer Kohénstoff-Quellen

Mittels DNA-Chip-Experimenten sollten Gene identifiziert dem, deren Expression durch
die Zugabe von Pyruvat verdndert wird. Dazu wurden die Zellen inmei@é&/cerin-
Minimalmedium kultiviert und in der exponentiellen Phase 50 mM Na-Ryraugegeben.
Nach zwei Minuten wurde die RNA isoliert und mit einer Kultur Viehgen, der anstelle von
Pyruvat Wasser zugesetzt worden war. Bei der Analyse fiel dags die mMRNA-

Konzentration von 12 Genen reduziert war, die fir Transportproteine kodiémafich ptsl
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(Enzym | des Phosphotransferase-Systemts; (Enzym 1IBC des Glucose-PTShanX
(Enzym 1IAB des Mannose-PTS)mglAB (Untereinheiten eines Galactose-ABC-
TransportsystemsjbsC undrbsD (Untereinheiten eines Ribose-Transportsystedts} (Cy-
Dicarboxylatcarrier), glpF (Glycerol-Facilitator), glpT (Glycerin-3-Phosphat-Permease),
modF (Untereinheit eines ABC-Transporters fir Molybdan) uydt) (b1423, nicht
charakterisiertes  Transportprotein). Daneben zeigten Genprodukte, adie der
Verstoffwechselung von Glycerin bzw. Glycerin-3-Phosphat beteiligk, inen reduzierten
MRNA-Level, namlich glpQ (Glycerophosphoryldiester-Phosphodiesterase) ghuAB
(Untereinheiten der anaeroben Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase)Rddiuktion des
glpQT RNA-Levels lasst sich durch den erhéhten mRNA-Level glmR erklaren (einmal
auswertbar, hier aber 5,2-fach erhéhter mRNA-Level nach Pyruvat-Betsen Genprodukt
als Regulator voglpQT fungiert. Die experimentellen Daten sprechen dafir, dass Pyruvat
E. coli eine Katabolit-Repression ausldst, ein Befund, der bisher nicht ihiteatur zu
diesem Thema beschrieben wurde (Warsteal., 1978; Kolbet al., 1993; Postmat al.,
1993; Saier & Ramseier, 1996). Erstaunlich war vor allem, dass @sichnd ptsG nach
Pyruvat-Zugabe einen reduzierten RNA-Level zeigten, da Glucasgenerell als die
bevorzugte C-Quelle voR. coli betrachtet wird. In weiteren Experimenten ware es sinnvoll
zu testen, ob die beobachteten Phanomene auch dann auftreten, wenn dmmiZ&lanose
anstelle von Glycerin kultiviert werden.

Bei der beobachteten Katabolit-Repression konnte eventuell der Tpmsigiegulator
Mic eine Rolle spielen, der die Expression der Gene des Glucoaégskt und Mannose-
Stoffwechsels reguliert (Leet al., 2000; Tanakat al., 2000). Mlc inhibiert die Expression
seines eigenen Gens, des glucosespezifispts8Gens, der generellen PTS-GepisHI
sowie des malT-Gens, das fir den Aktivator des Maltose-Regulons und des
mannoseverwertenden OperamanXYZ kodiert (Deckeret al., 1998). Dass in dem DNA-
Chip-Experiment die GengtsG, ptsl, malT sowiemanX in Anwesenheit von Pyruvat einen
reduzierten mRNA-Level zeigten, spricht fur eine Beteiliguag Mic. Allerdings wurde fur
das mlc-Gen selbst kein reduzierter mRNA-Level beobachtet. Moglickisavtritt dieser
Effekt erst zu einem spateren Zeitpunkt und nicht schon nach 2 MiaufeDie Rolle des
mlc-Gens bei der pyruvatvermittelten Katabolit-Repression konnte dureheatsprechende
Transkriptom-Analyse mit einenlc-Deletionsmutante experimentell getestet werden.
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7  Proteomanalyse

Die in den Fermentationen eingesetzte Glucose sollte vorwiege@ri Glykolyse zu
Pyruvat umgesetzt werden. Wenn Glucose nicht tUber die Glykolyse, soadder den
oxidativen Pentosephosphatweg verstoffwechselt wird, entsteht Qi@s fuhrt zu einer
Reduktion der Pyruvat-Ausbeute. Die Erhéhung der Gluconat-6-Phosphat-Dgéryalse im
Verlauf der acetatlimitierenden (al) Fermentation konnte fae eerhdhte Aktivitat des
Pentosephosphat-Wegs sprechen, allerdings zeigten keine weitergmeEdieses Weges
eine erhohte Protein-Konzentration. Es fallt auch auf, dass in é@&taldumulierenden (ak)
Fermentation zwei Enzyme (Gnd, TalB) des Pentosephosphatweges erfaufVder
Fermentation reduziert wurden. Das spricht fur eine reduzierieit@kides Pentosephosphat-
Wegs. Das Verhdltnis al/ak der relativen Proteinintensitat @&rconat-6-Phosphat-
Dehydrogenase betrug am Anfang der Fermentation 0,88, in der Produktionsphase 1,7 und am
Ende der Fermentation 1,92. Die Pyruvat-Ausbeute war in der ak-f@toa mit ~670 mM
deutlich hoher als in der al-Fermentation, wo nur ~380 mM Pyruvatdgéhilurden. Die
geringere Ausbeute in der al-Fermentation konnte mit einer erhoOhteivit@#ktdes
Pentosephosphatweges zusammenhéangen.

Indizien flr einen Saurestress, wie sie bereits bei den DNA-EXxperimenten beobachtet
wurden, gab es auch bei den Proteomanalysen. So wurden z.B. die Proifeinad'GadB
in der Produktionsphase vermehrt gebildet. Das YfiD-Protein ist emteiR, dass bei
Saurestress induziert wird und bei neutralem bis alkalischem pH-Wert bishemiabtdurch
Proteomanalyse identifiziert wurde (Blankenhatnal., 1999). Da die Fermentationen bei
einem neutralen externen pH-Wert durchgefuhrt wurden, ist es desumegsm erstaunlicher,
dass das YfiD-Protein dabei in relativ hoher Intensitat detektwende. Das Ergebnis
unterstitzt den Befund, dass die Pyruvat-Bildung zu einer cytoplasheat Ansduerung
fuhrt. YfiD ist ein Radikal-Enzym, wobei das Radikal wie bei dgruRat-Formiat-Lyase
(PFL) durch die Aktivasen PflA mittels Adenosylmethionin eingefuhrdwim Gegensatz
zur PFL fungiert AdhE aber bei YfiD nicht als Deaktivase.Drfkann das katalytische
Zentrum von PFL wiederherstellen, wenn es durch Sauerstoffeinwirkarsgort wurde
(Wagneret al., 2001). Da in YYC202 dagfIB-Gen fur PFL durch eine Mutation inaktiviert
ist, bleibt es fraglich, ob diese Reaktivierungsfunktion von YfiYvc202 eine Rolle spielt.
Unter Sauerstoffmangel scheidghD-Mutanten verstarkt organische Sauren wie Pyruvat,
Lactat, Succinat oder Formiat aus (Wybanal., 2002). Es ware daher interessant zu
untersuchen, ob eingfiD-Mutation in YYC202dhA einen Einfluss auf die Pyruvat-

Produktion hatte. Bei der ak Fed-Batch-Kultur kam es im VedaufFermentation zu einer
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Zunahme der Glutamat-Decarboxylase GadB (von 0,3 auf 1,9) belhzgdiger Abnahme
der Glutamat-Decarboxylase GadA (von 5,5 auf 2,1). Dies deutet autisi@eschiedliche
Regulation vorgadA und gadB sowie eventuell auch auf unterschiedliche Eigenschaften der
Enzyme hin.

Auffallig war bei den Proteomanalysen der Fed-Batch-Fermenéat, dass mehrere
Proteine, die in einer phosphorylierten und einer dephosphorylierten Foiegearkdonnen,
veranderte Intensitdten zeigten (lcd, DnaK, YfiD, GroL, A,uf UspA). Die
Proteinphosphorylierung ist ein wichtiger Mechanismus fir die Kontretle Protein-
Aktivitaten. In Eukaryonten gibt es Proteinkinasen, die durch versetssd&mweltstresse
aktiviert werden und eine Adaptation an diese Stressbedingungéglielnen (Tamurat al.,
2002; Tibbles & Woodgett, 1999). Das universelle Stressprotein UspA.vanhi (Freestone
et al., 1997) wird unter anderem dann vermehrt gebildet, wenn die Zelle toxischen Substanzen
wie Schwermetallen, Sduren oder Antibiotika ausgesetzt istrovys& Neidhardt, 1992).
Die Zunahme der UspA-Konzentration im Verlaufe der al-Fermient&ann also wiederum
als Folge des Saurestresses betrachtet werden. In ZellarFkrmentation war UspA schon
zum Zeitpunkt der ersten Probennahme in relativ hoher Intensitat nabawend nahm im
Verlauf der Fermentation noch weiter zu.

Das DNA-bindende Protein H-NS beeinflusst die Expression vielete G&s wird
postuliert, dass es eine Rolle bei der Virulenz, beim Kalteschmmiy pH-Stress und der
Osmoregulation spielt (Higgirs al., 1990). Die Zunahme von H-NS in der al-Kultur kénnte
die negative Autoregulation widerspiegeln, die in der logarithmisttieachstumsphase, nicht
aber in der stationaren Phase beobachtet wurde (Fatcaini1993).
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Tab. 24: Gene, deren mRNA-Level in in den Vergleichen von E. coli YYC202-pGS87/YYC202-pBR322, YYC202/MG1655 oder/und YYC202-pGS87/MG1655

mindestens zweifach erhéht bzw. erniedrigt waren. Diese Liste wurde mit den relativen mRNA-Leveln der anderen Experimenten erganzt. Die RNA wurde aus

exponentiell wachsenden Zellen isoliert, die in Minimalmedium (10 mM Glucose, 2 mM Acetat) kultiviert wurden. Spalte n gibt die Anzahl der Experimente an. Die

Daten stellen die Mittelwerte aus der Anzahl der Experimente dar, wobei jeweils von separaten Kulturen ausgegangen wurde. p-Wert > 0,05 sind fett markiert.

Die Orientierung der Gene auf dem E. coli-Chromosom ist in der Spalte * angegeben, + bedeutet im Uhrzeigersinn, - entgegen dem Uhrzeigersinn. DH =

Dehydrogenase
B-Nr. Gen * [Funktion MRNA-Level n p- MRNA-Level n p- MRNA-Level n p-
(Y-pBR322/Y-pGS87) Wert |(YYC202/MG1655) Wert|(Y-pGS87/MG1655) Wert
b0006 yaaA -[ORF 593 + 0,63 2 0,004 1,08 + 0,23 30,373 1,46 + 1,09 20,399
b0112 aroP -[Transportprotein aromatischer AS 5,44 1 0,07 + 0,02 3 0,003 0,09 + 0,09 2 0,096
b0113 pdhR +[Pyruvat-DH-Repressor; liegt in einem Operon mit pdhR-aceEF- 0,53 + 0,26 5 0,040 0,59 + 0,22 20,138 0,85 + 0,02 2 0,000
[pdA
b0114 aceE +|Pyruvat-DH (1. UE) 0,05 + 0,01 2 0,016 0,45 + 0,17 3 0,037 1,97 + 1,49 20,283
b0115 aceF +|Pyruvat-DH (2. UE) 0,10 + 0,20 4 0,006 053+065 30,118 1,91 + 0,15 2 0,009
b0116 IpdA  +Pyruvat-DH (3. UE) 0,05 + 0,01 4 0,000 0,77 +0,16 30,067 21,39 + 14,90 2 0,058
b0117 yacH -|putatives Membranprotein unbekannter Funktion 0,54 + 0,47 3 0,167 1,08 +0,19 30,329 3,76 + 3,42 20,203
b0118 acnB +|Aconitase B (Citrat > cis-Aconitat + H,0) 0,57 + 0,25 6 0,011 1,15+ 0,44 30,382 4,74 + 2,61 20,087
b0219 yafV  -|putatives Enzym, enthalt eine Hydrolase Doméane 3,61 + 0,68 2 0,025 0,97 + 0,15 30,321 1,68 + 1,06 20,284
b0489 ybbK -|putative Protease 3,36 + 0,41 2 0,011 1,10+ 0,12 30,178 1,44 + 0,97 20,379
b0564 appY +[Transkriptionsregulator; induziert appA (saure Phosphatase), 3,54 + 0,26 2 0,001 155+ 0,26 2 0,087 1,94 + 141 20,275
appBC (Cytochrom-bd-Oxidase-Il) u.a. Gene, fungiert auch als
Repressor von Genen
b0572 ylcB  +[Bestandteil eines putativen Cu-Effluxsystems; aktiviert durch 0,75 + 0,42 3 0,230 3,94 +148 30,017 1,41 + 0,82 20,348
CusSR, das aber keine veranderte Expression zeigt




B-Nr. Gen * [Funktion MRNA- Level n p- MRNA-Level n p- MRNA- Level n p-
(Y-pBR322/Y-pGS87) Wert |(YYC202/MG1655) Wert|(Y-pGS87/MG1655) Wert

b0709 ybgH -|putatives Transportprotein aus der H'-abhangigen Oligopeptid- 12,63 + 6,04 2 0,043 1,39 + 0,20 3 0,029 150 + 096 20,344
Transporter-Familie (POT- oder PTR-Familie, TC 2.A.17)

b0809 gInQ -|membranassoziiertes Glutamin-Binde-Domane eines hoch-affinen 1,46 + 0,77 6 0,104 1,62 + 0,44 3 0,047 2,56 + 2,01 2 0,226
Glutamin-Transporters; liegt im ginHPQ-Operon

b0810 ginP  -|integrales Membranprotein  eines  hoch-affinen  Glutamin- 0,96 + 0,26 7 0,401 1,67 + 0,56 3 0,063 2,39 + 1,75 2 0,220
Transporters

b0811 glnH - |periplasmatische  Glutamin-Binde-Doméane eines  Glutamin- 0,90 + 0,28 7 0,230 1,72+ 0,67 30,083 242 + 0,45 20,043
Transporters

b0812 dps - [Fe-Speicherprotein, bindet unspez. an DNA und schiitzt sie vor| 1,51 + 0,50 7 0,009 0,61 + 0,37 3 0,097 0,42 + 0,31 20,159
oxidativer Zerstérung

b0828 ybiK  +[L-Asparagin-Amidohydrolase (L-Asparagin + H,O - L-Aspartat + 1,63 + 1,28 7 0,059 1,55+0,36 30,051 2,04 + 1,53 2 0,269
NHS;)

b0829 vyliA +|periplasmatisches Bindeprotein eines ABC-Transportsystems

b0830 yliB +|periplasmatisches Bindeprotein eines ABC-Transportsystems 0,90 + 0,32 7 0,224 2,42 + 0,57 30,013 2,98 + 0,40 2 0,020

b0831 yliC +|Integral Membranprotein eines ABC-Transportsystems 1,60 + 1,50 5 0,218 2,78+ 0,70 2 0,056 2,72 + 2,08 2 0,206

b0832 yliD +|Integral Membranprotein eines ABC-Transportsystems 1,39 + 1,14 7 0,296 1,76 + 0,72 30,108 2,56 + 1,30 2 0,132

b0833 yliE  +/ORF 2,63 1

b0834 yliF +ORF 238 + 2,21 3 0,164 1,72 +1,09 20,273 1,30 + 0,61 20,347

b0861 artM - |Membranprotein eines ABC-Transporters fur Arginin 6,16 + 1,77 2 0,032 1,35 + 0,08 3 0,003 1,86 + 1,46 2 0,315

b0862 artQ - |periplasmatische Doméne eines ABC-Transporters fiir Arginin 2,47 + 2,37 3 0,166 1,21 + 0,33 30,232 1,64 + 1,43 20,404

b0863 artl - membranassoziiertes Protein eines ABC-Transporters fir Arginin 0,77 1 152 + 1,11 2 0,376

b0864 artP - integrales Membranprotein eines ABC-Transporters fir Arginin 1,69 + 1,34 6 0,133 1,36 + 0,24 3 0,053 1,21 + 0,79 20,468

b0897 ycaC -[Hydrolase mit unbekannter Spezifitat 3,81 + 0,14 2 0,000 1,32 + 0,82 3 0,393 1,55 + 0,86 2 0,284




B-Nr. Gen Funktion MRNA- Level n p- MRNA-Level n p- MRNA- Level n p-
(Y-pBR322/Y-pGS87) Wert |(YYC202/MG1655) Wert|(Y-pGS87/MG1655) Wert

b0929 ompF -|Porin, das die passive Diffusion von kleinen hydrophilen Molekulen 1,31 + 0,80 7 0,281 221 +2,19 30,263 2,37 + 0,28 20,020

Uber die duliere Membran vermittelt
b0954 fabA - [B-Hydroxydecanoylthioester-Dehydrase (3-Hydroxydecanoyl-[Acyl- 0,75 + 0,37 7 0,051 1,25+ 0,23 30,110 2,21 + 0,02 20,000

Carrierprotein] > 2,3-Decenoyl-[Acyl-Carrierprotein] oder 3,4-

Decenoyl-[Acyl-Carrierprotein] + H,O)
b0978 appC +[Cytochrom-bd-Oxidase II, UE I; liegt im appCBA 1,83 + 0,80 3 0,076 3,42 + 1,24 30,015 1,84 + 0,52 20,107
b0979 appB +|Cytochrom-bd-Oxidase II, UE II 1,99 1
b0980 appA +[saure Phosphatase 157 + 1,63 5 0,375 2,25+096 30,067 0,87 1
b1036 ycdZ +|putatives Transportprotein, lonen-Kanal 1,15 1 4,33 +1,30 30,006 2,23 + 1,89 20,285
b1037 csgG - |Curli Transportsystem 1,07 + 0,34 4 0,355 0,33 +0,18 3 0,027 0,59 + 0,25 20,151
b1071 flgM - |Anti-FIiA Faktor 0,57 + 0,05 2 0,010 3,17+ 299 30,118 546 + 391 20,111
b1072 flgA - |Flagellen-Biosynthese 0,50 + 0,13 3 0,026 2,18 +1,26 30,081 3,14 + 2,33 20,173
b1073 flgB  +[Flagellen-Biosynthese 0,25 + 0,21 3 0,119 7,30 £+ 7,96 3 0,069 6,58 + 3,00 2 0,057
b1074 flgC  +[Flagellen-Biosynthese; liegt im Operon mit flgBCDEFGHIJK 0,29 + 0,07 3 0,004/ 10,77 +1,27 2 0,009 526 + 2,23 2 0,060
b1075 flgD  +[Flagellen-Biosynthese 0,29 + 0,0 4 0,003 10,82 +9,67 30,050 7,90 + 4,42 20,066
b1076 flgE +|Flagellen-Biosynthese 0,27 + 0,17 5 0,005 9,21 + 7,04 30,042 6,57 + 2,30 20,042
b1077 flgF +|Flagellen-Biosynthese 0,30 + 0,16 6 0,003 2,32 +0,65 30,021 2,08 + 0,42 20,059
b1079 flgH  +[Flagellen-Biosynthese 0,39 + 0,11 4 0,002 1,86 + 1,69 2 0,365 1,65 + 0,31 20,080
b1080 flgl +[Flagellen-Biosynthese 0,34 + 0,28 2 0,155 0,50 1 1,57 + 0,75 20,242
b1081 flgJ +[Flagellen-Biosynthese 0,45 + 0,22 5 0,008 1,57 1 1,15 + 0,28 20,334
b1082 flgK +|Flagellen-Biosynthese 0,48 + 0,27 5 0,020 4,16 + 3,19 3 0,054 753 + 6,38 20,118
b1083 flgL +|Flagellen-Biosynthese 0,46 + 0,25 5 0,019 244 +119 20,132 3,89 + 0,87 20,034




B-Nr. Gen Funktion MRNA- Level n p- MRNA-Level n p- MRNA- Level n p-
(Y-pBR322/Y-pGS87) Wert |(YYC202/MG1655) Wert|(Y-pGS87/MG1655) Wert
b1109 ndh +NADH-Dehydrogenase (NADH + QH NAD" + QH,) 1,20 + 0,22 7 0,008 2,61 +0,09 30,000 507 + 250 20,073
b1145 ymfK -|putativer Phagenrepressor 0,06 + 0,02 2 0,032 0,15 + 0,18 2 0,143
b1178 ycgK -[ORF 150 + 0,22 7 0,000 0,54 + 0,60 30,117 1,47 + 0,94 20,348
b1243 oppA +|periplasmatisches Bindeprotein eines Oligopeptid-Transporter, 0,73 + 0,32 5 0,134 0,53+0,04 20,017 0,48 + 0,01 2 0,000
liegt im oppABCD-Operon
b1244 oppB +|integrales Membranprotein eines Oligopeptid-Transporter 0,93 + 0,17 2 0,407 0,84 + 0,24 3 0,092 1,11 + 0,66 20,488
b1245 oppC +|integrales Membranprotein eines Oligopeptid-Transporter 0,83 + 0,23 5 0,128 0,84 + 0,10 3 0,045 1,40 + 0,32 20,155
b1246 oppD +membranassoziierte Komponente eines Oligopeptid-Transporter 0,63 + 0,39 5 0,062 1,00 1 1,36 + 0,89 20,401
b1379 hslJ  +Hitzeschock-Protein 1,05 + 0,35 6 0,381 2,32 +092 30,045 161 + 1,12 20,332
b1380 IdhA  +D-Lactat-DH (Pyruvat + NADH + H" > D-Lactat + NAD") 1,45 + 1,00 6 0,221 2,19 + 0,20 20,013
b1493 gadB - |Glutamat-Decarboxylase A (L-Glutamat + H* = y-Aminobutyrat + 9,21 + 2,70 2 0,027 1,01 +087 30,333 0,39 + 0,30 2 0,157
CO,)
b1634 ydgR +[putatives Transportprotein 0,28 + 0,02 2 0,000 1,19 + 0,43 30,314 1,52 + 0,22 2 0,072
b1856 yebA -[Hypothetische Metalloprotease, event. beteiligt am Zellwandabbau 0,93 + 0,27 6 0,317 0,26 + 0,08 2 0,047 1,34 + 0,21 20,117
oder -bildung, benotigt Zn** als Cofaktor
b1857 znuA -|ABC-Transportsystem fur Zink 1,27 + 0,35 6 0,051 0,11 + 0,03 2 0,023 1,10 + 0,55 20,494
b1858 znuC +|ABC-Transportsystem fur Zink 0,87 + 0,27 5 0,212 0,30 + 0,05 20,028 169 + 0,46 20,120
b1859 znuB +|ABC-Transportsystem fiir Zink
b1879 flhA  -|Flagellen-Biosynthese 0,76 + 0,09 2 0,096 0,61 +0,01 2 0,000 2,20 + 1,88 20,292
b1880 flhB - putativer Teil des Flagellen-Apperatus-Exporter 0,42 + 0,24 4 0,039 0,94 + 0,37 2 0,382 2,73 + 1,46 20,132
b1881 cheZ -|Chemotaktische Antwort 0,85 1 3,73 + 2,62 2 0,140
b1882 cheY -|Chemotaxis-Regulator 0,60 1 2,14 + 1,24 2 0,187 3,68 + 1,06 2 0,049




B-Nr. Gen Funktion MRNA- Level n p- MRNA-Level n p- MRNA- Level n p-
(Y-pBR322/Y-pGS87) Wert |(YYC202/MG1655) Wert|(Y-pGS87/MG1655) Wert
b1883 cheB - Antwort-Regulator der Chemotaxis 1,20 1 3,39 + 2,89 2 0,198
b1884 cheR - Antwort-Regulator der Chemotaxis 0,66 + 0,23 3 0,080 2,30 + 1,76 30,126 3,92 + 2,89 2 0,145
b1885 tap - Methyl-akzeptierendes Chemotaxis Protein 0,41 + 0,06 3 0,003 6,81 +7,14 20,180 8,98 + 897 20,143
b1886 tar - Methyl-akzeptierendes Chemotaxis Protein 0,59 + 0,54 3 0,158 598 +8,72 30,230 443 + 3,65 20,155
b1887 cheW -koppelt CheA zu den Chemorezeptoren kontrolliert durch 0,23 1 20,91 1 9,62 + 8,63 20,115
CheW/CheA/Tsr
b1888 cheA -|Sensorkinase der Chemotaxis 0,43 1 2,68 + 1,62 2 0,154 7,09 + 4,84 2 0,090
b1889 motB - [Flagellen Rotation 0,65 + 0,28 3 0,113 3,94 + 4,74 30,173 3,82 + 2,37 20,118
b1890 motA - [Flagellen Rotation 0,46 1 2,14 1 5,64 + 485 20,142
b1891 fIhC - Regulator der Flagellen-Biosynthese 0,87 + 0,22 4 0,228 240+190 30,136 271 + 1,73 20,164
b1892 flhD - Regulator der Flagellen-Biosynthese 0,81 + 0,29 3 0,232 151+091 30,230 2,12 + 161 20,261
b1920 fliy - |putatives periplasmatisches Bindeprotein 0,94 + 0,20 7 0,355 0,89 + 0,08 20,135 145 + 041 20,174
b1921 fliz - |o-Faktor F 0,40 + 0,07 2 0,037 3,27+ 2,49 30,084 3,73 + 2,48 20,130
b1922 fliA - Flagellen-Biosynthese 0,17 1 6,66 + 2,19 20,039
b1923 fliC - [Flagellen-Biosynthese 051 + 0,83 5 0,034 6,44 + 3,83 30,016 1560 + 1,72 2 0,004
b1925 fliS +|Flagellen-Biosynthese 0,22 + 0,28 2 0,187 10,11 +12,20 2 0,209 3,20 + 245 20,179
b1926 fliT +|Flagellen-Biosynthese 0,42 + 0,24 2 0,139 0,95 1 1,52 + 0,17 20,046
b1938 fliF +|Flagellen-Biosynthese 0,38 + 0,27 3 0,089 1,01 + 0,40 2 0,446 1,27 + 0,00 2 0,000
b1939 fliG +|Flagellen-Biosynthese 0,48 + 0,26 3 0,076 2,19+1,79 30,161 225 + 1,24 20,168
b1940 fliH +|Flagellen-Biosynthese 0,40 + 0,16 6 0,002 1,10 + 0,10 2 0,218 1,40 + 0,18 2 0,079
b1941 flil +[Flagellen-Biosynthese 0,63 + 0,12 3 0,028 1,95 + 1 230 + 1,49 20,199
b1943 fliK +|Flagellen-Biosynthese 0,41 + 0,10 4 0,003 9,36 + 8,36 2 0,115 3,72 + 2,84 20,158




B-Nr. Gen * [Funktion MRNA- Level n p- MRNA-Level n p- MRNA- Level n p-
(Y-pBR322/Y-pGS87) Wert |(YYC202/MG1655) Wert|(Y-pGS87/MG1655) Wert

b1944 fliL +|Flagellen-Biosynthese 0,36 + 0,10 3 0,010 200+1,01 20,174 2,18 + 1,14 20,163

b1945 fliM +|Flagellen-Biosynthese 0,46 + 045 2 0,217 0,97 + 0,18 2 0,377 1,29 + 0,30 20,211

b1946 fliN +|Flagellen-Biosynthese 0,74 1 0,60 1

b1947 fliO +[Flagellen-Biosynthese 0,45 1 0,85 1 1,04 + 0,28 2 0,497

b1948 fliP +|Flagellen-Biosynthese 0,71 1 1,49+ 117 20,402 159 + 1,12 20,341

b1949 fliQ +|Flagellen-Biosynthese 0,98 1 2,08 + 153 20,258

b1974 yodB +|integrales Membranprotein, gehort zur Cytochrom bsg; Familie 2,60 + 2,67 4 0,101 0,24 + 0,00 2 0,000 151 + 1,11 2 0,379

b2087 gatR -[Repressor des gat-Operons 1,01 1 0,99+0,31 20,435 1,09 1

b2090 gatR_ - [Repressor des gat-Operons 0,90 + 0,13 4 0,228 0,89 + 0,38 3 0,265 0,79 + 0,29 20,231

2

b2091 gatD -|Galactitol-1-P-DH (Galactitol-1-P + NAD" - L-Tagatose-6-P + 0,65+0,78 20,272 0,43 + 0,09 20,047
NADH); liegt im gatYZABCD

b2092 gatC -|galactitolspezifisches [IC-Enzym des PTS-Systems, integrales 3,27 + 4,26 3 0,255 0,07 + 0,06 3 0,025 0,14 1
Membranprotein

b2093 gatB -|galactitolspezifisches IIB-Enzym des PTS-Systems 6,72 1 0,31 + 0,44 3 0,087 0,60 + 0,08 2 0,040

b2094 gatA  -|galactitolspezifisches IIA-Enzym des PTS-Systems 0,99 1 0,13+ 0,09 30,017 0,06 + 0,02 20,022

b2095 gatZ -|Tagatose-6-P-Kinase (ATP + D-Tagatose-6-P -> ADP + D- 0,06 + 0,01 3 0,000 0,07 + 0,010 2 0,004
Tagatose-1,6-bisphosphat)

b2096 gatY -|Tagatose-bisphosphat-Aldolase (D-Tagatose-1,6-bisphosphat - 0,92 + 0,40 6 0,270 0,16 + 0,03 2 0,020 0,38 + 0,05 20,019
Dihydroxyaceton-P + D-Glycerinaldehyd-3-P)

b2296 ackA +|Acetat-Kinase (ATP + Acetat > ADP + Acetyl-P) 161 + 1,37 7 0,232 1,87 £+ 0,44 3 0,025 3,06 + 0,36 2 0,015

b2297 pta +|Phosphotransacetylase (Acetyl-CoA + P; > CoA + Acetyl-P) 2,13 + 1,76 6 0,058 1,66 + 0,51 3 0,053 2,02 + 1,34 20,237

b2335 yfcR - |putatives Fimbrien-Protein (enthalt Signalpeptid) 17,99 + 2,11 2 0,003 0,62 1




B-Nr. Gen * [Funktion MRNA- Level n p- MRNA-Level n p- MRNA- Level n p-
(Y-pBR322/Y-pGS87) Wert |(YYC202/MG1655) Wert|(Y-pGS87/MG1655) Wert

b2342 yfcY  -|putative 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase (Acyl-CoA + Acetyl-CoA «> CoA| 6,01 + 1,43 2 0,025 1,68 + 0,05 3 0,000 1,79 + 1,33 20,310
+ 3-Ketoacyl-CoA)

b2442 intz  +|putative Prophagenintegrase 0,10 + 0,08 3 0,040 0,28 + 0,22 20,125

b2450 yffS +|ORF 0,07 + 0,06 3 0,018 0,25 + 0,01 2 0,000

b2465 tktB +({Transketolase B (Sedoheptulose-7-P + GAP - Ribose-5-P + 5,63 + 0,53 2 0,003 0,66 + 0,45 30,161 0,87 + 0,57 2 0,333
Xylulose-5-P); Enzym des Pentosephosphatweges

b2660 ygaF +|ORF 352 + 059 2 0,021 1,00 + 0,64 3 0,356 1,42 + 1,22 20,458

b2661 gabD +[Succinat-Semialdehyd-Dehydrogenase (Succinat-Semialdehyd + 545 + 1,61 2 0,036 1,21 + 0,97 20,487
NAD(P)" + H,0O = Succinat + NAD(P)H)

b2662 gabT +)-Aminobutyrat-Aminotransferase (y-Aminobutyrat + 2 1,10 1 1,49 1
Ketoglutarate - Succinat-Semialdehyd + L-Glutamat)

b2663 gabP  +)y-Aminobutyrat-Transporter 2,63 + 3,19 6 0,090 0,96 + 0,44 3 0,347 1,36 + 097 20,425

b2684 mprA +Negativer Transkriptions-Regulator der Multidrug-Resistenz-Gene 3,61 + 0,64 2 0,023 1,10 + 0,69 20,474
emrAB

b2976 glcB - |Malat-Synthase G (Acetyl-CoA + H,O + Glyoxylat - L-Malat + 0,15 + 0,04 3 0,002 0,50 + 0,17 2 0,102
CoA)

b3073 ygjG +|putative Ornithin-Aminotransferase (L-Ornithin + 2-Ketosaure - L- 584 + 1,53 2 0,030 1,08 + 0,69 30,417 0,77 + 0,60 2 0,295
Glutamat-5-semialdehyd + L-Aminosaure)

b3089 sstT  +[Na'-Serin-Symporter (Dicarboxylat/Aminosdure:Kation (Na® oder| 792 + 2,32 2 0,029 1,27 + 0,46 3 0,249 1,40 + 1,02 20,411
H")-Symporter-Familie (DAACS, TC 2.A.23)

b3376 yhfS -|ORF 0,87 + 0,22 5 0,201 7,10 + 3,74 30,011 459 + 475 20,221

b3377 yhfT  -|putatives Transportsystem 0,92 + 0,29 5 0,313 6,05+ 1,88 30,005 530 + 584 20,230

b3378 yhfu -|ORF 1,17 + 043 3 0,310 245 + 195 20,240




B-Nr. Gen Funktion MRNA- Level n p- MRNA-Level n p- MRNA- Level n p-
(Y-pBR322/Y-pGS87) Wert |(YYC202/MG1655) Wert|(Y-pGS87/MG1655) Wert

b3379 yhfv  -|putative Hydrolase 1,08 + 0,31 6 0,272 12,75 + 3,72 3 0,002 6,46 + 6,23 2 0,159

b3380 yhfw -|putative Mutase 1,16 + 0,15 6 0,007 6,14 + 2,33 3 0,009 4,67 + 3,71 20,142

b3381 yhfX -|ORF

b3382 yhfy -|ORF 194 + 1,20 7 0,014 16,92 +11,16 3 0,012 347 £ 2,80 20,179

b3509 hdeB -|mdglicherweise ahnliche Funktion wie HdeA, liegt in einem Operon 7,97 + 6,17 2 0,007 0,92+ 0,54 30,294 0,34 + 0,22 20,124
mit hdeAB

b3510 hdeA +|Chaperon fur sduredenaturierte Proteine 739 + 1,31 3 0,005 0,92 + 0,47 3 0,289 0,24 + 0,10 2 0,065

b3512 yhiE +|Aktivator der Glutamat-abhangigen Séaure-Resistenz 551 + 2,90 3 0,014 1,07 + 0,77 3 0,401 0,40 + 0,21 20,115

b3517 gadA - |Glutamat-Decarboxylase A (L-Glutamat + H* = y-Aminobutyrat + 6,15 + 0,03 2 0,000 0,85+ 0,67 30,250 038 + 0,34 20,172
CO,)

b3599 mtlA  +mannitolspezifisches PTS-System; liegt in einem Operon mit 4,82 + 0,53 2 0,066 0,92 + 0,05 3 0,040 1,98 + 1,79 20,346
mtIADR

b3715 yieH +ORF

b3716 vyiel +|ORF 0,68 + 0,19 4 0,039 4,71 + 1,67 3 0,008 456 + 4,32 20,189

b3717 yieJ +ORF 0,75 + 0,20 6 0,038 3,67 +1,00 3 0,009 4,63 + 4,44 20,192

b3774 ilvC - |[Acetohydroxysaure-lsomero-Reduktase (Biosynthese von Valin 1,00 + 0,57 7 0,340 0,46 + 0,15 3 0,029 1,29 + 1,04 20,481
und Leucin)

b3811 xerC +[Rekombinase 0,78 + 0,37 3 0,203 0,34 + 0,05 3 0,002 0,82 + 0,24 20,223

b3830 ysgA - putative Dienlacton-Hydrolase 393 + 0,85 2 0,029 0,69 + 0,09 30,017 0,93 + 0,36 20,358

b3831 udp  +Uridin-Phosphorylase (Uridin + P; = Uracil + a-D-Ribose-1-P) 1,08 + 0,33 7 0,244 2,33+094 30,037 3,11 + 2,02 20,147

b3990 thiH - [Thiamin-Biosynthese; liegt in einem Operon mit thiCEFGH 2,27 + 0,27 2 0,016 0,94 + 0,43 2 0,385 1,73 + 1,45 2 0,366

b4002 yjal - periplasmatisches  Zn-Bindeprotein,  welches Zn2+-abhangig 0,44 + 0,02 2 0,000 2,06 + 0,36 2 0,050

exprimiert wird




B-Nr. Gen * [Funktion MRNA- Level n p- MRNA-Level n p- MRNA- Level n p-
(Y-pBR322/Y-pGS87) Wert |(YYC202/MG1655) Wert|(Y-pGS87/MG1655) Wert

b4014 aceB +Malat-Synthase A (Acetyl-CoA + H,O + Glyoxylat > L-Malat + 242 + 2,46 4 0,115 0,12 + 0,04 20,035
CoA)

b4015 aceA +|socitrat-Lyase (Isocitrat > Succinat + Glyoxylat); liegt im 1,01 + 0,36 4 0,459 0,15+ 0,21 30,018 0,70 + 0,213 2 0,095
aceBAK-Operon

b4016 aceK +|socitrat-DH-Kinase/Phosphatase (ATP + [Isocitrat-DH] > ADP + 4,71 + 4,86 2 0,207 0,12 + 0,01 3 0,000 0,19 1
[Isocitrat-DH]-P)

b4112 basS -[Sensorkinase zu basR; liegt in einem Operon mit basSR 7,12 + 2,36 2 0,036 2,17 + 2,00 2 0,326

b4142 groES -|Chaperon, das bei der Assemblierung von Enzymkomplexen hilft 1,75 + 0,62 6 0,006 0,81 + 0,09 2 0,095 1,85 + 1,47 20,321

b4143 groEL -|Chaperon, das unter Stressbedingungen die Fehlfaltung von 3,95 + 0,01 2 0,000 0,97 + 0,31 30,355 1,80 + 1,19 20,273
Proteinen verhindert und die Rickfaltung von entfalteten Proteinen
katalysiert

b4219 msrA - |Protein-Methionin-Sulfoxid-Reduktase (Protein-L-Methioninsulfoxid 3,99 + 0,11 2 0,000 0,84 + 0,09 30,041 1,29 + 1,03 20,480
+ reduziertes Thioredoxin - Protein-L-Methionin + oxid,
Thioredoxin); Reparatur-Enzym fir durch Oxidation inaktivierte
Proteine

b4243 yjgF - |ORF 0,99 + 0,09 5 0,277 0,32+ 0,12 30,014 0,31 + 0,23 20,128

b4244 pyrl - |[Aspartat-Carbamoyltransferase, regulatorische UE; liegt im pyrBl- 0,80 + 0,21 3 0,165 0,18 + 0,07 3 0,007 0,09 + 0,05 2 0,047
Operon

b4245 pyrB - |Aspartat-Carbamoyltransferase, katalytische UE (Carbamoyl-P + 1,85 + 2,11 5 0,232 0,27 + 0,19 3 0,030 0,07 + 0,01 20,011
L-Aspartat > N-Carbamoyl-L-Aspartat + P;)

b4246 pyrL - |pyrBl-Operon-Leader-Peptid 0,43 +0,13 20,078 0,35 + 0,056 20,024

b4378 yjiv.  +ORF 446 + 096 2 0,158 2,51 1 1,42 + 1,21 20,453
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