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ZUSAMMENFASSUNG 1

. ZUSAMMENFASSUNG

Ziel des ersten Teils dieser Arbeit war es, durch Transkriptom-Vergleiche von Valin-
produzierenden Stammen von Corynebacterium glutamicum mit dem Wildtyp
potentielle neue Zielgene fir die Verbesserung der Produzenten-Stamme zu finden.
Ein Gen fir ein putatives Transport-Protein, das bei dieser Analyse auffiel, wurde
deletiert und Uberexprimiert, zeigte jedoch keinen Einfluss auf die Valin-Produktion.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Untersuchungen zur Funktion und Regulation der
Aconitase in C. glutamicum durchgeflhrt. Folgende Ergebnisse wurden dabei erzielt:

1. In C. glutamicum ist die Aktivitat der Aconitase auf Kohlenstoffquellen wie
Propionat, Citrat und Acetat 2,5- bis 4-fach héher als auf Glukose. Bei der Suche
nach dem zugrunde liegenden Regulationsmechanismus wurde ein
Transkriptionsregulator des TetR-Typs identifiziert und als AcnR bezeichnet. Das
acnR-Gen liegt direkt stromabwérts des Aconitase-Gens acn. Die Deletion von
acnR flhrte zu einer 5-fach erhéhten acn-mRNA-Konzentration und zu einer 5-
fach erhéhten Aconitase-Aktivitat. Dies legte die Vermutung nahe, dass es sich bei
AcnR um einen Repressor der acn-Expression handelt. DNA-Chip-Analysen
wiesen darauf hin, dass acn das einzige Zielgen von AcnR im C. glutamicum-
Genom ist. Durch Primer-Extension-Analyse konnten zwei Transkriptions-
startpunkte des acn-Gens 110 und 113 bp stromaufwarts des acn-Startcodons
identifiziert werden.

2. Heterolog in E. coli Uberproduziertes und aufgereinigtes AcnR bildete ein
Homodimer, dass die acn-Promotorregion vor DNase I-Verdau im Bereich von
-11- bis -28 bezlglich des ersten Transkriptionsstarts schitzte. Die genomische
Organisation von acn und acnR ist in allen Corynebakterien und Mycobakterien
mit bekannter Genomsequenz konserviert. Durch Vergleich der acn-
Promotorregionen aus diesen Spezies mit der in C. glutamicum ermittelten
Binderegion konnte ein putatives Konsensus-Bindemotiv fir AcnR hergeleitet
werden: CAGNACNnnncGTACTG. Mutationen in diesem Motiv verhinderten die
Bindung von AcnR an den acn-Promotor von C. glutamicum.

3. Durch DNA-Affinitdtschromatographie mit der acn-Promotorregion konnte neben
AcnR noch ein weiterer Transkriptionsregulator der Aconitase gefunden werden,
namlich RamA. Dieser Regulator konnte aus Acetat-gewachsenen C. glutamicum-
Zellen angereichert werden. Aus Glukose-gewachsenen Zellen konnte RamA nicht
angereichert werden. Vermutlich fungiert RamA bei Wachstum auf Acetat als
Aktivator der acn-Expression.

4. AuBer durch AcnR und RamA wird die acn-Expression auch durch den Eisen-
Gehalt des Mediums reguliert, da die_acn-mRNA-Konzentration bei Eisenmangel
deutlich geringer war als bei Eisen-Uberschuss. Es konnte ein Transkriptions-
regulator der AraC/XylS-Familie identifiziert werden, der mdglicherweise fir die
Eisen-abhangige Regulation der acn-Expression verantwortlich ist.

5. Ein C. glutamicum-Stamm mit deletiertem acn-Gen war bei Wachstum in Glukose-
Minimalmedium Glutamat-auxotroph. Dies bestétigt, dass C. glutamicum nur ein
einziges Aconitase-Gen besitzt.



2 EINLEITUNG

Il. EINLEITUNG

1. Valin-Produktion mit C. glutamicum

Corynebacterium glutamicum wurde 1957 als L-Glutamat ausscheidendes
Bodenbakterium isoliert (Kinoshita et al, 1957). Es gehért zur Klasse der
Actinobacteria, in welcher Gram-positive Eubakterien mit hohem G+C-Gehalt
zusammengefasst werden. Innerhalb dieser Klasse werden sie der Ordnung der
Actinomycetales, der Unterordnung Corynebacterineae und der Familie
Corynebacteriaceae zugeordnet (Liebl, 1991; Stackebrandt et al., 1997). Diese
Familie umfasst sowohl pathogene Arten (z.B. C. diphtheriae) wie auch
saprophytische und nicht pathogene-Arten (Liebl, 1991). Zu der Unterordnung der
Corynebacterineae gehdren auch auBerst pathogene Arten wie Mycobacterium
tuberculosis und Mycobacterium leprae. C. glutamicum ist zwar eng verwandt mit
diesen pathogenen Mikroorganismen (chromosomale Organisation der orthologen
Gene ist sehr ahnlich), gehdrt jedoch selbst zu den so genannten ,GRAS*
Organismen (,generally regarded as safe”) und wird zunehmend als
Modellorganismus flir mycolsaurehaltige Bakterien eingesetzt. C. glutamicum ist
unbeweglich, Biotin-auxotroph, bildet keine Sporen und zeichnet sich durch eine
stédbchen- bis keulenférmige Morphologie aus (coryne = griech. far Keule). Aufgrund
der L-Glutamat-Ausscheidung unter Biotinmangel (Abe et al., 1967) wurde
C. glutamicum zu einem industriell interessanten Produktionsorganismus. Derzeit
werden zwei Aminosauren in groBem MaBstab biotechnologisch mit C. glutamicum
hergestellt, ndmlich L-Glutamat (ca. 1.000.000 t/Jahr), welches in der Nahrungs-
mittelindustrie  als  Geschmacksverstarker eingesetzt wird, und L-Lysin
(500.000 t/Jahr), das im Wesentlichen in der Futtermittelindustrie als
Futtermitteladditiv eingesetzt wird (Eggeling, 2001). Im Gegensatz zu L-Glutamat,
das bereits vom Wildtyp-Stamm gebildet wird, erfolgt die L-Lysin-Bildung erst nach
genetischen Veranderungen des Organismus (z.B. (Schrumpf et al., 1992)).

Aufgrund der groBen industriellen Bedeutung von C. glutamicum wurde in den
letzten Jahrzehnten die Forschung an diesem Bakterium intensiviert. So wurden z.B.
Methoden fiir gezielte molekulargenetische Verédnderungen entwickelt (Sahm et al.,
1995; Kirchner & Tauch, 2003). Eine Vielzahl der Gene der zentralen
Stoffwechselwege wie z.B. der Glykolyse (fda, (von der Osten et al., 1989), tpi, gap,
pgk, (Eikmanns, 1992), pyk, (Jetten et al.,, 1994) und lpd, (Schwinde et al., 2001)),
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des Pentose-Phosphat-Weges (tkt, (lkeda et al., 1999a; lkeda et al., 1999b)), der
anaplerotischen Reaktionen (pyc, (Peters-Wendisch et al., 2001), ppc, (Eikmanns et
al., 1989), glk, (Park et al., 2000), pck, (Riedel et al., 2001), malE, (Gourdon et al.,
2000)), des Tricarbonsaurezyklus (siehe Kapitel 2 der Einleitung) und des Glyoxylat-
Zyklus (aceA, (Reinscheid et al., 1994a), aceB, (Reinscheid et al., 1994b) sind
bekannt und zum Teil gut charakterisiert. Seit 2003 steht die komplette
Genomsequenz (3,3 Mb) von C. glutamicum zur Verfigung (Kalinowski et al., 2003;
Ikeda & Nakagawa, 2003). Dadurch war es nun auch mdglich, Untersuchungen zur
globalen Genexpression durch vergleichende Transkriptomanalyse mit DNA-Chips
durchzufihren (Wendisch, 2003). Zudem sind detaillierte Informationen zum Proteom
der cytosolischen Proteine bekannt (Schaffer et al., 2001).

Seit einigen Jahren sind Bestrebungen im Gange, C. glutamicum nicht nur zur
Produktion von Glutamat und Lysin einzusetzen sondern auch fir andere
Aminosauren (L-Glutamin, (Kusumoto, 2001); Tryptophan, (lkeda & Katsumata,
1999); L-Cystein, (Wada et al., 2002); L-Threonin, (Debabov, 2003); L-Isoleucin,
(Sahm et al., 1996); L-Serin, (Netzer, 2003)), darunter auch L-Valin (Keilhauer et al.,
1993; Radmacher et al., 2002). Die verzweigtkettige Aminosaure L-Valin gehort
neben L-Alanin und L-Leucin zu den Aminosauren der Pyruvat-Familie. Sie wird in
vier enzymatischen Schritten aus zwei Molekilen Pyruvat gebildet. Eine
Besonderheit des Syntheseweges besteht darin, dass die vier Enzyme der Valin-
Biosynthese auch die Biosynthese der verzweigtkettigen Aminosdure L-Isoleucin
ausgehend von Pyruvat und a-Ketobutyrat katalysieren (Umbarger, 1996). Das
a-Ketobutyrat wird dabei durch Deaminierung von L-Threonin gebildet. Die Reaktion
wird durch die Threonin-Dehydratase (das ilvA-Genprodukt) katalysiert (Mdckel et al.,
1992). Die weiteren Isoleucin-Biosyntheseschritte laufen dann analog zur Valin-
Biosynthese ab. Die Acetohydroxysauresynthase (das ilvBN-Genprodukt) katalysiert
die Kondensation von zwei Molekllen Pyruvat zu a-Acetolactat, wobei CO,
freigesetzt wird (Abbildung 1). Die Isomeroreduktase (kodiert durch ilvC) katalysiert
die NADPH-abhangige Reduktion und Isomerisierung von a-Acetolactat zu a,f3-
Dihydroxyisovalerat (Cordes et al, 1992; Keilhauer et al, 1993). Dieses
Zwischenprodukt wird durch die Dihydroxysaure-Dehydratase (ilvD) zu a-Keto-
isovalerat dehydratisiert. Die Transaminase B (ilvE) aminiert schlieBlich das a-Keto-

isovalerat zu L-Valin. Das Zwischenprodukt a-Ketoisovalerat ist gleichzeitig
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Ausgangssubstanz der Biosynthese von D-Pantothenat (Sahm & Eggeling, 1999)
und der dritten verzweigtkettigen Aminosaure L-Leucin.

OH ITIH;
H,C—CH—CH—COO"
L-Threonin
. Threonin- o-Aceto- o, B-Dihydroxy- o-Keto- .
lIVAl Dehydratase ~ ®-Hydroxybutyrat B-Methylvalerat B-Methylvalerat L-Isoleucin
2 e QHOH 0 NS
H,C—CH;-C—CO0" H,C—C—C~C00" H,C—~C—CH—C00" ﬁ» H,C—CH—C—C00" Haofc‘:chchoo'
a-Ketobutyrat ¢H, CH, CH, CH,
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Abbildung 1: Biosynthese der verzweigtkettigen Aminosduren L-Valin und L-Isoleucin.

C. glutamicum-Stamme, die bis zu 90 mM L-Valin im Medium akkumulieren kénnen
(Radmacher et al., 2002), wurden durch gezielte genetische Veranderungen erzeugt.
Zunachst wurden die Valin-Biosynthese-Gene ilvB, ilvN, ilvC und ilvD plasmidkodiert
Uberexprimiert. Die Transaminasereaktion (lIVE) stellt, wie fiir die Isoleucin-Synthese
gezeigt, keinen limitierenden Schritt dar (Wilhelm et al., 1989). Weiterhin wurde das
ilvA-Gen deletiert, um die Bereitstellung des Isoleucin-Vorlaufermetabolits
Ketobutyrat und damit die konkurrierende Bildung von L-Isoleucin zu unterbinden.
Zusatzlich ermdglicht eine Kultivierung unter Isoleucin-Limitation eine gesteigerte
ilvBN-Expression Uber einen Attenuationsmechanismus (Morbach et al, 2000).
AuBerdem wurden die Gene panBC flir zwei Schritte der Pantothenat-Biosynthese
deletiert, wodurch der L-Valin-Biosynthese weniger Ketoisovalerat entzogen wird.
Pantothenat ist ein Bestandteil von Coenzym A (Jackowski & Rock, 1981) und wird
daher zur oxidativen Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetyl-CoA durch den
Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex bendtigt. Kultivierung unter Pantothenat-Limitation
sollte diese Reaktion verlangsamen, wodurch mehr Pyruvat als Substrat der Valin-
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Biosynthese zur Verfigung stehen sollte. Neben den bereits zitierten Arbeiten zur
Valin-Biosynthese in C. glutamicum wurden auch Untersuchungen zum Export
(brnFE, (Kennerknecht et al., 2002); (Eggeling & Sahm, 2003)) und Import (brnQ,
(Tauch et al., 1998)) von L-Valin durchgefthrt. Zudem wurden Untersuchungen zum
Einfluss von Valin, das dem Medium zugesetzt wurde, auf die globale Gen-
Expression gemacht (Lange et al., 2003).

Die verzweigtkettigen Aminosauren L-Valin, L-Leucin und L-Isoleucin sind fur
Vertebraten essentiell und sind als Futtermittelzusatz, bei der Nahrungsmittel-
erganzung, in Infusionslésungen, in Diatprodukten und als Vorstufe bei der
chemischen Synthese von Herbiziden von kommerziellem Interesse (Eggeling, 2001;
Leuchtenberger, 1996; Sahm et al., 1995). Zurzeit erfolgt die Herstellung von 500 t
L-Valin, 400t L-Leucin und L-Isoleucin durch Fermentation oder durch Extraktion
saurer Proteinhydrolysate (Eggeling, 2001; Leyval et al., 2003). Mit zunehmendem
Bedarf gewinnt die kostenglnstigere und umweltfreundlichere fermentative

Produktion aus Glukose an Bedeutung.

2. Funktion und Regulation der Aconitase im Stoffwechsel

Der Tricarbonsaurezyklus (TCA) nimmt eine zentrale Rolle im Metabolismus von
C. glutamicum und anderen Bakterien ein, weil er zum einen Energie und zum
anderen biosynthetische Vorstufen bereitstellt. Daher ist der Fluss durch den TCA-
Zyklus von groBer Bedeutung fur die Produktion von Aminosauren der Aspartat- und
Glutamat-Familie aber auch anderer Aminosduren, da z.B. ein veranderter Fluss
durch den TCA-Zyklus Einfluss auf die Verflgbarkeit von Pyruvat bzw.
Phosphoenolpyruvat haben kann. Aus diesem Grund wurden bereits eine Reihe von
Enzymen des TCA-Zyklus aus C. glutamicum biochemisch und/oder genetisch
charakterisiert z.B. Citrat-Synthase (g/tA; (Eikmanns et al., 1994)), Isocitrat-
Dehydrogenase (icd; (Eikmanns et al., 1995)), a-Ketoglutarat-Dehydrogenase
(Usuda et al., 1996), Malat:Chinon-Oxidoreduktase (mqo; (Molenaar et al., 1998))
und Malat-Dehydrogenase (mdh; (Molenaar et al., 2000)). Allerdings gibt es bisher
keine Informationen Uber die genetische Regulation des TCA-Zyklus in
C. glutamicum, obwohl schon 1959 die meisten Enzyme dieses Zyklus in zellfreien
Extrakten von C. glutamicum ssp. flavum nachgewiesen wurden (Shiio & et al.,

1959). Es gibt allerdings Hinweise, dass sich die Regulation von der in
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Modelorganismen wie Escherichia coli und Bacillus subtilis unterscheidet, da z.B.
Glukose und Acetat parallel und nicht nacheinander verstoffwechselt werden
(Wendisch et al., 2000).

Die Aconitase (EC 4.2.1.3) und die Regulation dieses Enzyms ist in einigen
Bakterien z.B. B. subtilis (Cox & Hanson, 1968; Jourlin-Castelli et al., 2000) oder
E. coli (Gruer & Guest, 1994; Cunningham et al., 1997) sehr gut untersucht.
Dagegen gibt es bisher keine Untersuchungen zu diesem Thema in Bakterien der
Unterordnung der Corynebacterineae. Aconitase katalysiert im Tricarbonséaure-
Zyklus und im Glyoxylat-Zyklus die stereospezifische und reversible Isomerisierung
von Citrat zu Isocitrat Uber cis-Aconitat. Im Methylcitrat-Zyklus katalysiert Aconitase
die Hydratisierung von Methylaconitat zu Methylisocitrat (Beach et al., 1977; Brock et
al., 2002; Horswill & Escalante-Semerena, 2001).

Aconitasen gehéren zur weit verbreiteten Gruppe von monomeren, Eisen-
bendtigenden Enzymen, die ein einzelnes [4Fe-4S]-Cluster als Co-Faktor enthalten.
Wahrend [4Fe-4S]-Cluster in den weitaus meisten Féllen als Elektronlbertrager
fungieren, dient das Cluster der Aconitase zur Bindung des Substrats (Beinert et al.,
1996). Entscheidend daflir ist, dass nicht wie Ublich alle vier sondern nur drei
Eisenionen Uber Cystein-SH-Reste des Proteins komplexiert werden. Das vierte
Eisenion steht damit fir die Bindung des Substrats und dessen Umwandlung zur
Verfigung (Beinert et al., 1996; Kent et al., 1985).

Neben ihrer katalytischen Funktion besitzen einige Aconitasen auch regulatorische
Funktion, indem sie in einer katalytisch inaktiven Form an untranslatierte Bereiche
bestimmter mRNAs binden und dadurch entweder die Stabilitdit der mRNA erhéhen
oder die Translation blockieren (Alen & Sonenshein, 1999; Beinert & Kiley, 1999;
Tang et al., 2002; Tang et al., 2004). Diese katalytische inaktive Form kann durch
Eisenmangel und oxidativen Stress ausgelést werden, wobei aus dem [4Fe-4S]-
Cluster ein [3Fe-4S]-Cluster entsteht. Der Wechsel zwischen beiden Zustanden
scheint reversibel zu sein (Beinert & Kennedy, 1989; Haile et al., 1992). Auch die
Apo-Form der Aconitase (ohne Fe-S-Cluster) kann die regulatorische Funktion als
RNA-bindendes Protein Gbernehmen (Beinert et al., 1996). In in vitro-Versuchen und
in Anwesenheit des Substrates der Aconitase (Citrat) konnte jedoch nur die Apo-
Form der Aconitase an RNA binden nicht aber das Protein mit einem [3Fe-4S]- oder
[4Fe-4S]-Cluster. In Abwesenheit des Substrates war auch die Aconitase mit einem
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[8Fe-4S]- oder [4Fe-4S]-Cluster in der Lage, an RNA zu binden (Haile et al., 1992;
Beinert et al., 1996).

Generell lassen sich Aconitasen in finf phylogenetische Gruppen einteilen:
Gruppe 1 umfasst mitochondriale Aconitasen (mAcn), Gruppe 2 cytoplasmatische
Aconitasen aus Eukaryonten (cAcn), Eisen-regulierende Proteine (IRP) hdéherer
Organismen und bakterielle Aconitasen (AcnA), Gruppe 3 Homoaconitasen,
Gruppe 4 Isopropylmalat-lsomerasen (IPMI) aus Pilzen und Bakterien und Gruppe 5
bakterielle Aconitasen (AcnB) (Gruer et al., 1997). Da sowohl die cAcn/IRP-Proteine
aus hdéheren Organismen (mAcn-Proteine auch, ist aber nicht deren vornehmliche
Aufgabe) als auch die bakteriellen AcnB- und AcnA-Apoproteine an mRNAs binden
kénnen, gibt es keine obligatorische Beziehung zwischen phylogenetischer Gruppe
und Bifunktionalitat (Williams et al., 2002).

In E. coli gibt es zwei Aconitasen, AcnB und AcnA (Blank et al., 2002; Bradbury et
al., 1996; Gruer & Guest, 1994). Die Aconitase B (acnB-Genprodukt, Gruppe 5) ist
das primare TCA-Zyklus-Enzym. Aconitase A (acnA-Genprodukt, Gruppe 3) kann die
Funktion der Aconitase B zum Teil Gbernehmen, wenn das acnB-Gen deletiert ist
(Gruer & Guest, 1994). Sie scheint jedoch vornehmlich als regulatorisches Protein
unter Stressbedingungen und in der stationaren Phase zu dienen (Cunningham et
al., 1997). Darlber hinaus besitzen die Aconitasen in E. coli noch weitere
regulatorische Funktionen (Tang & Guest, 1999; Tang et al., 2002; Tang et al.,
2004). Auch far andere Bakterien wurde gezeigt oder postuliert, dass die Aconitase
als bifunktionales Protein fungieren kann z.B. in B. subtilis (Alen & Sonenshein,
1999), in Xanthomonas campestris (Wilson et al., 1998), in Streptomyces coelicolor
(Viollier et al., 2001) und im hyperthermophilen Archaeon Sulfolobus solfataricus
(Uhrigshardt et al., 2002).

Hinsichtlich der genetischen Regulation wurden insbesondere die Aconitasen von
B. subtilis und E. coli untersucht. Fir das Aconitase-Gen aus B. subtilis (citB) wurde
folgender Regulationsmechanismus beschrieben: CcpC, ein Transkriptionsregulator
der LysR-Familie, unterdriickt die Expression von citB wahrend des Wachstums auf
Minimalmedium mit Glukose und Glutamin (Jourlin-Castelli et al., 2000). Auf schlecht
zu verstoffwechselnden Kohlenstoffquellen wie Citrat oder Succinat wird die
Repression von citB wieder aufgehoben (Rosenkrantz et al., 1985; Kim et al., 2002).
Demnach unterliegt die Expression von citB einer Art Katabolitrepression. CcpC kann

an zwei Regionen (an eine Wiederholung bei -59 bis -64 und -68 bis -73 und einfach
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an -27 bis -32 relativ zum Transkriptionsstart) an den citB-Promotor binden. Wenn
CcpC an beide Stellen bindet, wird die DNA zwischen beiden Regionen gebogen und
die Bindung der RNA-Polymerase verhindert. In Anwesenheit des Effektors (Citrat)
wird die Bindung von CcpC an die -27-Region inhibiert, wodurch die Biegung
teilweise aufgehoben wird und die RNA-Polymerase an den citB-Promotor binden
kann (Kim et al, 2003b). Das Regulatorprotein CcpA kann die citB-Expression
indirekt beeinflussen, indem es die Expression des Citrat-Synthase-Gens citZ und als
Folge davon die intrazellulare Konzentration von Citrat, dem Induktor von CcpC,
reguliert (Kim et al, 2002). Dartber hinaus scheint es noch weitere
Regulationsmechanismen zu geben, die die Expression von citB beeinflussen (Kim
et al., 2003a).

In E. coli ist die transkriptionelle Regulation der beiden Aconitase-Gene acnA und
acnB von mehreren globalen Regulatoren abhéangig (Cunningham et al., 1997). Der
acnA-Promotor wird direkt oder indirekt durch CRP (cAMP receptor protein), FruR
(fructose repressor), Fur (ferric uptake repressor) und SoxRS (superoxide stress-
regulator/sensor) aktiviert und durch ArcA (aerobic respiratory control) und FNR
(fumarate nitrate reduction) reprimiert. Der acnB-Promotor wird durch CRP aktiviert
und durch ArcA, Fis (factor for inversion stimulation) und FruR reprimiert. AcnA wird
dabei in der stationdren Phase und durch Eisen und oxidativen Stress induziert.
Dabei stabilisiert AcnA wéhrend oxidativem Stress das sodA-Transkript, wahrend
AcnB dessen Stabilitat verringert (Tang et al., 2002). Das sodA-Gen kodiert fiir die
Superoxid-Dismutase, die Superoxid (O2) mit Protonen zu O, und H,O, umsetzt. In
E. coli aktiviert Superoxid neben vielen anderen Proteinen auch das SoxRS-Regulon
(Tsaneva & Weiss, 1990), das auch das acnA-Gen umfasst (Cunningham et al.,
1997). AcnA selbst ist relativ insensitiv gegentber Superoxid und Eisenmangel,
wahrend AcnB inaktiviert wird. Die hoéhere Instabilitait des Fe-S-Clusters der
Aconitase B gegenuber der Aconitase A steht méglicherweise im Zusammenhang
mit dem Eisen-Stoffwechsel. Inaktives AcnB fihrt zur Akkumulation und
Ausscheidung von Citrat, das ein hervorragender Eisenchelator ist. Der Eisen-Citrat-
Komplex wiederum kann durch spezifische Transportisysteme in die Zelle
aufgenommen werden (Clarke et al., 2001). Die Labilitadt des Fe-S-Clusters von AcnB
kdénnte es also E. coli erlauben, Eisenmangel zu detektieren und darauf zu reagieren
(Varghese et al., 2003).
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3. Ziele der Arbeit

Das erste Ziel dieser Arbeit war es, mittels globaler Expressionsanalysen
C. glutamicum-Stamme zu charakterisieren, welche die Aminosaure L-Valin bilden.
Hierbei stand die Identifizierung von Genen, die aufgrund der Valin-Bildung in ihrer
Expression signifikant verandert waren, im Vordergrund. Die Gene, die nicht
unmittelbar an der Valin-Biosynthese beteiligt sind, waren dabei von besonderem
Interesse und sollten ggf. neue Ansatzpunkte zu einer weiteren Optimierung der
Produktionsstamme liefern. Dabei wurde ein potentielles Zielgen identifiziert und
seine Rolle bei der Valin-Bildung durch Deletion und Uberexpression analysiert.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Untersuchungen zur Funktion und Regulation der
Aconitase in C. glutamicum durchgefiihrt. Ausgangspunkt dieser Arbeiten war der
Befund, dass der mRNA-Level des Aconitase-Gens acn unter bestimmten
Bedingungen in Valin-Produktionsstdmmen deutlich niedriger war als im Wildtyp-
Stamm. Bei den Untersuchungen zur Aconitase wurden drei mégliche Regulatoren in

C. glutamicum identifiziert, wovon einer auch naher charakterisiert wurde.
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lll. MATERIAL UND METHODEN

1. Chemikalien, Biochemikalien und Enzyme

In der Regel wurden Chemikalien der Firmen Merck KGaA (Darmstadt) und Sigma-
Aldrich Chemie (Seelze) mit den Reinheitsgraden ,p.a.“ und ,reinst“ verwendet. Alle
eingesetzten Biochemikalien und Enzyme wurden von den Firma Roche Diagnostics
(Mannheim) oder New England Biolabs (Schwalbach) bezogen. Weiterhin wurden
folgende Chemikalien folgender Firmen verwendet:

Amersham Biosciences (Freiburg): 1,4-Dithiothreitol (DTT), Harnstoff (far

Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

AppliChem GmbH (Darmstadt): Low Melt Agarose (fir Agarose-Gele), 3-

Morpholinopropan-sulfonsaure (MOPS)

BIOMOL (Hamburg): N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsaure (HEPES)

Biozym (Hess. Oldendorf): Chilloutwax

Carl Roth GmbH (Karlsruhe): Ammoniumpersulfat (APS), Ethidiumbromid, N,N,N",N"-
Tetramethylethylendiamin (TEMED), Zink(ll)-sulfat-heptahydrat

Difco (Detroit, USA): Bacto™ Agar, BHI (Brain Heart Infusion), Hefeextrakt, Pepton,
Trypton

Eurobio (Les Ulis Cedex B, Frankreich): Lachssperma-DNA

Fluka (Neu-Ulm): Acetonitril, Coomassie Brilliant Blau G-250, Natriumpropionat

GibcoBRL / Invitrogen (Carlsbad, Kalifornien, USA): Ultra Pure Agarose

(Electrophoresis Grade)
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2. Organismen und Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstdmme und Plasmide sind

Tabelle 1 und Tabelle 2 aufgeflihrt. Plasmidkarten neu konstruierter Plasmide sind im

Anhang dargestellt. Die zur Konstruktion von Plasmiden nétigen Arbeiten wurden mit
E. coli DH5a durchgefuhrt.

Tabelle 1: In dieser Arbeit eingesetzte Stdmme von E. coli und C. glutamicum mit den
relevanten Charakteristika sowie ihrer Herkunft.

Bakterienstimme relevanter Genotyp 2 Referenz

E. coli

DH5a SUpE44 AlacU169 (680/acZAM15) hsdR17 (r,  (Hanahan,

m’) recA1 endA1 gyrA96 F thi-1 relA1 1983),

GibcoBRL

BL21(DE3) ompT hsdSg(rs mg’) gal dem (DE3) (Studier &
Moffatt, 1986),
Novagen

C. glutamicum

ATCC13032 Biotin-auxotropher Wildtyp (Abe et al.,
1967)

13032AacnR In-frame Deletion des acnR-Gens Diese Arbeit

13032Aacn In-frame Deletion des acn-Gens Diese Arbeit

13032ANCgl0943  In-frame Deletion des NCgl0943-Gens Diese Arbeit

13032AramB In-frame Deletion des ramB-Gens (Gerstmeir et
al., 2004)

13032ANCgl0137  In-frame Deletion des NCgl0137-Gens Diese Arbeit

13032AilvAApanBC Deletion des ilvA-Gens und der panBC-Gene (Radmacher et
al., 2002)

VAL1 13032AilvAApanBC/pJC1ilvBNCD (Radmacher et
al., 2002)

13032AilvAApanBC Deletion des NCgl0137- und des ilvA-Gens Diese Arbeit

ANCgl0137 und der panBC-Gene

13032AilvAApanBC Deletion des NCgl1482- und des ilvA-Gens Diese Arbeit

Aacn und der panBC-Gene

DM1730 Mutante mit vier Basenaustauschen: pyc"*°®%;  Degussa

homV59A. /ySCT311I. ZWfA243T)

4 Genotypenbezeichnungen: siehe (Bachmann, 1990)
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Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendeten Plasmide mit Angabe der spezifischen Merkmale
der Herkunft bzw. Referenzen.

Plasmid Relevante Eigenschaften und GroBe Referenz
Verwendungszweck ? [kbp]

pK19mobsacB Kan"; mobilisierbarer E. coli-Vektor fiir 5,72  (Schéfer et al.,
die Konstruktion von Insertions- und 1994)
Deletionsmutanten von C. glutamicum;
(pK18 oriVE, sacB, lacZo)
pK19mobsacB- Kan®; pK19mobsacB-Derivat mit einem 6,61 Diese Arbeit
AacnR 0,94-kb-,Crossover“-PCR-Fragment in
den EcoRlI- und Hindlll-Schnittstellen,
das die acnR-flankierenden Bereiche

umfasst
pK19mobsacB- Kan®; pK19mobsacB-Derivat mit einem 7,78  Diese Arbeit
Aacn 2,08-kb-,Crossover“-PCR-Fragment in

den EcoRlI- und BamHI-Schnittstellen,
das die acn-flankierenden Bereiche
umfasst
pK19mobsacB- Kan®; pK19mobsacB-Derivat mit einem 6,65 Diese Arbeit
ANCQgl0943 0,98-kb-,Crossover“-PCR-Fragment in
den EcoRlI- und Hindlll-Schnittstellen,
das die NCgl0943-flankierenden
Bereiche umfasst
pK19mobsacB- Kan®; pK19mobsacB-Derivat mit einem 6,59 Diese Arbeit
ANCgl0137 0,89-kb-,Crossover“-PCR-Fragment in
den BamHI- und EcoRI-Schnittstellen,
das die NCgl0137-flankierenden
Bereiche umfasst
pET24b Kan®; Uberproduktion von Proteinen mit 5,31 Novagen
C-terminalem Hexabhistidin-Tag in E. coli
(pBR322 OI’I'VE,C,, PT7, /acl)

pET24b- Kan"; pET24b-Derivat zur 5,34 Meyer und
Streptag Uberproduktion von Proteinen mit Bott,
C-terminalem StrepTag-ll unveroffentlicht
pET24b- Kan®; pET24b-Streptag-Derivat mit 5,83  Diese Arbeit
acnR-C einem 0,57-kb-Ndel-Xhol-Fragment mit
dem acnR-Gen
pET28a Kan®; Uberproduktion von Proteinen mit 5,37  Novagen

N-terminalem Hexahistidin-Tag in E. coli
(pBR322 oriVe, P17, lacl)

pET28a- Kan"; pET24b-Derivat zur 535 (Engels etal.,
Streptag Uberproduktion von Proteinen mit 2004)
N-terminalem StrepTag-ll
pET28a- Kan®; pET24b-Streptag-Derivat mit 5,84  Diese Arbeit
acnR-N einem 0,57-kb-Ndel-Xhol-Fragment mit
dem acnR-Gen
pEKEx2 Kan®: C. glutamicum / E. coli Shuttle- 8,16 (Eikmanns et
Vektor flr regulierte Genexpression (P, al., 1991)

lacl®, pBL1 oriVe.q, pUC18 oriVe,)
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pEKEx2-acnR

pEKEx2-
acnR60

pEKEXx2-
acnfR89

pEKEx2-
acnR-C-Strep
pEKEx2-acn
pPEKEX3

pEKEx3-acnR

pJC1

pJC1ilvBNCD

pEC7

pEC7-
NCgl0137

Kan®; pEKEx2-Derivat mit einem 0,7-kb-
BamHI-EcoRI-Fragment mit dem acnR-
Gen

Kan®; pEKEx2-Derivat mit einem 0,2-kb-
BamHI-EcoRI-Fragment mit dem
verkirztem acnR-Gen (180 bp)

Kan™; pEKEx2-Derivat mit einem
0,29-kb-BamHlI-EcoRI-Fragment mit dem
verkirztem acnR-Gen (267 bp)

Kan™; pEKEx2-Derivat mit einem
0,62-kb-BamHI-EcoRI-Fragment mit dem
acnR-Gen und C-terminalem StrepTag Il
unter der Kontrolle des tac-Promotors
Kan®; pEKEx2-Derivat mit einem
2,97-kb-BamHI-Fragment mit dem acn-
Gen

Spec™; pEKEx2-Derivat mit
Spectinomycin-Resistenz-Gen anstatt
Kanamycin

Spech; pEKEx3-Derivat mit einem
0,7-kb-BamHI-EcoRI-Fragment mit dem
acnR-Gen

Kan®; E. coli-C. glutamicum-Shuttle-
Vektor; oriVEc, oriVe,g

Kan®; pJC1-Derivat mit ilvBNC- und ilvD-
Restriktionsfragmenten unter natirlichen
Promotoren

CmF~; (keine weiteren Angaben
vorhanden)

CmP; pEC7-Derivat mit einem 1,5-kb-
BamHI-Fragment mit dem NCgl0137-
Gen

8,84

8,34

8,43

8,76

11,14

8,32

9,00

6,11

14,86

7,23

8,73

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Radmacher,
unveroffentlicht

Diese Arbeit

(Cremer et al.,
1990)

(Sahm &
Eggeling,

1999)
Eikmanns,
unveroffentlicht

Diese Arbeit

3. Oligonukleotide

Die Oligonukleotide (MWG Biotech, Essenberg), die bei
reaktionen (PCR), Primer-Extension-Analysen, DNase |-Footprintanalysen, reverse

Polymeraseketten-

Transkriptase-Reaktionen und DNA-Sequenzierungen eingesetzt wurden, sind in

Tabelle 3 zusammengefasst.
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Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide. Restriktionsschnittstellen, die mit
den Oligonukleotiden eingefihrt wurden, sind unterstrichen und das
entsprechende Enzym ist in Klammern am Ende der Sequenz aufgefuhrt.
Komplementare Sequenzen zur Konstruktion von ,Cross Over“-PCR-Produkten
sind fett hervorgehoben. Der mit Hilfe der Oligonukleotide eingefugte StrepTag Il
ist doppelt unterstrichen. IRD800-markierte Oligonukleotide sind am 5-Ende mit

einem * markiert. Biotin-markierte Oligonukleotide mit einem ¥,

Bezeichnung

Sequenz (5’ —» 3’)

Primer zur Deletion und Uberexpression von NCgl0137

533-for-2 TATATAGGATCCAGGAGTCAGGCGTGATCAGCACTGG (BamHI)
533-rev-2 TATATAGGATCCGTCGGGGTAACTAAGCGGATCATCCG (BamHI)
533-A-for TATATAGGATCCTCTTGAGCCTGGGTGATTTCAAGT (BamHl)
533-B-rev CCCATCCACTAAACTTAAACATGCTAATTCCAACCCCATGTGGT
533-C-for TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGTCTACCTCACCTGGCAACAAATC
533-D-rev-2 TATATAGAATTCCGTGAGATAGGTGTCATCGTICG (EcoRl)
533-amp-for AACCACAAGCCTATTGACAGTGATG

533-amp-rev TTCCAGGGCAAGGATTCACCACAC

Primer zur Deletion und Uberexpression von acn

acn-for TATATAGGATCCAAGGAGATATAGATTTGGAGCTCACTGTGACTGAAAG
(BamHlI)

acn-rev TATATAGGATCCCGTATTAGAAAGGACCCCACCAC (BamHl)

acn-A-for-2 TATATAGAATTCGCATGTTCTGGCCTGCATGAATG (EcoRl)

acn-B-rev CCCATCCACTAAACTTAAACAAGTCACAGTGAGCTCCAATTCTAAC

acn-C-for TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGTACGTGCTGCGTCAGATGGCTG

acn-D-rev-3 TATATAGGATCCGTTGGTGGCATTCAGTGGGCTTC (BamHlI)

Primer zur Deletion und Uberexpression von acnR und acnR-Derivaten

acnR-for TATATAGGATCCAAGGAGATATAGATGTGTCCGTAGCGGCAGGCGAC
(BamH]I)

acnR-rev TATATAGAATTCGTCACGTCGCTCAGCTGCGGC (EcoRl)

tetR-A-for TATATAGAATTCTGCAGTTCCCTGCAGGCGAATC (EcoRl)

tetR-B-rev CCCATCCACTAAACTTAAACAGCCTGCCGCTACGGACACAATG

tetR-C-for TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGATCTGGTCGAGGGAACTGTCCG

tetR-D-rev TATATAAAGCTTGTTAGCAACACTGTGGTGGCGCC (Hindlll)

tetR-amp-for
tetR-amp-rev
AcnR-strep-rev

CTAAGGGCACTAACCTGCTCGG
TTGCCAACACCACGTGTCCAGG
TATATAGAATTCTTACTTCTCGAACTGCGGGTGGCTCCACTCGAG
GTCGCGTTTACGGACAGTTCC (EcoRl)

acnR-rev-60 TATATAGAATTCTAGGAACAGGTTTTCTTTGTCACCG (EcoRl)
acnR-rev-89 TATATAGAATTCATCTTCCAGCATTCCTCGCATC (EcoRl)
acnR-FP-for TATATACATATGTCCGTAGCGGCAGGCGACAAAC (Ndel)

acnR-FP-28rev
acnR-FP-24rev

TATATACTCGAGTTAGTCGCGTTTACGGACAGTTC (Xhol)
TATATACTCGAGGTCGCGTTTACGGACAGTTC (Xhol)
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Primer fir Primer Extension und DNase I-Footprintanalysen

acn-PEK-for
acn-PEK-rev
acn-PE1
acn-PE3
acn-FP1

CCTTCATTAGTGTCGGGCTCACG

GGATTTCGATGCTTGGATCGGAAG
*GGGTGCTCTTAGCATTGAAGGAG
*GTGAGATTTCGCGACGGCGTCTG
*GAAAGTCACATCACGCACGTACC

Primer zur Deletion von NCgl0943

1558-A-for
1558-B-rev
1558-C-for
1558-D-rev
1558-amp-for
1558-amp-rev

TATATAGAATTCGGATAAGGTCAAATTCTTTCGCTC (EcoRl)
CCCATCCACTAAACTTAAACACAAGCTGGCAGAACTCATATCTC
TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGGAAGAACTTCTGAACACTCCTGTAC
TATATAAAGCTTGACGAAGAGGCCTTCGAATACTG (Hindlll)
GTATTTTCGGTAGCGTATAAGTCC
CCGGACAGCAGAAGGGAAATTC

Primer fir reverse Transkriptase-Reaktionen und Kontroll-PCR

RT-1-for
RT-1-rev
RT-2-for
RT-2-rev
RT-3-for
RT-3-rev

CAGGCGACAAACCAACAAATAGCC
CTCGACCAGATCCAATACTTCGG
CGAGACTCCTAAGACTGTICAAGG
GTTGCTTCTTCCAGTCGGCGTAC
CAGAACCAGCTGGTTGACATCGC
CATCTGACGCAGCACGTACTGC

Primer fiir Gel-Retardations- und ,.fishing“-Experimente

Acn-for-1 (K)-2
Acn-for-2 (BS)-2
Acn-for-3 (fish)-2
Acn-Biotin-rev-2
Biotinprimer 1
BS-1-for
BS-1-rev
BS-2-for
BS-2-rev
BS-3-for
BS-3-rev
BS-4-for
BS-5-for
BS-6-for
BS-7-for

CACAGTTCTGTGGAATGAGAATCC
GTACCCATTTCGAGCAAATCCGAC
CAGGTTGGAAGTCATCACTGGAGT
GAGGAGTCGTCGATGTGGAGACCGTCATAGGACTTGTCGCCAACTTC
*GAGGAGTCGTCGATGTGGAGACC
TCCGACAAAACCGCTGCCTAGG
GGCGTCTGCTTCGGCTGAGCC
AGACGTAGGGTCCTTTTCCACAG
TCATTATCCTAACAGTACAAGCGTT
CAACTTTCCCGCCAGAACGCTTIG
GGGTTCTTGGCGCGTCAATAACG
CAACTTTCCCGCCAGATGGCTTCAACTGTTAGGA
CAACTTTCCCGCGTGAACGCTTGTACACTTAGGATAAT
CAACTTTCGGGCCAGAACGCTTGTACTGTTTCGATAATGAAG
CAACTTTCCCGCCAGAACCGAAGTACTGTTAG

Primer fiir die DNA-Sequenzierung

M13-fw
M13-rv

*TGTAAAACGACGGCCAGT
*GGAAACAGCTATGACCATG
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4. Nahrmedien, Kultivierungsbedingungen und Stammbhaltung

Nachfolgend sind die verwendeten N&hrmedien aufgefiihrt. Sie wurden vor

Verwendung far 20 min bei 120 °C autoklaviert. Feste Medien wurden durch Zusatz

von 1,5 % (w/v) Agar (Bacto™ Agar, Difco, Detroit, USA) zu einer entsprechenden

Nahrldésung hergestellt, wenn nicht anders angegeben.

LB-Medium

NaCl
Hefeextrakt
Trypton
HQObid.

SOC-Medium

NaCl
Hefeextrakt
Trypton
KCI

H2()bid.

Cglll-Medium

NaCl
Hefeextrakt
Pepton
H2Opiq.

BHI-Medium
BHI

HZObid.
BHIS-Medium

BHI
HzOpig.

LBHIS-Medium

BHI

NaCl
Hefeextrakt
Trypton
H2Obid.

10,0
5,0

10,0

ad 1000

580,0
5,0

20,0
186,0
ad 1000

2,5

10,0
10,0

ad 1000

37,0
ad 1000

37,0
ad 500

g

g

g

ml

mg nach dem Autoklavieren:
g MgCl, (steril filtriert)

g Glukose

mg

ml

g nach dem Autoklavieren:
g Glukose

g

ml

g nach dem Autoklavieren:
ml Glukose

g Sorbitol

ml H2Opia.

getrennt Autoklavieren

18,5
5,0

2,5

5,0

ad 500

Sorbitol
HZObid.

[(eN(oN (o} (o]

ml

getrennt Autoklavieren

20,0

20,0

91,0
ad 500

91,0
ad 500

« «Q

J ©
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CgXll-Minimalmedium (ohne C-Quelle)

(NH,4)2S04 20,0 g nach dem Autoklavieren™:

Harnstoff 50 ¢ 1 ml/l Spurensalzldsung (steril filtriert)
KH,PO, 1,0 ¢ FeSO, * 7 H,O 10,0 ¢
Ko:HPO, 1,0 ¢ MnSQO, * 1 H,O 10,0 ¢
MOPS 42,0 g ZnS0O, * 7 H,0O 1,0 ¢
MgSO, « 7 H,O 250,0 mg CuSO, * 5 H,O 313,0 mg
CaCl, * 2 H,O 13,3 mg NiCl, « 6 H,O 20,0 mg
HQObid, 920,0 ml Hgobid. ad 1000 ml
pH 7,0 mit KOH pH 1,0 mit HCI

1 ml/l Protekatechuat (steril filtriert)
1 ml/l Biotin™® (steril filtriert)

" wenn nicht anders angegeben
2300 mg in 3 ml 1 M NaOH I6sen und ad 10 ml H.Oyq. zugeben.
320 mg ad 100 ml HxOyj4. (leicht erhitzen zum Lésen)

EPO-Medium

BHI 18,5 ¢ nach dem Autoklavieren:

NaCl 10,0 g Isoniazid 40 ¢

Hefeextrakt 50 ¢ Glycin 250 ¢

H2Opig. ad 800 ml Tween 80 20 ml
H2Oi. ad 200 mi

(steril filtriert)

E. coli-Stamme wurden im Allgemeinen in Luria-Bertani- (LB-) Medium (Sambrook
& Russell, 2001) kultiviert. Nur zu Herstellung und Regeneration kompetenter E. coli-
Zellen (vgl. 5.4.1) wurde SOC-Medium (Miller & Nickoloff, 1995) eingesetzt.

Die Kultivierung von C. glutamicum-Stammen erfolgte entweder in den Komplex-
medien BHI (Brain Heart Infusion-Medium, Difco) mit 2 % (w/v) Glukose bzw. Cglll
(Kase & Nakayama, 1972) oder im definierten Minimalmedium CgXIl (Keilhauer et
al.,, 1993). Zur Herstellung kompetenter C. glutamicum-Zellen (vgl. 5.4.2) wurde
EPO-Medium (Schafer et al., 1994) und zur Regeneration nach der Elektroporation
BHIS-Medium (Liebl et al., 1989) verwendet. AnschlieBend wurden die Zellen auf
LBHIS-Agarplatten mit entsprechenden Selektionsmarkern ausplattiert.

Die Antibiotika-Stammlésungen wurden nach Sambrook & Russell (2001)
angesetzt, steril filtriert und in Aliquots bei -20 °C aufbewahrt. Die Antibiotika wurden
den autoklavierten N&hrmedien nach AbklUhlen auf ca. 50 °C in den in Tabelle 4
angegebenen Endkonzentrationen zugesetzt. Die zur Kultivierung auxotropher
Stamme bendtigten Supplemente und die in CgXll-Minimalmedium eingesetzten
Kohlenstoffquellen (C-Quellen) sind ebenfalls in Tabelle 4 aufgefihrt.
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Tabelle 4: Medienzusatze (Antibiotika, Supplemente flir  auxotrophe  Stamme,
Kohlenstoffquellen)
Antibiotikum Stammlésung Endkonzentration
E. coli/ C. glutamicum
Kanamycin 75 mg/ml in HzOpig, 50 / 50 oder 25 pg/ml

Chloramphenicol
Spectinomycin
L-Isoleucin
D-Pantothenat
L-Glutamat
D-Glukose
Na-Acetat
Na-Citrat / MgCl.
Na-Propionat

34 mg/ml in EtOH (96 %, v/v)
100 mg/ml in HoOpg.

200 mM

4,2 mM

2M

2,8 M

55M

1M/2M

10,4 M

34 /15 oder 5 pg/ml
100 / 250 pg/ml
-/0,6-1,1mM

-/0,2-1uM
-/5-100 mM
222 mM
244 mM
50 mM/ 100 mM
104 mM

“zur Selektion nach Elektroporation

Kultivierungen von C. glutamicum-Stammen fir Wachstumsversuche, RNA-
Isolierungen und enzymatische Aktivitatsbestimmungen erfolgten immer ausgehend
von einer Glycerinkultur, die auf BHI-Platten ausgestrichen wurde. Hiervon wurde
eine 5 ml-Ubertagkultur (BHI) angeimpft. Die Zellen wurden am Abend abzentrifugiert
(5 min, 3500 x g, 4 °C) und zum Animpfen einer 60 ml-Ubernachtkultur (CgXIl +
C-Quelle) mit einer optischen Dichte (ODggo) von ~ 0,1 (Glukose) bzw. ~ 1,0 (Acetat,
Citrat, Propionat) verwendet. Die Kultivierung erfolgte dabei in 500 ml- Erlenmeyer-
Kolben mit 2 Schikanen bei 120 Upm und 30 °C. Diese Vorkulturen enthielten die
gleichen Zuséatze wie die am darauf folgenden Morgen mit ODgoo = 1,0 angeimpften
Hauptkulturen in CgXll-Minimalmedium, um eine 5-10 Generationen dauernde
Adaption der Zellen an die Kultivierungsbedingungen fir zu gewéhrleisten. Die Ernte
der Hauptkulturen fir RNA-Isolierung und Enzymtests erfolgte stets in der
exponentiellen Phase bei einer ODgyo von 4 - 6.

Kulturen zur Stammbhaltung erfolgten im Allgemeinen in Reagenzglasern mit 5 ml
Vollmedium, die bei 37 °C (E. coli) bzw. 30 °C (C. glutamicum) fir 14 - 16 h mit
170 Upm geschuttelt wurden. Die Kulturen wurden anschlieBend abzentrifugiert
(5 min, 3500 x g, 4 °C), in 1 ml 50 % (v/v) Glycerin aufgenommen und bei -70 °C

gelagert.
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5. Molekulargenetische Methoden
5.1. Isolierung von Nukleinsduren

5.1.1. Isolierung von genomischer DNA

Chromosomale DNA aus C. glutamicum wurde nach Eikmanns et al. (1994) isoliert.
Zur Ethanolféllung wurde die DNA-Lésung mit 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat
(pH 5,2) und 3 Volumen eiskaltem Ethanol gemischt. Die préazipitierte DNA wurde
sedimentiert (30 min Zentrifugation bei 15000 x g und 4 °C), mit eiskaltem 70 %-igem
(v/v) Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in EB-Puffer (Qiagen, 10 mM Tris-HCI,
pH 8,5) geldst.

5.1.2. Isolierung von RNA

Die Isolierung von RNA fir globale Genexpressionsanalysen aus C. glutamicum
erfolgte nach mechanischem Zellaufschluss mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden) (Lange et al., 2003), welches auf der Bindung von RNA an eine Silika-Matrix
beruht. Dazu wurde ein Aliquot der Kultur (25 ml) zusammen mit 25 g Eis (vorgekihlt
auf -20 °C) abzentrifugiert (5 min, 3500 x g, 4 °C) (Wendisch et al., 2001). Die Zellen
wurden in 350 ul RLT-Puffer (Qiagen) resuspendiert und 30s lang mit 0,5¢g
Zirkonium-/Silica-Perlen (d = 0,1 mm, Roth, Karlsruhe) in einem Silamat S5
(Vivadent, Ellwangen) aufgeschlossen. Nach Zentrifugation (2 min, 14500 x g) wurde
der Uberstand zur RNA-Isolierung mit dem RNeasy Kit mit DNase-Behandlung auf
der Saule nach Herstellerangaben verwendet. Die Qualitdt der RNA wurde durch
denaturierende Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese Uberprift (vgl. 6.3.2).

5.1.3. Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep
Kit (Qiagen, Hilden), das auf der alkalischen Lyse beruht (Birnboim & Doly, 1979).
Plasmid-DNA aus C. glutamicum wurde nach einem modifizierten Protokoll der
alkalischen Lyse prépariert, bei der die Zellen 1 h bei 37 °C mit Lysozym (20 mg/ml)
im Puffer P1 aus dem Quiagen-Kit unter Schitteln inkubiert wurden (Schwarzer &
Puhler, 1991). Die weiteren Schritte erfolgten dann nach dem Protokoll des QlAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden).
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5.2. Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde photometrisch (Specord S 100 B, Carl
Zeiss, Jena) durch Messung der Extinktion (E) bei 230 - 280 nm bestimmt, wobei
Exso = 1 einer Konzentration von 40 ng/ul RNA und 50 ng/ul doppelstrangiger DNA
entspricht (Sambrook & Russell, 2001). Die Reinheit wurde mittels der Quotienten
Eoeo/E2so  (Protein-Verunreinigung) und Eog/Ezzo  (Kohlenhydrat-Verunreinigung)
kontrolliert, welche zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollten (Sambrook & Russell, 2001).

5.3. Rekombinante DNA-Techniken

Alle verwendeten Enzyme wurden von Roche Diagnostics (Mannheim) oder New
England Biolabs (Frankfurt) bezogen. Die Restriktion von DNA erfolgte im
Allgemeinen nach den Angaben und mit den Puffern des Herstellers durch
mindestens zweistindige Inkubation bei der bendtigten Temperatur. Fur analytische
DNA-Restriktionen wurde ein Ansatz von 20 ul mit maximal 5 U Enzym und 0,5 bis
1 ug DNA gewahlt. Fir praparative Restriktionsansatze wurde das Volumen auf bis
zu 100 pl und die eingesetzte DNA-Menge auf 5 bis 20 ug erhéht.

Fir Ligationsreaktionen wurde das Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics,
Mannheim) mit der T4-DNA-Ligase nach Angaben des Herstellers verwendet.
Hierbei wurde ein Stoffmengenverhaltnis von Insert zu Vektor von 3:1 angestrebt. Es
wurden insgesamt etwa 200 ng DNA eingesetzt und die Ligationszeit auf ca. 30 min
bei Raumtemperatur erhéht.

Zur Reinigung von PCR-Produkten und Restriktionsansatzen von Puffer-
Bestandteilen, Enzymen und kurzen DNA-Fragmenten wurde das PCR Purification
Kit (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers eingesetzt. Hierbei bindet die
DNA ab etwa 100 bp Lange selektiv an eine Silika-Matrix. Zur Abtrennung von
Proteinen aus DNA-Lésungen wurde eine  Phenol-Chloroform-Extraktion
durchgefihrt. Hierzu wurde die wassrige DNA-L&sung zweimal mit einem Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamyl-alkohol (25 : 24 : 1) extrahiert. Zur Trennung der DNA-
haltigen wassrigen Phase von der proteinhaltigen organischen Phase wurden die
Proben 5 min bei 14500 x g zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte eine weitere
Extraktion mit einem Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1).

Zur Konzentrierung von DNA und zur Entfernung von Salzen wurde eine Fallung mit
2,5 Volumen Ethanol (-20 °C) und '/;0 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2)
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durchgeflihrt (30 min Zentrifugation bei 14500 x g und 4 °C). Nachfolgend wurde mit
70 % (v/v) Ethanol (-20 °C) gewaschen. Die DNA wurde getrocknet und in Wasser

oder Puffer geldst.

5.4. Transformation von Bakterien

5.4.1. Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung von chemisch kompetenten E. coli-Zellen wurde die
Rubidiumchlorid-Methode (Hanahan, 1985) verwendet. Zur Transformation wurde ein
Aliquot der bei -70 °C schockgefrorenen Zellen mit 1 - 2 pl intaktem Plasmid oder
20 pl Ligationsansatz versetzt und fir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde
der Ansatz fir 90 s bei genau 42 °C erhitzt, 2 min auf Eis abgekihlt und mit 500 pl
SOC-Medium (auf Raumtemperatur (RT) erwarmt) versetzt. Der Ansatz wurde dann
fir 45 min bei 37 °C geschiittelt und abschlieBend zu 50, 150 und ~400 pl auf
vorgewarmte LB-Platten mit dem jeweils bendtigten Antibiotikum ausplattiert.

5.4.2. Herstellung und Transformation kompetenter C. glutamicum-Zellen

Die Herstellung und Transformation superkompetenter C. glutamicum-Zellen
erfolgte nach der Methode von van der Rest et al. (1999). Von einer Ubernacht-
Vorkultur in Cglll-Medium mit 2 % (w/v) Glukose wurde die Hauptkultur in 100 mi
EPO-Medium zu einer ODggo von 0,3 angeimpft und 28 h bei 18 °C kultiviert. Die
Kultur wurde auf Eis abgekulhlt, die Zellen viermal mit eiskaltem, 10 %-igen (v/v)
Glycerin gewaschen, in 500 ul 10 %-iger (v/v) Glycerinlésung resuspendiert und in
50 pl-Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei
-70 °C.

Fur die Elektroporation wurde ein Aliquot der elektrokompetenten Zellen aufgetaut,
mit 0,25-1pug DNA (maximal 2pl) versetzt und in eine eiskalte, sterile
Elektroporationskivette (Elektrodenabstand 0,2 cm; VWR, Darmstadt) Gberflhrt. Die
Elektroporation erfolgte mit einer Spannung von 2,5 kV, einem Widerstand von 600 Q
und einer Kapazitat von 25 uF (Gene Pulser, Bio-Rad, Hercules, USA). Sofort nach
der Elektroporation wurde 1 ml BHIS-Medium zugefiigt und ein Hitzeschock fir 6 min
bei 46 °C durchgeflhrt. Nach einstiindigem Schutteln bei 30 °C zur Regeneration
wurden die Zellen auf selektiven LBHIS-Platten ausplattiert.
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5.5. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion wurde zur in-vitro-Amplifizierung von DNA-
Fragmenten eingesetzt (Mullis & Faloona, 1987). Die Durchflihrung erfolgte mit dem
Thermocycler Primus 25 oder 96 plus (MWG Biotech, Ebersberg). Die Temperatur
zur Anlagerung der Primer (,Annealing”; Tu=4x(G+C) + 2x (A +T) °C) und die
Elongationszeit (te = 1 min/kb) richteten sich nach der Sequenz der Oligonukleotide
und der Lange des zu amplifizierenden Fragments (Sambrook & Russell, 2001). Das
PCR-Programm bestand aus einer initialen Denaturierung (5 min, 95°C), 35 Zyklen
mit Denaturierung (30s, 95 °C), Annealing (30s, Ty - 5 °C) und Elongation
(te, 72 °C) sowie einer abschlieBenden Elongation (5 min, 72 °C).

Bei PCR-Amplifikationen zur Herstellung von Genfragmenten fiir DNA-Chips sowie
zur Uberpriifung der Lange von DNA-Fragmenten wurde Tag-Polymerase nach den
Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden) eingesetzt. Zur Verringerung der
Fehlerrate wurde bei der PCR-Amplifizierung von Fragmenten, die anschlieBend in
einen Plasmidvektor kloniert wurden, das Expand High Fidelity Kit (Roche
Diagnostics, Mannheim) eingesetzt, welches neben Tag-Polymerase eine Pwo-
Polymerase mit Proofreading-Aktivitat (3" - 5°-Exonukleaseaktivitat) enthalt, oder die
KOD Hot Start DNA Polymerase (Novagen-Merck, Darmstadt), welche laut Hersteller
die beste Proofreading-Aktivitat besitzt, benutzt. Fir langere DNA-Fragmente (>4 kb)
wurde das Expand Long Template PCR System (Roche Diagnostics, Mannheim)
verwendet.

Als Template (Matrize) wurden 100 - 500 ng chromosomale DNA bzw. Plasmid-
DNA oder alternativ 1 -2 ul C. glutamicum-Lysat eingesetzt, wozu Zellen einer
Einzelkolonie in 10 pl Wasser resuspendiert und 10 min bei 95 °C erhitzt wurden.

5.6. Konstruktion von C. glutamicum-Deletionsmutanten

Deletionsmutanten von C. glutamicum wurden durch eine Kombination von
,Crossover‘-PCR (Link et al., 1997) mit dem Vektor pK19mobsacB (Schafer et al.,
1994), der in C. glutamicum nicht repliziert wird, konstruiert. Fir die ,Crossover“-PCR
wurden zunachst zwei etwa 500 bp (1000 bp bei Aacn) groBe PCR-Produkte
hergestellt, die den 5'-flankierenden Bereich inklusive der ersten 6 Codons (Primer
...A-for und ...B-rev) bzw. den 3'-flankierenden Bereich inklusive der letzten 12

Codons (Primer ...C-for und ...D-rev) des zu deletierenden Gens umfassten. Die
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auBeren Primer (...A-for und ...D-rev) enthielten eine Restriktionsschnittstelle, die fur
die Klonierung in pK19mobsacB genutzt wurde. Die inneren Primer (...B-rev und
...C-for) enthielten eine 21 bp lange komplementare Sequenz an ihrem 5'-Ende. Die
beiden PCR-Fragmente wurden gereinigt und als Matrize in einer zweiten PCR mit
den &uBeren Primern eingesetzt. Dabei konnten die beiden Fragmente Uber die 21-
bp-Sequenzen miteinander hybridisieren und verlangert werden, so dass ein
Fusionsprodukt mit der gewlinschten Deletion entstand. Das Fusionsprodukt wurde
verdaut, gereinigt und in mit den gleichen Enzymen verdauten pK19mobsacB-Vektor
kloniert. Nachdem das durch PCR erhaltene DNA-Fragment durch Sequenzierung
auf etwaige Mutationen Uberprift worden war, wurden fehlerfreie Plasmide mittels
Elektroporation in C. glutamicum transferiert und der Transformationsansatz auf
LBHIS-Platten (van der Rest et al, 1999) mit Kanamycin ausplattiert. Da
pK19mobsacB und seine Derivate in C. glutamicum nicht repliziert werden, sollte in
kanamycinresistenten Klonen das Plasmid Uber homologe Rekombination im Bereich
des Deletionskonstrukts in das Chromosom integriert worden sein. Um auf ein
zweites Rekombinationsereignis zu selektionieren, wurden kanamycinresistente
Klone fir 24 h in BHI-Medium mit 2 % (w/v) Glukose aber ohne Kanamycin kultiviert
und anschlieBend auf LBHIS-Platten mit 10 % (w/v) Saccharose ausplattiert. Bei
Anwesenheit von Levansucrase, dem Produkt des sacB-Gens von pK19mobsacB,
sind 10% Saccharose flur C. glutamicum letal. Deshalb sollte bei
saccharoseresistenten Klonen das Plasmid durch ein zweites Rekombinations-
ereignis aus dem Chromosom entfernt worden sein, wobei entweder der Wildtyp
wiederhergestellt oder die gewlinschte Deletion erzeugt wird. Klone, die sowohl
saccharoseresistent als auch kanamycinsensitiv waren, wurden zunachst mittels
Kolonie-PCR und anschlieBend durch Southern-Blot-Analyse mit dem ,Crossover*-
PCR-Produkt als Sonde Uberprift.

5.7. Southern-Blot-Analyse

Bei der Southern-Blot-Analyse (Southern, 1975) erfolgte der Transfer von DNA aus
Agarosegelen auf Nylonmembranen (Hybond N*, Amersham Biosciences, Freiburg)
mit Hilfe einer Vakuum-Blot-Transfer-Zelle (LKB VacuGene XL, Amersham
Biosciences, Freiburg) nach Angaben des Herstellers. Aliquots genomischer DNA
(15 - 20 pug) wurden zunachst vollstdndig mit geeigneten Restriktionsenzymen Uber
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Nacht verdaut und Uber ein 0,8 %-iges (w/v) Agarosegel bei 1 V/cm aufgetrennt.
Parallel wurde auch Digoxigenin-markierter DNA-Standard 1l und Ill (Roche
Diagnostics, Mannheim) aufgetrennt. Vor dem Blotten wurden zunachst die Membran
und eine Maske auf GelgréBe zurechtgeschnitten. AnschlieBend wurde der Blot
zusammengesetzt: Zuerst wurde die Nylonmembran und dann die Maske aufgelegt.
Danach wurde die Apparatur fixiert und das Gel aufgelegt, welches die Maske
abdichten musste. Die Apparatur wurde dann an eine Pumpe (Bromma LKB 2016
VacuGene Vacuum Blotting Pump, Amersham Biosciences, Freiburg) angeschlossen
(50 mbar). Vor dem Vakuum-Blotten wurde die DNA im Gel zunachst 20 min in
0,3 M; HCI depuriniert (bis der Blaumarker gelb wurde), dann 15 min in 1,5 M NaCl,
0,5M NaOH denaturiert (bis der Blaumarker wieder blau wurde) und schlieBlich
20 min in 1 M Tris-HCI, 1,5 M NaCl, pH 8,0 neutralisiert. Der Transfer erfolgte Ctber
eine Stunde in 20 x SSC (3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat, pH 7,0). Danach wurde die
DNA durch dreimindtige UV-Bestrahlung kovalent auf der Nylonmembran fixiert.
AnschlieBend erfolgte die Hybridisierung des Blots mit der Digoxigenin-markierten
PCR-Sonde. Die Markierung der als Sonden eingesetzten PCR-Fragmente mit
Digoxigenin, die Hybridisierung, das Waschen und die Detektion mit CDP-Star
erfolgten mit dem DIG Chem-Link Labeling and Detektion Kit (Roche Diagnostics,
Mannheim) entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Die fir die Herstellung
der Sonden verwendeten Primer sind in Tabelle 3 angegeben. Zunachst wurde der
Blot in Hybridisierungsrohren aus Glas (Bibby Sterilin ehemals Stuart Scientific,
Staffordshire, UK) transferiert und mit 20 ml/100 cm® Membranflache
Prahybridisierungslésung (5xSSC; 1% (v/v) Blockierungsreagenz (Roche
Diagnostics, Mannheim) in Maleinsaurepuffer (0,1 M Maleinsaure, 0,15 M NaCl; mit
NaOH-Platzchen auf pH 7,5 eingestellt) geldst; 0,1 % (w/v) N-Lauroylsarcosin;
0,02 % (w/v) SDS) versetzt und die Réhren 2 - 4 Stunden bei 68 °C so langsam wie
moglich im Hybridisierungsofen (Shake 'n” Stack, Thermo Life Sciences, Egelsbach)
gedreht. Die  Digoxigenin-markierte =~ Sonde, von der 20 -50 ng/ml
Hybridisierungslésung (Prahybridisierungslésung + Sonde) eingesetzt wurden, wurde
vor Gebrauch denaturiert (10 min, 95°C). Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht bei
68°C. Die Hybridisierungslésung mit der Sonde wurde flr eine spatere
Wiederverwendung eingefroren. Vor der Detektion wurde die Membran 2 x 5 min in
50 ml 2 x SSC bei RT und 2 x 15 min in 50 ml 0,1 x SSC bei 68°C und anschlieBend
kurz in Maleinsdurepuffer gewaschen. Danach wurde die Membran 30 min bei
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Raumtemperatur in 80 ml Blockierungslésung und 30 min mit der Antikérperlésung
(1:10000 Verdinnung des Antikérpers (Anti-Digoxigin-alkalische Phosphatase-
Konjugat, Roche Diagnostics, Mannheim) in Blockierungsreagenz) inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran 2 x 15 min mit 80 ml/100 cm?® Waschpuffer
(Maleinsdurepuffer mit 0,3% (v/v) Tween®20) gewaschen und 5min in
Detektionspuffer (0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, pH 9,5) aquilibriert. Zur Detektion
wurde der Blot in eine Plastikfolie gelegt und auf die DNA-Seite 25 Tropfen/100 cm?
CDP-Star-ready-to-use-Lésung (Roche Diagnostics, Mannheim) aufgetropft. Nach
ca. 5 min Inkubation wurde das Chemilumineszenz-Signal mit einer CCD-Kamera
detektiert. Zur GréBenbestimmung von DNA-Fragmenten wurde die AIDA-Software

(Version 2.0, Raytest IsotopenmeBgerate GmbH, Straubenhardt) eingesetzt.

5.8. Primer-Extension-Analyse

Zur Bestimmung des Transkriptionsstartpunkts und der relativen mRNA-Spiegel
eines Gens unter verschiedenen Bedingungen wurden Primer-Extension-Versuche
durchgefihrt. Zunachst wurden 15-30 ug Gesamt-RNA von C. glutamicum mit 2 pmol
eines IRD800-markierten Oligonukleotids hybridisiert, wobei die Oligonukleotide so
gewahlt wurden, dass sie unmittelbar stromabwarts des Translationsstartpunkts des
entsprechenden Gens binden. Die Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von
10 pl mit 2 pl 5 x Annealing-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,9, 1,25 mM KCI) zunachst
fir 5 min auf 65 °C erhitzt, um RNA-Sekundarstrukturen zu denaturieren und dann
zur Anlagerung der Oligonukleotide langsam (0,5 °C/2 min) im Thermocycler auf
42 °C abgekihlt. Zur Synthese des komplementaren cDNA-Strangs wurde ein
Gemisch aus 10 pl 5 x reverse Transkriptase-Puffer (250 mM Tris-HCI, pH 8,3,
125 mM KCI, 15 mM MgCl,), 5 pl DTT (100 mM, Invitrogen GmbH, Karlsruhe), 1 pl
dNTP-Gemisch (25 mM; von Invitrogen GmbH, Karlsruhe), 0,5 pl Actinomycin D
(5 mg/ml in Ethanol), 23 pl H,O und 1 pl reverse Transkriptase (200 U, Superscript Il,
Invitrogen GmbH, Karlsruhe) zu dem Ansatz gegeben. Nach einstiindiger Inkubation
bei 42°C wurde die Reaktion durch Zugabe von 120 pl RNase A-Reaktionsmix
(10 MM Tris-HCI, pH7,9, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 100 pg/ml ,sonicated*
Lachssperma-DNA, 0,24 ul RNase A (100 mg/ml, DNase-frei, frisch zugegeben))
gestoppt und zum Abbau der RNA 30 min bei 37 °C inkubiert. Durch die Zugabe von
17 pl 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 380 pl eiskaltem Ethanol wurde die DNA Uber
Nacht bei -20 °C gefallt. Nach der Ethanolfallung (vgl. 5.3) wurde das DNA-Pellet in
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2 ul Wasser unter Schitteln gelést und mit 2 ul Formamid-Ladepuffer (aus dem
DYEnamic Direct Cycle Sequencing Kit, Amersham Biosciences, Freiburg) versetzt.
Direkt vor dem Auftragen auf das Gel wurde die cDNA 5 min bei 70 °C inkubiert und
1 ul der Reaktion dann mittels denaturierender PAGE analysiert (vgl. 6.3.3). Zur
Bestimmung der Lé&nge des Primer-Extension-Produkts und damit des
Transkriptionsstarts wurde eine DNA-Sequenzierungsreaktion mit dem gleichen
markierten Primer durchgeflhrt, der auch fir die Primer-Extension-Reaktion
eingesetzt wurde. Die vier Sequenzierungsreaktionen wurden neben dem Primer-
Extension-Produkt auf dem Gel aufgetrennt. Als Matrize fir die DNA-Sequenzierung
diente ein geeignetes PCR-Produkt.

5.9. DNase I-Footprint-Analysen

Zur ldentifizierung der Bindungsstellen des Transkriptionsregulators AcnR im
Promotorbereich des acn-Genes wurden Dnase I-Footprintanalysen durchgefihrt,
wobei der vor dem Abbau durch Dnase | geschiitzte Bereich der DNA-Sonden die
Bindungsstelle des Proteins anzeigt.

FOr die Herstellung der DNA-Sonde wurde die Promotorregion der Zielgene
zundchst in einer PCR mit unmarkierten Oligonukleotiden amplifiziert, das PCR-
Produkt aus dem Gel eluiert und als Template fiir eine PCR eingesetzt, bei der eines
der Oligonukleotide am 5’-Ende eine IRD800-Markierung trug. Das IRD800-markierte
PCR-Produkt wurde (ohne Aufreinigung CUber ein Gel) mit H,O auf ein
Gesamtvolumen von 500 ul aufgeflllt und anschlieBend mit Microcon YM-30
Mikrokonzentratoren (Millipore) auf ca. 20 pl konzentriert.

Vor der eigentlichen Footprinting-Reaktion wurde die DNA-Sonde mit dem
entsprechenden DNA-bindenden Protein aquilibriert. AcnR-C und AcnR-N wurden
dazu mittels StrepTactin-Affinitdtschromatographie gereinigt (vgl. 7.2.1). In einem
Gesamtvolumen von 200 pl wurden 0,75 - 1,5 nM IRD800-markierte DNA-Sonde mit
1 ul poly(dl-dC) (5 pg/ul, Sigma-Aldrich), 10 ul Footprinting-Salzlésung (100 mM
MgCl,, 50 mM CaCly), 20 ul Bindepuffer (100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 5 mM EDTA,
50 % (v/v) Glycerin, 5 mM DTT (frisch zugesetzt), 0,05 % (v/v) Triton X-100, 500 mM
NaCl) und verschiedenen Proteinmengen (5nM-2,5uM Endkonzentration)
gemischt und 30 min bei RT inkubiert. Durch Zugabe von 5 pl 0,25 pg/ml Dnase | in
Dnase I-Puffer (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 5 mM MgCl,, 5 mM CaCl,, 50 mM KClI,

1 mM DTT (frisch zugegeben)) und 2 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
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Sonde partiell fragmentiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 700 pl eiskalter
Stopplésung (640 ul 96 %-iges (v/v) Ethanol, 10 ul Lachssperma-DNA (,sonicated®,
2 ug/ml), 50 ul gesattigte Ammoniumsulfatidsung) gestoppt und die DNA Uber Nacht
bei -20 °C gefallt. AnschlieBend wurde die DNA 30 min bei 16100 x g und 4 °C
sedimentiert, mit 500 pl 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und in je 2,5 ul Wasser und
Formamid-Ladepuffer (Thermosequenase-Kit, Pharmacia) gelést.

Vor der Auftrennung in einem Sequenziergel (siehe 6.3.3) wurde der Ansatz 5 min
bei 70 °C inkubiert. Die Sequenzzuordnung des geschitzten Bereichs erfolgte mittels
einer parallel aufgetragenen Sequenzierungsreaktion. Dazu wurde das der Sonde
entsprechende, unmarkierte PCR-Produkt als Matrize far die
Sequenzierungsreaktion mit dem entsprechenden IRD800-markierten Oligonukleotid

eingesetzt.

6. Elektrophoretische Methoden

Zur Darstellung von Proteinmustern und zur Uberpriffung der Aufreinigung von
AcnR wurden Polyacrylamidgel-Elektrophoresen unter denaturierenden und nativen
Bedingungen durchgefthrt. Zur Auftrennung von DNA- und RNA-Fragmenten
wurden Elektrophoresen sowohl in Agarose als auch in Polyacrylamidgelen
durchgefihrt.

6.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer Masse wurde SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) eingesetzt (Laemmli, 1970). Im Allgemeinen wurden
12 %-ige oder 15 %-ige Trenngele mit einem 4 %-igen Sammelgel genutzt
(MiniProtean-1l-Apparatur, BioRad). Die Proben wurden mit 6 x Probenpuffer
(350 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10 % (w/v) SDS, 6 % B-Mercaptoethanol, 30 % (v/v)
Glycerin, nach Amersham Biosciences) gemischt und 5 min bei 90 °C denaturiert.
Als GréBenstandard wurde der Broad Range Protein Marker (New England Biolabs)
oder der Precision Plus Protein™ Standard (BioRad) verwendet. Die Elektrophorese
erfolgte bei konstanter Stromstarke, die so eingestellt wurde, dass die
Anfangsspannung 100 V betrug. Die maximale Spannung wurde auf 200 V begrenzt.

Die Farbung der SDS-Gele erfolgte wie unter 7.5 angegeben.
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6.2. Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Bestimmung der nativen GréBe von AcnR wurden parallel zur Gelfiltration
(vgl. 7.7)  Polyacrylamid-Fertigele  (MicroGel, Gradipore, LTF-Labortechnik,
Wasserburg) eingesetzt. Als Standard diente der ,Native Molecular Weight Marker®
MW-100 der Firma Gradipore (Wasserburg). Der Gradient der nativen TBE-Microgele
erstreckte sich Gber 3 -20 % bzw. 5-40 %. Als Elektrodenpuffer diente 1 x TBE
Puffer (10 x TBE Puffer = 890 mM Tris-HCI, 890 mM Borsaure, 20 mM EDTA,
pH 8,3), die Protein-Proben wurden 1:1 mit 2 x TBE-Probenpuffer (1 ml 10 x TBE-
Puffer, 2ml Glycerin, 1ml 0,1 % (w/v) Bromphenolblau, 1 ml 0,1 % (w/v)
Xylencyanol, ad 10 ml HoOyq) versetzt. Die Elektrophorese erfolgte fiir 15 min bei
200 - 215V (30 mA bei 5 - 40 % bzw. 140 - 175 V (30 mA bei 3 - 20 %).

6.3. Gel-Elektrophoresen zur Trennung von DNA- und RNA-Fragmenten

6.3.1. DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Fir Gelretardationsexperimente (vgl. 7.12) und fir die Auftrennung von DNA-
Fragmenten nach GréBe wurde die Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt
(Sambrook & Russell, 2001). Je nach FragmentgréBe wurden 0,8 - 2,5 %-ige (w/v)
Agarose-Gele in TAE-Puffer (40 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0,35 % (v/v) Essigséaure)
hergestellt. TAE-Puffer diente auch als Elektrophorese-Puffer. Die Elektrophorese
der mit 6 x Ladepuffer (0,25 % (w/v) Bromphenolblau in 40 % (v/v) Glycerin)
versetzten DNA-Probe wurde mit einer horizontalen Gelapparatur Sub-Cell GT (Bio-
Rad, Hercules, USA) durchgeflhrt. Zur  GréBenbestimmung und
Mengenabschatzung wurden die DNA-Standards 100 bp DNA Ladder (GIBCO,
Karlsruhe), DNA-Standard XVI (Roche Diagnostics, Mannheim) sowie Hindlll-
geschnittene A-Phagen DNA (200 ng/ul) und Hindlll/EcoRIl-geschnittene A-Phagen
DNA (200 ng/ul), die im Verhaltnis 1:1 gemischt wurden (Molekulargewichtsmarker
Il + Il von Roche Diagnostics, Mannheim), eingesetzt. Nach der Auftrennung bei 75 -
120 V wurde die DNA mit dem interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid (0,5 mg/l)
gefarbt, Uberschissiges Ethidiumbromid mit Wasser entfernt und das Gel unter UV-
Licht mit einem Image Master VDS-System (Amersham Pharmacia, Freiburg)
fotografiert.

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde die

entsprechende Bande mit einem Skalpell ausgeschnitten und die DNA mit dem
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QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach den Anweisungen des Herstellers
isoliert. Die Methode beruht auf Freisetzung der DNA durch Aufschmelzen der

Agarose und selektive Bindung an eine Matrix, von der die DNA isoliert werden kann.

6.3.2. RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die Qualitat isolierter RNA wurde mittels denaturierender Formaldehyd-Agarose-
Gelelektrophorese Uberprift (Sambrook & Russell, 2001). Hierbei wurde 1 x MOPS-
Puffer (10 x MOPS-Puffer, Eppendorf, Hamburg) als Elektrophoresepuffer und zur
Herstellung des Gels (0,25 g Agarose, 2,5 ml 10 x MOPS, 18,25 ml HxOpig,, 4,25 ml
Formaldehyd) verwendet. Das eingesetzte Formaldehyd wurde mit lonenaustauscher
(AG 501-X8 (D)-Resin 20 - 50 mesh, Bio-Rad) deionisiert. Die RNA-Proben (0,5 ug)
wurden vor der Elektrophorese in RNA Gel Loading Buffer (Eppendorf; mit 0,7 %
(v/v) 10 mg/ml Ethidiumbromid-L&sung) flr 10 min bei 65 °C und dann fir 5 min auf
Eis inkubiert. Das Gel wurde nach der Elektrophorese mit dem Image Master VDS-
System (Amersham Pharmacia, Freiburg) unter UV-Licht fotografiert.

6.3.3. Polyacrylamid-Gelelektrophorese fiir die DNA-Sequenzierung und
Primer-Extension-Analysen

Die DNA-Sequenzierung von Plasmiden, die durch PCR-hergestellte DNA-
Fragmente enthielten, sowie von PCR-Produkten, die als Grdssenstandards bei
Primer-Extension- und DNase |-Footprint-Analysen benétigt wurden (vgl. 5.8 und 5.9)
erfolgte nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al, 1977) mit dem
Thermosequenase-Kit (Amersham Biosciences, Freiburg) und dem LI-COR 4200
DNA-Sequenziergerat (MWG Biotech, Essenberg) nach den Angaben der Hersteller.
Die verwendeten Oligonukleotide waren am 5°-Ende zur Detektion der
Sequenzierungsprodukte mit dem Fluoreszenzfarbstoff IRD800 (Agxmax 795 nm,
Aemmax 819 nm) markiert (Tabelle 3). Fir die Sequenzierungsreaktion wurde
zunachst ein DNA/Oligonukleotid-Pramix aus 130 ng/kb DNA, 2 pmol Primer und
4,1 % (v/iv) DMSO in einem Gesamtvolumen von 17 pul erstellt. Je 4 pul dieses
Pramixes wurden mit je 1 pul ddATP-, ddCTP-, ddGTP- oder ddTTP-
Terminationsgemisch (Thermosequenase-Kit) versetzt. Bei der PCR-Reaktion
(vgl. 5.5) erfolgte die Anlagerung der Primer bei 57 °C, die Kettenverlangerung flr
1 min bei 70 °C und die Denaturierung bei 70 °C. Die Sequenzierreaktionen wurden
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mit je 2,5 yl Formamid-Ladepuffer (Thermosequenase-Kit) versetzt, 5 min bei 70 °C
denaturiert und zur Erhaltung der Einzelstrange auf Eis abgekulhlt. Je 1,2 ul der
Proben wurden auf das Sequenziergel [21 g Harnstoff (Amersham Biosciences,
Freiburg), 5,0 ml 10 x TBE (890 mM Tris-HCI, 890 mM Borsaure, 20 mM EDTA),
4,6 ml Long Ranger Acrylamid-Bisacrylamid-Losung (Biozym, Hess. Oldendorf),
0,5 ml DMSO, 32 ml HxOig, 50 ul TEMED, 350 pl 10 % (w/v) APS] aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde bei 2200V, 37 mA, 50W und 45°C mit 1 xTBE als
Elektrophoresepuffer  durchgefiihrt. Die  Aufzeichnung und Analyse der
Sequenzdaten erfolgten mit den erworbenen Software-Paketen Data Collection
Modell 4200 Single Dye DEV7 und Image Analysis Version 4.1 von MWG Biotech
(Ebersberq).

7. Biochemische Methoden

7.1. Zellaufschluss und Fraktionierung

Fir die StrepTactin-Affinitatschromatographie von Proteinen wurde die mit den
entsprechenden Expressionsplasmiden transformierten E. coli BL21(DE3)-Stamme
in 100 ml LB-Medium kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min,
5200 x g, 4 °C) geerntet, mit einem Kulturvolumen 100 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,
pH 8,0 gewaschen, in 10 ml dieses Puffers resuspendiert und mit 100 pl eines
Proteaseinhibitor-Mixes aus  Diisopropylfluorophosphat und  Phenylmethyl-
sulfonylfluorid (je 100 mM DFP und PMSF in trockenem Ethanol) versetzt.

Fir die Affinitatsreinigung von Proteinen mittels DNA-beladener Dynabeads®
wurden die C. glutamicum-Zellen aus 600 - 1200 ml Kultur mit 200 ml TGED-Puffer
(20 MM Tris-HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA, 10 % (v/v) Glycerin, 1 mM DTT (frisch
zugesetzt), 0,01 % (v/v) Triton X-100, 100 mM NaCl) gewaschen und anschlieBend
in 20 ml TGED-Puffer mit 200 ul Protease-Inhibitor-Mix (100 MM PMSF und DFP)
aufgenommen.

Der Aufschluss der Zellen erfolgte sowohl bei E. coli als auch bei C. glutamicum in
einer French-Press-Zelle (SLM Aminco® Spectronic Instruments, Rochester, USA)
bei 108 MPa (E. coli) bzw. 207 MPa (C. glutamicum). Nicht aufgeschlossene Zellen
und Zelltrimmer wurden durch 20 min Zentrifugation bei 5200 x g (StrepTactin-
Affinitdtschromatographie) bzw. 60 min bei 18000 x g (Affinitdtsreinigung mit
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Dynabeads) sedimentiert. Der Uberstand wurde 75 min bei 150.000 x g in einem
Type 70.1 Ti-Rotor (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) ultrazentrifugiert, um die
Membranfraktion von den cytosolischen Proteinen zu trennen.

Fir die Bestimmung der Aconitase-Enzymaktivitat wurde C. glutamicum wie bei der
Isolierung von RNA (vgl. 5.1.2) in 60 ml CgXll-Minimalmedium kultiviert, auf Eis
geerntet und das Zellpellet zunachst schockgefroren und bei -70 °C
zwischengelagert. Zum Aufschluss wurden die Zellen in 500 pl 90 mM Tris-HCI,
pH 8,0 resuspendiert und mit 0,5g Zirkonium-/Silica-Perlen (d = 0,1 mm, Roth)
versetzt. Dieses Gemisch wurde 3x20s in einem Amalgamator (Silamat S5,
Vivadent, Ellwangen) mit hoher Frequenz geschuttelt und dazwischen jeweils 1 min
auf Eis gekUhlt. Durch den mechanischen Stress wurden die Zellen aufgeschlossen.
Intakte Zellen und Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation (8 min, 18.320 x g, 4 °C)

abgetrennt.

7.2. Proteinreinigung

7.2.1. StrepTactin-Affinitatschromatographie

AcnR mit einem StrepTag Il (Sequenz: WSHPQFEK) wurde durch Affinitats-
chromatographie mit StrepTactin-Sepharose gereinigt (Skerra & Schmidt, 2000). Die
cytosolische Proteinfraktion wurde zun&chst zur Absattigung von biotinylierter
Proteine (BCCP in E. coliy mit 2 pl Avidin-Lésung (5 mg/ml, aus HuUhnereiweiB,
Sigma, Seelze) versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die
Proteinlésung auf eine Saule mit StrepTactin-Sepharose (2 ml Bettvolumen, IBA,
Géttingen) gegeben, die zuvor mit 5ml 100 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8
aquilibriert worden war. Nach Waschen mit 5 x 2 ml 100 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,
pH 8 wurde spezifisch gebundenes Protein mit 6 x 1 ml 100 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, 15 mM Desthiobiotin (Sigma, Seelze), pH 8 eluiert. Die Saule wurde durch
dreimaliges Waschen mit 10 ml 100 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH8, 1 mM
4-Hydroxyazobenzol-2-Carboxylsdure (HABA) und zweimaliges Waschen mit je 8 ml
dieses Puffers ohne HABA regeneriert und bei 4°C gelagert.

Zur Lagerung und fir die weiteren Versuche wurde das gereinigte Protein durch
Gelfiltration mit Sephadex G-25 (PD-10-Saule, Amersham Pharmacia, Freiburg) in
10 mM Tris-HCI, 10 % (v/v) Glycerin, pH 8 umgepuffert. Dazu wurde die Saule
zunachst mit 25 ml dieses Puffers aquilibriert und anschlieBend 2,5 ml Proteinlésung
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auf die Saule gegeben. Das Protein wurde in insgesamt 3,5 ml Puffer eluiert und
konnte so bei -20 °C gelagert. Die Saule wurde anschlieBend mit 20 ml Puffer

regeneriert.

7.2.2. Affinitatsreinigung mittels Dynabeads® Streptavidin

Zur Identifikation von DNA-bindenden Proteinen, die mit der Promotorregion des
acn-Gens interagieren, wurde die Ziel-DNA-Sequenz (acn-Promoter) Uber Biotin an
Streptavidin-beschichtete = paramagnetische  Beads gebunden und eine
Affinitatsreinigung durchgefiihrt. Dynabeads® M-280 Streptavidin (Dynal A. S., Oslo)
sind uniforme, supramagnetische ,Kugeln®, an die aufgereinigtes Streptavidin,
welches Biotin mit hoher Affinitat (Kp = 10™'° M) bindet, kovalent gebunden ist.

Der acn-Promotor (632 bp) wurde zunachst durch PCR mit unmarkierten Primern
(Acn-for-3 (fish)/Acn-Biotin-rev-2) amplifiziert (vgl. 3) Das verwendete Fragment
erstreckt sich dabei von Position -444 bis +188 bezlglich des Transkritionsstarts.
Dazu wurde der im 3’-Bereich bindende Primer (,Reverse-Primer”) so gewahlt, dass
er neben der zu acn komplementaren Sequenz am 3’-Ende auch eine 23 bp lange
Sequenz enthielt, die identisch zu dem Biotinprimer 1 (vgl. 3) enthielt. Das
resultierende PCR-Produkt wurde dann als Template in eine zweite PCR mit dem am
5’-Ende biotinylierten Biotinprimer 1 (vgl. 3) eingesetzt. Die Bindungskapazitat der
Dynabeads® M-280 Streptavidin liegt bei ca. 40 bis 50 pmol eines 300 bp langen
DNA-Fragmentes pro mg Beads. Bei gréBeren Fragmenten ist die Bindungskapazitat
aufgrund der sterischen Behinderung reduziert. Die Dynabeads liegen in
Phosphatpuffer mit einer Konzentration von 10 mg/ml Dynabeads pro ml vor. Es
wurden 206 pmol (86 pg) biotinyliertes acn-Promotorfragment (1 ug eines 1 kb
langen DNA-Fragmentes entspricht 1,52 pmol) an 0,75 ml Dynabeads® M-280
Streptavidin (Bindungskapazitat <300 pmol) gebunden.

Vor der Kopplung der DNA-Fragmente wurden die Dynabeads zunachst mit einem
Ausgangsvolumen B + W-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 2 M NaCl) gewaschen.
Die Sedimentation der Beads erfolgte in einem Dynal MPC-1 Magnethalter und der
Waschpuffer wurde mit einer Pipette entfernt. AnschlieBend wurden die Beads
wieder im gleichen Puffer resuspendiert. Auch alle nachfolgenden Waschschritte und
die Proteinbindung erfolgten auf diese Weise. Die Dynabeads wurden nach einem
zweiten Waschschritt in dem gleichen Volumen (1,5 ml) wie das DNA-Fragment in
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B + W-Puffer resuspendiert, mit dem biotinylierten DNA-Fragment versetzt und 1 h
bei RT in einem 15 ml Falcon geschiittelt, wobei die Umdrehungszahl so gewahlt
wurde, dass die Dynabeads nicht sedimentierten. AnschlieBend wurde der Ansatz
schrittweise in ein 2 ml Reaktionsgefal tUberflhrt, gefolgt von drei Waschschritten mit
jeweils einem Ausgangsvolumen (bezogen auf die eingesetzte Menge Dynabeads®
M-280 Streptavidin) B + W-Puffer. Zur Lagerung und bei der Verwendung zur
eigentlichen Affinitatsreinigung wurden die mit den DNA-Fragmenten beladenen
Dynabeads® M-280 Streptavidin in einem Ausgangsvolumen TGED-Puffer (20 mM
Tris-HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA, 10 % (v/v) Glycerin, 1 mM DTT (frisch zugesetzt),
0,01 % (v/v) Triton X-100, 100 mM NaCl) resuspendiert.

Far die Proteinbindung wurden die C. glutamicum-Proteinextrakte (ca. 20 ml, vgl.
7.1) mit 500 ug chromosomaler C. glutamicum-DNA (vgl. 5.1.1) und den DNA-
beladenen Dynabeads in einem 50 ml Falcon gemischt und 45 min bei RT unter
Schitteln (wobei die Umdrehungszahl so gewahlt wurde, dass die Dynabeads nicht
sedimentierten) inkubiert. Danach wurde der Ansatz schrittweise in ein 2 ml
ReaktionsgefaB Uberflhrt, einmal mit 1 ml TGED, zweimal mit 2 ml TGED mit jeweils
400 ug chromosomaler C. glutamicum-DNA und ein weiteres Mal mit 1 ml TGED
gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden dann in zwei Schritten mit jeweils
350 ul Elutionspuffer (TGED-Puffer mit 2 M NaCl) eluiert. Die Eluate wurden gepoolt,
die Proteine mittels TCA gefallt (vgl. 7.3) und anschlieBend in 20 ul TE-Puffer
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,6) geldst. Diese Lésung wurde mittels SDS-
PAGE und Silberfarbung analysiert (vgl. 7.5.1 und 7.5.2).

Zur Regeneration der DNA-beladenen Dynabeads wurden diese zunachst zweimal
mit 1 ml Elutionspuffer und anschlieBend dreimal mit 1 ml B + W-Puffer gewaschen.
Nach Resuspension in 1 ml TGED-Puffer konnten die DNA-beladenen Dynabeads

bei 4 °C gelagert und fiir weitere Reinigungen eingesetzt werden.

7.3. TCA-Fallung

Zur Aufkonzentrierung von Proteinen nach der Affinitdtsreinigung mittels DNA-
beladener Dynabeads® Streptavidin wurde die Probe (700 pl) mit 2 Volumen 100 %
(w/v) Trichloressigsaure (TCA) vermischt, 30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend
fir 15 min bei 15.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und

das Pellet mit 0,5 ml Aceton gewaschen und wieder fir 15 min bei 15.000 x g und
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4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Pellet an der Luft
getrocknet. AnschlieBend wurden die Proteine in 20 ul TE-Puffer gelést.

7.4. Bestimmung der Proteinkonzentration

Proteinkonzentrationen wurden nach der Bicinchoninsaure-Methode (Smith et al.,
1985) mit dem BCA-Protein-Assay-Kit (Pierce, Rockford, USA) bestimmt. Als
Standard wurde Rinder-Serumalbumin verwendet. Die Proteinextrakte wurden mit
dem BCA-Reagenz versetzt, 30 min bei 37 °C inkubiert und vor der Messung der

Extinktion bei 562 nm auf Raumtemperatur abgekuihlt.

7.5. Detektion von Proteinen in Polyacrylamidgelen

7.5.1. Detektion mit kolloidalem Coomassie

Um gr6Bere Mengen Protein nachzuweisen, erfolgte eine Farbung mit kolloidalem
Coomassie (Nachweisgrenze: 50 - 200 ng). Hierfur wurde die Fertigldsung GelCode®
Blue Stain Reagent (Pierce, Rockford, llinois, USA) entsprechend der Anweisung

des Herstellers verwendet.

7.5.2. Silberfarbung

Zum Nachweis geringerer Proteinmengen (Nachweisgrenze: 0,1 - 1 ng) wurde die
Silberfarbung genutzt (Blum et al., 1987). Hierflir wurden die Gele mindestens 30 min
in Fixierldsung (40 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Eisessig und 500 ul 37 % (v/v)
Formaldehyd pro Liter) inkubiert und dann 2 x 10 min in 30 % (v/v) Ethanol und
einmal 10 min mit HxOgest gewaschen. Es folgte eine Inkubation fir 1 min in
Thiosulfatlésung (0,02 % (w/v) Na>S»03 « 5 H,O) und anschlieBendes Waschen fir
3x20s in HxOgest. Als nachstes wurde das Gel 20 min in frisch angesetzter
Silbernitratlésung (0,2 % (w/v) AgNOs, 75 ul 37 % (v/v) Formaldehyd pro 100 ml)
inkubiert und wieder 3 x 20 s mit HoO4est. gewaschen. Die Entwicklung erfolgte in 3 %
(w/v) NaCOgs, 0,0004 % (w/v) Natriumthiosulfat und 500 pl 37 % (v/v) Formaldehyd
pro Liter. Nach ausreichender Farbung wurden die Gele 2 x kurz mit Wasser gespult
und dann 10 min in Stop-Lésung (50 mM EDTA) geschittelt.
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7.6. MALDI-TOF-Massenspektrometrie

7.6.1. Tryptischer in-Gel-Verdau von Proteinen

Die Identifizierung von Proteinen erfolgte mittels Peptidmassen-,Fingerprint®-
Analyse (Schaffer et al., 2001). Dazu wurden Banden aus eindimensionalen SDS-
Gelen mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit einer Pinzette in 1,5 ml
ReaktionsgefaBe Uberflhrt. AnschlieBend wurden die Proteine im Gel mit Trypsin
verdaut (Fountoulakis & Langen, 1997). Die Gelstlicke wurden durch mehrmaliges
Waschen mit 750 ul 30 % (v/v) Acetonitril in 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat
entfarbt und anschlieBend flr 20 min in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Dann
wurden die Gelsticke 30 min in 5 ul 3 mM Tris-HCI, pH 8,8 mit Trypsin (10 ng/ul
Endkonzentration, Promega) rehydratisiert und nach Zugabe von 6 ul 3 mM Tris-HCI,
pH 8,8 Uber Nacht bei RT inkubiert. Die Peptide wurden durch Zugabe von 12 pl
H-O, 15 min Inkubation bei RT, Zugabe von 10 pl 30 % (v/v) Acetonitril (ACN) mit
0,1 % (v/v) Trifluoressigsaure (TFA) und weiterer 10-mindtiger Inkubation aus den
Gelsticken eluiert. Die eluierten Proteine wurden entweder direkt fur die
Massenspektrometrie verwendet oder flr eine spatere Messung bei -20 °C gelagert.

7.6.2. Aufreinigung von Peptiden fir MALDI-TOF

Wenn die Anzahl der zugeordneten Peptide fUr eine sichere ldentifizierung nicht
ausreichte, wurden die Peptide durch ZipTip-Behandlung (Millipore, Schwalbach)
aufkonzentriert und gereinigt. Das ZipTip wurde zweimal mit 50 % (v/v) ACN
befeuchtet und dann zweimal mit Aquilibrierungspuffer (0,1 % (v/v) TFA) gespiilt. Die
Peptide wurden durch zehnmaliges Aufziehen (10 pl) an die ZipTip-Matrix gebunden.
Vor der Elution der Peptide in 5pul 50 % (v/v) ACN und 0,1 % (v/v) TFA wurde
fiinfmal mit Aquilibrierungspuffer gespiilt. Ein Aliquot der aufgereinigten Peptidlésung
wurde erneut im MALDI-TOF-Massenspektrometer analysiert.

7.6.3. Erstellen von Peptidmassen-Fingerprints

Fir die MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurden 0,5 pul der Peptidlésung
zusammen mit 0,5 ul einer geséattigten a-Cyano-4-hydroxy-trans-zimtsaure-Lésung in
50 % (v/v) ACN, 0,25 % (v/v) TFA auf eine Probenplatte gegeben. Eine externe
Kalibrierung erfolgte mit den Calibration Mixtures 1 und 2 des Sequazyme Peptide
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Mass Standard Kits (Applied Biosystems, Weiterstadt). Die Proben wurden in einer
Voyager-DE STR Biospectrometry Workstation (Applied Biosystems) analysiert. Zur
Steuerung des Gerats und zur Datenanalyse wurden die Voyager Control Panel
Software 5.0 und die Voyager Data Explorer Software 3.5 (Applied Biosystems)
verwendet. Die erhaltenen Peptidmassen wurden mit den theoretisch erwarteten
Peptidmassen aus einer lokalen Datenbank mit 3746 C. glutamicum-Proteinen
(Degussa) mit Hilfe der GPMAW-Software 4.0 (Lighthouse Data) verglichen. Eine
sichere Identifizierung wurde angenommen, wenn mindestens vier Peptidmassen mit
den flr ein bestimmtes Protein vorhergesagten Peptidmassen Ubereinstimmten und
die Unterschiede zwischen gemessener und theoretischer Masse maximal 100 ppm

betrugen.

7.7. GroBenausschlusschromatographie

Die native GréBe von AcnR-C und AcnR-N wurden durch GréBenausschluss-
chromatographie analysiert. Hierflr wurde aufgereinigtes Protein mittels einer HiLoad
26/60 Superdex 200 ,prep grade“-Saule (Amersham Biosciences), welche an ein
Akta Explorer-System (Amersham Biosciences) angeschlossen war, nach GroBe
aufgetrennt. Die Saule wurde zuvor mit Puffer (20 MM HEPES, pH 8,0, 300 mM
NaCl, 1 mM DTT) &quilibriert. Fr die Bestimmung wurden 0,5 - 1 mg aufgereinigtes
Protein auf die Saule aufgegeben und bei 4 °C mit einer Flussrate von 2 ml/min von
der Saule eluiert. Die Saule wurde zuvor mit einem Protein Molekulargewichtsmarker
(MWGF-200, Sigma Chemie, Deisenhofen) kalibriert. Daflir wurden 20 mg Albumin;
10 mg der Alkohol-DH; 8 mg Amylase; 6 mg der Carboanhydrase und 4 mg
Cytochrom c¢ in je 2 ml HEPES-Puffer geldést und einzeln chromatographisch
aufgetrennt.

7.8. Bestimmung der Aconitase-Aktivitat

FUr die Bestimmung der Aconitase-Enzymaktivitat wurden die Zellen aus ca. 25 ml
der CgXll-Hauptkultur (ODgyg von 5 - 7) in einem Falcon-GefaB mit ~25 g Eis
(vorgekihlt auf -20 °C) durch Zentrifugation (4,000 x g flr 5 min) geerntet, in 500 pl
Puffer resuspendiert und anschlieBend mechanisch mit dem Amalgamator
aufgeschlossen (vgl. 7.1). Der Rohextrakt (2 - 20 mg/ml) wurde auf Eis gelagert und
umgehend flr den Enzymtest eingesetzt.
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Die Aconitase-Aktivitdt wurde durch die Umsetzung von D,L-Isocitrat zu cis-
Aconitat bei Raumtemperatur bestimmt (Henson & Cleland, 1967). Ein
Reaktionsansatz enthielt 950 - 995 pl 90 mM Tris-HCI pH 8,0 mit 20 MM D,L-Nas-
Isocitrat. Die Reaktion wurde gestartet durch Zugabe von 5 - 50 ul Rohextrakt. Die
Bildung an cis-Aconitat wurde durch Absorptionszunahme bei 240 nm mit dem Jasco
V560 Spektrophotometer gemessen. Zur Berechnung der Aktivitdt wurde ein
Extinktionskoeffizient fiir cis-Aconitat von €x0 = 3,6 MM’ cm™ benutzt. Eine
Aktivitatseinheit (Unit) entspricht dabei der Umsetzung von 1 pumol Isocitrat zu cis-
Aconitat pro Minute. Fir die Bestimmung der spezifischen Aktivitat wurde die
Proteinkonzentration des Rohextrakts bestimmt (vgl. 7.4).

7.9. Bestimmung der Eisenkonzentration

Die Bestimmung der Eisenkonzentration in CgXll-Minimalmedium erfolgte mit
Bathophenanthrolin und beruht auf der Komplexbildung mit Fe?*. Der dabei
entstehende Komplex ist farbig (rétlich) und kann im Photometer bei 546 nm (es35 =
22mM’'cm™) erfasst werden. In einem Pyrex-Réhrchen mit Dichtung und
Schraubverschluss wurden 2,5 ml Probe mit 5 pl Thioglykolsaure (zur Reduktion von
Fe** zu Fe®*), 0,2ml Eisessig und 0,2ml Kkaltgesattigter Na-Acetat-Ldsung
(Puffersystem bei pH 4,8-5) versetzt und anschlieBend kurz geschuttelt.
AbschlieBend wurde 1 ml einer Bathophenanthrolin-Lésung (83 mg in 100 ml
Isoamylalkohol) zugegeben und 30 s stark gevortext. Zur besseren Phasentrennung
wurden die Réhrchen 2 min bei 4000 x g zentrifugiert und die obere Phase mit einer
Pasteurpipette in eine 1 ml fassende Glasklvette Uberflihrt und die Extinktion bei
546 nm gemessen. Mit einer Eichlésung (10 MM FeSO, -+ 7 H,O) wurde eine
Standardreihe aufgenommen und mit Wasser der Nullwert bestimmt. Von 0 - 18 uM
FeSO, waren die Messungen im linearen Bereich. Dartber hinaus wurden keine

Messungen durchgeflhrt.

7.10. Enzymatische Glukosebestimmung

Fir die Bestimmung von Restglukose in Kultivierungsiberstanden wurde
D-Glukose in einem gekoppelten enzymatischen Test durch Hexokinase mit ATP zu
Glukose-6-phosphat (G-6-P) und dieses durch die G-6-P-Dehydrogenase von
Leuconostoc mesenteroides (Roche Diagnostics, Mannheim) mit NAD* zu
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6-Phospho-D-glucono-o-lacton umgesetzt. (Bergmeyer et al., 1974). Die gebildete
Menge an NADH wurde photometrisch bei 340 nm (e= 6,3 mM" cm™) mit einem
Mikrotiterplatten-Photometer (ThermoMax microplate reader, MWG, Ebersberg)
gemessen und war der umgesetzten Glukosemenge direkt proportional. Das
Protokoll wurde fir einen 300-ul-Mikrotiterplattenansatz angepasst. Es wurden dabei
folgende Lésungen verwendet: 50 mM Tris-Maleat-Puffer (TMP, 12,1 g/l Tris, 11,6 g/I
Maleinsaure, der pH-Wert wurde mit konzentrierter Natronlauge auf pH 6,8
eingestellt), 100 mM MgCl,-Lésung in TMP, NAD*/ATP-Mix (1,2 mM NAD*, 1,2 mM
ATP, 42 mM MgCl, in TMP). Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels einer
Eichgerade aus jeweils acht Glukosestandards (0,1-2,5mM), die fir jede

Mikrotiterplatten-Messung neu erstellt wurde.

7.11.Bestimmung von Aminosaurekonzentrationen mittels HPLC

Zur Bestimmung von Aminosaurekonzentrationen wurde der Kulturiberstand
mittels Zentrifugation (5 min, 16000 x g) von den Bakterien abgetrennt. Der
Uberstand wurde entsprechend mit HzOpig. 1:10 bis 1:500 verd(innt und zur HPLC-
Analyse eingesetzt. Die Konzentrationen der Aminosauren in den Verdinnungen
sollten dabei 5 mM nicht Gberschreiten, da die Ergebnisse sonst auBerhalb des
linearen Bereichs der Eichungen lagen. Die Aminosaurebestimmung erfolgte durch
automatische Vorsaulenderivatisierung mit ortho-Phthaldialdehyd (o-Phthaldialdehyd/
2-Mercaptoethanol-Fertigreagenz, Pierce, Rockford, USA) (Lindroth & Mopper, 1979)
und reversed-phase-HPLC (HP1100 Serie, Hewlett-Packard, Waldbronn). Die
entstehenden thiosubstituierten Isoindole wurden tber Vorsaule (40 x 4 mm, Hypersil
ODS 5pum) und Hauptsdule (4x 120 mm, Hypersii ODS 5 pum; beide von
Chromatographie Service GmbH, Langerwehe) in einem zunehmend unpolaren
Gradienten aus Methanol (B) und Natriumacetat (0,1 M, pH 7,2; mit 0,03 % (v/v)
Natriumazid) bei einer Flussrate von 0,55 ml/min aufgetrennt (1. min ist B bei 25 %,
3. min bei 45 %, 5. min bei 53 %, 20. min B bei 53 %, 21. min bei 75 %, 22. min bei
80 %, 23. min bei 80 %, 24. min bei 25 %). Die Fluoreszenzdetektion erfolgte durch
Anregung bei 230 nm und Messung der Emission bei 450 nm. Zur Quantifizierung
wurde L-Asparagin als interner Standard und ein Aminosduregemisch als externer
Standard verwendet. Die Ermittlung der Peakflachen erfolgte mit der Software HP-
Chem-Station (Hewlett-Packard).
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7.12. Gelretardation

Als Nachweis der Bindung von AcnR an die Promoterregion des acn-Gens und zur
Identifizierung eines moglichen Effektors von AcnR wurden Gelretardations-
experimente durchgefihrt. Aufgrund der Bindung des Proteins an die DNA andert
sich deren ,Laufverhalten® in der Gelelektrophorese aufgrund der veranderten Masse
und Ladung. Hierflr wurde frisch aufgereinigtes AcnR-C (vgl. 7.2.1) mit oder ohne
potentiellen Effektoren fir 20 min bei RT in 2 pl Bindepuffer (100 mM Tris-HCI,
pH 7,5, 5 mM EDTA, 50 % (v/v) Glycerin, 5 mM DTT (frisch zugesetzt), 0,05 % (v/v)
Triton X-100, 500 mM NaCl) und 1 pl Salzlésung (100 mM MgCl,, 50 mM CacCly)
inkubiert (Gesamtvolumen 20 pl - Volumen der DNA). AnschlieBend wurde dem
Ansatz noch eine entsprechende Menge DNA (mind. 50 ng) zugegeben und fir
weitere 20 min inkubiert. Im Anschluss wurden die Ansatze mittels DNA-Agarose-
Gelelektrophorese (vgl. 6.3.1) bei 4 °C analysiert Hierbei wurde fir 4 - 5h eine
Spannung von 75 V angelegt. Das ideale Stoffmengenverhéltnis von Protein zu DNA
wurde dabei in Ansatzen ohne Effektor bestimmt. Dabei zeigte sich bereits ab einem
4- bis 6-fachen molaren Uberschuss von AcnR zu DNA eine deutliche Retardation.
Im Normalfall wurde daher ein 10-facher Uberschuss an AcnR (200 - 500 nM) zu
DNA (20 - 50 nM) gewahlt.

8. DNA-Chip-Technologie

Die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Chips basierten auf 3542 PCR-Produkten
von C. glutamicum-,0open reading frames“ (Lange et al., 2003; Sindelar, 2003;
Wendisch, 2003). Bei allen Experimenten wurden jeweils zwei unterschiedlich
fluoreszenzmarkierte Sonden gleichzeitig mit einem DNA-Chip hybridisiert
(Khodursky et al., 2003; Rhodius et al., 2002; Shalon et al., 1996; Wendisch et al.,
2001; Zimmer et al., 2000). Die DNA-Chips wurden eingesetzt, um fir alle Gene des
C. glutamicum-Genoms das mRNA-Verhaltnis in zwei zu vergleichenden Proben zu
bestimmen (Transkriptom-Vergleich) und damit Anderungen der Genexpression zu
erkennen. Die verwendete DNA-Chip-Technologie und das Robotersystem zur
Herstellung der DNA-Chips beruhten auf dem an der Stanford-Universitat
entwickelten System (Shalon et al.,, 1996). Detaillierte Protokolle sind im Internet
(Brown, The MGuide. http://cmgm.stanford.edu/pbrown/mguide/index.html)
verflgbar.
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8.1. Herstellung von C. glutamicum DNA-Chips

Zur Herstellung von DNA-Chips wurden PCR-Fragmente der C. glutamicum-Gene
auf mit Poly-L-Lysin beschichtete Glasobjekttrager aufgebracht. Die C. glutamicum-
Gene wurden in 96-well Mikrotiterplatten (PE Applied Biosystems, Kalifornien, USA)
mittels PCR (Tag-Polymerase, Qiagen, Hilden; GeneAmp PCR System 9700, PE
Applied Biosystems) mit genspezifischen Primerpaaren (GeneScan, Freiburg) und
genomischer DNA von C. glutamicum ATCC 13032 als Template amplifiziert. GréBe
(125 - 574 bp) und Menge der PCR-Produkte wurden durch Agarose-
Gelelektrophorese Uberprift. AnschlieBend wurden die PCR-Produkte mit
Isopropanol gefallt, in 3 x SSC (20 x SSC: 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0)
resuspendiert und in 384-well Mikrotiterplatten (PE Applied Biosystems) transferiert
(Polen, 2002; Wendisch et al, 2001; Zimmer et al., 2000). Die Glasobjekttrager
(Marienfeld GmbH, Lauda-Kénigshofen) wurden in einem Gemisch aus 60 % (v/v)
Ethanol und 10 % (w/v) Natriumhydroxid gereinigt, mit Poly-L-Lysin (17 % (v/v);
Sigma-Aldrich) beschichtet, mit Wasser gewaschen und abschlieBend bei 48 °C im
Trockenschrank getrocknet (Polen, 2002; Zimmer et al., 2000). Die PCR-Produkte
(~5nl mit 1,3 - 6,5ng je Spot) wurden mittels eines computergesteuerten
Robotersystems (http://cmgm.stanford.edu/pbrown/mguide/index.html) an definierten
Positionen auf einer Flache von 2x2cm auf die beschichteten Objekitrager
aufgebracht (Polen et al., 2003). Die DNA-Chips wurden im Exsikkator gelagert, um
Alterungsprozesse zu verlangsamen.

Zur Normierung und als Positivkontrolle wurde genomische C. glutamicum-DNA
(1,3 - 6,5ng je Spot) an bis zu 196 Positionen aufgebracht, als Negativkontrollen
dienten A-DNA, genomische E. coli-DNA, das E. coli aceK-Gen und sechs

verschiedene Plasmide (Sindelar, 2003).

8.2. Chemische und thermische Nachbehandlung von DNA-Chips

Zur Absattigung freier e-Aminogruppen von Poly-L-Lysin sowie zur Immobilisierung
und Denaturierung der DNA wurden die DNA-Chips vor der Hybridisierung mit
fluoreszenzmarkierten Sonden chemisch und thermisch behandelt. Zunachst wurde
die aufgebrachte DNA in einer Feuchtigkeitskammer Gber einer 1 x SSC-Ldsung
rehydratisiert und anschlieBend bei 100-130 °C auf einer Heizplatte 2-3s
blitzgetrocknet, um gleichmaBigere und gréBere Hybridisierungssignale zu erzielen.
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Danach wurde die DNA durch UV-Bestrahlung (Stratalinker, Stratagene, La Jolla,
USA; 650 ud) kovalent mit der Poly-L-Lysinbeschichtung vernetzt (Polen, 2002;
Shalon et al., 1996). Freie e-Aminogruppen von Poly-L-Lysinmolekiilen wurden durch
Derivatisierung mit 180 mM Bernsteinsdureanhydrid blockiert, um eine unspezifische
Bindung der fluoreszenzmarkierten Sonde zu verhindern (Polen, 2002; Shalon et al.,
1996) http://cmgm.standford.edu/pbrown/mguide/index.html. Zur Denaturierung der
DNA-Doppelstrange wurden die DNA-Chips fir 1,5 min in 95 °C heiBem Wasser
inkubiert und die Einzelstrange anschlieBend durch Inkubation in kaltem Ethanol
fixiert (Polen et al., 2003; Shalon et al., 1996). Nach Trocknung durch Zentrifugation
(5 min, 50 x g Sigma 4K15-Zentrifuge und (Ausschwing-)Grundrotor fir 4 Becher
bzw. Becher fir Mikrotiterplatten) wurden die DNA-Chips bis zur Hybridisierung im

Exsikkator gelagert.

8.3. Synthese fluoreszenzmarkierter cDONA-Sonden

Zum Vergleich genomweiter Genexpressionsmuster wurden fluoreszenzmarkierte
cDNA-Sonden ausgehend von gleichen Mengen (20 - 25 ug) der zu vergleichenden
RNA-Proben synthetisiert. Die reverse Transkription erfolgte mittels der RNA-
abhangigen DNA-Polymerase Superscript Il (Invitrogen, Karlsruhe) mit 500 ng
Zufalls-Hexamerprimern (Invitrogen), wobei 3 nmol der fluoreszenzmarkierten dUTP-
Analoga FluoroLink Cy3-dUTP (Aex max 950 nm, Aem max 570 nm, grinfluoreszierend)
oder Cy5-dUTP (Aexmax 649 nm, Aem max 670 nm, rotfluoreszierend; Amersham
Pharmacia, Freiburg) zugesetzt wurden (Khodursky et al, 2003; Polen, 2002;
Wendisch et al., 2001). AnschlieBend wurde die RNA in 25 mM NaOH (aufgrund der
2’-OH der Ribose; DNA hat 2’-H) hydrolysiert (10 min, 70 °C) und mit 25 mM HCI
neutralisiert. Die 50 pl umfassenden Ansatze wurden mit 450 ul RNase-freiem H>O
verdinnt und mittels Microcon YM-30 Saulen (AusschlussgréBe von 50 Nucleotiden
dDNA; Millipore, Schwalbach) unter Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide durch
Zentrifugation bei 10000 x g fur 7 - 15 min eingeengt (Khodursky et al., 2003; Polen
et al., 2003) (http://cmgm.stanford.edu/pbrown/mguide/index.html). Die Cy3- und
Cy5-fluoreszenzmarkierten Proben wurden vereinigt und in einem zweiten
Reinigungsschritt mit den Microcon-Saulen auf ca. 14,5 ul eingeengt und direkt
anschlieBend zur DNA-Chip-Hybridisierung eingesetzt.
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8.4. DNA-Chip-Hybridisierung

Zur Bestimmung relativer mMRNA-Spiegel wurden die unter 8.3 vereinigten Cy3- und
Cy5-fluoreszenzmarkierten Proben mit einem DNA-Chip hybridisiert. Zuvor wurden
noch 1,2 ug poly(A) oder poly(dl-dC) (Sigma, Taufkirchen) als Kompetitor zur
Verringerung unspezifischer Hintergrundfluoreszenz, 3 x SSC mit 30 mM HEPES
(pH 7,0) zur Sicherung stringenter Hybridisierungsbedingungen und 0,3 % (w/v) SDS
zur Verringerung der Oberflachenspannung zugefligt. Darauf wurde der Ansatz fir
2 min bei 100 °C denaturiert und nach dem Abklhlen bei RT (5-10 min) zur
Hybridisierung eingesetzt (Zimmer et al., 2000). Die Sonde (ca. 16 ul) wurde
zwischen ein Spezialdeckglaschen (LifterSlip, Erie Scientific, New Hampshire, USA)
und den Objekitrager mit der immobilisierten DNA pipettiert und der DNA-Chip in
einer Hybridisierungskammer (Die Tech Inc., USA) fir 5- 16 h bei 65 °C inkubiert
(Polen, 2002; Zimmer et al., 2000). Nach der Hybridisierung erfolgte ein stringentes
Waschen in 1x SSC mit 0,08 % SDS und anschlieBend in 0,05 x SSC zum
Entfernen unspezifisch gebundener fluoreszenzmarkierter DNA (Polen, 2002;
Zimmer et al., 2000). Der DNA-Chip wurde durch Zentrifugation getrocknet (5 min,
50 x g), bevor die Fluoreszenz auf der DNA-Chip-Oberflache bestimmt wurde.

8.5. Messung und Quantifizierung der Fluoreszenz von
Hybridisierungssignalen

Zur Bestimmung relativer mRNA-Spiegel wurde die Cy3- und Cy5-Fluoreszenz der
Spots auf dem DNA-Chip gemessen, welche direkt mit der Menge gebundener,
fluoreszenzmarkierter Sonde korreliert. Nach der Hybridisierung und dem stringenten
Waschen des DNA-Chips wurden hierzu ortsaufgeldste Fluoreszenzintensitaten mit
einem GenePix 4000 Laserscanner (Axon Inc., Union City, Kalifornien, USA)
bestimmt und als 16-bit-TIFF-Dateien elektronisch gespeichert (Software GenePix
Pro 3.0, Axon Inc.). Die Anregung von Cy3-dUTP erfolgte mit monochromatischem
Licht von 532 nm (Messung der Emission bei 570 nm) und die von Cy5-dUTP bei
635 nm (Emission bei 670 nm). Die Lichtemission wurde mit lichtempfindlichen
Kathoden registriert (Polen, 2002). Dabei wurde das Bild in Bildpunkte unterteilt, die
jeweils eine Flache von 10 x 10 um auf dem DNA-Chip hatten. Die Fluorogramme
wurden quantitativ mit der GenePix-Software analysiert, wobei der Quotient der
Mediane als MaB fur das Verhélinis der roten zur grinen Fluoreszenz verwendet
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wurde. Die Quantifizierung der Fluoreszenz ist in Abbildung 2 dargestellt. Hierbei
wurde das Verhaltnis der Cy5- (rot)/Cy3- (griin) Nettofluoreszenzintensitat fir jedes

detektierbare Hybridisierungssignal berechnet.

<(IP,AZ )n )med . <(1r3,;12 )m >med
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Abbildung 2: Quantifizierung der Fluoreszenz von Hybridisierungssignalen auf einem

DNA-Chip mit der Software GenePix Pro 3.0

A) Ausschnitt aus einem Fluorogramm mit identifizierten Hybridisierungs-
signalen (Kreise)

B) Quantifizierung der Hybridisierungssignal-Fluoreszenz (schematisch):
Bildpunkte des inneren Kreises bilden das Hybridisierungssignal;
Bildpunkte des mittleren Kreises gehdéren zum unberlcksichtigten
Ausschlussbereich und Bildpunkte des &uBeren, dunklen Bereichs bilden
den Hintergrund.

C) Zur Berechnung des Quotienten der Mediane eines Hybridisierungs-
signals wird vor der Bildung des Cy5/Cy3-Fluoreszenzverhéltnisses die
Hintergrundfluoreszenz von der Signalfluoreszenz bei der entsprechenden
Wellenlange subtrahiert.

(A: (Polen, 2002); B,C: aus dem Handbuch zur GenePix 3.0 Software)

med

8.6. Normierung und statistische Analyse von DNA-Chip-Daten

Um Unterschiede bei Einbau und Stabilitdt der beiden Fluoreszenzfarbstoffe
ausgleichen zu kbénnen, wurden die erhaltenen Fluoreszenzverhaltnisse durch
Multiplikation mit einem konstanten Faktor so normiert, dass der durchschnittliche
Quotient der Mediane der genomischen DNA von C. glutamicum den Wert 1 ergab
(Eisen et al., 1998; Khodursky et al., 2003; Wendisch et al., 2001; Zimmer et al.,
2000). Um nur zuverldssige Hybridisierungssignale fir die Normierung zu
verwenden, wurden nur Spots berlcksichtigt, die optisch deutlich zu erkennen waren
und bei denen die Fluoreszenzintensitat des inneren Kreises in Abb. 1B mindestens
dreifach Uber der Fluoreszensintensitdt des Hintergrunds lag, und zwar fir
mindestens einen der beiden Farbstoffe (Signal/Rausch-Verhaltnis >3). Zu schwache

Signale wurden als nicht quantifizierbar angesehen.
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Um statistisch abgesicherte Aussagen treffen zu kénnen, wurden die Experimente
mehrfach wiederholt und fir jedes Gen der p-Wert mit einem tTest nach Student
(einseitiger Test, heteroskedastisch; TTEST-Tabellenfunktion, Excel 2003, Microsoft,
Redmond, USA) bestimmt. Dabei wurde die Streuung der mehrfach gemessenen
und normalisierten Cy3-/Cy5-Fluoreszenzverhéltnisse eines Gens mit der Streuung
der als mit 1 angenommenen normalisierten Cy3-/Cy5-Fluoreszenzverhaltnisse
genomischer DNA verglichen (Khodursky et al. 2000). Die Verhéltnisse wurden dabei
in logarithmierter Form verwendet. Bei einem p-Wert <0,05 (entspricht einer
95 %igen Sicherheit der Ergebnisse) wurde die Veranderung des mRNA- bzw. DNA-
Spiegels als signifikant betrachtet (Arfin et al.,, 2000; Lehnen et al., 2002; Polen,
2002; Polen et al., 2003). Bei der Analyse der DNA-Chips wurde nach Genen
gesucht, deren mRNA-Verhaltnis mindestens zweifach veréandert war und bei denen
der p-Wert <0,05 war. Nur solche Gene sind in den Transkriptom-Vergleichen, die in

dieser Arbeit beschrieben werden, bericksichtigt.

8.7. Archivierung von DNA-Chip-Daten

Zur Verwaltung und Archivierung von DNA-Chip-Daten wurde die fir das
Computer-Betriebssystem Linux frei erhaltliche relationale Datenbank mySQL
verwendet (MySQL AB Company, Uppsala, Schweden, http://www.mysqgl.com). Die
DNA-Chip-Daten, Fluorogramme sowie die relevanten Informationen zur Kultivierung
der Zellen, RNA-Isolierung etc. wurden mit Hilfe einer von T. Polen entwickelten
Software (Polen, 2002; Polen & Wendisch, 2004) erfasst und auf dem Linux-
Zentralrechner des Instituts in einer mySQL-Datenbank hinterlegt, so dass sie Uber

das institutsinterne Netzwerk fur weitere Analysen zur Verfligung standen.

8.8. Hierarchische Clusteranalyse

Far Clusteranalysen war es notwendig, aus der Gesamtheit der DNA-Chip-Daten die
relevanten Cy3-/Cy5-Fluoreszenzverhéltnisse der Gene herauszufiltern (Eisen et al.,
1998). Dazu wurden mit Hilfe einer von T. Polen entwickelten Software (Summarize
Expression Data) ausgehend von den in der mySQL-Datenbank des Linux-
Zentralrechners elektronisch gespeicherten DNA-Chip-Daten Tabellen mit den
normalisierten Cy3-/ Cy5-Fluoreszenzverhaltnissen (entspricht dem relativem mRNA-
Spiegel) der zu analysierenden Experimente erstellt. Dabei wurden grundsétzlich nur
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die Cy3-/Cy5-Fluoreszenzverhaltnisse von den Genen beriicksichtigt, deren Spots
bei der Bildauswertung von der Software automatisch erkannt wurden (Flags >=0,
GenePix Pro 4.0), deren PCR-Produkt laut Gelkontrolle einwandfrei war und deren
Signalintensitdten (Cy3- oder Cy5-Fluoreszenz) mindestens dreifach Uber der
Hintergrundfluoreszenz lag. Andernfalls wurden die Signale als zu schwach
angenommen, um den relativen mRNA-Spiegel zuverlassig bestimmen zu kénnen
(nicht auswertbar). Die den relativen mRNA-Spiegeln entsprechenden Cy3-/Cy5-
Fluoreszenzverhéltnisse wurden in hierarchischen Clusteranalysen zur bildlichen
Darstellung in roten (Cy5-Fluoreszenz) und griinen (Cy3-Fluoreszenz) Farbwerten
angezeigt (average linkage method, (Eisen et al, 1998). Hierbei symbolisiert
schwarze Signale unveranderte relative mRNA-Spiegel und graue Signale nach den
Kriterien nicht auswertbare mRNA-Spiegel. Fir die hierarchische Sortierung der
Expressionsdaten und zur bildlichen Darstellung wurde ebenfalls eine von T. Polen
entwickelte Software verwendet (Treeview & Cluster, (Polen, 2002; Polen &
Wendisch, 2004)), die auf dem Algorithmus der hierarchischen Clusteranalyse-
Software von (Eisen et al., 1998) beruht.



46 ERGEBNISSE

IV. ERGEBNISSE

1. Globale Expressionsanalysen zur ldentifizierung neuer Zielgene fur
die Optimierung eines Valin-Produktionsstammes von C. glutamicum

Das Ziel der ersten Phase dieser Arbeit im Rahmen des EU-Projekts ,Construction
of Corynebacterium glutamicum strains producing either L-valine or D-pantothenic
acid — a rational approach using genome research [VALPAN]®) war es, durch genom-
umfassende Expressionsanalysen von verschiedenen Valin-produzierenden
C. glutamicum-Stammen Gene zu identifizieren, die aufgrund der Valin-Bildung
signifikant in ihrer Expression verdndert waren. Dabei waren solche Gene von
besonderem Interesse, die nicht unmittelbar an der Valin-Biosynthese beteiligt sind
und daher neue Ansatzpunkte zu einer weiteren Optimierung der

Produktionsstamme liefern kénnen.

1.1. Optimierung der Valin-Bildung durch Variation verschiedener
Kulturparameter

Die den Untersuchungen zugrunde liegenden Stamme wurden von der
Arbeitsgruppe Dr. L. Eggeling (Institut fir Biotechnologie 1, Forschungszentrum
Jilich) zur Verfligung gestellt oder selbst konstruiert (13032ApanBCAilvA/pJC1). Bei
dem Stamm  13032/pdC1ilvBNCD  werden die  Valin-Biosynthese-Gene
plasmidkodiert Uberexprimiert. Bei den Stammen mit den Deletionen ApanBC und
AilvA ist sowohl die Pantothenat-Biosynthese als auch die Isoleucin-Biosynthese
unterbunden. Diese Stdmme sind bezlglich Pantothenat und Isoleucin auxotroph.
Bisherige Untersuchungen zur Valin-Bildung wurden in CgXlI-Minimalmedium mit
222 mM Glukose durchgefihrt. Der Stamm C. glutamicum 13032ApanBCAilvA/
pJC1ilvBNCD (VAL1) bildete unter Zugabe von 1,1 mM L-Isoleucin und 1 uM
D-Pantothenat maximal 95 mM Valin (Radmacher et al., 2002).

Durch Veranderung der Supplementkonzentrationen von Isoleucin und Pantothenat
(Abbildung 3) oder der eingesetzten Glukose-Konzentration (Tabelle 5) sollte
zunédchst Uberprift werden, welchen Einfluss diese Parameter auf die Valin-Bildung
haben. Neben den hier dargestellten Versuchen mit dem Stamm VAL1 wurde auch
eine erhdhte Glukosekonzentration bei den Stdmmen 13032/pJC1 (Kontrollstamm),
13032/pJC1ilvBNCD und 13032ApanBCAilvA untersucht. Dabei wurde jedoch keine
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deutliche Steigerung (Zunahme weniger als 10 %) der Valin-Bildung beobachtet.
Daher wurden die folgenden Untersuchungen zur Valin-Bildung nur mit dem Stamm
VAL1 durchgeflhrt.
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Abbildung 3: Einfluss der L-Isoleucin-Konzentration auf die Bildung von Valin (LJ; maximal
erreichte Konz.) und Biomasse (®; ODgo nach 32 h) durch den Stamm VAL1
bei Kultivierung in CgXll-Minimalmedium mit 222 mM Glukose. Die
Pantothenat-Konzentration betrug 0,5 pM.

Aus Abbildung 3 geht hervor, dass mit zunehmender Isoleucin-Konzentration eine
héhere End-ODggo erreicht wird. Auf die Valin-Bildung hat eine erhdhte Isoleucin-
Konzentration allerdings einen gegenteiligen Effekt. Je mehr Isoleucin dem Medium
zugegeben wurde, desto weniger Valin wurde gebildet.

Hoéhere Pantothenat-Konzentrationen bei konstanter Isoleucin-Konzentration von
0,9 mM fihrten ebenfalls dazu, dass mehr Biomasse gebildet wurde. Warend bei
Pantothenat-Konzentrationen von 0,5 uM ein Maximum der Bildung von Valin
(130 mM) beobachtet wurde, fihrten héhere und niedrigere Konzentrationen von
Pantothenat (0,75 uM und 0,3 uM) zu einer geringeren Bildung von Valin (113 mM
und 116 mM), so dass ein Optimum im Bereich um die 0,5 uM Pantothenat bei
0,9 mM Isoleucin angenommen werden konnte.

In den anschlieBenden Untersuchungen wurde die Valin-Bildung durch den Stamm
VAL1 bei vier verschiedenen Glukose-Konzentrationen und bei finf verschiedenen
Isoleucin/Panthotenat-Kombinationen bestimmt. Tabelle 5 gibt einen Uberblick tber
die dabei erhaltenen Ergebnisse. Wahrend eine Erhéhung der Gilukose-
Konzentration von 222 mM auf 333 mM noch zu einer signifikanten Steigerung der
Valin-Bildung fuhrte, war dies bei noch héheren Glukose-Konzentrationen (444 mM
bzw. 555 mM) nicht mehr der Fall.
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Tabelle 5: Valin-Bildung in Abhangigkeit von der Glukose-Konzentration und den
Supplement-Konzentrationen von L-Isoleucin und D-Pantothenat beim Stamm

VAL1.
) 0,3mMlle | 0,6 MmMIle | 0,6 mMIlle |0,75mMlle| 0,9 mM lle
Valin [mM]
0,5 uM Pan | 0,5 uM Pan | 0,75 uM Pan | 0,5 uM Pan | 0,5 uM Pan
222 mM Glukose 82 115 103 114 108
333 mM Gilukose 77 163 156 156 140
444 mM Glukose 75 157 143 140 132
555 mM Glukose 69 120 133 140 123

Des Weiteren wurde bei den beiden héchsten Konzentrationen die Glukose auch
nach Uber 120 h nicht vollstdndig verbraucht. Eine anschlieBende pH-Wert Kontrolle
der Kulturiberstéande zeigte, dass ab Konzentrationen von 333 mM Glukose der pH-
Wert auf bis zu 4,5 gesunken war. Eine HPLC-Analyse der Uberstande brachte zwar
vereinzelte Hinweise auf das Vorhandensein von organischen Sauren (a-Keto-
isovalerat bis zu 20 mM und 2-Ketoglutarat bis zu 10 mM) in den Kulturen mit
444 und 555 mM Glukose, jedoch konnten diese Sauren nicht alleine flir einen
derartig drastischen pH-Abfall verantwortlich sein, zumal das Medium mit MOPS
gepuffert war. Das Vorhandensein weiterer Sauren kann nicht ausgeschlossen
werden, da bei der HPLC-Analyse nur eine begrenzte Anzahl an Referenzsauren zur
Verfigung stand. Aufgrund des starken Absinkens des pH-Wertes bei hdheren
Glukose-Konzentrationen wurde die Konzentration von MOPS-Puffer im Medium von
200 mM auf 400 mM erhdht. Dies fuhrte jedoch zu nur geringfiigigen Veranderungen
in der Valin-Bildung. Auf eine Bestimmung der pH-Werte und der organischen
Sauren wurde aufgrund dessen verzichtet.

Zusammenfassend konnte durch Erhéhung der Glukose-Konzentration und
Optimierung der Supplement-Konzentrationen (Pantothenat und Isoleucin) eine
Steigerung der Valin-Bildung um 65 % von 95 mM (Radmacher et al., 2002) auf
163 mM Valin erreicht werden.

Repréasentativ ist in Abbildung 4 ein Fermentationsverlauf des Stammes VAL1 in
CgXll-Minimalmedium mit 0,6 mM L-Isoleucin, 0,5 uM D-Pantothenat und 333 mM
Glukose, wie er fir nahezu alle Experimente aufgezeichnet wurde, dargestellt.
Hieraus geht hervor, dass eine signifikante Valin-Konzentration im Kulturliberstand
erst nach ca. 24 h auftritt. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich die Zellen schon im

Ubergang von der exponentiellen in die stationdre Phase bzw. waren schon in der
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stationaren Phase. Ebenfalls nach 24 h begann der Abfall des pH-Wertes. Die
Glukose war vermutlich nach ca. 80 h vollstdndig aufgebraucht. Aus 333 mM
Glukose wurden 163 mM Valin gebildet, bzw. 0,32 g Valin pro g Glukose.
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Abbildung 4: Fermentationsverlauf von Stamm VAL1 mit 0,6 mM L-Isoleucin, 0,5 uM
D-Pantothenat und 333 mM Glukose. Dargestellt sind die Valin-Bildung (OJ),
ODe¢oo (@), pH-Wert (A) und die Glukose-Konzentration (V). Die Kultivierung
erfolgte in 60 ml CgXll-Minimalmedium in einem 500 ml Erlenmeyerkolben
mit zwei Schikanen bei 30 °C und 120 Upm.

Die Kultivierungen fiir die vergleichenden Transkriptomanalysen mit dem Stamm
VAL1 wurden unter den in Abbildung 4 genannten Bedingungen jedoch mit 222 mM
anstatt 333 mM Glukose durchgeflihrt, da die Unterschiede zwischen beiden
Konzentrationen erst zum Ende der Kultivierung (nach Uber 24 h) in Erscheinung

treten.

1.2. Vergleichende Transkriptomanalysen von verschiedenen Valin-
produzierenden Stammen

Der Einfluss von L-Valin auf die globale Genexpression vier verschiedener

C. glutamicum-Stamme wurde mittels Transkriptomanalyse untersucht, um

potentielle neue Zielgene zur Verbesserung der Valin-Bildung zu identifizieren. Zum

einen wurde der Stamm 13032/pJC1ilvBNCD mit dem Stamm 13032/pJC1

verglichen (schwacher Valin-Produzent [~50 mM Valin] vs. Nicht-Valin-Produzent

[£1,0 MM Valin]) und zum anderen der Stamm 13032ApanBCAilvA/pJC1ilvBNCD
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(= VAL1) mit 13032ApanBCAilvApJIC1 (,guter Valin-Produzent [>100 mM Valin] vs.
,Schlechter” Valin-Produzent [~30 mM Valin]). Hierflr wurden parallele Kultivierungen
aller vier Stamme unter den in Abbildung 5 dargestellten Bedingungen durchgefiihrt
und die Zellen zur RNA-Extraktion zwischen ODgg 4 - 6 in der exponentiellen Phase

geerntet.
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Abbildung 5: Fermentationsverlauf der vier C. glutamicum-Stdmme 13032/pJC1ilvBNCD
(A), 13032/pdC1 (B), VAL1 (C) und ApanBCAilvA/pJC1 (D) in CgXIl-
Minimalmedium mit 222 mM Glukose. Bei Bedarf wurden die Stdmme mit
0,6 MM L-Isoleucin und 0,5 uM D-Pantothenat supplementiert. Dargestellt
sind die Valin-Bildung (L), ODggo (@), Alanin-Bildung (A) und die Glukose-
Konzentration (V).

Nach Herstellung der markierten cDNA-Sonden durch reverse Transkriptase
wurden relative mRNA-Spiegel (= mRNA-Konzentration in Stamm 1/mRNA-
Konzentration in Stamm 2) durch Hybridisierung auf DNA-Chips bestimmt.

Insgesamt wurden drei unabhangige Kultivierungen der vier Stamme durchgefihrt,
die RNA isoliert und die RNA fir 12 DNA-Chip-Experimente eingesetzt. In vier
Experimenten wurden das Verhaltnis der mRNA-Konzentrationen von
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13032/pJC1ilvBNCD und 13032/pJC1 miteinander verglichen. In den anderen acht
Experimenten wurden die mRNA-Level von 13032ApanBCAilvA/pJC1ilvBNCD und
13032ApanBCAilvA/pdJC1  miteinander verglichen. In Tabelle 6 sind die Gene
zusammengestellt, die in mindestens einem der beiden Vergleiche ein mRNA-
Verhéltnis von <0,5 oder >2,0, ein Signal/Rausch-Verhaltnis 23 sowie einen p-value
<0,05 hatten. Es wurden nur solche Gene aufgenommen, die in mehr als der Halfte
der Experimente zu einem Vergleichspaar auswertbar waren. Die in Klammern
angegebenen Werte erflllen nicht alle oben genannten Kriterien, wurden aber zum

Vergleich trotzdem mit in die Tabelle aufgenommen.

Tabelle 6: Gene mit signifikant erhdhten (22) oder erniedrigten (<0,5) RNA-Verhéltnissen'
beim Vergleich der unten angegebenen Stamm-Paare in der exponentiellen
Wachstumsphase (OD600 = 4 - 6). Die Zellen wurden unter den in Abbildung 4
dargestellten Bedingungen kultiviert. Die Valin-Konz. zum Zeitpunkt der RNA-
Isolation betrug im Stamm 13032/pJC1ilvBNCD ca. 0,5 mM, im Stamm VAL1 ca.
1 mM und in den beiden Vergleichsstdmmen <0,2 mM. Es wurden nur solche
Gene berlcksichtigt, fir die sicher messbare (Signal / Rausch-Verhaltnis >=3)
und signifikante (p <0,05 = * and p <0,005 = **) Werte bestimmt wurden. ¢ =

Standardabweichung.

4 DNA-Chips mit 8 DNA Chips mit

C. glutamicum 13032/pJC1ilvBNCD C. g. 13032ApanBCAilvA/pJC1ilvBNCD

C. glutamicum 13032/pJC1 C. g. 13032ApanBCAilvA/pJC1

2 3 . " —_— \\

NCgl“| ORF Gene - annotierte Funktionen c|p o |p
1219 | 3566 | ilvD - Dihydroxysaure Dehydratase (1,907 |*| 27 |08 |*
1222 | 2793 | ilvB - Acetohydroxysaure-Synthase 56 |12 |*™] 52|29 |*™
1228 | 2792 | ilvN - Acetohydroxysaure-Synthase 59 1,7 |*™] 92 | 56 |*
1224 | 2790 | ilvC - Isomeroreduktase 22 (04 |*™| 31|15 ™
0137 | 533 | putative Permease (1,3 02| *| 21|05 |*
0030 | 3534 | rbsC - putatives Ribose-Transportprotein 0,502 *[(0,5)]| -
1272 | 2727 | recG - ATP-abhangige DNA-Helikase 0,5]0,1|*[(0,7)] -
1816 | 1963 | putative Integrase 26|05 |*/(1,0)| 0,1
2439 | 3472 | ftn - Ferritin 05/02]|*[(1,1)] 0,3

' hierbei handelt es sich um die Mittelwerte des Quotienten der Mediane
 NCBI-Annotation (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/framik.cgi?db=genome&gi=232)
® Biomax-Annotation (nicht 6ffentlich zuganglich)

Anhand der Ergebnisse ist zu erkennen, dass nur sehr wenige Gene ein erhfhtes
bzw. erniedrigtes mRNA-Verhaltnis aufwiesen. Die Gene der Valin-Biosynthese
(lvBNCD), die in beiden Vergleichen ein erhdhtes Verhéltnis zeigen, dienen als
Positivkontrolle, da die entsprechenden Gene in jeweils einem der Stamme

plasmidkodiert Uberexprimiert wurden. Im Wildtyp-Hintergrund zeigte lediglich ein
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Gen (NCgl/1816) ein erhdhtes und drei Gene (recG, ftn, rbsC) ein erniedrigtes
MRNA-Verhéltnis. Ein offensichtlicher Zusammenhang dieser vier ORFs mit der
Valin-Bildung war jedoch nicht erkennbar. Beim Vergleich im ApanBCAilvA-
Hintergrund zeigte neben den ilvBNCD-Genen lediglich das Gen NCgl0137 ein
zweifach erhéhtes mRNA-Verhéltnis. Ein Sequenzvergleich mit dem NCgl0137-
Protein ergab Ahnlichkeiten zu einer putativen Permease, die in vielen Bakterien
hoch konserviert ist. Jedoch gibt es zu keinem der homologen Proteine
Untersuchungen zu deren Funktion. Eine Analyse des NCgl0137-Proteins
hinsichtlich  seiner Hydrophobizitdt mit verschiedenen Programmen (z.B.
http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/ sosuiframe0.html) ergab, dass es vermutlich
sieben Transmembranhelices enthdlt. Da NCgl0137 nur beim Vergleich des
Stammpaares mit der ilvA- und der panBC-Deletion auftrat, ware es mdglich, dass es
einen Carrier kodiert, der am Transport von Isoleucin oder Pantothenat beteiligt ist.
Um diese Hypothese zu testen, wurde der Einfluss einer Deletion des NCgl0137-
Gens im Wildtyp, im Stamm ApanBCAilvA und im Stamm VAL1 untersucht (siehe
Kapitel 1.3).

Aufgrund der geringen Anzahl an Genen mit verédnderter Expression, die beim
Vergleich der beiden Stammpaare in der exponentiellen Wachstumsphase auftraten,
wurden noch weitere Transkriptom-Vergleiche wahrend des Ubergangs von der
exponentiellen in die stationare Phase durchgeflihrt, da zu diesem Zeitpunkt bereits
signifikante Valin-Konzentrationen im Uberstand der Valin-Produktionsstimme
vorhanden waren (13032/pJC1ilvBNCD ~18 mM, 13032/pJC1 <1,0 mM, VALA1
28 mM und ApanBCAilvA/pJC1 12 mM). Hierfir wurden die Zellen zur RNA-
Extraktion nach ca. 15h geerntet und DNA-Chip-Experimente durchgeflhrt.
Aufgrund des stark unterschiedlichen Wachstums der Stamme VAL1 und
13032ApanBCAilvA/pdC1 wurden hier nur die beiden Stamme 13032/pJC1ilvBNCD
und 13032/pJC1 miteinander verglichen. Der Stamm 13032/pJC1ilvBNCD bildet
maximal ca. 50 mM Valin, wahrend der Kontroll-Stamm <1,0 mM Valin bildet. Beim
Vergleich der vier durchgefiihrten Experimente zeigte eine Vielzahl von Genen einen
veranderten mRNA-Level. Neben den ilvBNCD-Genen (Positivkontrolle) zeigten noch
17 weitere Gene einen 2- bis 12-fach erhdhten mRNA-Level im Stamm
13032/pJC1ilvBNCD. Insgesamt 59 Gene hatten einen 2- bis 5-fach reduzierten
mRNA-Level im Stamm 13032/pJC1ilvBNCD. Darunter befanden sich nahezu alle

Gene des Tricarbonsaurezyklus (TCA-Zyklus). Den am stéarksten verminderten
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Expressionslevel hatte das Aconitase-Gen (acn) mit einem Faktor von 3,3. Diese
Veranderungen deuten darauf hin, dass die Valin-Bildung zu einem reduzierten Fluss
durch den TCA-Zyklus fihrt. Eventuell wird dies durch die Verwendung von Pyruvat
fur die Valin-Biosynthese anstelle flr die oxidative Decarboxylierung verursacht. Eine
Ubersicht aller verénderten Gene dieses Vergleichs befindet sich im Anhang in
Tabelle 14.

1.3. Einfluss von NCgl0137 auf die Valin-Bildung

Zur Untersuchung der Funktion des NCgl0137-Proteins wurde eine in-frame
Deletion des entsprechenden Gens im Wildtyp und im Stamm ApanBCAilvA mittels
pK19mobsacB durchgefihrt. Fir die Konstruktion des Stammes VAL1ANCgl0137
wurde anschlieBend das Plasmid pJC1ilvBNCD wieder eingebracht. Parallel wurde
das NCgl0137-Gen einschlieBlich des eigenen Promotors mit Hilfe des Vektors pEC7
plasmidkodiert Gberexprimiert. Zur Kontrolle wurde auch der ,Leervektor® pEC7 in die
jeweiligen Stamme eingebracht, so dass sechs Stammpaare hinsichtlich der Valin-

Bildung miteinander verglichen werden konnten.

Tabelle 7: Valin-Bildung verschiedener C. glutamicum-Stdamme nach 48 und 72 h. Die
Kultivierungen erfolgten in CgXlI-Minimalmedium mit 222 mM Glukose. Bei
Bedarf wurde das Medium mit 0,6 mM L-Isoleucin und 0,5 uM D-Pantothenat

supplementiert.

Stamm Valin [mM] nach 48 h  Valin [mM] nach 72 h
13032 Wildtyp 0,0 0,0
13032ANCgl0137 0,0 0,0
13032/pEC7 0,0 0,0
13032/pEC7-NCgl0137 0,0 0,0
ApanBCAIlvA 12,2 13,0
ApanBCAilvAANCgl0137 11,0 12,0
ApanBCAilvA/pEC7 nicht bestimmt 13,6
ApanBCAilvAIpEC7-NCgl0137 7,6 13,2
VAL1 99,8 99,5
VAL1ANCgl0137 91,0 102,0
VAL1/pEC7 61,6 80,1

VAL1/pEC7-NCgl0137 50,4 82,6
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Aus Tabelle 7 geht hervor, dass weder die Uberexpression noch die Deletion von
NCgl0137 in einem der Stdmme zu einer signifikanten Veranderung der Valin-
Bildung flhrte.

2. Identifizierung und Charakterisierung von AcnR, einem Repressor

der Aconitase in C. glutamicum

2.1. Einfluss verschiedener Kohlenstoffquellen auf die Aconitase-Aktivitat

Frihere Untersuchungen in C. glutamicum zeigten, dass der Kohlenstofffluss durch
den TCA-Zyklus in Abhangigkeit von der Kohlenstoffquelle variierte (Wendisch et al.,
2000). Der Fluss durch den TCA-Zyklus bei Wachstum auf Acetat betrug 0,4 umol
min™ mgproein ' Und war damit vierfach so hoch wie bei Wachstum auf Glukose. Die
spezifischen Aktivitidten der Citrat-Synthase (g/tA-Genprodukt) und der Isocitrat-
Dehydrogenase (icd-Genprodukt) in Rohextrakten von C. glutamicum waren bei
Wachstum auf Acetat und Glukose jedoch annahernd gleich. Sie betrugen 0,5 -
0,8 U/m@protein flir die Citrat-Synthase (Eikmanns et al., 1994) und 0,9 - 1,1 U/mgprotein
fir die Isocitrat-Dehydrogenase (Eikmanns et al, 1995). Diese liegen Uber den
maximalen in vivo gemessenen Flissen und sollten daher nicht limitierend sein.
Basierend auf dem Wissen, dass die Aconitase-Aktivitat in anderen Bakterien stark
reguliert wird, stellte sich die Frage, ob sich die Aktivitat der Aconitase bei Wachstum
mit unterschiedlichen Kohlenstoffquellen verandert.

Fir diese Untersuchungen wurde C. glutamicum auf CgXII-Minimalmedium mit
verschiedenen Kohlenstoffquellen wie Glukose, Acetat, Citrat und Propionat kultiviert
(vgl. 4) und im Anschluss die Aconitase-Aktivitdt von Zellen aus der exponentiellen
Wachstumsphase bestimmt (vgl. 7.8). In Tabelle 8 sind die entsprechenden
Resultate fir den Wildtyp zusammengefasst. Wahrend die spezifische Aktivitat der
Aconitase auf Glukose 0,2 U/mgprotein betrug, war sie auf Acetat (0,8 U/mgprotein),
Citrat (0,5 U/mgprotein) Und Propionat (0,5 U/mgprotein) UM das 2,5- bis 4-fache erhéht.
Es gibt also eine C-Quellen-abhangige Regulation der Aconitase-Aktivitat in
C. glutamicum. Die Aconitase kdnnte somit einen geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt im TCA-Zyklus darstellen. Die gesteigerte Aktivitdt auf Acetat korreliert mit
dem gesteigerten Stofffluss durch den TCA-Zyklus unter diesen Bedingungen
(Wendisch et al., 2000). Die erhdhte Aconitase-Aktivitdt bei Wachstum auf Citrat

kénnte ebenfalls mit einem gesteigerten TCA-Zyklus-Fluss erklart werden. Dazu gibt
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es allerdings noch keine experimentellen Daten. Propionat wird in C. glutamicum
durch den Methylcitrat-Zyklus verstoffwechselt, bei dem Methylcitrat zu
Methylisocitrat umgesetzt wird (Claes et al., 2002). In E. coli, das Propionat ebenfalls
tber den Methylcitrat-Zyklus umsetzt (Textor et al., 1997), wurde gezeigt, dass diese
Umsetzung zwei Enzyme erfordert, namlich die Methylcitrat-Dehydratase (PrpD) und
die Aconitase (AcnB), die flr die Rehydratisierung von Methyl-Aconitat notwendig ist
(Brock et al., 2002). Es ist anzunehmen, dass auch in C. glutamicum die Aconitase
fur diese Reaktion bendtigt wird und dies kénnte die gesteigerte Aconitase-Aktivitat in
C. glutamicum bei Wachstum auf Propionat erklaren.

2.2. ldentifizierung eines Gens (acnR) fir einen TetR-Typ-Regulator
stromabwarts des acn-Gens fiir die Aconitase

Frihere DNA-Chip-Experimente zeigten, dass der mRNA-Level des Aconitase-
Gens (acn) vierfach erhéht war, wenn C. glutamicum auf Acetat anstatt Glukose
kultiviert wurde (Gerstmeir et al., 2003). Dies legte die Vermutung nahe, dass das
acn-Gen auf Transkriptionsebene reguliert wird.

In Bakterien kommt es haufig vor, dass Transkriptionsregulatoren in der
unmittelbaren Umgebung ihrer Zielgene im Genom lokalisiert sind. Daher wurde die
Region des acn-Gens im C. glutamicum-Genom naher untersucht. Im Gegensatz zu
E. coli und anderen Bakterien besitzt C. glutamicum nur ein einziges Aconitase-Gen
(Kalinowski et al., 2003), das fir ein 943 AS groBes Protein mit einer berechneten
molekularen Masse von 102,6 kDa kodiert. Das Protein konnte auch bereits im
Rahmen einer Proteom-Analyse nachgewiesen werden (Schaffer et al., 2001). Dort
zeigte es eine apparente Masse von 110,9 kDa und einen apparenten pl von 4,54.
Die Aconitase aus C. glutamicum besitzt 53,0 % Sequenzidentitdt zur Aconitase
AcnA von E. coli (Prodromou et al., 1991; Prodromou et al., 1992), aber weniger als
20 % zu AcnB von E. coli (Gruer & Guest, 1994). Daher kann man die Aconitase von
C. glutamicum der bakteriellen AcnA-Gruppe (Gruer et al., 1997) von Aconitasen
zuordnen, welche hohe Sequenzidentitdten zu den sogenannten ,Eisen-Antwort*
Proteinen (IRP = iron responsive proteins) aus Eukaryonten haben.

In Abbildung 6 ist zu erkennen, dass direkt stromabwarts von acn ein Gen liegt, das
flr einen putativen Transkriptionsregulator mit 188 AS und einer Masse von 21,2 kDa
kodiert. Im Folgenden wird dieser putative Transkriptionsregulator AcnR genannt. Die
gleiche genomische Anordnung wie in C. glutamicum findet sich auch in C. efficiens,
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C. diphtheriae, M. tuberculosis, M. bovis, M. marinum und Rhodococcus strain
IG124. In M. leprae ist das acnR-Gen wie viele andere Gene durch Frameshifts und
Stop-Codons verkleinert (Cole et al., 2001). Bei Rhodococcus sp. war nur der 3’-

terminale Bereich von acn verfligbar.

acn acnR

Corynebacterium glutamicum —@—_’-l::)@

2 6 9

Corynebacterium efficiens —Q——M
2 4 6

Corynebacterium diphtheriae D——»E:}D

1 6 8

Mycobacterium tuberculosis —@_’-4—(:3
3 5 7

Mycobacterium bovis —G_*(]—(::
3 5 7

Mycobacterium marinum —G—M—@
3 5 7

Mycobacterium leprae —<:}—-.—<3
3 7

Rhodococcus sp. }»—(:3

Abbildung 6: Genomische Umgebung des Aconitase-Gens (acn) von C. glutamicum und
anderen Spezies der Unterordnung Corynebacterineae, fir welche die
genomischen Informationen erhéltlich waren. Die Daten stammen von NCBI
und der Bioinformatik-Software ERGO (Integrated Genomics). Das Aconitase-
Gen (acn) ist schwarz und der stromabwaérts lokalisierte
Transkriptionsregulator (acnR) grau hervorgehoben. Die anderen Gene
wurden durchnummeriert und wie folgt annotiert: (1) Invasin; (2), (3), (4) and
(8) hypothetische Proteine; (5) hypothetisches cytosolisches Protein; (6)
putative GMP Synthase - Glutamin Amidotransferasedoméane; (7) ABC-
Transporter, ATP-Bindeprotein; (9) putative NAD*-abh&ngige Dehydrogenase.

Ein Aminosauresequenz-Alignment der AcnR-Homologen (Abbildung 7) zeigte,
dass die Primarsequenzen der Proteine hoch konserviert sind. Im N-terminalen
Bereich des Proteins an den Positionen 16 bis 62 lag die Identitat bei nahezu 75 %.
Weitere Untersuchungen zeigten, dass dieser N-terminale Bereich des AcnR-
Proteins zur TetR-Familie von bakteriellen Regulatorproteinen (PFAM-Familie
PF00440) gehdort (Bateman et al., 2002). Vertreter dieser Familie besitzen eine multi-
helikale DNA-Bindedoméne in der N-terminalen Halfte und eine stark
unterschiedliche C-terminale Domane, die in vielen Fallen an der Bindung von
Effektoren beteiligt sind (Aramaki et al., 1995).
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TetR N ILDAALELFAEKGYDATSVRE IAKRAGVSKGALYRHFKSKEELLLAL
IL+ A+++FAE+GY++++VR++ ++ G S+GA+++HF++KE L+LAL

C. glutamicum 1 ESVAAGDKPTNSHQE LLI TVRRLEIZ:N ATA
C. efficiens 1 SVATGDKPVNSEQE ATVRRLEIFNMIGINSRGAIFHH ATA
C. diphtheriae 1 YPVVSNTELSMRIOEIRFE NI NeIy-NH AT.A
M. tugerculosis 1 li"PKVSEDHLAARERQ GARRCFAEMGYD 'ATVRRLEGI‘\SRGAIFHH AT.2
M. bovis 1 *PKVSEDHLAAR%RQ GARRCFAEMGYD 'ATVRRLEGI‘\SRGAIFHH BALA
M. marinum 1 \*PKVSEDHLAARE 9, I LBGARRCFAEMGYDIMATVRRLEGLMIGYSRGATFHH BATA
Rhodococcus sp. 1 |YPKVSEDHLAARIISOISFACNINGI YN Flepqs Gl MR IIRHD AT LE

C. glutamicum 71 REVVSE ID;IQS
C. efficiens 71 METVSE wTD@QS
C. diphtheriae 71 BEVVAE IELOR
M. tuberculosis AAVASRE GwAEI'!’SAE
M. bovis AAVASRE GwAEﬁSAE
M. marinum ADVASRE gSAE
Rhodococcus sp. ADVAAEQ AKANTQ): ISAEMTKIATVG

glutamicum
efficiens
diphtheriae
tuberculosis
bovis

. marinum
Rhodococcus sp.

xEEOQO

Abbildung 7: Sequenzvergleich von AcnR-Proteinen aus verschiedenen Spezies der
Unterordnung Corynebacterineae. Aminosauren, welche in allen sieben
Spezies identisch waren, wurden schwarz hinterlegt und andere konservierte
Aminosauren grau schattiert. Das N-terminale Drittel der Proteine (AS 16 - 62)
ist hoch konserviert und zeigt groBe Ahnlichkeit zur TetR_N-Proteinfamilie
(PFAMO00440). Die Konsensus-Sequenz von TetR_N ist Gber dem Alignment
angegeben und die zu C. glutamicum AcnR identischen Aminoséuren direkt
darunter.

2.3. Hinweise auf die Co-Transkription der Gene acn und acnR

Die transkriptionelle Organisation der Gene acn und acnR wurde mittels RT-PCR
untersucht. Hierfir wurde Gesamt-RNA von C. glutamicum zunachst durch reverser
Transkriptase mit drei verschiedenen Primern (RT-1-rev, RT-2-rev and RT-3-rev) in
cDNA umgeschrieben (A, B und C in Abbildung 8). Die dabei erhaltenen DNA-
Produkte wurden umgehend fir PCR-Reaktionen eingesetzt (Nr. 1 -5). Die PCR-
Produkte wurden dann durch Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt (Abbildung 9).
Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass acn und acnR co-transkribiert werden, da die
cDNA, deren Synthese am 3’-Ende von acnR (RT-Reaktion A) startet, nicht nur zur
Amplifikation eines acnR-Fragmentes (PCR Nr.1) sondern auch zu einer
Amplifikation eines acn-Fragmentes (PCR Nr. 2) fUhrte. Als interne Kontrolle bei den
reverse Transkriptase Reaktionen wurde dnak, das flir eine Untereinheit der DNA-
Polymerase kodiert, eingesetzt. Interessanterweise war die Intensitat des dnaE-PCR-
Produkts (untere Bande in Abbildung 9) in dem Ansatz Nr. 5 deutlich schwacher als
in den Anséatzen Nr. 1-4. Reaktion Nr. 5 ist die einzige Reaktion, bei der die
eingesetzte cDNA am 3’-Ende von acn und nicht am 3’-Ende von acnR oder mitten
im acnR-Gen beginnt. Eine hypothetische Erklarung fir das schwache dnaE-PCR-
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Produkt in Ansatz 5 kénnte sein, dass die Menge an Transkript, welches nur das
acn-Gen abdeckt, um ein Vielfaches héher ist als die Menge an Transkript, welches
acn und acnR abdeckt. Dadurch kdnnte es zu einer Kompetition um die reverse
Transkriptase und/oder um die Tag-DNA-Polymerase kommen, die zu einem
reduzierten dnaE-Produkt fuhrt.

Uu AC
U c A C
G-C U U
A-U A-U
G-C A-U
G-C G-C
U-A U-A
G-C A-U
U-A C-G
A-U C-G
G-C G-C
U-a G-C
U-A U-A
U-a U-A
U-A A-U
UUCUAAGUAAUUAGAAGAC AACGUAGGUAGCGAAGGGCCCCAUCAACUA GUGGUGGGGUC -70- GUACAUUGUGUCCGUAG

acn acnR

acn acnR

5 —p 3’ mMRNA
RT A <— cDNA
2 T~ 1 T~
RT B e <— cDNA
4 N
RT C ~—cDNA
5 o 3 o

Abbildung 8: Schema zur Aufklarung der Organisation der Gene acn und acnR mittels RT-
PCR. Oben dargestellt ist die Sequenz der intergenischen Region von acn
und acnR, die zwei putative Haarnadelschleifen-Strukturen enthalt. Im unteren
Teil sind die reverse Transkriptase-Reaktionen A -C sowie die daran
anschlieBenden PCR-Ansétze Nr. 1 - 5 schematisch dargestellt.

Ursache flr die postulierten stark unterschiedlichen acn- und acnR-mRNA-Level
sind zwei Haarnadelschleifen-Strukturen (,stem-loops”) in der nicht-kodierenden
Region zwischen beiden Genen, die zur Termination der Transkription flhren
kénnten. Aus physiologischer Sicht wéare diese Situation sinnvoll, da die Zelle héhere
Konzentrationen eines Enzyms aus dem Zentralstoffwechsel benétigt als von dessen
Transkriptionsregulator.

Neben der Kontrollreaktion Nr. 3, in der ausgehend von einer nur acn-umfassenden
cDNA kein acnR-Produkt erhalten wurde, wurden flnf weitere Kontrollreaktionen
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(Nr. 6 - 10) durchgefihrt. Diese waren zu den Ansatzen Nr. 1- 5 identisch, enthielten
jedoch in den anfanglichen RT-Reaktionen A - C keine reverse Transkriptase. Die
Tatsache, dass in diesen Ansatzen keine PCR-Produkte erhalten wurden, zeigt, dass
die eingesetzte RNA nicht durch chromosomale DNA verunreinigt war.

M1 2 34567 89 10M

Abbildung 9: Ergebnis der RT-PCR-Analyse. Das kleinere DNA-Fragment, welches in den
Spuren 1 - 5 sichtbar ist, reprasentiert die dnaE-mRNA, die als Positivkontrolle
in allen Reaktionen eingesetzt wurde. Das gréBere DNA-Fragment entspricht
jeweils dem Produkt der PCR-Reaktionen 1 -5 aus Abbildung 8. Die Spuren
6 - 10 zeigen die Produkte von Reaktionen, die entsprechend den Reaktionen
1 — 5 durchgeflihrt wurden, jedoch keine reverse Transkriptase enthielten.

2.4. Konstruktion und Charakterisierung einer AacnR-Deletionsmutante

Aufgrund der Co-Transkription von acn und acnR und der Tatsache, dass es sich
bei AcnR um ein Mitglied der TetR-Familie handelte, lag die Vermutung nahe, dass
AcnR als Repressor des Aconitase-Gens fungiert. Um diese Hypothese zu
untersuchen, wurde eine in-frame-Deletionsmutante (vgl. 5.6) von C. glutamicum
(13032AacnR) konstruiert. Hierbei wurden die Codons 7 bis 177 von acnR durch eine
21 bp-Sequenz ersetzt. Die genomische Struktur der Mutante wurde zunéchst durch
PCR mit der chromosomalen DNA und dem Primerpaar tetR-amp-for/tetR-amp-rev
Uberprift. Die PCR-Produkte hatten die fir den Wildtyp (1,6 kb) und die AacnR-
Mutante (1,1 kb) erwarteten GrdéBen. Desweiteren wurde die Mutante durch
Southern-Blot-Analyse Uberprift (Southern, 1975). Auch hier wurden die erwarteten
Fragment, namlich ein 1,8 kb EcoRI-Fragment fir den Wildtyp und ein 1,3 kb EcoRI-
Fragment fir die Mutante erhalten (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Southern-Blot-Analyse der AacnR-Mutante von C. glutamicum. Je 10 ug
genomischer DNA der AacnR-Mutante (Spur 1) und des Wildtyps (Spur 2)
wurden mit EcoRl Uber Nacht komplett verdaut, auf einem 1 %-igen
Agarosegel aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nylonmembran geblottet.
Die Membran wurde mit einem 1,4 kb langen Digoxigenin-markierten PCR-
Fragment (tetR-A-for und tetR-D-rev) hybridisiert, welches das acnR-Gen
umfasste. In Spur 3 wurde ein Digoxigenin-markierter DNA-L&ngenstandard
aufgetragen.

2.4.1. Einfluss der acnR-Deletion auf Wachstum und Aconitase-Aktivitat

In einer ersten Serie von Experimenten zur Charakterisierung der AacnR-Mutante
wurde getestet, welchen Einfluss die Deletion auf die Aconitase-Aktivitat hat. Dazu
wurden die Zellen in CgXll-Minimalmedium mit verschiedenen C-Quellen kultiviert
und in der exponentiellen Wachstumsphase flr die Aktivitdtsbestimmung geerntet.
Aus Tabelle 8 geht hervor, dass die spezifische Aktivitat der AacnR-Mutante auf
Glukose mit ca. 1 U/mgprtein flnffach héher war als im Wildtyp. Dieses Ergebnis
unterstltzte die Annahme, dass es sich bei AcnR um einen Repressor der acn-
Expression handelte. Bei Wachstum auf Acetat, Citrat und Propionat zeigte die
AacnR-Mutante eine zwei-, drei- bzw. fanffach erhdhte Aconitase-Aktivitat im

Vergleich zum Wildtyp.
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Beim Vergleich der Aconitase-Aktivitdt von Acetat/Glukose, Citrat/Glukose und
Propionat/Glukose zeigten sich im Wildtyp durchweg hdhere Verhaltnisse (4, 2,5 und
2,5) als in der AacnR-Mutante (1,5, 2,3 und 2,3). Besonders stark differierten die
Werte fur Acetat. Die Tatsache, dass in der Mutante die Aktivitat nur 1,5-fach erhdht
war, deutet darauf hin, dass die 4-fach erhdhte Aktivitat im Wildtyp zu einem
erheblichen Teil auf eine verringerte AcnR-Repression zuriickzuflhren ist.
Andererseits weist das Resultat, dass es auch in der AacnR-Mutante noch eine
Steigerung der Aconitase-Aktivitat auf Acetat gibt, darauf hin, dass neben AcnR noch
ein weiterer acn-Transkriptionsregulator oder ein anderer Regulationsmechanismus

fur die Aconitase existiert.

Tabelle 8: Einfluss der Kohlenstoffquelle auf die Aconitase-Aktivitat im Wildtyp und in der
AacnR-Mutante. Beide Stdmme wurden in CgXIl-Minimalmedium mit 222 mM
Glukose, 50 mM Na-Citrat (+100 mM MgCl,), 244 mM Na-Acetat oder 104 mM
Na-Propionat kultiviert, in der exponentiellen Phase bei ODgy ~5 geerntet und
schockgefroren.  Die  Zellen wurden anschlieBend mit Glasperlen
aufgeschlossen, abzentrifugiert und der Uberstand zur Aktivitats-Bestimmung
eingesetzt. Die Werte stellen Mittelwerte und Standardabweichungen aus
mindestens drei unabhangigen Kultivierungen dar.

Kohlenstoffquelle Aconitase-Aktivitat (U/mgprotein)

13032 Wildtyp 13032AacnR
Glukose 0,20 + 0,05 1,04 + 0,06
Acetat 0,82 + 0,08 1,54 + 0,08
Citrat 0,53 + 0,08 1,78 + 0,40
Propionat 048 + 0,13 238 =+ 0,21

Wéhrend der Kultivierungen fir die Bestimmung der Aconitase-Aktivitdt wurde
beobachtet, dass die AacnR-Mutante in den meisten Féllen schneller wuchs als der
Wildtyp. Dieser Effekt zeigte sich manchmal auf Citrat aber nahezu immer auf
Glukose und Acetat. Aus sieben Vergleichen auf Glukose ergab sich flir den Wildtyp
eine mittlere Wachstumsrate () von 0,362 h™ + 0,015 und fiir die AacnR-Mutante
von 0,397 h™' + 0,019. In Abbildung 11 sind reprasentative Wachstumskurven fiir
Glukose und Acetat dargestellt. Das schnellere Wachstum Iasst sich mdglicherweise
mit einer erh6hten TCA-Zyklus-Aktivitat in der Mutante erkldren und unterstitzt die
Annahme, dass der Fluss durch den TCA-Zyklus auf Glukose und Acetat limitierend
sein kdnnte (vgl. 1.2). In drei von flnf Fallen erreichte die AacnR-Mutante (OD 62,9 +
7,5) zudem auch eine héhere End-OD als der Wildtyp (OD 53,1 £ 9,8).
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Abbildung 11: Wachstumsvergleich von Wildtyp (O,®) und AacnR-Mutante (A,A) auf
CgXllI-Minimalmedium (36 uM FeSO,; Zugabe der Spurensalze nachdem
Autoklavieren) mit 222 mM Glukose (A,O) oder 244 mM Acetat (A,®) als
Kohlenstoffquelle.

2.4.2. Vergleichende Transkriptomanalyse von Wildtyp und AacnR-Mutante

Um den Effekt der acnR-Deletion auf die globale Genexpression und im Speziellen
auf die acn-Expression zu untersuchen, wurden die Transkriptome von AacnR-
Mutante und Wildtyp mittels DNA-Chip-Analyse miteinander vergleichen. Hierflr
wurden beide Stdmme in CgXll-Minimalmedium (Spurensalze wurden hier noch vor
dem Autoklavieren zugesetzt, so dass nur etwa 8 uM FeSO4 im Medium waren) mit
222 mM Glukose kultiviert und die exponentiell wachsenden Zellen (ODggg ~6) zur
RNA-Isolation eingesetzt. Die Auswertung ergab, dass das acn-Gen im Stamm
13032AacnR ein im Mittel um den Faktor 4,9 + 2,4 erh6hten mRNA-Level gegenlber
dem Wildtyp hatte. Insgesamt wurden 14 Microarray-Vergleiche ausgehend von
sieben verschiedenen RNA-Isolierungen durchgefihrt. W&hrend in zehn dieser
Experimente (AO1 - A10 in Abbildung 13) neben acn auch sehr viele Eisenmangel-
Gene eine verstarkte Expression in der AacnR-Mutante zeigten, traten diese in vier
Experimenten nicht auf. Bei nédherer Betrachtung der Wachstumskurven der fur die
RNA-Isolation verwendeten Kulturen zeigte sich, dass in den beiden Kultivierungen,
in denen die Eisenmangel-Gene nicht auftraten, der Wildtyp mit einer etwas héheren
optischen Dichte inokuliert wurde als die AacnR-Mutante und auch bei einer etwas
héheren OD geerntet wurde (Abbildung 12). Eine Erklarung fir das Auftreten der

Eisenmangel-Gene kénnte in einem erhbhten Eisenbedarf der AacnR-Mutante liegen
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bedingt durch die verstarkte Synthese des [4Fe—4S]-Proteins Aconitase. Wurden
Wildtyp und Mutante bei der gleichen OD geerntet, hatte die Mutante anscheinend
bereits Eisenmangel, wahrend dem Wildtyp noch ausreichend Eisen zur Verfigung
stand. Wurde der Wildtyp aber bei einer etwas héheren OD geerntet als die Mutante,
hatten beide Stdamme Eisenmangel und die entsprechenden Gene traten bei der
vergleichenden Transkriptom-Analyse nicht in Erscheinung.

CGXII-Medium sollte aufgrund der zugegebenen Spurensalz-Lésung 36 uM Eisen
enthalten. Die Bestimmung der Eisenkonzentration mit Bathophenanthrolin (vgl. 7.9)
ergab jedoch, dass das Medium nach dem Autoklavieren nur ca. 8 uM Eisen enthielt.
Dabei wurden die Spurensalze vor dem Autoklavieren zugegeben. Wurden sie nach
dem Autoklavieren zugesetzt, ergab die Eisen-Bestimmung eine Konzentration von
34 uM. Das Autoklavieren fihrt also zu einem signifikanten Verlust von geléstem
Eisen durch Préazipitation und dies ist vermutlich der Grund daflrr, dass bereits bei
relativ geringen Zelldichten ein Eisenmangel auftritt und die Eisenmangel-Gene

induziert werden.
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0,5 7
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Abbildung 12: Reprasentative Wachstumskurven von Wildtyp (O) und AacnR-Mutante (A)
fir sieben RNA-Isolierungen. Bei A wurden beide Stdmme zur gleichen
ODggo angeimpft und ein Auftreten der Eisen-Aufnahme Systeme konnte
beobachtet werden. Bei B wurde der Wildtyp mit leicht erhéhter optischer
Dichte angeimpft als die Mutante. Ein Auftreten der Eisen-Aufnahmesysteme
in den DNA-Chips konnte nicht beobachtet werden. Die Kultivierungen
erfolgten in CgXlI-Minimalmedium, bei dem die Spurensalze noch vor dem
Autoklavieren zugegeben wurden (~8 pM FeSOQ,).

Die gleichen Wachstumsraten von Wildtyp und AacnR-Mutante bei diesen
Experimenten im Gegensatz zu dem unter 2.4.1 beschriebenen besseren Wachstum

der AacnR-Mutante lassen sich am ehesten mit dem im Medium zur Verfigung
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stehenden Eisenkonzentrationen erklaren. Bei den in Abbildung 12 gezeigten
Experimenten wurden nur ca. 8uM FeSO, eingesetzt, wahrend die

Eisenkonzentration bei den unter 2.4.1 beschriebenen Experimenten 36 pM betrug.

2.4.3. Einfluss von Eisen auf die globale Genexpression von Wildtyp und

AacnR-Mutante

Um die obigen Vermutungen zu bestatigen und um zu klaren, ob es sich bei AcnR
nun um einen lokalen Regulator der Aconitase oder darlber hinaus um einen
globalen Regulator der Eisenmangel-Gene handelte, wurden weitere DNA-Chip-
Experimente durchgefihrt. Wildtyp und Mutante wurden nach Wachstum in CGXII-
Medium verglichen, das zusatzlich 100 pM bzw. 500 uM FeSO, enthielt. In diesen
vier Experimenten (BO1 - B04, Abbildung 13) wurde erneut ein im Mittel 5,8-fach
erhdhter mRNA-Level von acn in der AacnR-Mutante ermittelt. Die mRNA-Level der
Eisenmangel-Gene, die in zehn der vorangegangenen Experimente (vgl. 2.4.2) um
den Faktor 3 in der Mutante erhéht waren (AO1 - A10, Abbildung 13), zeigten keine
Unterschiede mehr. Die vier Experimente aus der ersten Serie, bei denen die
Eisenmangel-Gene nicht auftraten, wurden in Abbildung 13 nicht berlcksichtigt.
Zusammenfassend deuten diese Daten darauf hin, dass acn das einzige Gen ist,
dessen mRNA-Level in der AacnR-Mutante von C. glutamicum signifikant erhéht ist.

In zwei weiteren Reihen von Experimenten wurde der Einfluss von verschiedenen
Eisenkonzentrationen (508 uM vs. 8 uM) auf die globale Genexpression sowohl im
Wildtyp (Abbildung 13, C01 - CO03) als auch in der AacnR-Mutante (Abbildung 13,
D01 - DO3) untersucht. Anhand Abbildung 13 ist zu erkennen, dass die Eisenmangel-
Gene in diesen sechs Experimenten (C und D) einen um =3-fach reduzierten mRNA-
Level unter Eiseniiberschuss (508 uM) aufwiesen. Eine andere Gruppe von Genen
wies dagegen einen um =3-fach erhdhten mRNA-Level unter Eisentberschuss auf.
Einige dieser Gene kodieren vermutlich Transportproteine fir den Import von
zweiwertigen Kationen wie Zink oder Mangan. Dies lasst sich damit erklaren, dass
die hohen Eisen-Konzentrationen die Aufnahme anderer zweiwertiger Kationen
kompetitiv hemmen. Der Uberwiegende Teil der Gene mit 23-fach erhéhtem mRNA-
Level unter Eisenlberschuss kodierte jedoch flr Eisen-enthaltende Proteine wie
Aconitase (ein [4Fe-4S]-Cluster), Succinat-Dehydrogenase (je ein [4Fe-4S]-,
[2Fe-2S]- und [3Fe-4S]-Cluster, Ham b and Ham by; (Bott & Niebisch, 2003)), Nitrat-
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Reduktase (drei [4Fe-4S]- und ein [3Fe-4S]-Cluster, Ham b. and Ham by; (Bott &
Niebisch, 2003)), Katalase (Ham b; Bott et al., unverdéffentlicht), Isopropylmalat-
Dehydratase (ein [4Fe-4S]-Cluster), Benzoat-1,2-dioxygenase ([2Fe-2S]-Cluster, ein
Nicht-Ham Eisen) und Catechol-1,2-dioxygenase (ein Nicht-Ham Eisen).

HCalB@azy put. 2inc ABC uptake swstem, permease
HCalBaza put. 2inc PFBC uptake sustem, binding protein
HCalaazs put. lipoprotein downstream of MCglB@zs
MCalz2539 put. manganess HEC uptake swstem, binding protein
HCalz54a put. manganese HEC uptake svstem, ATFPase
HCglz2541 put. manganese HEC uptake swsten, permease
MHCalll22 narl nitrate reductase, gamma subunit
HCalll4l narH nitrate reductase, beta subunit
HCal8ees put. thioredosin reductase h
HCallz2es leuDd ZS-isopropylmalate dehwdratase, small subunit
HCglBzEl katA catalase
HCal@2eA =dhA  succinate dehwdrogenase, flavoprotein
HCalfA3bl =dhBE  succinate dehwdrogenase, Fe5 protein
HCalzz12 catechol 1,2-dioxvaenaze
MCalz2328 benzoate 1,2-dioxuaenase, alpha subunit
HCglBzts put. arsenite efflux pump (TC 2.H.5%, ACRZ familw) }_'
HCalil&zg hypothetical exported protein
HCal2eE7¥ pta phosphotranzacety lase %}_
HCalld42z2 acn aconitase
MCalledy put. secreted protein
HCglz9va put. iron siderophore ABC uptake system, binding protein
HCalB&za put. iron-regulated lipoprotein
HCalileda put. secreted hudroluse
HCalaadz transcriptional regulator, AralC family
MCalevyys put. siderophore interacting protein
HCalevyd put. iron siderophore ABC uptake system. binding protein
HCgl1959 put. iron siderophore ABC uptake swstem, binding protein
HCal@lzz hypothetical protein
HCaladaz put. iron siderophore ABC uptake system, ATPase
MCale4a2 put. iron siderophore ABC uptake systen, permease
HCalBsyy put. heme transport associated membrane protein
HCgless1 put. heme transport associated membrane protein
HCal@zsz put. heme transport associated membrane protein
HCalalzz hypothetical protein

(I
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>=h0 1 <=0.02 auswerthar

Abbildung 13: Hierarchische Clusteranalyse der Genexpressionsveranderungen aus vier
verschiedenen Versuchsreihen (A - D) mit insgesamt 20 DNA-Chip
Experimenten. Das Cluster enthalt die Gene, deren durchschnittlicher
mRNA-Level im Mittel in einer der vier Reihen 23 oder <3 verandert war. Die
folgenden Serien an Experimenten wurden durchgefiihrt: A0O1 - A10, AacnR
vs. Wildtyp in CgXll-Minimalmedium mit ~8 uM Fe; BO1 - B04, AacnR vs.
Wildtyp in CgXll-Minimalmedium mit 108 uM Fe (B01, B02) oder 508 uM Fe
(B03, B04); CO1 - C03, Wildtyp mit 508 uM Fe vs. Wildtyp mit 8 uM Fe; D01 -
D03, AacnR mit 508 uM Fe vs. AacnR mit 8 uM Fe. Die Farbskala gibt die
relativen mRNA-Level (AacnR-Mutante/Wildtyp bzw. Eisenlberschuss/
Eisenmangel) wieder.

Interessanterweise zeigten viele dieser Gene mit Ausnahme von acn in den ersten
Experimenten (A01 - A10) einen erniedrigten mRNA-Level in der AacnR-Mutante, in
der ein Eisen-Mangel nachgewiesen wurde. Dies zeigt, dass die Synthese der Eisen-
enthaltenden Proteine in C. glutamicum teilweise Uber die Verflgbarkeit von Eisen
kontrolliert wird. Die Tatsache, dass die Genexpressionsveranderungen beim
Vergleich 500 uM Eisen vs. 8 uM Eisen fur Wildtyp (C01 - C03) und AacnR-Mutante
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(D01 - DO3) gleich waren, bestatigt die Annahme, dass AcnR nicht direkt an der
Regulation der Eisenmangel-Gene beteiligt ist.

2.5. Identifizierung des Transkriptionsstarts des acn-Gens

Mittels Primer-Extension-Analysen sollten zum einen die Ergebnisse der DNA-
Chip-Experimente bestéatigt werden und zum anderen der Transkriptionsstart des
acn-Gens bestimmt werden. Hierfir wurden gleiche Mengen Gesamt-RNA von
Wildtyp bzw. AacnR-Mutante, reverse Transkriptase und zwei verschiedene Primer,
acn-PE1* (Abbildung 14A) und acn-PE1* (Abbildung 14B) eingesetzt. Mit beiden
Primern wurden zwei Produkte erhalten. Der Transkriptionsstart mit der starkeren
Intensitat lag 110 bp stromaufwarts des vorgeschlagenen TTG-Startcodons des acn-
Gens. Der Primer mit der schwacheren Intensitat befand sich 113 bp stromaufwarts
des Startcodons. Die Intensitat beider Primer-Extension-Produkte war in der AacnR-
Mutante um ein Vielfaches starker als im Wildtyp, was die Ergebnisse der DNA-
Chips bestétigte (Abbildung 14B).
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Abbildung 14: Bestimmung des Transkriptionsstarts des acn-Gens of C. glutamicum mittels
Primer-Extension-Analyse. 12,5 ug (A und B) oder 15 ug (C) Gesamt-RNA
aus Wildtyp und AacnR-Mutante, welche auf CgXlI-Minimalmedium mit
verschiedenen Kohlenstoffquellen kultiviert worden waren, wurden zur
Primer-Extension-Analyse mit den Primern acn-PE1* (A und C) und acn-
PE3* (B) eingesetzt. Die Transkriptionsstarts wurden mit einem * markiert.
Die dazugehdrigen Sequenzierungsreaktionen wurden mit den gleichen
Primern und einem den DNA-Bereich abdeckenden PCR-Produkt
durchgefuhrt.

Dies galt nicht nur fir RNA, die aus Glukose-gewachsenen Zellen isoliert wurde,
sondern auch far RNA, die aus Acetat- und Citrat-gewachsenen Zellen isoliert wurde
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(Abbildung 14C). Die Intensitat der Signale auf Citrat und Acetat korrelierten
qualitativ mit den Ergebnissen der Aconitase-Aktivitdtsmessungen (Tabelle 8) in den
beiden Stdmmen. Das Verhéltnis der Intensitdten der beiden Primer-Extension-
Produkte war unter den genannten Kultivierungsbedingungen immer etwa gleich.

2.6. Nachweis der Bindung von AcnR an den acn-Promotor

2.6.1. Heterologe Expression und Aufreinigung von AcnR

Die erhdhten mRNA-Level von acn und die erhdhten Aconitase-Aktivtaten in der
AacnR-Mutante deuteten darauf hin, dass AcnR die acn-Transkription blockiert. Um
die Operatorregion zu identifizieren, wurde aufgereinigtes AcnR-Protein bendtigt.
Hierfir wurden die Plasmide pET24b-acnR-C und pET28a-acnR-N konstruiert,
welche eine Uberexpression von acnR unter Kontrolle des T7-Promoters in E. coli
BL21(DE3) ermdglichten.
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Abbildung 15: Coomassie-geféarbtes 15 %-iges SDS-Polyacrylamidgel zum Nachweis der
Uberproduktion und der Aufreinigung von AcnR-C. Die Spuren 1 und 5
enthalten GréBenstandards; Rohextrakt von E. coli BL21(DES3)/pET24b-
acnR-C vor (Spur 2) und 3 h nach Induktion mit 1 mM IPTG (Spur 3);
aufgereinigtes AcnR-C nach StrepTactin-Affinitatschromatographie (Spur 4).

Das AcnR-Protein, welches durch das pET24-Derivat kodiert wird (AcnR-C), enthalt
10 zusatzliche Aminosdurereste (LEWSHPQFEK) am C-terminalen Ende, die eine

StrepTag-Il Sequenz (unterstrichen) beinhalten. Das AcnR-Protein, welches durch
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das pET28-Derivat kodiert wird (AcnR-N), enthdlt 14 zuséatzliche Aminosaurereste
(MASWSHPQFEKGAH) am N-terminalen Ende, die eine StrepTag-ll Sequenz
(unterstrichen) beinhalten. Sowohl AcnR-N als auch AcnR-C wurden in E. coli
Uberproduziert und durch Affinititschromatographie mit StrepTactin-Sepharose
aufgereinigt. Anhand von Abbildung 15 ist am Beispiel von AcnR-C die
Uberproduktion und Aufreinigung im SDS-Polyacrylamidgel zu sehen. Die apparente

Masse von AcnR-C im SDS-Gel entsprach der berechneten Masse von 22,5 kDa.

2.6.2. Bestimmung der nativen GroBe von AcnR

Die native molekulare Masse von gereinigtem AcnR wurde durch
GréBenausschlusschromatographie (vgl. 7.7) sowohl mit AcnR-C (1 mg) als auch mit
AcnR-N (0,5 mg) bestimmt. Zur Erstellung der Eichgeraden wurden Albumin (20 mg),
Alkohol-DH (10 mg), Amylase (8 mg), Carboanhydrase (6 mg) und Cytochrom c
(4 mg) in einem Gesamtvolumen von 2ml auf die S&aule appliziert und
chromatographiert.

500
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Alkohol-Dehydrogenase
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Abbildung 16: GroBenausschlusschromatographie ~ zur  Bestimmung  der  nativen
molekularen Masse von AcnR. AcnR-C oder AcnR-N und die 5 Standard-
proteine wurden Uber eine HiLoad 26/60 Superdex 200 ,prep grade“ Saule
aufgetrennt. Als Elutionspuffer diente 20 mM HEPES-Puffer (pH 8.0) mit
300 mM NaCl und 1 mM DTT. V, entspricht dem Ausschlussvolumen der
Séule, das mit Blue Dextran (2.000 kDa) bestimmt wurde. Vg entspricht dem
Elutionsvolumen der verschiedenen Proteine.
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Anhand der Eichgeraden (Abbildung 16) wurde fir AcnR eine native Masse von
44 kDa ermittelt, die ziemlich exakt der berechneten Masse eines AcnR-Dimers
entspricht. Eine dimere Struktur wird auch fir viele andere Proteine der TetR-Familie
gefunden z.B. TetR (Hinrichs et al., 1994), CamR (Aramaki et al., 1995), QacR
(Grkovic et al., 2001) oder EthR (Engohang-Ndong et al., 2004).
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Abbildung 17: 5 - 40 % iges Gradientengel zur Abschatzung der nativen Masse von AcnR.
Hierfir wurden 5 pug (Spur 1) und 1 pug (Spur 2) aufgereinigtes AcnR-C
verwendet. Spur 3 enthélt einen nativen Molekulargewichtsstandard.

In einem weiteren Experiment wurde AcnR in einem nativen 5 -40 %-
Gradientengel aufgetrennt. Dabei verhielt sich AcnR wie ein Protein mit einer Masse
von ca. 67kDa (Abbildung 17). Dies weicht deutlich von der durch
GrdBenausschlusschromatographie bestimmten nativen Masse von 45 kDa ab.

2.6.3. DNasel-Footprints zum Nachweis der Bindung von AcnR an den acn-

Promotor

Die Bindestelle von AcnR im acn-Promotorbereich wurde durch DNase I-Footprints
bestimmt. Dazu wurden steigende Konzentrationen von AcnR-C mit einer konstanten
Konzentration eines PCR-Fragments inkubiert, das den DNA-Bereich von Position
-346 bis +52 relativ zum acn-Startcodon umfasste. Das PCR-Produkt wurde mit dem
Primerpaar acn-PEK-for/acn-PE1* generiert, wobei der letztgenannte Primer am 5’-
Ende ein IRD800-Markierung trug. Auf diese Weise war der kodierende Strang
markiert. Alternativ. wurde AcnR-C mit einem PCR-Fragment (Primerpaar acn-
FP1*/acn-PEK-rev) inkubiert, das die DNA-Region von -268 bis +241 relativ zum
acn-Startcodon umfasste und bei dem der nicht-kodierende Strang IRD800-markiert
war. Die DNA-AcnR-Gemische wurde mit DNase | behandelt und die resultierenden
Produkte Uber denaturierende PAGE in einem LI-COR 4200-Sequenzierungssystem
aufgetrennt. Beim kodierenden Strang war der Bereich von -11 bis -28 relativ zum
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Transkriptionsstart 110 bp stromaufwarts des Startcodons vor DNase |-Verdau ab
einem  AcnR-Dimer/DNA-Konzentrations-Verhéltnis von ca.26:1  geschitzt
(Abbildung 18A). Beim nicht-kodierenden Strang war lediglich im Bereich von -18 bis
-20 ein Schutz ab einem AcnR-Dimer/DNA-Konzentrations-Verhaltnis von ca. 7:1 zu
erkennen (Abbildung 18B).
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Abbildung 18: Analyse der Bindestelle von AcnR an den acn-Promoter durch DNase I-
Footprint-Analyse. Dargestellt sind Ausschnitte aus DNase I-Footprints mit
dem kodierenden Strang der DNA (A, 0,95 nM IRD800-markierte Sonde) und
mit dem nicht-kodierenden Strang (B, 0,75 nM IRD800-markierte Sonde). Die
Sonden wurden mit verschiedenen Konzentrationen von gereinigtem AcnR-C
inkubiert und anschlieBend fir 2 min mit DNase | verdaut. Spur 0 enthielt
kein Protein, Spur 1 5 nM, Spur 2 10 nM, Spur 3 25 nM, Spur 4 50 nM, Spur
5100 nM, Spur 6 250 nM, Spur 7 500 nM (nicht in A), Spur 8 1,0 uM, Spur 9
25uM und Spur 10 5,0 uM. Die durch AcnR vor DNase I-Verdau
geschitzten Bereiche sind durch Striche markiert. Die Zahlen geben die
Position relativ zum Transkriptionsstart an, der 110 bp stromaufwarts des
acn-Startcodons lokalisiert ist. Die dazugehérigen Sequenzierungsreaktionen
wurden mit den gleichen Primern und einem den DNA-Bereich abdeckenden
PCR-Produkt durchgefihrt.

Eine Analyse der DNA-Regionen stromabwarts der acn-Gene von C. diphtheriae,
C. efficiens und vier Mycobacterium-Spezies offenbarte, dass alle ein Sequenzmotiv
enthalten, das ahnlich zu der durch AcnR geschitzten Sequenz aus C. glutamicum

ist. Aus dem Sequenz-Alignment dieser Regionen (Abbildung 19) konnte eine
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putative Konsensus-Sequenz abgeleitet werden, die eine unvollstandige
seitenverkehrte Wiederholung von sechs Basen (,inverted repeat”) besitzt. Diese
jeweils sechs Basen sind durch vier Basenpaare getrennt, so dass sich folgendes
Motiv ergibt: CAGNACnnncGTACTG. Bindemotive dieses Typs und dieser GrdBe
sind typisch fur TetR-Typ-Transkriptionsregulatoren wie TetR oder CamR. Es wurden
jedoch auch langere Bindemotive gefunden z.B. fir QacR (Schumacher et al., 2002)
und EthR (Engohang-Ndong et al., 2004).

-35 -10 =0
CTTTCCCGCC%GAACGCTTGTACTGTTAGGATAATGA%GACGTAGGG -104- TTGGAGCTCACTG
CGTACCCAGCAGAACGATCGTACTGTTACGATAATGGGGACGTAGGG -100- TTGGAGCTCACTG

GGTAGGCAACATTACAACCGTACTGTTAGAATGTGCGTCAGGCGACG -135- GTGGAGCTCACTG
GCAACARAGUAGHACAAGUGTACTGOTAGGCTGACACCACGCCETCE - 45— GTGACTAGCAAAT
1. bovi GCAACARAGCAGGACAAGCGTACTGCOTAGGCTGACACCACGCCGTCG - 45— GTGACTAGCAAAT
M. marinum AACGCAATGCAGGACAAGCGTACTGTTAATGTTGCTTTGCGCATTTG ~ 44— TTGGGAGTTGATG
M. leprae PATGCAATGC&(Z&?@;GCGTACTGTTAACGTGGCAGGGCGCCGTCG - 45- GTGATAAGTAGCA

gCAggACaagcGTACTGETAgg T
CAGNACNnnncGTACTG

Abbildung 19: Sequenzen der acn-Promotorregionen von C. glutamicum und anderer
Corynebacterium- und Mycobacterium-Spezies. Hervorgehoben sind die
Startpunkte der acn kodierenden Bereiche (Startcodon ist fett und
unterstrichen), die beiden mittels Primer-Extension-Analyse identifizierten
Transkriptionsstartpunkte (*) in C. glutamicum, die putativen ,-10* (fett und
unterstrichen) und ,-35“Regionen (fett) und die bekannten AcnR-
Binderegionen (kodierenden Strang hellgrau und nicht-kodierenden Strang
dunkelgrau schattiert) aus C. glutamicum. In allen Spezies konservierte (fett
und groB) und in einer Vielzahl dieser Spezies konservierte Basen (klein)
sind unterhalb des Alignments aufgeflihrt. Darunter ist die putative
Konsensussequenz CAGNACnnncGTACTG abgegeben.

2.7. Gelretardationsexperimente

2.7.1. Verifizierung der AcnR-Binderegion

Um die durch DNase I-Footprints gezeigte Bindung von AcnR an die acn-
Promotorregion zu verifizieren, wurden Gelretardationsexperimente durchgefihrt.
Hierfir wurde ein 350 bp groBes PCR-Fragment (15,5 nM), das die acn-
Promotorregion umfasst (-139 bis +188 relativ zum ersten Transkriptionsstart), mit
verschiedenen AcnR-C-Konzentrationen (0,25 bis 1000 nM) 30 min bei Raum-
temperatur inkubiert und die Ansatze in einem 2%-igen Agarosegel bei 4 °C und
75V aufgetrennt. Anhand des Agarose-Gels (Abbildung 20) ist deutlich zu erkennen,
dass mit zunehmender AcnR-Konzentration (von Spur 20 bis Spur 2) ein Shift zu
erkennen ist. Ab einer Konzentration von etwa 25 nM (Spur 9) ist deutlich eine zweite

Bande Uber der nicht-retardierten Bande bei 350 bp zu erkennen. Bei weiter
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steigenden Konzentrationen verschwindet die untere Bande vollends und es ist nur
noch die retardierte Bande zu erkennen. Bei den héchsten eingesetzten AcnR-
Konzentrationen sind keine diskreten Banden mehr erkennbar. Dazu kommt es
moglicherweise aufgrund der Bildung von AcnR-Multimeren. Da in allen Ansatzen die
gleiche DNA-Konzentration (15,5 nM) eingesetzt wurde, kann man aus diesem
Experiment die Aussage treffen, dass ab einem 2-fachen molaren Uberschuss an
Repressor (AcnR) eine deutliche Bindung beobachtet werden kann.
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Abbildung 20: Gelretardations-Experiment mit AcnR-C und der acn-Promotorregion
(15,5 nM). In Spur 1 ist ein Ansatz mit 1 uM AcnR und Poly-dldC-Kompetitor-
DNA aufgetragen. In den Spuren 2 - 17 sind absteigende Konzentrationen
(1 uM bis 0,25 nM) von AcnR-C eingesetzt. In den Spuren 18 - 24 sind
Kontrollen ohne Protein (18), mit 1 uM C. glutamicum Lrp (Lange et al., 2003)
anstelle von AcnR-C (Spuren 19 -20) und mit der clgR-Promotorregion
(33,7 nM) (Engels et al., 2004) anstelle der acn-Promotorregion (Spuren 21 -
24) aufgetragen. Die Bindung an die clgR-Promotorregion wurde mit 1 uM
AcnR-C (Spur 21), 100 nM AcnR-C (Spur 22), 1 uM Lrp (Spur 23) und
100 nM Lrp (Spur 24) getestet.

Da der Einsatz von Poly-dldC-Kompetitor-DNA zur Férbung der gesamten Spur mit
Ethidiumbromid flhrte (Spur 1), wurden die Ubrigen Ansatze ohne Kompetitor-DNA
durchgefihrt. Um zu zeigen, dass die Bindung von AcnR-C an die acn-
Promotorregion spezifisch ist, wurde einerseits anstelle des acn-Promotors ein clgR-
Promotorfragment eingesetzt (Spuren 21 - 24). Dieses Fragment wurde durch AcnR
und Lrp nicht retardiert. Weiterhin wurde anstelle von AcnR-C die Bindung von einem
C-terminal strepgetaggten Lrp-Protein (1 uM) an den acn-Promotor getestet (Spuren
19 und 20). Dabei trat auch keine Retardation des acn-Fragments auf. Diese
Kontrollen bestatigen die Spezifitat der AcnR-P s-Interaktion.
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1 so Il 121 200 bp

1-for o 1-rev

1-for 9 2-rev | 2-for 9 1-rev

1dor O  3rev|3for (5] 1-rev | CCGCCAGAACGCTTGTACTGTTAG
4*for (6) 1-rey | CCGCCAGATGGCTTCAACTGTTAG
5*for (7] 1-rev | CCGCGTGAACGCTTGTACACTTAG
6*-for (8) 1-rey | EGCCAGAACGCTTGTACTGTTIC
7 for © {-rey | CCGCCAGAACCGAAGTACTGTTAG

—300
— 250
—200

—150
—100

=50

Abbildung 21: (A) Schematische Ubersicht zur genaueren Untersuchung der Binderegion
von AcnR an den acn-Promoter. Von 1 bis 9 sind unterschiedliche PCR-
Reaktionen aufgefuhrt, die mit den angegebenen Primern durchgefihrt
wurden. Der graue Bereich (81 -120 bp) ist der Bereich, der durch die
Reaktionen 2 - 5 eingegrenzt werden sollte. Der schwarze Bereich gibt die
Sequenzen wieder, die auf der rechten Seite der Abbildungen aufgefuhrt
worden sind. Dabei entspricht Reaktion 5 der Wildtyp-Situation. Bei den
Reaktionen 6-9 wurden durch die Primer gezielte Basenaustausche
vorgenommen. Die ausgetauschten Basen sind fett und doppelt unterstrichen
hervorgehoben. (B) Gelretardations-Experiment mit AcnR-C (500 nM) und
verschiedenen aus (A) konstruierten PCR-Fragmenten, die die acn-
Binderegion (1, 2 und 5), benachbarte Regionen (3 und 4) oder mittels PCR
eingeflgte fehlerhafte acn-Binderegionen (6 - 9) in einer Konzentration von
50 nM enthielten. ,-" und ,+“ geben jeweils an, ob AcnR-C in 10-fachem
Uberschuss dem Ansatz zugefligt wurde oder nicht.

Um die Position der AcnR-Bindestelle im acn-Promoterbereich zu verifizieren,
wurden Gelretardationsexperimente mit finf verschiedenen PCR-Fragmenten
durchgefihrt (Abbildung 21A, Fragmente 1-5). Diese enthielten entweder den
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mittels DNase |-Footprint-Analysen identifizierten Bereich (Fragmente 1, 2 und 5)
oder eine benachbarte Region (Fragmente 3 und 4), welche die postulierte
Bindestelle nicht mehr enthielt. Anhand von Abbildung 21B ist zu erkennen, dass nur
die Fragmente retardiert wurden, welche die postulierte Bindungsstelle enthielten.
Der Bereich der Bindestelle konnte somit eindeutig auf 40 Basenpaare
eingeschrankt werden. Um die Richtigkeit der postulierten Bindestelle noch weiter zu
bestatigen, wurden mutierte Derivate von Fragment 5 eingesetzt, i.e. die Fragmente
6 - 9. Die Mutationen wurden dabei mittels der Primer, die fir die Amplifikation der
Fragmente verwendet wurden, eingeflihrt. Der Austausch der beiden auBeren Basen
in beiden Halften des ,inverted repeat” oder der beiden inneren Basen flhrte dazu,
dass die entsprechenden Fragmente Nr. 6 und 7 nicht mehr retardiert wurden.
Ebenso flhrte der Austausch der vier Basen, welche die beiden ,inverted repeats”
trennen, dazu, dass das Fragment Nr. 9 nicht mehr retardiert wurde. DemgegenUber
wurde ein Fragment (Nr. 8), in dem je zwei Basen ausserhalb des ,inverted repeats*®
verandert worden waren, immer noch retardiert. Diese Ergebnisse unterstitzen

eindeutig die postulierte AcnR-Bindestelle.

2.7.2. Suche nach dem AcnR-Effektor

Nachdem die Bindung von AcnR an den acn-Promoter nachgewiesen und die
Bindungsstelle lokalisiert werden konnte, stellte sich die Frage, wodurch die Bindung
von AcnR an den acn-Promotor reguliert wird. Bei den bisher untersuchten TetR-
Typ-Regulatoren wurden in der Regel niedermolekulare Substanzen identifiziert,
welche durch Bindung an die C-terminale Doméne der Regulatoren deren Bindung
an die DNA aufheben kénnen z.B. Tetracyclin im Falle von TetR (Hinrichs et al.,
1994) oder verschiedenste Substanzen bei QacR (Grkovic ef al., 1998).

Tabelle 9: Ubersicht (iber die bei den Gelretardationsexperimenten eingesetzten

Substanzen.
Acetaldehyd AMP Glykolaldehyd | Oxalacetat
Acetat-K Citrat-Naj Glykolsaure Oxalsaure
Acetyl-CoA FeSOq4 Glyoxal Phosphoenolpyruvat
Acetyl-P Fructose-1,6-BP | Glyoxylat 2-Phosphoglycerat
cis-Aconitat Fructose-6-P Isocitrat 3-Phosphoglycerat
ADP Fumarat 2-Oxoglutarat | Propionat
Aminoséaure-Mix Glukose-6-P Malat Pyruvat-Na
aller 20 Glutamat NAD" Succinat
Aminosauren Glutamin NADP* Succinyl-CoA
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Da AcnR ein Enzym des Zentralstoffwechsels reguliert, lag die Vermutung nahe,
dass ein Metabolit des Zentralstoffwechsels die DNA-Bindung von AcnR steuert.
Daher wurde mit Hilfe des Gelretardations-Assays der Einfluss verschiedener
Metabolite, Coenzyme, Nukleotide und anorganischer Salze auf die AcnR-Bindung
an den acn-Promotor getestet. In Tabelle 9 sind alle Verbindungen aufgefihrt, mit
denen untersucht wurde, ob sie einen Shift und somit die Bindung von AcnR an den
acn-Promotor verhindern. Hierfir wurde AcnR-C (200 nM) zun&chst 20 min mit 10 -
50 mM einer Substanz in Bindepuffer inkubiert, danach das acn-Fragment (22,7 nM)
zugegeben und der Ansatz weitere 20 min inkubiert. Der gesamte Ansatz wurde
dann wieder mittels Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt. Zu einer kompletten
Aufhebung der Retardation des acn-Fragments fihrten sowohl Glyoxylat (50 mM bis
25 nM) und Glykolaldehyd (50 mM bis 25 nM) als auch Glyoxal (50 mM) und
Acetaldehyd (50 mM). Wahrend Glyoxylat ein Intermediat des Glyoxylat-Zyklus
darstellt, gibt es bisher keine Hinweise darauf, das Glyoxal, Glykolaldehyd und
Acetaldehyd physiologische Zwischenprodukte im Stoffwechsel von C. glutamicum
darstellen. Daher besteht die Vermutung, dass der inhibierende Effekt dieser
Substanz eher auf einer unspezifischen Inaktivierung des AcnR-Proteins beruht als
auf einer spezifischen Interaktion. Unter dieser Annahme konnte der Effektor von

AcnR bisher nicht identifiziert werden.

2.8. Suche nach weiteren Transkriptionsregulatoren des acn-Gens mittels
DNA-Affinitatschromatographie mit der acn-Promotorregion

Die bisher erzielten Ergebnisse deuten darauf hin, dass das acn-Gen nicht nur durch
AcnR reguliert wird. Einerseits zeigte auch die AacnR-Mutante bei Wachstum auf
Acetat, Citrat und Propionat héhere Aconitase-Aktivaten als auf Glukose (Tabelle 8),
andererseits gab es klare Hinweise auf eine Eisen-abhangige Regulation der acn-
Expression (Abbildung 13). AuBerdem wurde beschrieben, dass es 492 bp
stromaufwarts des acn-Startcodons putative Bindemotive flr den kirzlich
identifizierten Transkriptionsregulator RamB gibt (Gerstmeir et al., 2004). Daher
wurde mittels DNA-Affinitdtschromatographie versucht, weitere Transkriptions-
regulatoren des Aconitase-Gens zu identifizieren. Hierflr wurde ein 632 bp groBes
PCR-Fragment (Position -444 bis +188 beziiglich des ersten Transkritionsstarts) mit
einem Biotin-Tag am 5-Ende amplifiziert und an Streptavidin-beschichtete
paramagnetische Beads gekoppelt. Diese wurden dann mit Proteinrohextrakten aus
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C. glutamicum-Kulturen inkubiert und gewaschen. AnschlieBend wurden spezifisch
gebundene Proteine wieder mit 2 M NaCl eluiert und Uber SDS-Page aufgetrennt
(Abbildung 22).
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Abbildung 22: Silbergefarbtes SDS-Gel der Proteine, die durch DNA-
Affinitdtschromatographie mit dem acn-Promoterbereich aus einem Ganzzell-
Proteinextrakt von C. glutamicum angereichert wurden. Die Biotin-getaggte
acn-Promotorregion wurde an Streptavidin-beschichtete paramagnetische
Beads gebunden und dann mit dem Zellextrakt inkubiert. Spezifisch
bindende Proteine wurden mit einer hohen Salz-Konzentration eluiert und im
Verhéltnis 4:1 auf zwei SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Ein Gel wurde
mit Coomassie gefarbt, wahrend das andere mit Silber gefarbt wurde. Spur 1
enthielt die eluierten Proteine des Wildtyps, der auf CgXlI-Minimalmedium
mit 244 mM Acetat kultiviert wurde. Spur 2 zeigt die eluierten Proteine des
Wildtyps, der auf CgXII-Minimalmedium mit 222 mM Glukose kultiviert wurde.

Die Identifizierung der so erhaltenen Proteine erfolgte abschlieBend Uber MALDI-
TOF-Massenspektrometrie. Sowohl aus Glukose- als auch aus Acetat-gewachsenen
Zellen konnte das AcnR-Protein (21,2 kDa) angereichert werden, wodurch dessen
Bindung an die acn-Promotorregion nochmals mit einer unabhangigen Methode
gezeigt sowie die Spezifitat der eingesetzten Methode bestéatigt werden konnte. Die
Menge an AcnR-Protein, die aus Acetat-gewachsenen Zellen angereichert wurde,
war deutlich geringer als die aus Glukose-gewachsenen Zellen, was mit der erhdhten
Aconitase-Aktivitat auf Acetat korreliert. AuBer AcnR konnten noch drei weitere der
angereicherten Proteine identifiziert werden, namlich die DNA-bindende Untereinheit
einer Holliday-Junction-Resolvase (NCgl1597; 21,5 kDa), das Einzelstrang-bindende
Protein Ssb (NCgl2880, 23,3 kDa) sowie der Transkriptionsregulator RamA
(NCgl2472; 30,8 kDa). Die beiden erstgenannten Proteine konnten sowohl aus
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Glukose- als auch aus Acetat-gewachsenen Zellen angereichert werden, vermutlich
weil bei der Praparation der Biotin-markierten acn-Promotorfragmente z.T. auch
einzelstrangige DNA isoliert und dann an die Beads gebunden wurde. Im Gegensatz
zu Ssb und der Resolvase-Untereinheit wurde RamA praktisch nur aus Acetat-
gewachsenen Zellen angereichert. Das RamA-Protein wurde als Aktivator von
Genen des Acetat-Stoffwechsels isoliert. Eine ramA-Deletionsmutante hingegen
kann nicht mehr mit Acetat als einziger C- und Energiequelle wachsen (B. Eikmanns,
Universitat Ulm, persoénliche Mitteilung). Daraus kénnte man die Hypothese ableiten,
dass die erhdhte Aconitase-Aktivitdt der AacnR-Mutante bei Wachstum auf Acetat
auf eine RamA-abhangige Transkriptionsaktivierung von acn zurtckzufihren ist. Das

RamB-Protein konnte in den beschriebenen Experimenten nicht identifiziert werden.

2.9. Einfluss der Uberexpression von acnR und acnR-Derivaten auf die
Aconitase-Aktivitat des Wildtyps und der AacnR-Mutante

Da die Deletion von acnR zu einer verstarkten acn-Expression flhrte, sollte
untersucht werden, ob die Uberexpression von acnR auch zu einer verstarkten

Repression fuhrt.

Tabelle 10: Aconitase-Aktivitdten verschiedener C. glutamicum-Stamme. Alle Stdmme
wurden in CgXll-Minimalmedium mit 222 mM Glukose kultiviert und in der
exponentiellen Wachstumsphase geerntet. Bei Plasmid-tragenden Stadmmen
wurden dem Medium 50 pg/ml Kanamycin und 1 mM IPTG zugesetzt. Die Werte
stellen Mittelwerte aus zwei bis sieben unabhangigen Kultivierungen dar.

Aconitase-Aktivitat

C. glutamicum-Stamm (U/MQprotein)

13032 Wildtyp 0,20 + 0,05
13032/pEKEXx2 0,24 + 0,01
13032/pEKEX2-acnR 0,09 = 0,01
13032/pEKEx2-acnR C-Strep 0,08 + 0,02
13032/pEKEx2-acnR 60 0,24 + 0,02
13032/pEKEx2-acnR 89 0,25 + 0,01
AacnR 1,04 + 0,06
AacnR/pEKEx2 1,17 + 0,21
AacnR/pEKEx2-acnR 0,16 + 0,13




78 ERGEBNISSE

Aus Tabelle 10 geht hervor, dass die Uberexpression des unmodifizierten acnR-
Gens durch das Plasmid pEKEx2-acnR zu einer 2-fachen Abnahme der Aconitase-
Aktivitat fihrt. Eine vergleichbare Abnahme wurde auch bei Uberexpression eines
modifizierten acnR-Gens beobachtet, das fir ein AcnR-Protein mit einem
C-terminalem StrepTag kodierte. Dieses Ergebnis zeigte, dass der StrepTag sich
nicht negativ auf die AcnR-vermittelte Repression auswirkte. Die Uberexpression von
zwei acnR-Derivaten, die fur verkirzte AcnR-Derivate bestehend aus den 60 bzw. 89
N-terminalen AS-Resten kodierten, hatte keinen Einfluss auf die Aconitase-Aktivitat.
Daraus lies sich folgern, dass die N-terminale DNA-Binderegion von AcnR alleine
nicht ausreicht, um eine Repression der acn-Expression zu bewirken, sondern dass
dazu auch die C-terminale Effektor-Binderegion notwendig ist. Hochstwahrscheinlich
ist die C-terminale Doméane flr die Dimerisierung von AcnR wichtig, wie dies schon
fir TetR (Hinrichs et al., 1994) und QacR (Schumacher et al., 2002) gezeigt wurde.
Die Uberexpression des unmodifizierten acnR-Gens in einer AacnR-Mutante fiihrte
dazu, dass die Aconitase-Aktivitat wieder auf das Niveau des Wildtyps gesenkt

wurde.

3. Untersuchungen zur Funktion des Transkriptionsregulators
NCgl0943

Bei der vergleichenden Transkriptomanalyse (Abbildung 13) fiel ein Gen
(NCgl0943) fur einen Transkriptionsregulator aus der AraC/XylS-Familie auf, dessen
mRNA-Konzentration bei Eisenmangel erhéht und bei Eisenlberschuss erniedrigt
war. Sein Expressionsmuster verhielt sich also wie das der Eisenmangel-Gene. Um
Hinweise darauf zu erhalten, welche Rolle das NCgl0943-Protein bei der Regulation
des Eisenstoffwechsels spielt, wurde das entsprechende Gen deletiert und die
Mutante charakterisiert.

3.1. Konstruktion und Charakterisierung einer ANCgl0943-Mutante

Die Konstruktion einer ,in-frame“-NCgl0943-Deletionsmutante wurde nach dem
bereits fir NCgl0137 und acnR beschriebenen Verfahren durchgefihrt. Die Deletion
wurde durch PCR-Analyse von mehreren Kan®SacP-Klonen analysiert
(Abbildung 23). Dabei wurden sowohl Klone identifiziert, die dem Wildtyp



ERGEBNISSE 79

entsprachen (1987 bp-Fragment) als auch Klone mit der gewiinschten Deletion
(1069 bp-Fragment). Mit einem dieser Klone wurden die weiteren Untersuchungen

durchgefihrt.

2 M 3 4 bp

-2500
-2250
~2000
-1750

-1500
-1250

-1000

Abbildung 23: Agarosegel mit den Produkten der Kolonie-PCR von vier Kan®Sac"-Klonen,
die bei der Konstruktion einer ANCgl0943-Deletionsmutante erhalten wurden.
Die in den Spuren 1 und 2 analysierten Klone zeigen die gewlnschte
Deletion (1069 bp-Fragment), wahrend die in den Spuren 3 und 4
analysierten Klone das Wildtyp-Fragment zeigen (1987 bp).

Ein Wachstumsvergleich von Wildtyp und ANCgl0943-Mutante in CgXII-
Minimalmedium mit Glukose und 36 uM Eisen (die Spurensalze wurden nach dem
Autoklavieren zugegeben) ergab keine Unterschiede. Daher wurden beide Stamme
in  CgXll-Glukose-Minimalmedium unter Eisenlimitation (1 uM) und unter
Eisenlberschuss (100 pM) kultiviert und der Wachstumsverlauf aufgezeichnet
(Abbildung 24).

Anhand des Wachstumsverlaufs ist zu erkennen, dass beide Stdamme mit 100 uM
FeSO4 keine Unterschiede im Wachstum zeigten und zu einer End-ODggp von etwa
60 wuchsen. Bei einer Konzentration von 1 uM FeSO,4 dagegen zeigte die Mutante
ab einer ODggo von etwa 7 ein langsameres Wachstum als der Wildtyp und erreichte
nur eine End-OD von 20, der Wildtyp dagegen von 40. Nach sechs Stunden wurde
die Halfte der in Abbildung 24 gezeigten Kulturen geerntet, die Gesamt-RNA
prapariert und zur vergleichenden Transkriptomanalyse eingesetzt (vgl. 3.2), um
nahere Hinweise zu bekommen, welchen Einfluss der Transkriptionsregulator
NCgl0943 in C. glutamicum hat.
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Abbildung 24: Wachstumsvergleich von Wildtyp (A,®) und ANCgl0943-Mutante (A,O) auf
CgXllI-Minimalmedium mit 222 mM Glukose und 1 uM FeSO, (®,0) oder
100 UM FeSO, (A, AD).

3.2. Vergleichende Transkriptomanalyse von Wildtyp und ANCgl/0943-Mutante

bei verschiedenen Eisenkonzentrationen

Beim Transkriptom-Vergleich von Wildtyp und ANCgl0943-Mutante nach Wachstum
in Anwesenheit von 100 yM FeSO4 zeigten nur wenige Gene unterschiedliche
mRNA-Level. Am Auffalligsten traten die Schliissel-Gene des Glyoxylat-Zyklus aceA
(kodiert die Isocitrat-Lyse) und aceB (kodiert die Malat-Synthase) mit einem in der
Mutante 3-fach hdéheren Level in Erscheinung. Keines der beim Vergleich von
Wildtyp und AacnR-Mutante (vgl. 2.4.2; Experimentenreihe: A, C und D) auffélligen
Gene fur Eisen-enthaltende Proteine oder Eisenmangel-Proteine trat in Erscheinung.
Dies war auch beim Vergleich von Wildtyp und AacnR nach Wachstum in
Anwesenheit von 100 bzw. 500 uM FeSO4 der Fall (vgl. 2.4.2; Experimentenreihe:
B). Der Transkriptom-Vergleich von ANCgl0943-Mutante und Wildtyp nach
Wachstum unter Eisenlimitierung (1 uM FeSQ,) zeigte hingegen ein véllig anderes
Expressionsmuster. Nahezu alle Gene, die in der Mutante einen mehr als zweifach
erhdhten mRNA-Level zeigten, kodieren flir Eisen-enthaltende Proteine wie
Aconitase, Succinat-Dehydrogenase, Nitrat-Reduktase, Katalase, lIsopropylmalat-
Dehydratase und Catechol-1,2-dioxygenase (vgl. 2.4.2). Die Eisenmangel-Gene
zeigten dagegen gleiche mRNA-Level. Da beide Stamme unter Eisenmangel
kultiviert wurden, macht eine erhéhte Expression von Genen flir Eisen-enthaltende
Proteine in der Mutante physiologisch wenig Sinn. Daher liegt die Vermutung nahe,
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dass es sich bei NCgl0943 um einen Repressor handelt, der bei Eisen-Mangel die
Expression dieser Gene unterdrickt. Neben den Genen fur Eisen-haltige Proteine
waren auch die Gene aceA und aceB in der ANCgl0943-Mutante wieder etwa 3-fach
erhoht. Neben den Genen mit erhohtem mRNA-Level in der Mutante gab es auch
viele mit im Vergleich zum Wildtyp erniedrigtem mRNA-Level. Allerdings handelte es
sich dabei meist um unbekannte bzw. nicht mit Eisen im Zusammenhang stehende

Proteine.

4. Einfluss von acn-Deletion und acn-Uberexpression in C. glutamicum

In den vorangegangenen Kapiteln wurde gezeigt, dass die Aconitase-Aktivitat in
C. glutamicum durch Deletion oder Uberexpression von acnR gesteigert bzw.
verringert werden kann. Im Weiteren sollte untersucht werden, ob es auch mdglich
ist, die Aktivitat der Aconitase und damit den Fluss durch den TCA-Zyklus ganz

auszuschalten.

4.1. Konstruktion und Charakterisierung einer Aacn-Mutante

Da C. glutamicum nur ein einziges Aconitase-Gen enthalt, wurde erwartet, dass
seine Deletion zu einer Glutamat-Auxotrophie fihrt. Daher wurde bei der
Konstruktion der acn-Deletionsmutante das Medium mit Glutamat supplementiert

(Craig et al., 1997).
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Abbildung 25: Agarosegel mit den Produkten der Kolonie-PCR von vier Kan®SacR-Klonen,
die bei der Konstruktion einer Aacn-Deletionsmutante erhalten wurden. Der
in Spur 1 analysierte Klon zeigt das Wildtyp-Fragment (4831 bp) Die in den
Spuren 2 - 4 analysierten Klone zeigen die gewtlinschte Deletion (2074 bp-
Fragment).
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Die erfolgreiche Konstruktion der Deletion zeigt sich anhand der Kolonie-PCR von
Kan¥Sac"-Klonen, bei der neben Wildtyp-Fragmenten (4831 bp) auch solche mit
einer GrdoBe von 2074 bp auftraten, die bei Deletion des acn-Gens erwartet wurden
(Abbildung 25).

4.2. Einfluss auf Wachstum und Aconitase-Aktivitat

Um die erwartete Glutamat-Auxotrophie und das Wachstumverhalten der Aacn-
Mutante zu testen, wurde der Stamm mehrfach mit verschiedenen Glutamat-
Konzentrationen in CGXIlI-Medium mit 222 mM Glukose kultiviert. Reprasentative
Wachstumskurven sind in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Wachstum von C. glutamicum 13032Aacn in CgXll-Minimalmedium mit
222 mM Glukose und verschiedenen Glutamat-Konzentrationen: 0 mM (m);
5mM (A); 20 mM (A); 40 mM (O); 100 mM (@).

Anhand der Wachstumsverlaufe ist deutlich zu erkennen, dass ohne Glutamat kein
Wachstum mdglich ist und die Kultur abstirbt. Mit steigenden Glutamat-
Konzentrationen steigt auch die erreichte maximale optische Dichte bis zu einer
ODeoo von 21 bei 100 mM Glutamat an. Die maximale Wachstumsrate, die ab 20 mM
Glutamat erreicht wird, ist gegeniiber dem Wildtyp etwa 4-fach auf p = 0,1 h™
reduziert. Fir weitere Experimente wurde die Deletionsmutante mit einer
Konzentration von 30 mM Glutamat supplementiert. Die Aconitase-Aktivitaten
wurden auBer in der Deletionsmutante auch in anderen Stdmmen bestimmt. Zum

einen wurde das acn-Gen mit dem Vektor pEKEx2 unter Kontrolle des tac-Promotors
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und unter Verwendung der Ribosomenbindungsstelle (RBS) des T7710-Gens im
Wildtyp Gberexprimiert und zum anderen wurde mit diesem Plasmid (pEKEx2-acn)
die acn-Deletionsmutante komplementiert.

Die Ergebnisse der Aktivitatsmessungen sind in Tabelle 11 aufgeflhrt. Es ist
erkennbar, dass die Aacn-Mutante noch eine Restaktivitat von ca. 5 % der Wildtyp-
Aktivitat besitzt. Da diese Restaktivitat jedoch unabhangig von der eingesetzten
Menge an Rohextrakt war, handelt es sich dabei vermutlich nicht um eine Enzym-

katalysierte Aktivitat.

Tabelle 11: Aconitase-Aktivitdten verschiedener C. glutamicum-Stamme. Alle Stdmme
wurden in CgXlIl-Minimalmedium mit 222 mM Glukose kultiviert und in der
exponentiellen Phase geerntet. Bei Plasmid-tragenden Stdmmen wurde dem
Medium 50 pg/ml Kanamycin und bei der acn-Deletionsmutante 30 mM
L-Glutamat zugesetzt. Die Induktion des acn-Gens im Plasmid pEKEx2-acn
erfolgte mit 1 mM IPTG.

Aconitase-Aktivitat

C. glutamicum-Stamm (U/MQerotein)
13032Aacn 0,014 + 0,002
13032/pEKEX2 +IPTG 0,23 + 0,01
13032/pEKEx2-acn -IPTG 0,44
13032/pEKEx2-acn +IPTG 433 = 0,23
13032Aacn/pEKEx2-acn -IPTG 0,19
13032Aacn/pEKEx2-acn +IPTG 2,44 + 0,37

Das Ergebnis bestatigt somit die Genom-basierte Annahme, dass C. glutamicum
nur ein einziges Aconitase-Gen besitzt. Die Uberexpression des acn-Gens fiihrte zu
einer fast 20-fachen Steigerung der Aktivitat, wenn die Expression mit 1 mM IPTG
induziert wurde. Ohne Induktion war die Aktivitdt gegentiber dem Wildtyp 2-fach
erhéht. Die Komplementation der acn-Deletionsmutante mit dem Plasmid pEKEx2-
acn war erfolgreich, da der resultierende Stamm nicht mehr Glutamat-auxotroph war.
Bei Kultivierung mit 1 mM IPTG erreichte der komplementierte Stamm die 10-fache
Aconitase-Aktivitat des Wildtyps. Das deutlich schlechtere Wachstum konnte durch

die Komplementation jedoch Uberraschenderweise nicht aufgehoben werden.

4.3. Vergleichende Transkriptomanalyse

Um den Einfluss der Aconitase auf Transkriptomebene zu untersuchen, wurden
zwei Serien von DNA-Chip-Experimenten durchgefiihrt. Zum einen wurde die acn-
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Deletionsmutante mit dem Wildtyp verglichen und zum anderen der acn-
Uberexprimierende Stamm (13032/pEKEx2-acn) mit dem entsprechenden Wildtyp
(13032/pEKEX2).

4.3.1. Transkriptomvergleich von Aacn-Mutante und Wildtyp

Beim Vergleich der mRNA-Level von acn-Deletionsmutante und Wildtyp
(Tabelle 12) fiel auf, dass sich die sechs Experimente zum Teil sehr stark
voneinander unterscheiden. In zwei Experimenten gab es eine Vielzahl (75 % aller
auswertbaren) von Genen mit erhéhtem RNA-Level in der Mutante vermutlich
aufgrund der schlechten Markierung der Wildtyp-cDNA mit Cy3. In zwei anderen
Experimenten zeigten die Plasmide pEKEx2 und pXMJ19, die ebenfalls auf dem
DNA-Chip vorhanden waren, erhéhte Level in der Mutante. Da keiner der beiden
verglichenen Stdmme ein Plasmid enthalten sollte, ist es wahrscheinlich, dass die
Stdmme oder die entsprechenden RNA-Praparationen mit plasmidtragenden
Stdmmen vertauscht wurden. Aus diesem Grund wurden die beiden Experimente
nicht in die Zusammenfassung mit einbezogen und die Auswahlkriterien aufgrund der
schwachen Markierung der Wildtyp-cDNA mit Cy3 in zwei Experimenten auf
dreifache Verédnderung des mRNA-Spiegels erhdht.

Anhand der Zusammenstellung von Tabelle 12 wird deutlich, dass lediglich drei
Gene in der Aacn-Mutante einen deutlich verringerten mRNA-Level zeigen, namlich
das acn-Gen, das Gen fir eine Fettsdure-Synthetase und das Gen einer
Zuckerphosphat-Transferase. Im Gegensatz dazu zeigten viele Gene einen erhdhten
mRNA-Level in der Mutante, was zum Teil auf zwei der vier Experimente
zurtckzufihren ist (s.0.). In der Mutante zeigten sowohl das Phosphotransacetylase-
Gen pta (NCgl2657) als auch das Isocitrat-Lyase-Gen aceA (NCgl2248) deutlich
erhdhte mRNA-Level von 11 bzw. 12 (Aacn/WT). Sowohl aceA als auch das zweite
spezifische Gen des Glyoxylat-Zyklus, das Malat-Synthase-Gen aceB (NCgl2247),
waren in nur einem bzw. keinem der Experimente auswertbar. Ursache dafir ist das
PCR-Produkt auf den DNA-Chips, welches in diesen und auch vielen anderen
Experimenten zu schwachen Hybridisierungssignalen fihrt.

Eigentlich entsprach das aceA-Gen nicht den Auswahlkriterien. Jedoch zeigte auch
der mRNA-Level von ORF3093 (liegt zwischen NCgl2248 und NCgl2247) ein
erhdhtes mRNA-Verhaltnis. ORF3093 ist in gleicher Richtung wie das aceA-Gen
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orientiert. Das PCR-Produkt zu ORF3093 auf dem DNA-Chip ist nur 24 bp vom
Translationsstart der aceA-Gens entfernt. Zudem liegen die Transkriptionsstarts von
aceA und aceB in der kodierenden Sequenz von ORF3093. Der Transkriptionsstart
von aceA liegt 112 bp stromaufwarts vom Translationsstart. Der Transkriptionsstart
von aceB hingegen liegt 466 bp stromaufwarts vom Translationsstart entfernt
(Gerstmeir et al., 2004). Es ist also eindeutig, dass sowohl das Transkript zu aceA
als auch zu aceB sich mit der Sequenz von ORF3093 Uberlappen und es so zu einer
Hybridisierung der cDNA's von aceA und aceB mit dem PCR-Produkt von ORF3093
kommt. Daher entspricht das mRNA-Verhaltnis von ORF3093 in etwa dem mRNA-
Verhéltnis der beiden Gene aceA und aceB.

Tabelle 12: Gene mit signifikant erhdhten (>3) oder erniedrigten (<0,33) RNA-Verhaltnissen'
beim Transkriptomvergleich von Aacn-Mutante und Wildtyp in der exponentiellen
Wachstumsphase (OD600 = 4 - 6). Es wurden nur solche Gene beriicksichtigt,
fir die sicher messbare (Signal / Rausch-Verhaltnis >=3) und signifikante

0,05 =* and 0,005 = **) Werte bestimmt wurden.
(p< p= ) C. g. 13032 Aacn

C. g. 13032 Wildtyp

NCgl* [ORF? Gene - annotierte Funktionen Mittel |n|p
1482 5003 | acn - Aconitase 0,03 |4 |*
0802 1388 | Fettsdure-Synthase 0,30 |2|*
2553 3735 | put. Zuckerphosphat-Transferase-Untereinheit 0,31 |2|*
1142 1786 | narG - Nitratreduktase, a-Untereinheit 3,02 [2]*
1921 2100 | chiID - put. Magnesium-Chelatase-Untereinheit 3,08 |2|*
0800 1384 | hypothetisches Protein 3,15 |3|*
0454 956 |put. 3-Demethyl-Ubichinon 3-Methyltransferase 3,18 |2|*
1756 3673 | hypothetisches Protein 3,35 |2|*
1021 1644 | Transposase 3,37 |4 |*
122(1) 2754 | hypothetisches Protein 3,42 [3|*
2249 3091 | put. Thiamin-Biosynthese Protein 3,78 |4 |*
1064 1690 | put. Succinyl-Diaminopimelat-Desuccinylase 3,81 |2|*
gggg 3085 | hypothetisches Protein 3,87 [3|*
1923 2102 | put. Uroporphyrin-1lIC-Methyltransferase 3,89 |2|*
2656 121 | ack - Acetat-Kinase 435 |1

2709 189 |put. Alkohol-Dehydrogenase 453 |2|*
2246 3095 | hypothetisches Protein 506 |3|*
gg:g 3093 | (Malat-Synthase / Isocitrat-Lyase) 507 |4|*
2657 122 | pta - Phosphotransacetylase 11,02 (4 |*
2248 3092 | aceA - Isocitrat-Lyase (11,94) | 1

' hierbei handelt es sich um die Mittelwerte des Quotienten der Mediane
2 NCBI-Annotation (http:/www.ncbi.nim.nih.gov/genomes/framik.cgi?db=genome&gi=232)
% Biomax-Annotation (nicht 6ffentlich zuganglich)
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Der mRNA-Level des Acetat-Kinase-Gens ack war ebenfalls nur in einem der vier
Experimente auswertbar In diesem war der mRNA-Level aber deutlich erhéht (4,4).
Die von Phosphotransacetylase, Acetat-Kinase, Isocitrat-Lyase und Malat-Synthase
katalysierten Reaktionen stehen im Zusammenhang mit Acetyl-CoA. Aufgrund der
Deletion des acn-Gens ist es wahrscheinlich, dass es zu einem Anstau an Acetyl-
CoA in der Zelle kommt, der mdglicherweise die verstarkte Expression von pta, ackA,
aceA und aceB auslist.

4.3.2. Transkriptom-Vergleich von acn-Uberexprimierer und Wildtyp

In Tabelle 13 (Gesamtliste im Anhang Tabelle 15) sind die Gene des Vergleichs
von 13032/pEKEx2-acn und 13032/pEKEx2 zusammengefasst, welche signifikant
veranderte mRNA-Verhaltnisse zeigten. Die Daten stammen aus sechs DNA-Chip-
Experimenten mit der RNA aus drei unabhangigen Kultivierungen in CGXII-
Minimalmedium mit 222 mM Glukose, 50 pg/ml Kanamycin und 1 mM IPTG.

Tabelle 13: Gene mit signifikant erhdhten (>3) oder erniedrigten (<0,33) RNA-Verhéltnissen’
beim Transkriptomvergleich von 13032/pEKEx2acn und 13032/pEKEx2 in der
exponentiellen Wachstumsphase (OD600 = 4 - 6). Es wurden nur solche Gene
berlicksichtigt, flr die sicher messbare (Signal / Rausch-Verhéltnis >=3) und
signifikante (p <0,05 = * and p <0,005 = **) Werte bestimmt wurden.

C. g. 13032/pEKEx2acn
C. g. 13032/pEKEx2

NCgl’ ORF® Gene - annotierte Funktionen Mittel |[n| p
0752 1313  Membranprotein 0,11 [3|*™
2657 122 pta - Phosphotransacetylase 0,34 |6|**
0774 1347  put. Siderophor-ABC-Aufnahmesystem, Bindeprotein 3,00 |5|*
0381 3543  put. Him-Transport-assoziertes Membranprotein 3,45 |3 |*
0639 1173  put. Eisen-reguliertes Lipoprotein 3,66 |5|**
1646 3347  put. sekretierte Hydrolase 3,83 [6]*
0482 3549  put. Siderophor-ABC-Aufnahmesystem, ATPase 3,90 |6
2970 3458  put. Siderophor-ABC-Aufnahmesystem, Bindeprotein 435 [6]*
0773 1346  put. Siderophor-interagierendes Protein 4,60 (6|
1482 2425  acn - Aconitase 570 |6 ™
1482 5003 acn - Aconitase, zweites acn-PCR-Produkt auf Chip 28,416 |*

' hierbei handelt es sich um die Mittelwerte des Quotienten der Mediane
2 NCBI-Annotation (http:/www.ncbi.nim.nih.gov/genomes/framik.cgi?db=genome&gi=232)
% Biomax-Annotation (nicht ffentlich zuganglich)

Im Gegensatz zum Vergleich von Aacn-Mutante und Wildtyp zeigten dabei alle

sechs Experimente vergleichbare Ergebnisse. Wie erwartet war der acn-mRNA-Level
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in dem Stamm mit dem acn-Expressionsplasmid deutlich erhdht. Auffallig ist
allerdings, dass die beiden acn-Sonden auf dem verwendeten DNA-Chip zu stark
unterschiedlichen Werten flhrten (5,7 vs. 28,4). Zwei mogliche Erklarungen hierfir
sind eine erhdhte Konzentration des zweiten acn-Genproduktes auf dem Chip und
die Tatsache, dass das zweite acn-Genprodukt das komplette acn-Gen von 2,83 kb
umfasst und das erste dagegen nur 0,47 kb. Bei den meisten Genen, die einen
erhdhten mRNA-Level im Uberexprimierer zeigten, handelt es sich um Eisenmangel-
Gene, die schon aus dem Transkriptomvergleich von AacnR-Mutante und Wildtyp
(vgl. 2.4.2) bekannt waren. Da die Aconitase-Aktivitat im acn-Uberexprimierer
13032/pEKEx2-acn 19-fach héher war (4,33 U/mgprotein) als im Vergleichsstamm
13032/pEKEx2 (0,23 U/MmQprotein), liegt die Vermutung nahe, dass die erhdhte
Aconitase-Synthese zu Eisenmangel und zur Induktion der Eisenmangel-Antwort
fihrte. Daflr spricht auch die Tatsache, dass viele Gene fiir Eisen-haltige Proteine
einen etwa 2-fach verringerten mRNA-Level zeigten (siehe Tabelle 15 im Anhang).
Einen deutlich verringerten mRNA-Level im acn-Uberexprimierer zeigten das
Phosphotransacetylase-Gen pta sowie das NCgl0752-Gen flir ein Membranprotein
mit unbekannter Funktion. Der verdnderte pta-mRNA-Level deckt sich mit den
Ergebnissen des Vergleichs von Aacn-Mutante und Wildtyp. Beim Stamm mit
erhdhter acn-Expression (dort Wildtyp, hier Uberexprimierer) ist die Expression des
pta-Gens reduziert. Die Glyoxylat-Zyklus-Gene aceA und aceB zeigten hingegen

keine Veranderung in ihrer Expression.
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V. DISKUSSION

1. Einfluss der Valin-Bildung auf die globale Genexpression

Durch genomumfassende Expressionsanalysen von verschiedenen Valin-
produzierenden C. glutamicum-Stammen sollten Gene identifiziert werden, die
aufgrund der Valin-Bildung signifikant veréndert sind. Der Vergleich der Stamme
13032/pJC1ilvBNCD mit 13032/pJC1 und VAL1 mit 13032ApanBCAilvA/pJC1 in der
frihen exponentiellen Phase zeigte, dass neben den Valin-Biosynthese-Genen,
welche plasmidkodiert Uberexprimiert wurden, nur finf weitere Gene einen
veranderten mRNA-Level aufwiesen. Einen reduzierten mRNA-Level in dem Valin-
Produzenten 13032/pJC1ilvBNCD zeigten die Gene fir ein putatives Ribose-
Transport-Protein (rbsC), eine ATP-abhangige DNA-Helikase (recG) sowie das
Eisenspeicher-Protein Ferritin (ftn). In selbigem Stamm wies eine putative Integrase
(NCgl1816) einen erhéhten mRNA-Level auf. Das Gen NCgl0137, das fiir einen
putativen Transporter kodiert, zeigte nur beim Vergleich des Stammpaares mit den
Deletionen von ilvA und panBC ein erhéhtes mRNA-Verhaltnis im Stamm VAL1. Der
Einfluss dieses putativen Transporters auf die Valin-Bildung wurde durch Deletion
und Uberexpression von NCgl0137 in verschiedenen Stamm-Hintergriinden
untersucht. Dabei zeigten sich jedoch keine signifikanten Veranderungen, so dass
das NCgl0137-Protein fir die Valin-Bildung keine Bedeutung besitzt. Ob das Protein
eine Funktion beim Transport von Isoleucin und Pantothenat spielt, wurde nicht
getestet.

Da die externe L-Valin-Konzentration zum Zeitpunkt der RNA-Isolierung fir die
oben diskutierten Transkriptom-Vergleiche maximal 2 mM betrug, wurde eine zweite
Serie von genomumfassenden Expressionsanalysen durchgeflihrt. Dabei erfolgte die
Isolierung der RNA beim Ubergang von der exponentiellen in die stationdre Phase.
Zu diesem Zeitpunkt zeigten die beiden Stdmme 13032ApanBCAilvA/pJC1ilvBNCD
und 13032ApanBCAilvA/pdC1 jedoch eine sehr unterschiedliche Wachstumsrate
(Apu=0,1 h™"). Aufgrund von frilheren Expressionsanalysen ist bekannt, dass groBere
Wachstumsdifferenzen (Unterschiede in der Wachstumsrate von mehr als 0,1 h™
oder Unterschiede in der optischen Dichte von mehr als OD 5) eine Bestimmung von
spezifischen Expressionsveranderungen die nicht auf Wachstumseffekten beruhen,
nahezu ausgeschlossen sind. Daher wurden nur die beiden Stamme
13032/pJC1ilvBNCD und 13032/pJC1 miteinander verglichen. Zum Zeitpunkt der
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RNA-Isolierung lag die gebildete Menge an Valin im Stamm 13032/pJC1ilvBNCD bei
ca. 20 mM, wahrend sie im Stamm 13032/pJC1 <1 mM betrug. Auch hier zeigten die
plasmidkodiert Uberexprimierten Gene der Valin-Biosynthese die erwarteten
erhéhten mRNA-Level im Stamm 13032/pJC1ilvBNCD. Im Gegensatz zum ersten
Vergleich (zu Beginn der exponentiellen Phase) zeigte jedoch eine Vielzahl an
Genen einen verdnderten mRNA-Level. Unter diesen waren auch die Gene des
TCA-Zyklus und der ATP-Synthase, die im Nicht-Produzenten 13032/pJC1 eine
2- bis 3-fach héhere mRNA-Konzentration zeigten. Da die Synthese von L-Valin von
zwei Molekilen Pyruvat ausgeht, kénnte es aufgrund der héheren Valin-Bildung im
Stamm 13032/pJC1ilvBNCD zu einem verringerten Fluss durch den TCA-Zyklus
kommen, da nicht mehr so viel Pyruvat fir die oxidative Decarboxylierung zur
Verfugung steht. Da jedoch auch einige Gene der Glykolyse und des Pentose-
Phosphat-Weges eine 2- bis 3-fach erhéhte mRNA-Konzentration im Stamm
13032/pJC1  aufwiesen, scheint der gesamte  Stofffluss im  Stamm
13032/pJC1ilvBNCD gegentiber 13032/pJC1 reduziert zu sein. Eine mdgliche
Begrindung hierfir ist, dass zum Zeitpunkt der RNA-Isolierung der Stamm
13032/pJC1ilvBNCD schon die Umstellung des Stoffwechsels auf die stationare
Phase vollzogen hat, wahrend der Stamm 13032/pJC1 noch exponentiell wachst.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass unter den in dieser Arbeit gewahlten
Bedingungen fir die Transkriptom-Vergleiche von Valin-Produzenten und Nicht-
Valin-Produzenten keine potentiellen Zielgene zur Verbesserung der L-Valin-Bildung
identifiziert wurden. Aufgrund des erhdhten Flusses von Pyruvat in Richtung Valin-
Biosynthese héatte man eventuell Anderungen der Expression der Gene fiir den
Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex und/oder der Gene brnFE fiir den Valin-Export
erwartet, die jedoch nicht auftraten. Mdglicherweise waren die externen Valin-
Konzentrationen in den Kulturiberstdnden zum Zeitpunkt der RNA-Isolierung zu
gering (maximal 20 mM im Stamm 13032/pJC1ilvBNCD), um bereits signifikante
Genexpressionsanderungen auszulésen. Alternativ kénnte es aber auch in den
verglichenen Stammen keine signifikanten Unterschiede in der Genexpression
unabhangig von der externen Valin-Konzentration geben. Vielleicht ware es bei
zukinftigen Vergleichen dieser Art sinnvoll, die Kultivierungen nicht im
Schuttelkolben sondern im  Fermenter unter kontrollierten  Bedingungen
durchzuflhren, um besser definierte Wachstumsbedingungen, héhere Valin-Titer und
eventuell héhere spezifische Valin-Produktionsraten zu erreichen. Die RNA sollte
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dann auch zu einem spéateren Zeitpunkt der Fermentation analysiert werden.
AuBerdem sollten Proteom-, Stofffluss- und Metabolom-Analysen ergénzt werden,
um ein umfassenderes Bild zu erhalten, das sich nicht nur auf die mRNA-Spiegel
beschrankt.

2. Charakterisierung von AcnR und Einfluss auf die acn-Expression

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen zur Regulation der Aconitase
fihrten zur ldentifizierung des ersten Regulators eines Gens des TCA-Zyklus in
C. glutamicum. Das AcnR-Protein, dessen Gen direkt stromabwérts des Aconitase-
Gens (acn) liegt, wurde als Repressor der acn-Expression charakterisiert, da die
Deletion von acnR zu einem flnffachen Anstieg des acn-mRNA-Levels und der
Aconitase-Aktivitat fihrte. Die Interaktion zwischen AcnR und dem acn-Promotor
konnte dabei sowohl durch Gelretardations-Experimente als auch durch DNase I-
Footprints mit dem gereinigten AcnR-Protein nachgewiesen werden. Hierbei wurde
auf dem kodierenden Strang die Region von -11- bis -28 relativ zum ersten
Transkriptionsstartpunkt als AcnR-Bindestelle identifiziert. AcnR blockiert somit
vermutlich die Bindungsstelle der RNA-Polymerase. Die durch AcnR vor DNase I-
Verdau geschitzen Bereiche auf dem nicht-kodierenden Strang umfassten nur drei
Basen (Position -18 bis -20). Da dies sowohl fir AcnR mit einem N-terminalen
StrepTag als auch fir AcnR mit einem C-terminalen StrepTag der Fall war, sind
sterische Behinderungen der AcnR-DNA-Interaktion durch den Strep-Tag
unwahrscheinlich. Die fast nur einseitige Bindung von AcnR an die DNA kdénnte
daher spezifisch sein und kdnnte durch Kristallisationsversuche von AcnR untersucht
werden. Bei TetR (Hillen et al.,, 1984), EthR (Engohang-Ndong et al., 2004) und
QacR (Grkovic et al., 1998) hingegen wurden jeweils beide DNA-Strange
gleichermaBen vor DNase |-Abbau geschutzt.

Beim Vergleich der experimentell bestimmten Sequenz der AcnR-Bindestelle im
acn-Promotorbereich (CAGAACGCTTGTACTG) mit den Promotor-Regionen der
acn-Gene weiterer Spezies der Gattungen Corynebacterium und Mycobacterium
wurde eine putative 16 bp-lange Konsensus-Sequenz (CAGNACNnNnnGTACTG) mit
einer unvollstdndigen invertierten Wiederholung identifiziert, die in allen Spezies
vorkommt, wobei die Abstdnde zum Startcodon variieren. Da auch alle Spezies mit
Ausnahme von M. leprae ein intaktes acnR-Ortholog besitzen, liegt die Vermutung
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nahe, dass der fir C. glutamicum etablierte AcnR-Regulationsmechanismus auch fir
andere Corynebakterien und Mycobakterien gilt.

Die Untersuchung des C. glutamicum-Genoms offenbarte, dass das o.g.
Sequenzmotiv nur dreimal im gesamten Genom vorhanden ist. Zum einen befindet
es sich innerhalb des acn-Promotors und zum anderen innerhalb der kodierenden
Bereiche der Gene firr das ribosomale Protein L31 (NCgl0837) und eines Proteins
mit unbekannter Funktion (NCgl2128). Dies unterstitzt das durch vergleichende
Transkriptomanalyse von AacnR-Mutante und Wildtyp gewonnenen Resultat, dass
acn das einzige Ziel-Gen von AcnR in C. glutamicum ist. Bei diesen Untersuchungen
zeigte nur das acn-Gen einen reproduzierbaren mehr als dreifach erh6hten mRNA-
Level in der AacnR-Mutante.

AcnR gehért aufgrund eines fir TetR-Typ-Regulatoren typischen Helix-Turn-Helix-
Motivs (DNA-Bindemotiv) in der N-terminalen Hélfte (siehe Abbildung 7) zur Familie
dieser Regulatoren. Die Analyse der gereinigten AcnR-Derivate durch Gelfiltration
ergab, dass AcnR ein Dimer bildet. Diese Dimerisierung basiert vermutlich auf der
Interaktion der C-terminalen Domé&nen und ist fir die Bindung an DNA
wahrscheinlich essentiell, da AcnR-Derivate mit fehlender C-terminaler Doméane
keinen Effekt auf die Aconitase-Aktivitat besaBen. Vermutlich bindet je eines der
AcnR-Monomere an eine Halfte des ,inverted repeat” in dem 18 bp-langen AcnR-
Operator. Auch fir andere Vertreter der TetR-Familie wurde gezeigt, dass sie als
Dimere an die DNA binden z.B. TetR an einen 15 bp langen Operator (Hinrichs et al.,
1994). Im Fall von QacR binden zwei Dimere an einen 36 bp umfassenden Operator
(Grkovic et al., 2001). EthR, ein Repressor aus Mycobakterien, bildet hingegen ein
Oktamer um den Operator und weist eine 55 bp groBe Bindestelle auf (Engohang-
Ndong et al.,, 2004). Fir AmitR aus C. glutamicum, einen globalen Repressor der
Stickstoff-Regulation, ist ebenfalls ein 16 bp langes Bindemotiv beschrieben (Jakoby
et al., 2000).

Die plasmidkodierte Uberexpression des acnR-Gens unter Kontrolle des tac-
Promotors flhrte bei Kultivierung auf CgXll-Minimalmedium mit Glukose zu einer
zweifachen Reduzierung der Aconitase-Aktivitdt. Frihere Experimente zur
Uberexpression anderer Gene mit dem Vektor pEKEx2 unter den gleichen
Kultivierungsbedingungen ergaben meist eine mehr als 10-fache Uberexpression
(z.B. acn 20-fach). Eine mdgliche Erklarung fir die nur zweifache Reduzierung der
Aconitase-Aktivitit bei acnR-Uberexpression bietet die Annahme, dass es durch die
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verringerte Aktivitat der Aconitase zum Anstieg der Konzentration eines Metaboliten
in der Zelle kommt. Dieser kdnnte daflr verantwortlich sein, dass der AcnR-
Operator-Komplex dissoziert und somit einer erhdéhten Repression von acn
entgegenwirkt. Ein solcher Mechanismus wirde sicherstellen, dass die Aktivitat der
Aconitase nie komplett durch AcnR reprimiert wird, da dies fiir die Zelle schadlich
ware. Zur ldentifizierung solch eines Metaboliten wurden Gelretardationsexperimente
mit AcnR, der acn-Promotorregion und verschiedenen Metaboliten des zentralen
Kohlenstoff-Metabolismus durchgeflihrt. Hierbei zeigte Glyoxylat in Konzentrationen
von 50 mM bis 25 nM eine Aufhebung der Retardation durch AcnR. Da dieser Effekt
aber auch auf eine Inaktivierung des Proteins durch Reaktion der Aldehyd-Gruppe
mit primaren Aminen hervorgerufen werden kénnte, wurden weitere Substanzen mit
einer Aldehyd-Gruppe untersucht. Auch Glyoxal, Acetaldehyd und Glykolaldehyd
sorgten in Konzentrationen von 50 mM fir eine Aufhebung der Retardation. Eine
Konzentrationsreihe von Glykolaldehyd (von 50 mM bis 25 nM) zeigte das gleiche
Verhalten wie Glyoxylat bei diesen Retardationsexperimenten. Dies deutet darauf
hin, dass die Effekte der vier Substanzen auf der Reaktivitdt der Aldehyd-Gruppen
beruhen und nicht auf einer spezifischen, nicht-kovalenten Bindung an AcnR. Die
Frage nach dem Liganden, der die Repressor-Aktivitat von AcnR steuert, bleibt also
noch ungeklart. Zur Identifizierung eines Effektors kénnte man proteinfreie Extrakte
chromatographisch (z.B. nach Ladung oder Hydrophobizitat) auftrennen und
Uberprifen, welche Fraktionen die Retardation hemmen. Die Substanzen in diesen
Fraktionen kénnten dann z.B. durch NMR oder Massenspektrometrie identifiziert
werden.

Fur andere TetR-Typ-Regulatoren konnte gezeigt werden, dass verschiedenste
niedermolekulare Substanzen als Effektoren fungieren kénnen. Bei TetR sind es
Tetracycline (Hinrichs et al., 1994), bei QacR, einem Repressor der ,Multidrug*-
Exportpumpe QacA aus Staphylococcus aureus, eine Vielzahl lipophiler Substanzen
aus vier verschiedenen chemischen Klassen: monovalente Farbstoffe wie
Ethidiumbromid, Biguanidine, Diamidine oder quaternare Ammoniumverbindungen
(Grkovic et al., 1998). Wahrscheinlich handelt es sich bei den Effektoren vieler
anderer TetR-Typ-Regulatoren auch um Antibiotika, da viele dieser Regulatoren in
Verbindung mit Antibiotika-Resistenzen (z.B. TetR; CamR (Aramaki et al., 1993),
TemR (Guilfoile & Hutchinson, 1992) und SmeT (Guilfoile & Hutchinson, 1992))
stehen. Andere hingegen sind an der Regulation der Biofilm-Bildung beteiligt (IcaR,
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(Conlon et al., 2002)) oder aktivieren Sigma-Faktoren (rpoS) in der stationdren
Phase (PsrA, (Kojic et al., 2002)). Auch in C. glutamicum wurden bereits zwei TetR-
Typ-Regulatoren charakterisiert. AmtR ist an der Stickstoff-Regulation beteiligt
(Jakoby et al., 2000) und McbR an der Regulation des Stoffwechsels zur Synthese
von schwefelhaltigen Aminosauren (Rey et al., 2003). Ein TetR-Typ-Regulator, der
an der acn-Expression beteiligt ist, war bisher jedoch unbekannt.

3. Einfluss von Eisen auf die acn-Expression

DNA-Chip-Experimente mit AacnR-Mutante und Wildtyp unter verschiedenen
Eisenkonzentrationen zeigten, dass der acn-mRNA-Level unter Eisenuberschuss
héher als unter Eisenmangel ist. Eine Regulation der Aconitase durch die
Eisenverflugbarkeit wurde auch bei M. tuberculosis beobachtet (Wong et al., 1999).
Neben dem acn-Gen zeigten noch andere Gene (sdhAB, narlH, katA, leuD und
weitere), die flr Eisen-enthaltende Proteine kodieren, einen erhéhten mRNA-Level
unter Eisenuberschuss. Zudem zeigte neben den Eisen-Aufnahmesystemen ein
putativer Transkriptionsregulator der AraC/XylS-Familie (NCgl0943) ein verringertes
mRNA-Verhéltnis unter Eisenlberschuss. DNA-Chip-Experimente mit einer
NCgl0943-Deletionsmutante und dem Wildtyp unter Eisenlberschuss und unter
Eisenmangel deuten daraufhin, dass es sich bei NCgl0943 um einen Repressor von
Eisen-enthaltenden Proteinen unter Eisenmangel-Bedingungen handeln kénnte. Eine
Beteiligung an der Regulation der Eisen-Aufnahmesysteme zeigte sich bei diesen
Experimenten nicht, da sowohl unter Eisenmangel als auch Eisenlberschuss keine
Expressionsveranderungen im Wildtyp oder NCgl0943-Deletionsmutante auftraten.
Die Tatsache, dass die NCgl0943-Deletionsmutante bei Wachstum unter
Eisenmangel einen Wachstumsdefekt (OD 20) gegeniber dem Wildtyp (OD 40)
zeigt, unterstitzt die Annahme der Beteiligung von NCgl0943 am Eisenstoffwechsel
nur unter Eisenmangel-Bedingungen. Ob und inwieweit NCgl0943 im
Zusammenhang mit dem Eisenstoffwechsel von C. glutamicum steht, missen
Wiederholungen und weitere Experimente wie z.B. der Nachweis der Bindung von
NCgl0943 an die Promoterbereiche der am Eisen-Stoffwechsel beteiligten Gene
zeigen.

Sicher ist jedoch, dass NCgl0943 keine Sequenzidentititen zu IdeR aus
M. tuberculosis, DixR aus C. diphtheriae oder Fur aus E. coli hat. IdeR (,iron
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dependent regulator®) gehért zur Familie der DtxR-Regulatoren und wurde in
M. tuberculosis (Schmitt et al., 1995) sowie anderen Mycobakterien identifiziert
(Doukhan et al., 1995). Er kontrolliert die Transkription der Gene, die zur Eisen-
Speicherung und Eisen-Aufnahme nétig sind (Gold et al., 2001). Es wurde gezeigt,
dass ldeR fur M. tuberculosis essentiell ist (Rodriguez et al., 2002). Die Regulation
der Aconitase in M. tuberculosis scheint jedoch unabhangig von IdeR zu sein, da
zum einen kein ldeR-Bindemotiv fir das Aconitase-Gen identifiziert wurde (Gold et
al., 2001) und da zum anderen globale Expressionsanalysen mit unterschiedlichen
Eisenkonzentration zu keiner Veranderung des acn-mRNA-Levels flhrten (Rodriguez
et al., 2002).

DtxR (,diphtheria toxin repressor®) ist ein durch Eisen aktivierter globaler
Transkriptionsregulator, der die Transkription verschiedener Eisen-abhéangiger Gene
in C. diphtheriae reprimiert (Kunkle & Schmitt, 2003; Oram et al., 2002). Es ist
bekannt, das DtxR sowohl an den Promotor der tox-Gene (Tao & Murphy, 1992) als
auch verschiedener anderer Gene (irp1 - 6 und hmuQO) bindet, die fir Siderophor-
Transportsysteme (Irp1 und 6), eine Ham-Oxygenase (HmuO), hypothetische
Proteine (Irp2, 4 und 6) und einen AraC-Typ-Transkriptionsregulator (Irp3) kodieren
(Schmitt & Holmes, 1994; Schmitt, 1997; Lee et al., 1997; Qian et al., 2002). Dieser
AraC-Typ-Transkriptionsregulator aus C. diphtheriae (DIP0922) zeigt auf Protein-
Ebene eine Identitat von 54 % zu NCgl0943 aus C. glutamicum und kénnte demnach
die gleiche Funktion in beiden Bakterien haben. Auch in C. glutamicum wurde ein
Gen, welches auf DNA-Ebene zu 73 % und auf Protein-Ebene zu 72 % identisch zu
dixR aus C. diphtheriae ist, identifiziert (Oram et al., 2004). Hierbei handelt sich um
das Gen NCgl1845, zu dem auch IdeR eine Identitat auf Protein-Ebene von 58 %
zeigt. Dies verwundert nicht, da ldeR und DtxR der gleichen Familie von Regulatoren
zugeordnet werden.

Fur (,ferric-uptake regulator®) kontrolliert in E. coli und vielen anderen Bakterien die
Eisen-abhangige Expression vieler Gene. In E. coli werden mehr als 90 Gene durch
Fur reguliert unter anderem auch das acnA-Gen der Aconitase A (Hantke, 2001;
Hantke & Braun, 2000). Bei Fur handelt es sich um einen Repressor, der z.B. in
Anwesenheit von Eisen reprimiert, nicht aber in Abwesenheit von Eisen. Einige der
durch Fur regulieten Gene werden wahrscheinlich indirekt Gber RyhB (Masse &
Gottesman, 2002) durch Fur induziert z.B. acnA (Gruer & Guest, 1994) oder fumA

(aerobe Fumarase, (Park & Gunsalus, 1995)). Viele dieser Proteine besitzen ein Fe-
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S-Cluster als Co-Faktor. Fur steuert gezielt die Expression von Eisen-enthaltenden
Proteinen, je nachdem wie viel Eisen verfligbar ist (Abdul-Tehrani et al., 1999; Masse
& Gottesman, 2002). Ein fur-Homolog in C. glutamicum stellt NCgl2200 dar. Ein Tell
der dem Fur zugeschriebenen Funktionen (Regulation von Eisen-haltigen Proteinen)
kénnte der Funktion von NCgl0943 zugeschrieben werden.

Zusammenfassend wird klar, dass die Eisen-Regulation in C. glutamicum
wahrscheinlich sehr komplex ist und mehrere Transkriptionsregulatoren umfasst, i.e.
NCgl0943 sowie die Proteine, die hohe Identitat zu den globalen Eisenregulatoren
DtxR/IdeR und Fur zeigen. Da das NCgl0943-Homolog in C. diphtheriae unter
Kontrolle von DtxR steht, ist die Aufklarung des NCgl0943-Regulons in
C. glutamicum wahrscheinlich auch fir C. diphtheriae relevant. Damit einhergehend
ware naturlich die Aufklarung der Funktion von DtxR in C. glutamicum von groBem
Interesse.

Bei den DNA-Chip-Experimenten mit der NCgl0943-Deletionsmutante und dem
Wildtyp fiel auf, dass die Schlissel-Gene des Glyoxylat-Zyklus (aceA, Isocitrat-Lyase
und aceB, Malat-Synthase) sowohl bei Eisenlberschuss als auch bei Eisenmangel
eine dreifach héhere mRNA-Konzentration in der Mutante hatten. Dabei scheint es
sich also nicht um eine Eisen-abhangige Regulation zu handeln. Die Frage, welche
Gene von NCgl0943 direkt oder indirekt reguliert werden, muss in weiteren

Experimenten geklart werden.

4. Funktion und Regulation der Aconitase in C. glutamicum

Ahnlich wie in E. coli und B. subtilis bestehen Hinweise darauf, dass auch die acn-
Expression in C. glutamicum durch mehrere Regulatoren kontrolliert wird. Anhand
von Tabelle 8 wird deutlich, dass die Aconitase-Aktivitdten der AacnR-Mutante auf
Kohlenstoffquellen wie Acetat, Citrat oder Propionat um 1,5- bis 2,3-fach héher sind
als auf Glukose. Bei Kultivierung von C. glutamicum auf Acetat im Vergleich zu
Glukose gehort das Aconitase-Gen zu einer Vielzahl von Genen, deren Expression
durch Acetat stimuliert wird (Gerstmeir et al., 2003). Mittlerweile wurde RamB als
negativer Transkriptionsregulator der Gene des Acetat-Stoffwechsels identifiziert und
die Bindestelle von RamB vor dem pta-ack-Operon (Phosphotransacetylase und
Acetat-Kinase) charakterisiert. In der stromaufwarts vom acn-Startcodon liegenden
DNA-Region wurden an den Positionen -492 bis -480 (+ Strang) und -456 bis -444
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(- Strang) relativ. zum acn-Startcodon zwei putative RamB-Bindungsstellen
identifiziert (Gerstmeir et al., 2004). Somit stellt RamB einen zweiten mdglichen
Regulator der acn-Expression in C. glutamicum dar. Bei der Suche nach weiteren
Transkriptionsregulatoren von acn mittels DNA-Affinitdtschromatographie konnte
RamB jedoch nicht identifiziert werden. Eine Regulation von acn durch RamB ist also
bisher rein hypothetisch. Anstatt RamB konnte jedoch ein anderer Regulator isoliert
werden, i.e. RamA. Eine ramA-Deletionsmutante kann nicht mehr auf Acetat als
alleiniger C-Quelle wachsen. Daher ist RamA hdchstwahrscheinlich ein
Transkriptionsaktivator (B. Eikmanns, persénliche Mitteilung). Da eine Anreicherung
von RamA durch DNA-Affinitdtschromatographie mit der acn-Promotor-Region nur
aus Acetat-gewachsenen Zellen méglich war, fungiert RamA mdéglicherweise als
Aktivator der acn-Expression bei Wachstum auf Acetat. Da auch andere Gene wie
ack, pta, aceA und aceB, die am Acetat-Stoffwechsel beteiligt sind, auf
Transkriptionsebene reguliert werden (Reinscheid et al., 1994a; Reinscheid et al.,
1994b; Gerstmeir et al., 2003), ware auch hier eine Aktivierung durch RamA
vorstellbar, zumal bisher nur RamB als gemeinsamer Repressor dieser Gene
identifiziert wurde (Gerstmeir et al., 2004).

Interessanterweise zeigte bei den vergleichenden Transkriptomanalysen von
13032Aacn mit Wildtyp und 13032/pEKEx2-acn mit 13032/pEKEx2 sowohl das pta-
Gen als auch zum Teil das ack-Gen (nur in einem von acht Experimenten
auswertbar) jeweils in dem Stamm eine erhéhte mRNA-Konzentration, in dem eine
geringere acn-Expression vorherrschte, i.e. 13032Aacn und 13032/pEKEx2. Eine
direkte Regulation dieser Gene durch die Aconitase ist zwar nicht ausgeschlossen,
jedoch kénnte es sich eher, bedingt durch den mdglichen Anstau von Acetyl-CoA,
um einen sekundéaren Effekt handeln. Die Uberexpression von acn kénnte wiederum
zu einem Mangel an Acetyl-CoA fihren, weswegen in diesem Stamm das pta-Gen
eine verringerte mMRNA-Konzentration aufweist. Die in dieser Arbeit erzielten
Ergebnisse liefern keine Hinweise auf eine regulatorische Funktion der Aconitase,
wie sie in anderen Bakterien beschrieben wurde. Die Transkriptomvergleiche von
Aacn-Mutante mit Wildtyp und acn-Uberexpremierer und Wildtyp deuten nicht darauf
hin, dass die Aconitase die Expression der Gene fir Eisen-Aufnahmesysteme,
Eisenspeicherung oder Eisen-enthaltende Proteine reguliert. Die Deletion von acn
hatte keinen Effekt auf die am Eisenstoffwechsel beteiligten Gene. Die

Uberexpression von acn hingegen fiihrt wieder zum gleichen Bild, welches auch bei
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der AacnR-Mutante beobachtet wurde, namlich erh6hte mRNA-Level der Gene fur
Eisen-Aufnahmesysteme und veringerte mRNA-Level der Gene flr Eisen-haltige
Proteine. Da die Uberexpression von acn sehr stark ist (28-fach erhdhter mRNA-
Level und ca. 20-fach erhdhte Aconitase-Aktivitat), ist es wahrscheinlich, dass der
Stamm 13032/pEKEx2-acn bereits zu einem sehr frihen Zeitpunkt der Kultivierung
wieder unter Eisenmangel leidet.

Ein Ergebnis, das bisher nicht erklart werden kann, ist das Wachstumsverhalten
der acn-Deletionsmutante. Trotz ausreichender Supplementation mit Glutamat hat
die Mutante eine vierfach niedrigere Wachstumsrate als der Wildtyp. Dies kdénnte
einerseits an einem Anstau von Metaboliten (z.B. Citrat) und einer evtl. damit
verbundenen Ansauerung (Craig et al., 1997) liegen (wurde aber bisher noch nicht
getestet) oder aber an einer regulatorischen Funktion der Aconitase, die in der
Mutante ausbleibt. Auch durch Komplementation der Mutante durch pEKEx2-acn
konnte der Wachstumsdefekt nicht aufgehoben werden. Dies Uberrascht, da die
Aconitase-Aktivitat in diesem Stamm (Aacn/pEKEx2-acn) ca. 10-fach héher war als
im Wildtyp. Ein negativer Effekt des Vorhandenseins von zuviel Aconitase ist dabei
ausgeschlossen, da die Uberexpression im Wildtyp-Hintergrund keinen negativen
Einfluss auf das Wachstum hat. Eine mdgliche Erklarung liefert eventuell die
transkriptionelle Organisation des acn-Gens. Dass acn und acnR co-transkribiert
werden, wurde schon gezeigt (Abbildung 9). In gleicher Orientierung liegt direkt
stromabwérts des acnR-Gens ein Gen fir eine putative GMP-Synthase
(Abbildung 6). Wenn alle drei Gene ein Transkript bilden wiirden und die putative
GMP-Synthase eine wichtige Funktion in C. glutamicum héatte, ware dies eine
mogliche Erklarung fir das schlechte Wachstum einer acn-Deletionsmutante. Durch
die Deletion der putativen GMP-Synthase im Wildtyp oder durch Uberexpression des
Gens fir die GMP-Synthase im Aacn-Stammhintergrund lieBe sich der Einfluss auf
das Wachstum gut untersuchen. Im Falle der Deletion sollte ebenfalls ein schlechtes
Wachstum zu beobachten sein, wahrend im zweiten Fall der negative
Wachstumseffekt der acn-Deletionsmutante komplementiert werden sollte.

Mit den gewonnenen Ergebnissen zu AcnR (Kapitel 2), der ldentifizierung eines
weiteren Regulators bei Wachstum auf Acetat und des Einflusses von Eisen und
NCgl0943 auf die acn-Expression (Kapitel 3) ergibt sich ein umfangreiches

Regulationsnetzwerk fir die Aconitase von C. glutamicum (Abbildung 27). Um die
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Regulation der Aconitase in C. glutamicum noch besser zu verstehen, wére es
wichtig den Effektor (Liganden) von AcnR zu identifizieren. Des Weiteren sollte auch
der Einfluss von RamA und RamB bei Kultivierungen mit Acetat auf die acn-
Expression bestimmt werden. Die Annahme, dass NCgl0943 unter Eisenmangel die
acn-Expression reprimiert, muss verifiziert werden und das NCgl0943-Regulon in
C. glutamicum bestimmt werden.

Zudem bieten die in dieser Arbeit konstruierten Stamme (13032AacnR, 13032Aacn,
13032/pEKEx2-acnR und 13032/pEKEx2-acn) nun die Mdglichkeit den Einfluss
verschiedener acn-Expressionen bzw. Aconitase-Aktivitdten auf die Aminosdure-

Bildung in C. glutamicum zu untersuchen.

Effektor

Acetat
!

AcnR

-@ { acn // TTW

-382 -334 -35 -10 +1 +110
@ \ Aconitase TetR-Typ-
Repressor
RamA @
Nc?0943 ©)

Eisenmangel

Acetat

Abbildung 27: Modell zur komplexen Regulation der Aconitase in C. glutamicum.

Bei der Primer-Extension-Analyse des acn-Promotors konnten  zwei
Transkriptionsstarts 113 und 110 bp stromaufwarts des Startcodons identifiziert
werden. Der erste ergab dabei ein deutlich schwacheres Signal als der zweite. Bei
den Primer-Extension-Analysen nach Wachstum mit verschiedenen C-Quellen blieb
das Verhaltnis der beiden Primer-Extension-Produkte zueinander konstant. Jedoch
kénnte es sich z.B. bei Wachstum mit unterschiedlichen Eisenkonzentrationen
verandern. Die Frage, ob es einen oder zwei acn-Promotoren gibt, ist also auch noch

nicht endgultig geklart.
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VII. ANHANG

Tabelle 14: Gene mit signifikant erh6htem oder erniedrigtem mMRNA-Verhéltnis beim
Vergleich der Stamme 13032/pJC1ilvBNCD und 13032/pJC1 beim Ubergang
von der exponentiellen zur stationdren Phase. Zusammengefasst wurden Gene,
fir die sicher messbare (Signal / Rausch-Verhaltnis >=3) und signifikante
(Quotient der Mediane signifikant unterschiedlich zur Kontrolle (genomische
DNA) durch Student's t-Test (p <0,05 = * and p <0,005 = **)) RNA-Verhéltnisse
bestimmt wurden und die mindestens 2-fache Veranderungen aufwiesen. ¢ =

Standardabweichung
NCgl | ORF |Gene - annotierte Funktionen Mittel| ¢ | p
8;8‘51' 1376 |put. serC - Phosphoserin-Aminotransferase 0,2 |01~
1252 | 2749 |hypothetisches Protein 0,2 |0,0|*
1965 | 2152 |ThiF-Protein 0,2 [0,2]~
2473 | 2890 |Cystein-Synthase 0,2 |0,1|*
0113 506 |put. Hydroxymethyltransferase 0,3 |01~
0183 577 | hypothetisches Protein 0,3 |01~
0346 803 |put. UDP-N-Acetyl-Reductase 0,3 |01~
0426 921 |put. Cytochrome c-Biosyntheseprotein - ResB 0,3 |0,0]*
0626 | 1155 |put. Kohlenstoffmangel-Protein 0,3 |[0,0]*
1163 | 1811 | ATP-Synthase-a-Untereinheit 0,3 |0,1|*
1164 | 1812 | ATP-Synthase-y-Untereinheit 0,3 |0,1]*
1165 | 1813 | ATP-Synthase-B-Untereinheit 0,3 |0,1|*
1344 | 2625 |Ornithin-Carbamoyl-Transferase 0,3 [0,2] "
1482 | 2425 |acn - Aconitase 0,3 [0,2] "
2222 | 3126 |Trehalose-Synthase 0,3 |0,0|*
2377 | 3004 |put. Zucker-ABC-Transporter, ATPase 0,3 |01~
2480 | 2881 |Succinyl-CoA: Coenzym A-Transferase 0,3 |0,1|*
2718 198 | Nitrit-Reduktase 0,3 [0,2]"
0009 | 3303 |hypothetischer Transkriptionsregulator 0,4 |0,2]*
0391 870 | cgtS4 - 2-Komponentensystem-Antwortregulator 0,4 |01 |*
0427 922 |put. ResC 04 (0,2]"
0446 948 | put. Naphthoat-Synthase 0,4 |0,0]*
0697 | 1245 |Trehalose/Maltose-bindendes Protein 0,4 |0,2]*
0795 | 1377 |Citrat-Synthase 04 (0,1~
1084 | 1712 |2-Ketoglutarat-Dehydrogenase-E1-Untereinheit 0,4 |01
1408 | 64251 |put. Hydroxyethylthiazol-Kinase 0,4 |0,2]*
1502 | 2453 |put. Eisentransportprotein, ATPase 04 |0,2]*
1512 | 2470 |Transketolase 0,4 |01 |*
1525 | 2486 |Phosphoglycerat-Kinase 0,4 |0,2]*
1550 | 2516 |Aspartat-Carbamoyl-Transferase 04 |0,2]*
1877 | 2042 |put. Glutamat-ABC-Transporter, Permease 0,4 |0,1]"
1915 | 2093 |put. Oligopeptid-ABC-Transporter, Bindeprotein 0,4 |0,2]*
1915 | 2092 |put. Oligopeptid-ABC-Transporter, Bindeprotein 0,4 |0,2]*
2045 | 2253 |put. Maltooligosyl-trehalose-Trehalohydrolase 04 |0,2]*
2374 | 2999 |put. Zucker-ABC-Transporter, Permease 0,4 |0,0|*
2979 | 142 |hypothetisches Protein 0.4 |00
2714 194 | hypothetisches Protein 0,4 |0,3|*
0151 550 |put. Metalloprotease 0,5 |0,2]*
0191 588 | hypothetisches Protein 0,5 |0,2]*
0245 662 |2-Isopropylmalat-Synthase 0,5 10,2|*
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0326 775 |put. dTDP-4-Dehydrorhamnose-Epimerase 0,5 |0,2]*
0360 831 | Succinat-Dehydrogenase - Flavoprotein-Untereinheit 0,5 |0,2]*
0388 867 | Acyl-CoA-Synthetase 0,5 |0,0|*
0390 869 | Phosphoglycerat-Mutase 0,5 |01~
0634 | 1167 |lIsocitrat-Dehydrogenase 0,5 |0,1|*
0967 | 1587 |Fumarase 0,5 |0,1]"
1031 1654 | put. Benzoat-Transportprotein 0,5 |01~
1341 2628 | Glutamat-N-Acetyl-Transferase 0,5 |0,0]*
1407 | 2549 |Hypothetisches Protein 0,5 |0,2]*
1466 | 2403 |ATP/GTP-bindendes Protein 0,5 [0,2]"
1524 | 2485 |Triosephosphat-lsomerase 0,5 |0,2]*
1876 | 2041 |put. Glutamat-ABC-Transporter, Bindeprotein 0,5 (0,2]~
2037 | 2244 |put. Maltooligosyl-trehalose-Synthase 0,5 [0,3]"
2453 | 2916 |Phosphogluco-Mutase 0,5 |0,2]*
2528 | 2820 |put. Diaminopimelat-Dehydrogenase 0,5 |0,1]*
2611 52 | hypothetisches Protein 0,5 |0,2]*
2655 119 | Serin/Threonin-Proteinkinase 0,5 |0,2]*
gggi 130 | hypothetisches Protein 0,5 |0,0]*
2673 141 | Fruktose-Bisphosphat-Aldolase 0,5 |01~
0683 | 1229 |hypothetisches Protein 20 [0,2]*
1219 | 2799 |ilvD - Dihydroxysaure-Dehydratase 20 (08]"
1564 | 2533 |put. HAm-Transport - Permease 2,1 104 |*
1565 | 2534 |put. Siderophor ABC-Aufnahmesystem, Bindeprotein 2,1 10,5
2205 3145 | GTP-bindendes Protein 2,1 10,2 *
1589 | 3267 |hypothetisches Protein 22 |[11]~*
2579 12 | put. Carboanhydrase 22 |0,3|*
2616 57 |put. Rhodanese-Schwefel-Transferase 22 |06]*
0691 1239 | hypothetisches Protein 2,3 10,0
1388 | 2571 | Transkriptionsregulator 23 [1,3|*
1672 | 3387 |hypothetisches Protein 23 |0,2]*
1848 | 2006 |hypothetisches Protein 2,3 |10,3|*
0647 | 1183 | Tryptophanyl-tRNA-Synthetase 26 (02]”
1447 | 2380 |ATP-Phosphoribosyl-Transferase 26 (0,3]"
0132 528 | hypothetisches Protein 28 |0,7|*
1816 | 1963 |hypothetisches Protein 29 (04|
ggg; 88 | hypothetisches Protein 35 |0,7]*
1222 | 2793 |ilvB - Acetohydroxysaure-Synthase 49 (04|~
}ggi 2791 | hypothetisches Protein 59 |6,1]*
1223 | 2792 |ilvN - Acetohydroxysaure-Synthase 71 |38,7|*
2632 90 hypothetisches Protein 12,0 [2,3] *
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Tabelle 15: Erganzung zu Tabelle 13.
NCgl ORF | Gene - annotierte Funktionen Mittel [n | p
0752 1313 | Membranprotein 0,11 |3 |**
2657 122 | pta - Phosphotransacetylase 0,34 |6|**
1021 1644 | Transposase 0,37 |6 *
821‘51' 1016 | Acetyltransferase 0,43 |6 |**
0360 831 | Succinat Dehydrogenase - Flavoprotein-Untereinheit 0,46 |6 |**
2319 66055 | Catechol 1,2-Dioxygenase 0,46 |6 |**
2877 399 | Transkriptionsregulator 0,46 [6|**
0670 1211 | Propionyl-CoA Carboxylase-Untereinheit (Biotin) 0,47 |6 ™
0697 1245 | Trehalose/Maltose-Bindeprotein 0,49 |6 ™
1139 1783 | Nitratreduktase, y-Untereinheit 0,50 |6]*
1021+
2284+ | 3021 |Transposase 0,51 |6 "
2392
2523 2825 |acnR 0,51 [6|*
0251 671 |Katalase 0,52 [6|**
0685 1231 | hypothetisches Membran durchspannendes Protein 0,52 |5 *
0677 1221 |Propionyl-CoA Carboxylase B-Untereinheit 0,53 |6|**
0361 832 | Succinat Dehydrogenase - Fe-S-Untereinheit 0,54 |6|**
0677 1222 | Propionyl-CoA Carboxylase B-Untereinheit 0,54 (4|
12‘5125?’ 2476 | Transposase 0,54 (6|
1625 3618 | hypothetisches cytosolisches Protein 0,54 |6|**
2439 3472 | ftn - Ferritin 0,54 [6]**
2319 3723 | Catechol 1,2-Dioxygenase 0,55 |3 |*
1703 3248 | Methyltransferase 1,80 [6|**
1200 1855 | put. Siederophor interagierendes Protein 1,86 [6|**
0382 3544 | put. Ham-Transport assoziertes Membranprotein 1,88 [6|**
1647 3348 | hypothetisches Protein 1,89 [6|*
1289 2703 | hypothetisches Protein 1,93 [5|*
0484 3551 |put. Siederophor ABC-Aufnahmesystem, Permease 2,04 |3 "
1091 1719 | hypothetisches Protein 2,11 |6 |*
0377 854 |put. am Ham-Transport assoziertes Membranprotein 2,13 |5|**
0779 1352 | put. Eisentransportprotein, ATPase 2,13 |6 |**
2434 3480 | hypothetisches Protein 2,15 |6 |**
0481 3548 | hypothetisches Protein 227 |6|**
0483 3550 |put. Siederophor ABC-Aufnahmesystem, Permease 247 |6 |**
2972 3460 | hypothetisches Membran durchspannendes Protein 2,58 [6|*
122? 2754 | hypothetisches Protein 2,64 |6|*
0637 1170 | put. Eisentransportprotein, Permease 265 |6 |*
0516 1018 |LSU Ribosomales Protein L6P 266 |[6|*
2001 2205 | hypothetisches Protein 283 |5|*
0776 1349 | put. Eisentransportprotein, Bindeprotein 289 |6 |**
0774 1347 |put. Siederophor ABC-Aufnahmesystem, Bindeprotein 3,00 |5|*
0381 3543 | put. HAm-Transport assoziertes Membranprotein 345 |3 | *
0639 1173 | put. Eisenreguliertes Lipoprotein 3,66 |5|**
1646 3347 |put. abgesonderte Hydrolase 3,83 |6|*
0482 3549 |put. Siederophor ABC-Aufnahmesystem, ATPase 3,90 (6|
2970 3458 | put. Siederophor ABC-Aufnahmesystem, Bindeprotein 435 |6 |**
0773 1346 |put. Siederophor interagierendes Protein 460 |6 |**
1482 2425 | acn - Aconitase 570 [6|**
1482 5003 | eigenes acn-PCR-Produkt 28,41 |6 |**
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Abbildung 28: Plasmid pK19mobsacB-AacnR mit einem 0,94-kb-,Crossover‘-PCR-
Fragment (Primer tetR-A-for, tetR-B-rev, tetR-C-for und tetR-D-rev) in den
EcoRI- und Hindlll-Schnittstellen, das die acnR-flankierenden Bereiche
umfasst. Fir die ,in-frame“-Deletion des acnR-Gens ins C. glutamicum-
Genom.

EcoRI

BamHI

Abbildung 29: Plasmid pK19mobsacB-Aacn mit einem mit einem 2,08-kb-,Crossover“-PCR-
Fragment (Primer acn-A-for-2, acn-B-rev, acn-C-for und acn-D-rev-3) in den
EcoRI- und BamHI-Schnittstellen, das die acn-flankierenden Bereiche
umfasst. Fur die ,in-frame*-Deletion des acn-Gens ins C. glutamicum-
Genom.
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Abbildung 30: Plasmid pK19mobsacB-ANCgl0943 mit einem 0,98-kb-,Crossover‘-PCR-
Fragment (Primer 1558-A-for, 1558-B-rev, 1558-C-for und 1558-D-rev) in den
EcoRI- und Hindlll-Schnittstellen, das die NCgl0943-flankierenden Bereiche
umfasst. Fir die ,in-frame“-Deletion des NCgl0943-Gens ins C. glutamicum-
Genom.

EcoRlI

'lacZa

NCgl0137

lacZa" \6000
lacl

Abbildung 31: Plasmid pK19mobsacB-ANCgl0137 mit einem 0,89-kb-,Crossover‘-PCR-
Fragment (Primer 533-A-for, 533-B-rev, 533-C-for und 533-D-rev-2) in den
BamHI- und EcoRI-Schnittstellen, das die NCgl0137-flankierenden Bereiche
umfasst. Fir die ,in-frame“-Deletion des NCgl0137-Gens ins C. glutamicum-
Genom.
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Abbildung 32: Plasmid pET24b-acnR-C mit einem 0,57-kb-Ndel-Xhol-Fragment (Primer
acnR-FP-for und acnR-FP-24rev) mit dem acnR-Gen. Fir die Uberproduktion
von AcnR mit C-terminalem Strep-Tag in E. coli BL21(DE3).

Ndel
1 origin

T7 Promotor

Strep-tag Il

-
1000

Abbildung 33: Plasmid pET28a-acnR-N mit einem 0,57-kb-Ndel-Xhol-Fragment (Primer
acnR-FP-for und acnR-FP-28rev) mit dem acnR-Gen. Fir die Uberproduktion
von AcnR mit N-terminalem Strep-Tag in E. coli BL21(DE3).
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Abbildung 34: Plasmid pEKEx2-acnR (Primer acnR-for und acnR-rev) mit einem 0,7-kb-

BamHI-EcoRI-Fragment mit dem acnR-Gen. Fir die Uberexpression des
acnR-Gens in C. glutamicum unter Kontrolle des tac-Promotors und mit der
Ribosomenbindungsstelle des T7-10-Gens.

Abbildung 35: Plasmid pEKEx2-acnR60 (Primer acnR-for und acnR-rev-60) mit einem 0,2-

kb-BamHI-EcoRI-Fragment mit einem verkirztem acnR-Gen. Fir die
Uberexpression des C-terminal-verkirzten acnR-Gens (180 bp) in
C. glutamicum unter Kontrolle des tfac-Promotors und mit der
Ribosomenbindungsstelle des T7-10-Gens.
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BamHI

EcoRl

acnR-89 Term

Abbildung 36: Plasmid pEKEx2-acnR89 (Primer acnR-for und acnR-rev-89) mit einem 0,29-

kb-BamHI-EcoRI-Fragment mit einem verkirztem acnR-Gen. Fir die
Uberexpression des C-terminal-verkirzten acnR-Gens (267 bp) in
C. glutamicum unter Kontrolle des tac-Promotors und mit der
Ribosomenbindungsstelle des T7-10-Gens.

BamHI

Ptac
acnR-C-Strep

Term

Abbildung 37: Plasmid pEKEx2-acnR-C-Strep (Primer acnR-for und acnR-strep-rev) mit

einem 0,62-kb-BamHI-EcoRI-Fragment mit dem acnR-Gen. Fir die
Uberexpression eines acnR-Gens mit C-terminalem StrepTag Il in
C. glutamicum unter Kontrolle des tac-Promotors und mit der
Ribosomenbindungsstelle des T7-10-Gens.
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ORF-1 8000
 BamHI

Abbildung 38: Plasmid pEKEx2-acn mit einem 2,97-kb-BamHI-Fragment (Primer acn-for
und acn-rev) mit dem acn-Gen. Fir die Uberexpression des acn-Gens in
C. glutamicum unter Kontrolle des tfac-Promotors und mit der
Ribosomenbindungsstelle des T7-10-Gens.

JBamHI

Abbildung 39: Plasmid pEKEx3-acnR mit einem 0,7-kb-BamHI-EcoRI-Fragment (Primer
acnR-for und acnR-rev) mit dem acnR-Gen. Fur die Uberexpression des
acnR-Gens in C. glutamicum unter Kontrolle des tac-Promotors und mit der
Ribosomenbindungsstelle des T7-10-Gens.
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Abbildung 40: Plasmid pEC7-NCgl0137 mit einem 1,5-kb-BamHI-Fragment (Primer 533-for-
2 und 533-rev-2) mit dem NCgl0137-Gen. Fir die Uberexpression des
NCgl0137-Gens in C. glutamicum.
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