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IV ABKURZUNGEN

ABKURZUNGEN

A Adenin

Abb. Abbildung

ACP Acylcarrierprotein

ATCC Stammsammlung (American Type Culture Collection)

bp Basenpaare

Brij 35 Polyoxyethylenlaurylether

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

C Cytosin

cDNA Komplementar-DNA (complementary DNA)

C-/N-Terminus Carboxy-/Aminoterminus von Proteinen

CoA Coenzym A

CP crossing point

DNA Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid)

EMB Ethambutol

F Farad

FAMES Fettsauremethylester (fatty acid methylester)

FAS | Fettsauresynthase Typ |

FAS Il Fettsauresynthase Typ |l

g Gramm

G Guanin

h Stunde(n)

HPLC high performance liquid chromatography

IPTG Isopropyl-B-D-thiogalaktosid

Kan® Kanamycin-Resistenz

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

kV Kilovolt

L Liter

LAM Lipoarabinomannan

LED Licht emittierende Diode

MALDI-TOF-MS Matrix-Assisted Laser-Desorption lonisation-Time of Flight-
Mass Spectrometry

MAMES Mycolsauremethylester (mycolic acid methylester)

min Minute(n)



ABKURZUNGEN V

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure

mRNA Boten-RNA (messenger RNA)

nm Nanometer

ODeoo optische Dichte gemessen bei 600 nm

ORF offenes Leseraster (open reading frame)

ori Replikationsursprung (origin of replication)

PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)

PLG Phase Lock Gel-Eppendorfreaktionsgefal®

RNA Ribonukleinsaure

RT PCR reverse transcription polymerase chain reaction

s Sekunde(n)

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfate)

SOOL dinne elektronendichte dulRere Schicht (small opaque outer
layer)

Spc® Spectinomycin-Resistenz

T Thymin

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA

TR Tetracyclin-Resistenz

TFA Trifluoressigsaure

TG Trockengewicht

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Tween 60 Polyoxyethylensorbitanmonostearat

Tween 80 Polyoxyethylensorbitanmonooleat

U spezifische Enzymaktivitat (units) [umol-min”-mg™ Protein]

Upm Umdrehungen pro Minute

viv Volumen pro Volumen (volume per volume)

WHO World Health Organisation

WTOL breite elektronendurchlassige auliere Schicht (wide

transparent outer layer)

wiv Gewicht pro Volumen (weight per volume)






EINLEITUNG 1

l. EINLEITUNG

Corynebacterium glutamicum ist ein gram-positives und Biotin-auxotrophes Bakterium, das
1957 von Udaka und Kinoshita aus Bodenproben isoliert wurde (Kinoshita et al.,, 1957). Sie
hatten sich zum Ziel gesetzt, Mikroorganismen zu identifizieren, die zur Ausscheidung
industriell interessanter Metabolite in der Lage sind (Udaka, 1960). Heutzutage zahlen
C. glutamicum und die Subspezies flavum und lactofermentum zu den bedeutendsten
Mikroorganismen, die bei der industriellen Aminosaureproduktion genutzt werden (Eggeling
& Sahm, 1999; Kircher & Leuchtenberger, 1998; Liebl et al., 1991; Kinoshita, 1985). Derzeit
werden mit C. glutamicum jedes Jahr mehr als 1,2:10° Tonnen L-Glutamat produziert
(Leuchtenberger, 1996), das in erster Linie als Geschmacksverstarker dient. Neben
L-Glutamat werden jahrlich auch 6,5-10° Tonnen L-Lysin biotechnologisch hergestellt
(Eggeling & Sahm, 1999). Diese essentielle Aminosdure spielt vor allem eine Rolle als
Futtermittelzusatz (Malumbres et al., 1995; Kleemann et al., 1985). Aullerdem werden heute
zunehmend auch andere Aminosauren wie z.B. L-Isoleucin, jedoch in wesentlich geringeren

Mengen, als Feinchemikalien mit C. glutamicum hergestellt.

C. glutamicum ist zu einer Gruppe von Bakterien zu zahlen, die sich von den Ubrigen gram-
positiven Bakterien abhebt. Die Corynebacteriaceae bilden zusammen mit den Familien
Mycobacteriaceae, Nocardiaceae, Gordoniaceae, Dietziaceae und Tsukamurellaceae eine
spezielle Unterordnung innerhalb der Actinomycetales, die als Corynebacterianeae
bezeichnet wird (Stackebrandt etal.,, 1997). Zu diesem Taxon zahlt man auch einige
pathogene Vertreter wie Mycobacterium tuberculosis und Mycobacterium leprae. Die
Besonderheit der Corynebacterianeae liegt in inrem einzigartigen Zellwandaufbau. So enthalt
die Zellwand dieser Bakterien Komponenten, die fur dieses Taxon charakteristisch sind. Das
wahrscheinlich wichtigste Merkmal ist das Vorhandensein von Mycolsauren. Diesen
verzweigten Fettsdurederivaten, die die Zellwand als eine zweite Lipidschicht umgeben
(Minnikin et al., 1978), verdanken diese Bakterien auch die Bezeichnung Mycolata. Diese
zweite Lipidschicht bzw. zusatzliche spezielle Lipide und Glykolipide der Mycobakterien
werden fir die Pathogenitat von M. tuberculosis mit verantwortlich gemacht, aufgrund derer

jahrlich etwa 2 Millionen Menschen sterben (World Health Organisation, 2004).

Der Zellwandaufbau der Corynebacterianeae ist schematisch in Abb. 1 dargestellt. Die
Cytoplasmamembran besteht aus Phospholipiden, deren Fettsauren in C. glutamicum zu
etwa 90 % aus Oleat (18:1) und Palmitat (16:0) bestehen (Minnikin et al., 1978). Daneben
treten in geringen Mengen Myristinsaure (14:0), Pentadecansaure (15:0), Palmitoleinsaure

(16:1), Stearinsaure (18:0) sowie Tuberculostearinsdure (10Me18:0) auf (Collins et al.,
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1982). Die flur ihre Synthese verantwortlichen Fettsduresynthasen sind modular aufgebaute
Enzymkomplexe. Es ist spezifisch fur Corynebacterianeae, dass sie wie Eukaryoten
Fettsduresynthasen vom Typ | (Fas I) besitzen, bei denen alle Doméanen zu einem grolten
Polypeptid von etwa 3000 Aminosaureresten fusioniert sind, wogegen in Bakterien wie z.B.
E. coli die unterschiedlichen katalytischen Domanen als einzelne Peptide vorliegen, die
assoziert den Fettsauresynthasekomplex Typ Il (Fas Il) bilden. C. glutamicum besitzt wie
C. efficiens (Nishio et al., 2003) und C. ammoniagenes (Stuible et al. 1997) sogar zwei Fas I-
Enzyme. Zusatzlich liegen im Genom von C. glutamicum noch einzelne Domanen des Fas II-
Typs vor, die mutmalllich aber keine wesentliche Funktion haben, da sie in C. efficiens
(Nishio etal., 2003) und C. diphteriae (Cerdeno-Tarraga etal., 2003) abwesend sind.
Hingegen besitzen die Mycobakterien zusatzlich zu einem Fas I-Enzym noch zahlreiche
Fas lI-Module, die an der Kettenverlangerung der Fettsdure des sogenannten Merozweigs
der Mycolsauren in Mycobakterien beteiligt sind (Barry lll etal., 1998). Weshalb
C. glutamicum und die anderen Corynebakterien zwei Fas| Enzyme besitzen, ist nicht

bekannt.

Der Cytoplasmamembran aufgelagert ist das Peptidoglycan, das sich aus alternierenden
N-Acetyl-Glucosamin- und N-Acetyl-Muraminsaureresten zusammensetzt und die
Peptidbricken L-Alanyl-D-isoglutaminyl-meso-diaminopimyl-D-Alanin aufweist (Schleifer &
Kandler, 1972). Bei den Corynebacterianeae ist das Peptidoglykan kovalent Uber einen
Rhamnose-Rest mit dem Zuckerpolymer Arabinogalaktan verbunden (Abb. 1), wo die
einzelnen Galaktosereste Uber 1—5 und 1—6 Bindungen verknipft sind und zusatzlich
Arabinose-Seitenketten aufweisen (Brennan & Nikaido, 1995). Fir M. tuberculosis ist
bekannt, dass im Mittel 23 Arabinose-Einheiten eine Seitenkette bilden (Besra et al., 1995),
wogegen bei C. glutamicum noch keine strukturelle Information dazu vorliegt, jedoch anhand
quantitativer Bestimmungen von kirzeren Arabinose-Seitenketten mit eventuell nur zwei
Verzweigungen ausgegangen wird (Puech etal., 2001). Zusatzlich besitzen alle
Corynebacterianeae einschlielllich C. glutamicum das komplexe Glykolipid Lipomannan
(Gibson et al.,, 2003) und die Mycobakterien zusatzlich auch noch Lipoarabinomannan
(Besra et al., 1997).
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Mycolyl-Arabinogalaktan-Peptidoglykankomplex

Abbildung 1: Auf der linken Seite der Abbildung ist die Zellwand der Corynebacterianeae mit ihren
makromolekularen Strukturen und der aus Mycolsauren bestehenden aufleren
Membran dargestellt. Auf der rechten Seite der Abbildung ist die derzeitige Vorstellung
zum Mycolyl-Arabinogalaktan-Peptidoglykankomplex, wie er fir M. tuberculosis
postuliert wird, gezeigt. An das terminale Hexaarabinosylmotiv des Arabinogalaktans
sind kovalent die Mycolsauren gebunden. Sterne stellen die N-Acetyl-Glucosamin- und
die N-Acetyl-Muraminsaurereste des Peptidoglykans dar, Kreise Galaktosereste und
Vierecke Arabinosereste. Die unterschiedlichen Schattierungen veranschaulichen die

unterschiedlichen Verknlpfungstypen der Zucker.

Mit den terminalen Arabinoseresten des Arabinogalaktans sind teilweise Mycolsauren
verestert (Abb. 1), sodass ein kovalent verknlUpftes Peptidoglykan-Arabinogalaktan-
Mycolsaure-Gertst  (Mycolyl-Arabinogalaktan-Peptidoglykankomplex) in der Zellwand
vorliegt. Zusatzlich liegt ein Teil der Mycolsauren in Form von Trehalosemonomycolat und
Trehalosedimycolat als extrahierbare Trehalose-Derivate vor. Diese Trehalose-Derivate
kénnen Lipidvesikel bilden (Puech etal., 2001) und es ist davon auszugehen, dass sie
zusammen mit den kovalent an die Arabinosereste gebundenen Mycolsauren die auliere
zweite Lipidschicht der Corynebacterianeae bilden. Im Unterschied zu M. tuberculosis ist der
Anteil der kovalent verknupften Mycolsdurereste in C. glutamicum aber wahrscheinlich
geringer (Puech etal, 2001). Ferner besteht ein wesentlicher Unterschied zwischen
C. glutamicum und M. tuberculosis in der Natur der Mycolsauren. So besitzt C. glutamicum
relativ einfach gebaute Mycolsauren des Typs 32:0 und 34:1, die sich aus den hauptsachlich

vorhandenen Fettsduren Oleat (18:1) und Palmitat (16:0) zusammensetzen (Collins et al.,
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1981). Zusatzlich finden sich in erheblich geringerem MalRe Mycolsduren der
Zusammensetzung 34:0, 36:0, 36:1, 36:2 (Jang etal., 1997). Demgegeniber sind die
Mycolsduren in M. tuberculosis erheblich komplexer. Sie bestehen aus bis zu 90
Kohlenstoffatomen und der Merozweig kann zusatzlich unterschiedliche Modifizierungen wie
Keto-, Epoxy-, und Methoxygruppen tragen (Barry lll et al., 1998). Es ist deswegen nicht
verwunderlich, dass Corynebacterium-Spezies wie z.B. C. matruchotii schon seit langerem
als bevorzugtes Untersuchungsobjekt der in groRen Teilen noch unverstandenen
Mycolsauresynthese dienen (Datta & Takayama, 1993; Shimakata & Minatogawa, 2000).
Erst kirzlich gelang es, die gesuchte Schlisselreaktion der Verknipfung zweier Fettsauren
zur Mycolsaure mit einem spezifischen Genort in C. glutamicum in Verbindung zu bringen,
der fir eine Polyketidsynthase und Carboxylase kodiert (Portevin et al.,, 2003, Gande et al.,
2004).

Es wurde bereits darauf hingewiesen, dass Untersuchungen zur Zellwand bei den
Mycobakterien auch bezuglich der Anwendung von aul3erordentlichem Interesse sind, da
einerseits die spezielle Lipidzusammensetzung der Zellhille eine Permeabilitdtsbarriere fur
einige Antibitotika darstellt (Brennan & Nikaido, 1995) und andererseits in der Therapie
benutzte Antibiotika unmittelbar die Zellwand als Wirkort besitzen. So besteht entsprechend
den Empfehlungen der WHO die derzeitige Tuberkulose-Therapie in der Behandlung mit
Rifampicin, Isonikotinsaurehydrazid, Ethambutol und Pyrizinamid. Wirkort dieser Substanzen
ist abgesehen von Rifampicin die bakterielle Zellwand. Isonikotinsdurehydrazid wirkt als
Inhibitor der Fas lI-Kkomponenten, die in M. tuberculosis an der Verlangerung des
Merozweigs der entstehenden Mycolsduren beteiligt sind (Zhang et al., 1993). Dagegen
inhibiert das Antibiotikum Ethambutol ((+)-2,2'-(Ethylendiimino)-di-1-butanol) in noch nicht im
Detail verstandener Weise den Arabinogalaktan-Aufbau (Takayama et al., 1979; Takayama
& Kilburn, 1989). Es ist ein verminderter Arabinose-Einbau beobachtet worden, der mit einer
Akkumulation von B-D-Arabinofuranosyl-1-monophosphodecaprenol einhergeht (Wolucka
etal., 1994). Belanger et al. (1996) konnten im Genom von M. avium den sogenannten
embAB-Locus identifizierten, der flir zwei Arabinosyltransferasen kodiert, die offensichtlich
an der Arabinogalaktansynthese beteiligt sind, da Uberexpression dieser Gene zur
Ethambutol-Resistenz ~ flhrt. M. tuberculosis besitzt  sogar  drei homologe
Arabinosyltransferasen embABC, die als Operon organisiert sind (Teleti etal, 1997).
Interessanterweise besitzt C. glutamicum im Unterschied zu den Mycobacteriaceae aber nur
ein emb-Gen, was wieder ein Hinweis auf einen vergleichsweise einfachen Zellwandaufbau

ist. Dies kdnnte die Analyse der genauen Funktion der emb-kodierten Proteine erleichtern.
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Neben dem Interesse am Verstandnis der Emb-Proteine und der Synthese der Mycolsauren
sind Untersuchungen zur Zellwandsynthese von C. glutamicum aber auch noch von weiterer
Bedeutung. So ist bekannt, dass neben Exportern auch die Synthese von
Zellwandkomponenten und die Struktur der Zellwand die Aminosaureakkumulation
beeinflussen kénnen. So zeigen z.B. Mutanten von C. glutamicum mit Defekt in der
Trehalosesynthese und reduzierten Trehalosemycolaten eine signifikante Erhéhung der
L-Glutamatakkumulation von 40,2 g I'" auf 45,6 g I'" (Nakamura et al., 2002). Auch was die
L-Lysinproduktion betrifft, beeinflusst die Mycolsaureschicht den Aminosaureefflux. Eine in
der Mycolsduresynthese defekte Mutante bildet Uberhaupt keine Mycolsauren mehr
(Tzvetkov et al., 2003) und exkretiert im Vergleich zum Ausgangsstamm 37 % mehr L-Lysin
(Wolf etal, 2003). Insbesondere ist von starkem Interesse, welcher Zusammenhang
zwischen den verschiedenen Moglichkeiten besteht, die L-Glutamatakkumulation von
C. glutamicum zu induzieren, da diese alle in Richtung Zellwandveranderung als notwendige
Malnahme weisen (Eggeling etal., 2001). Die wahrscheinlich am besten untersuchte
Methode beruht auf Biotin-Limitation (Hoischen & Kramer, 1990), wobei davon auszugehen
ist, dass der Biotin-Mangel die Aktivitdt der Biotin-abhangigen Acetyl-CoA-Carboxylase
hemmt. Somit kdme die L-Glutamatausscheidung durch Veranderungen der Zellmembran
bzw. Zellwand als Folge einer reduzierten Fettsduresynthese zustande. Durch Behandlung
von C. glutamicum mit Penicilin wird in die Synthese der Zellwandkomponente
Peptidoglykan eingegriffen (Nunheimer et al., 1970). Neben diesen und weiteren Methoden,
die alle auf die Zusammensetzung der Zellhille abzielen, ist die Ausscheidung von
L-Glutamat auch bei Mutanten zu beobachten, die in der Fettsdure- bzw. Zellwandsynthese

beeintrachtigt sind (Hirasawa et al., 2000).

Vor diesem Hintergrund wurden in dieser Arbeit zwei Ziele verfolgt. Zum einen sollten
Erkenntnisse zur Synthese der komplexen Zellhiille des industriell relevanten Bakteriums
C. glutamicum gewonnen werden, um dadurch den Prozess der Glutamatausscheidung und
moglicherweise auch der Ausscheidung anderer Aminosauren besser zu verstehen. Zum
anderen bietet es sich an, das biochemisch einfachere und erheblich schneller wachsende
Bakterium C. glutamicum dazu zu nutzen, mehr Uber grundlegende Mechanismen der

Zellwandsynthese des pathogenen Bakteriums M. tuberculosis zu erfahren.
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Il. MATERIAL UND METHODEN

1. Bakterienstamme und Plasmide

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterienstdmme sowie deren Eigenschaften

sind in Tabelle 1 und die verwendeten Plasmide in Tabelle 2 aufgefuhrt.

Tabelle 1: Verwendete Bakterienstamme und ihre relevanten Charakteristika.

Bakterienstamm Genotyp / Charakteristikum Referenz
E. coli
DH5aMCR endA1 supE44 thi-1 X" recA1 gyrA96 Grant et al., 1990

C. glutamicum

ATCC13032
13032 ::emb

13032 Pieia-emb

13032 Aemb

13032 ::fasA

13032 AfasB

13032 AfasB ::fasA

relA1 deoR A(lacZYA-argF) U169
$80dlacZAM15
mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

Wildtyp

Wildtyp mit Disruption des emb-Gens
durch pK18mob nach 1600 bp
Wildtyp mit Austausch des emb-
Promotors gegen den tetA-Promotor
Wildtyp mit Deletion eines 3363 bp
internen emb-Fragments

Wildtyp mit Disruption des fasA-Gens
durch pK18mob nach 4440 bp
Wildtyp mit Deletion eines 6132 bp
internen fasB-Fragments

Wildtyp mit einer Deletion des fasB-
Gens und mit einer Disruption des
fasA-Gens durch pK18mob

Abe et al., 1967
diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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Tabelle 2: Verwendete Plasmide mit ihren Charakteristika und Markern.

Plasmid Charakteristikum / Marker Referenz
pEC-S18mob2 SpcR, oriVec, oriVeg Kirchner & Tauch,
2003
pEC-T18mob2 TcR, oriVe,, oriVeg Kirchner & Tauch,
2003
pEKEX2 Kan®R, Py, lacl® Eikmanns et al., 1991
pEKEX3 Spck, Py, lacl® diese Arbeit
pJC1 Kan R, oriVe,., oriVeg Cremer et al., 1990
pZ1 Kan R, oriVe,., oriVeg. Menkel et al., 1989
pK18mob Integrationsvektor, KanR, oriVe., oriT, mob Schafer et al., 1994
pK19mobsacB Integrationsvektor, Kan®, oriVg., oriT, mob, |Schéfer et al., 1994
sacB
pWH853 AmpF; pBR322-Derivat mit dem Tn70 tetR- | Wissmann et al.,
Gen 1991
pWH1012 Amp®: pCB302b-Derivat mit Tn70 Piga Sizemore et al., 1990
pJC1::tetR pJC1-Derivat mit Tn70 tetR-Gen Schaffer,
unverdffentlicht
pJC1::Pgap-tetR pJC1::tetR-Derivat mit Promotor des gap- Schaffer,
Gens integriert vor dem tetR-Gen unveroéffentlicht
pK19mobsacB ::clpP | pK19mobsacB-Derivat mit den flankierenden | Schaffer,

pK19mobsacB
PteM'CIp

pK19mobsacB

PtetA-emb

Bereichen (je ca. 0,5 kb lang) des clpP1P2-
Promotors aus C. glutamicum
pK19mobsacB::clpP-Derivat mit TN10 Py
aus pWH1012 inseriert zwischen den
flankierenden Bereichen des clpP1P2-
Promotors aus C. glutamicum
pK19mobsacB-Derivat mit Tn70 Pyga
inseriert zwischen die flankierenden
Bereichen (je ca. 0,5 kb lang) des emb-

Promotors aus C. glutamicum

unveroffentlicht

Schaffer,

unveroffentlicht

diese Arbeit
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Tabelle 2 (ff): Verwendete Plasmide mit ihren Charakteristika und Markern.

Plasmid Charakteristikum / Marker Referenz

pEC-S18mob2 emb pEC-S18mob2 mit emb-Gen unter nativem | diese Arbeit
Promotor

pEC-T18mob2 emb pET-S18mob2 mit emb-Gen unter nativem | diese Arbeit
Promotor

pEKEx2 emb pEKEx2 mit emb-Gen aus C. glutamicum |diese Arbeit

pEKEX2 Mt _embA pEKEx2 mit Mt_embA-Gen diese Arbeit

pEKEx2 Mt _embB pEKEx2 mit Mt_embB-Gen diese Arbeit

pEKEx2 Mt _embC pEKEx2 mit Mt_embC-Gen diese Arbeit

pEKEx3 emb pEKEx3 mit emb-Gen aus C. glutamicum | diese Arbeit

pEKEx3 Mt_embA pEKEx3 mit Mt_embA-Gen diese Arbeit

pEKEx3 Mt_embB pEKEx3 mit Mt_embB-Gen diese Arbeit

pEKEx3 Mt_embC pEKEx3 mit Mt_embC-Gen diese Arbeit

pK18mob emb;y pK18mob mit einem 230 bp grol3en diese Arbeit
internen emb-Fragment

pK19mobsacB Aemb pK19mobsacB mit emb-Sequenz, deletiert | diese Arbeit
ist ein internes 3363 bp grofltes Fragment

pK18mob fasAint pK18mob mit einem 1178 bp groRem diese Arbeit
internen fasA-Fragment

pK19mobsacB AfasB pK19mobsacB mit fasB-Sequenz, deletiert | diese Arbeit

ist ein internes 6132 bp groltes Fragment

Restriktionskarten befinden sich im Anhang.
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2. Nahrmedien und Kultivierungsbedingungen

2.1 Nahrmedien

Nahrmedien fiir Escherichia coli
Zur Kultivierung von E. coli-Stammen wurde im Allgemeinen LB-Vollmedium nach Sambrook
et al. (1989) verwendet.

Nahrmedien fiir Corynebacterium glutamicum

Zur Stammhaltung und DNA-Isolierung wurde LB-Volimedium verwendet. Als Vollmedium fur
Vorkulturen wurde BHI-Komplexmedium (Difco Laboratories, Detroit, USA) oder CGlll-
Medium (Menkel et al., 1989) eingesetzt. Fur alle Kultivierungen zur Quantifizierung der
Aminosaureproduktion wurde das Minimalmedium CGXIl (Keilhauer et al., 1993) mit
4 % (w/v) Glucose und 30 mg/L Protokatechusdure benutzt. Dieses Medium besitzt durch
den Zusatz von 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS) sehr gute Puffereigenschaften
im pH-Bereich um 7,0. Zur Regeneration der Zellen nach der Elektroporation wurde BHIS-
Medium (BHI-Komplexmedium mit 0,5 M Sorbitol) verwendet. In diesem Medium fand auch

die Kultivierung der schlecht wachsenden Zellwandmutanten statt.

Medienzusatze
Zur Selektion rekombinanter E. coli-Stamme wurden dem Medium Antibiotika in den
folgenden Endkonzentrationen zugesetzt:
Kanamycin 50 pg/mL (unmittelbar nach der Transformation)
25 ug/mL (zur Vermeidung von Plasmidverlust)
Tetracyclin 5 pg/mL
Spectinomycin 100 ug/mL

Die Selektion rekombinanter C. glutamicum-Stamme erfolgte mit:
Kanamycin 50 pg/mL (bei frei replizierbaren Vektoren)
25 pg/mL (bei Integration eines Vektors ins Genom)
15 pg/mL (unmittelbar nach der Elektroporation)
Tetracyclin 5 pg/mL
Spectinomycin 250 ug/mL

Die Selektion auf Exzision der Vektoren pK19mobsacB Aemb und pK19mobsacB AfasB aus
dem Genom von C. glutamicum erfolgte auf LB-Medium mit 10 % (w/v) Saccharose (Schafer
etal., 1994).
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Zur Herstellung von Agarplatten wurden die Medien mit 1,5 % (w/v) Agar (Difco Laboratories,
Detroit, USA) versetzt.

2.2 Kultivierung der Bakterien

Die Kultivierung von E. coli und C. glutamicum erfolgte, wenn nicht anders angegeben, in
500 mL Erlenmeyerkolben mit zwei seitlichen Schikanen. Diese enthielten jeweils 50 mL
Vollmedium bzw. CGXII-Minimalmedium. Fir Plasmidisolationen im kleineren Malfistab
wurden 5 mL LB-Vollmedium im Reagenzglas verwendet. Kulturen in Reagenzglasern
wurden unter Schitteln bei einer Geschwindigkeit von 170 Upm, alle anderen Kulturen bei
einer Geschwindigkeit von 120 Upm inkubiert. Die Kultivierungstemperatur betrug 37 °C fir
E. coli und 30 °C fir C. glutamicum. Zur Bestimmung von Aminosaurekonzentrationen
wurden die Zellen Gber Nacht auf Komplexmedium vorkultiviert und dann in Minimalmedium
Ubertragen. Dazu wurden Aliquots der Vorkulturen steril enthommen, 10 min bei 4000 Upm
und 4 °C abzentrifugiert, mit 30 mL steriler 0,9 %-iger (w/v) NaCl-L6ésung gewaschen und
dann in Minimalmedium UberfGhrt. Dabei wurde, wenn nicht anders angegeben, eine
anfangliche Zelldichte von ODggy = 0,5 eingestellt.

Zur Stammhaltung wurden Dauerkulturen angelegt. Dazu wurden 2 mL von einer Uber Nacht
auf Komplexmedium angezogenen Kultur abzentrifugiert und in einem Gemisch aus 50 % LB
und 50 % sterilem Glycerin resuspendiert. Aliquots dieser Zellsuspensionen wurden bei
-20 °C oder -70 °C aufbewahrt und zum Beimpfen von Agarplatten verwendet. Diese
Stammhaltungsplatten wurden im Fall von E. coli fir 18 Stunden bei 37 °C bzw. im Fall von
C. glutamicum fur 48 Stunden bei 30 °C inkubiert, dann bei 4 °C gelagert und 14-tagig

erneuert.

3. Molekulargenetische Methoden

3.1 Isolierung von DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde der QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma
Qiagen (Hilden) verwendet. Das Prinzip dieses Kits beruht auf der alkalischen Lyse von
Bakterienzellen nach Birnboim und Doly (1979). Um Plasmid-DNA aus C. glutamicum zu
isolieren, wurde eine modifizierte Form der alkalischen Lyse verwendet (Schwarzer & Puhler,
1991). Auch hier erfolgte die Isolierung von Plasmid-DNA nach dem Prinzip der alkalischen

Lyse. Allerdings ist bei C. glutamicum aufgrund der besonders stabilen Zellwand zur



MATERIAL UND METHODEN 11

effektiven Lyse der Bakterienzellen eine vorhergehende Behandlung der Zellen mit Lysozym
(15 mg/mL) erforderlich. Die Isolierung chromosomaler DNA aus C. glutamicum erfolgte mit

dem DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden).

3.2 Restriktion, Modifikation und Rekombination von DNA

Alle Techniken zur Restriktion, Prazipitation, Phenol-Chloroform-Extraktion, Klenow- oder
alkalische Phosphatasebehandlung wurden nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt. Flr
analytische Restriktionen wurde die DNA 1h mit 2U des entsprechenden
Restriktionsenzyms pro ug DNA inkubiert, praparative Restriktionen wurden fir mindestens
4 h mit 6 U Restriktionsenzym pro pg DNA inkubiert. Die gelelektrophoretische Auftrennung
von DNA-Fragmenten erfolgte in 0,8 bis 2 %-igen TAE-Agarosegelen (Sambrook ef al.,
1989). Wurden die im Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente fur weitere
Klonierungsschritte bendtigt, so wurden sie mit dem QIAExI/I Gel Extraction Kit (Qiagen,
Hilden) aus dem Gel isoliert. Die Reinigung der DNA-Fragmente zwischen den einzelnen
Klongierungsschritten erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin Extract 2 in 1 Kit (Macherey & Nagel)
und im Fall von PCR-Fragmenten mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden).
Zur Modifikation Uberhangender 5’-Enden wurden diese mittels Klenow-Polymerase (Roche
Diagnostics, Mannheim) unter Zugabe von Desoxynukleotiden zu glatten Enden aufgefillit,
Uberhangende 3’-Enden wurden mit dem gleichen Enzym zu glatten Enden abgebaut
(Sambrook et al., 1989). Linearisierte Vektoren wurden mit alkalischer Phosphatase (Roche
Diagnostics, Mannheim) am 5'-Ende dephosphoryliert, um in einer Ligation die
Rezirkularisierung des Vektors zu verhindern. Ligationen wurden mit dem Rapid Ligation Kit

(Roche Diagnostics, Mannheim) flr 15 min bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

3.3 Transformation von E. coli und C. glutamicum

Transformation von E. coli

Zur Transformation von E. coli wurden die Zellen mit Rubidium- und Caesiumchlorid
behandelt. Dazu wurden die Zellen in 50 mL SOB- oder LB-Medium angezogen und nach
Erreichen einer ODgy von ca. 0,15 geerntet. Die weitere Durchfiihrung erfolgte nach der
Methode nach Hannahan (1983). Zur Transformation wurden 200 uL kompetente E. coli-
Zellen mit Plasmid-DNA bzw. einem Ligationsansatz gemischt. Durch anschlieBende

30 minutige Inkubation auf Eis sollte die Anlagerung der DNA an die Zellen erreicht werden.
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Ein kurzer Hitzeschock (90 s, 42 °C) diente der Unterstiitzung der DNA-Aufnahme in die
Zellen. Danach wurden die Zellen zur Regeneration flir 45 min bei 37 °C in 800 pyL LB-
Medium inkubiert. Diese Inkubation unter leichtem Schitteln ermdglichte sowohl die
Regeneration der Zellen als auch die Auspragung der Resistenz vor dem Ausplattieren auf

Antibiotika-haltigen LB-Agarplatten.

Transformation von C. glutamicum

Zur Transformation von C. glutamicum wurde die Methode der Elektroporation mit
anschlielendem Hitzeschock angewandt (Tauch et al., 2002). Dazu wurden 50 mL BHIS-
Medium (BHI-Komplexmedium mit 0,5 M Sorbitol) mit einer Einzelkolonie von C. glutamicum
angeimpft und Uber Nacht bei 30 °C inkubiert. Anschlielend wurden 5 mL der Vorkultur in
250 mL BHIS-Medium Uberimpft (2 L Kolben mit zwei seitlichen Schikanen) und bis zu einer
ODeggo von 1,75 inkubiert. Nach Erreichen der gewlinschten Zelldichte wurden die Zellen in
zwei JA-14 Zentrifugenbecher Uberfuhrt und durch Zentrifugation geerntet (20 min,
6000 Upm, 4 °C). Die Zellen wurden nachfolgend dreimal mit 20 mL eiskaltem TG-Puffer
(1 mM Tris, 10 % Glycerin, pH 7,5) gewaschen und weitere zweimal mit 50 mL eiskaltem
10 %-igem (v/v) Glycerin gewaschen, anschlielend in 1 mL eiskaltem 10 %-igem (v/v)
Glycerin resuspendiert, in Aliquots von 150 L in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis
zu ihrer Verwendung bei -70 °C gelagert. Zur Elektroporation wurden 150 pL Zellen mit der
zu transformierenden DNA gemischt und Iluftblasenfrei in eine vorgekihlte, sterile
Elektroporationskivette (Typ 16 S 2086, Biorad, Miinchen) Uberfiihrt. Der Ansatz wurde mit
0,8 mL 10 %-igem (v/v) Glycerin Uberschichtet. Die Elektroporation wurde dann bei einer
Spannung von 2,5 kV, einem Parallelwiderstand von 200 Q und einer Kondensatorkapazitat
von 25 uF in einem BIORAD GENE PULSER™ (Biorad, Miinchen) durchgefiihrt. Sofort nach
Beendigung des elektrischen Pulses wurde die Zellsuspension in 4 mL BHIS-Medium
aufgenommen, in ein 15 mL Falcon-Réhrchen tberflhrt und 6 min bei 46 °C inkubiert. Dieser
Hitzeschock inaktiviert vermutlich das Restriktionssystem von C. glutamicum, sodass bei
Verwendung heterologer DNA eine hdhere Transformationseffizienz erreicht werden kann
(Schafer et al., 1994). Nach dem Hitzeschock wurden die Zellen fir 60 min bei 30 °C unter
Schitteln regeneriert, bevor die Zellsuspension auf Antibiotika-haltigem BHIS-Medium

ausplattiert wurde.
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3.4 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde sowohl zur in vitro Vervielfaltigung von DNA-
Fragmenten (Saiki et al., 1988; Tindall & Kunkel, 1988) als auch analytisch zur Uberpriifung
von Integrations- und Deletionsmutanten eingesetzt. Dabei wurden jeweils zwei
Oligonukleotide als Primer eingesetzt, die den zu amplifizierenden DNA-Bereich flankierten.
Das PCR-Programm bestand aus einem einmaligen Denaturierungsschritt von 2 min bei
94 °C (hot start) und einem sich wiederholenden Zyklus aus DNA-Denaturierung bei 94 °C,
Primeranlagerung (annealing) bei 55-65 °C und Verlangerung (Elongation) der Primer mittels
DNA-Polymerase bei 72 °C. Dies ermdglicht eine exponentielle Amplifizierung des durch die
Primer begrenzten DNA-Fragmentes. Zur Durchfiuhrung der PCR wurde ein Thermocycler
der Firma Biozym Diagnostik (Oldendorf) verwendet. Als Matrizen-DNA wurde Ublicherweise
genomische DNA aus durch Hitzebehandlung aufgeschlossener Bakterienzellen verwendet.
Dazu wurde eine Kolonie des zu untersuchenden Stammes in 100 pL sterilem Wasser
resuspendiert und die Suspension fir 10 min bei 95°C inkubiert, um die Zellen
aufzuschlieflen. Nur in Ausnahmefallen, wie zum Beispiel zur Amplifikation besonders langer
Fragmente, wurde mit dem Dneasy Kit (Qiagen, Hilden) isolierte genomische DNA aus
C. glutamicum verwendet. Die annealing-Temperatur wurde aus der
Basenzusammensetzung der verwendeten Primer (siehe Anhang) mit folgender Formel
berechnet: annealing-Temperatur = 2 °C (pro A-T-Basenpaarung mit der Matrizen-DNA)
+ 4 °C (pro G-C-Paarung) - 5 °C (Sambrook et al., 1989). Die DNA-Polymerisation erfolgte
bei 72 °C und bei Fragmenten gdler als 3 kb bei 68 °C. Die Elongationszeit richtete sich
nach der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments. Die Tag-Polymerase synthetisiert
etwa 1000 Basen pro Minute, sodass die Polymerisationzeit durch Multiplikation der Lange
des erwarteten PCR-Fragments in Kilobasen mit 1,5 min errechnet wurde. Es wurden jeweils
30 Zyklen durchgefuhrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde ein Aliquot jedes Ansatzes
entnommen und durch Agarosegelelektrophorese analysiert. Wurden die amplifizierten DNA-
Fragmente flr weitere Klonierungsschritte bendtigt, wurden sie mit Hilfe des Qiaex Kit
(Qiagen, Hilden) aufgereinigt.

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten, die fir weitere Klonierungsschritte bendtigt
wurden, wurde mit dem Expand High Fidelity Kit (Roche Diagnostics, Mannheim)
durchgefiihrt. Die emb-Gene aus C. glutamicum und M. tuberculosis wurden fur ihre
Klonierung mit der KOD Hot Start DNA Polymerase (Merck Biosciences, Darmstadt)
amplifiziert. Die Insertions- und Deletionsmutanten wurden mit Tag-DNA-Polymerase

(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers Gberprift.
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3.5 Konstruktion von Integrations- und Deletionsmutanten von C. glutamicum

Die Technik der cross over PCR (Link etal., 1997) diente dazu, in zwei PCR-Schritten
Deletionskonstrukte zu erhalten. Im ersten Schritt wurden in zwei getrennten PCR-
Reaktionen Fragmente, die im Chromosom stromaufwarts bzw. stromabwarts des zu
deletierenden Gens liegen, generiert. Die Durchfliihrung der PCR erfolgte wie bereits
beschrieben auller, dass die Primerpaare in einem molaren Verhaltnis von 10:1 (600 nM
aulerer Primer und 60 nM innerer Primer) eingesetzt wurden. Im zweiten Schritt erfolgte die
gegenseitige Anlagerung der zwei amplifizierten Fragmente an komplementaren Regionen,
die bereits an die inneren Primer angefligt worden waren, und die Amplifizierung als ein
einziges Fragment durch die duReren Primer. Dabei wurde jeweils 1 yL der Fragmente der
ersten beiden PCR-Reaktionen und 600 nM der duf3eren Primer in der PCR eingesetzt. Das
erhaltene Fusionsprodukt wurde mit dem Qiaex/l Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)
gereinigt. Daraufhin wurden sowohl das PCR-Produkt als auch der Vektor pK19mobsacB
(Schafer etal., 1994) mit dem gleichen Restriktionsenzym geschnitten und nach
Dephosphorylierung des linearisierten Vektors ligiert. AnschlieRend wurden kompetente
Zellen von E. coli DH5a. mit dem gesamten Ligationsansatz transformiert. Unter den
erhaltenen Klonen wurde durch Restriktion der praparierten Plasmide auf Klone, die
Plasmide mit Insert trugen, getestet. Der fertige Deletionsvektor wurde mittels
Elektroporation in C. glutamicum eingebracht und einige Kolonien der so erhaltenen
Integranten in 5 mL LB angezogen, eine Verdinnungsreihe angelegt und auf LB-Platten, die
10 % Saccharose enthielten, ausplattiert. Durch die von sacB kodierte Levan-Sucrase wird
Saccharose zum toxischen Levan polymerisiert und es kommt zu einer induzierten Lethalitat
(Bramucci & Nagarajan, 1996). Die Saccharose-Platten wurden auf LB-Agar mit Kanamycin
Ubergeimpft, um auf Verlust des Deletionsvektors zu selektieren. Zuletzt wurden die
gesuchten Deletionsklone mittels PCR identifiziert, bei der Primer eingesetzt wurden, die im

Chromosom auf3erhalb des deletierten Bereichs binden.

Integrationsmutanten wurden erzeugt, indem in den Vektor pK18mob, der in C. glutamicum
nicht replizierbar ist, ein internes Fragment des zu unterbrechenden Gens kloniert wurde.
Nach Einbringen des Plasmides durch Elektroporation wurden durch Selektion auf die durch
das Plasmid vermittelte Antibiotika-Resistenz Integrationsstdmme isoliert und mittels PCR

Uberprift.
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3.6 Sequenzierung und computergestutzte Sequenzanalysen

Die Sequenzierung klonierter DNA erfolgte nach dem Prinzip des Kettenabbruchs nach
Sanger et al. (1977). Die nach der Aufreinigung durch Qiaprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Hilden) hochreine DNA wurde durch die Firmen AGOWA (Berlin) oder MWG (Ebersberg)

sequenziert.

Zur Analyse von Restriktionsschnittstellen und offenen Leserahmen wurde das Programm
Clone Manager (Version 6; Scientific & Educational Software) verwendet. Zum
Sequenzvergleich von Polypeptiden wurde das Multiple Sequence Alignment Programm
ClustalW 1.8 (Jeanmourgin et al., 1998) und ClustalX (EMBL, Heidelberg) verwendet. Die
Datenbankvergleiche zur Suche nach DNA- und Proteinsequenzen mit Ahnlichkeit zu den in
dieser Arbeit bearbeiteten Sequenzen erfolgte mittels der Programme BLASTX, BLASTN und
BLASTP (Altschul et al., 1997), mit den am National Center for Biotechnology Information
(NCBI, Washington, USA; http://www.ncbi.nlm.nih.gov) zur Verfugung stehenden
Datenbanken, mit der Datenbank des European Molecular Biology Laboratory
(http://www.embl-heidelberg.de) und mit Hilfe von ERGO (Integrated Genomics, Chicago,
USA).

4. mRNA-Quantifizierung mittels Real-time quantitativer RT PCR

4.1 Isolierung von bakterieller Gesamt-RNA

Zur Isolierung bakterieller Gesamt-RNA wurde ein Aliquot der Bakterienkultur (~25 mL) in der
exponentiellen Wachstumsphase (ODgy =5) mit 20g Eis im Falcongefall geerntet
(4000 Upm, 4°C, 5 min). Das Zellpellet wurde dann entweder direkt weiterverarbeitet oder
bis zur weiteren Verwendung in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —70°C gelagert
(Berstein et al., 2002; Khodursky et al., 2003). Frisch abzentrifugierte oder gefrorene Pellets
wurden mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) weiterverarbeitet. Dazu wurden die Zellen
in 350 yL des RNeasy-RLT-Puffers resuspendiert und mit 0,5 g Zirkonium/Silica-Kugeln
(2 0,1-0,13 mm) der Firma Roth (Karlsruhe) mechanisch 1 x 30 s im Silamat S5 (Vivadent,
Ellwangen) aufgeschlossen. Nach Zentrifugation (2 min, 13000 Upm) wurde der Uberstand
(maximal 700 uL) zur Isolierung der Gesamt-RNA auf die RNeasy-Saulchen aufgetragen
(Qiagen, Hilden). Die auf Silica-Gel basierenden Membranen der Saulchen binden in
Anwesenheit von absolutem Ethanol (250 pL) und einer spezifischen Salzpufferkonzentration

selektiv einzelstrangige RNA-Molekile ab einer GroRe von 200 Basenpaaren. Nach einem
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ersten Waschschritt nach Herstellerangaben wurde die adsorbierte RNA mit 30 U RNase
freier DNase | (RNase-Free DNase Set, Qiagen, Hilden) auf der Saulchenmembran fir
15 min inkubiert. Danach folgten zwei weitere Waschschritte bevor die RNA mit zweimal

50 uL RNase freiem Wasser vom Saulchen eluiert wurde.

DNase-Verdau

Die praparierte RNA wurde einem zweiten DNase-Verdau unterzogen. Dazu wurden 100 uL
Probe mit 10 yL 10-fach DNase-Puffer (1 M Natriumacetat, 50 mM MgSQO,, pH 5,0) und 30 U
RNase freier DNase (Roche Diagnostics, Mannheim) fiir 20 min bei 37 °C inkubiert. Es folgte

die Inaktivierung des Enzyms flir 10 min bei 70 °C.

Phenol-Chloroform-Extraktion

Um hochreine und DNA freie RNA zu erhalten, wurde die isolierte RNA im Folgenden durch
eine zusatzliche Phenol-Chloroform-Extraktion weiter aufgereinigt (Sambrook et al., 1989).
Dazu wurden die 60 yL RNA mit RNase freiem Wasser auf ein Volumen von 100 L
eingestellt, danach mit 100 yL Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und
vermischt. Die phenolhaltige L6sung wurde daraufhin in ein entsprechend vorbereitetes PLG
(Phase Lock Gel-Eppendorfreaktionsgefall, Eppendorf, Hamburg) gegeben und fir 15 min
bei 12000 g zentrifugiert. Das im PLG verwendete Gel setzt sich dabei zwischen der
wassrigen und der phenolhaltigen Phase ab und ermdglicht auf diese Weise eine einfache
und sichere Entnahme der wassrigen RNA-L6sung (Chirgwin et al., 1979; Chomczynski
et al., 1987). Durch die Zugabe von 100 pL Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) erfolgte ein
zuséatzlicher Extraktionsschritt (15 min, 12000 g). Der Uberstand wurde vorsichtig in ein
neues 1,5 mL Eppendorfreaktionsgefall Gberflihrt und mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat
sowie 3 Volumen absolutem Ethanol versetzt. Das Gemisch wurde Uber Nacht bei -20 °C
inkubiert. Danach wurde abermals zentrifugiert und das Pellet durch Zugabe von 1 mL
Ethanol (75 %) gewaschen (5 min, 7500 g), anschlieBend in der Vakuumzentrifuge

getrocknet und die RNA in 60 uL RNase freiem Wasser aufgenommen.

Die RNA-Konzentration sowie die Reinheit (E2s0/E2s0 ~ 1,8-2,2) der isolierten RNA-LAsungen
wurden photometrisch bei den Wellenlangen 230 nm, 260 nm und 280 nm gemessen. Mittels
denaturierender Formamid-Gelelektrophorese (Sambrook et al., 1989) wurden die RNA-
Konzentration und die Reinheit der RNA zusatzlich tUberprift. Die Lagerung praparierter RNA
erfolgte bei -20 °C.
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cDNA-Synthese

Die Synthese der cDNA erfolgte ausgehend von 500 ng Gesamt-RNA, die durch reverse
Transkription mit Zufalls-Hexamer-Primern  (Invitrogen, Karlsruhe) und reverser
Transkriptase (Omniscript Reverse Transkriptase, Qiagen, Hilden) in cDNA umgeschrieben
wurde. Die RNA wurde vor der Synthese flir 5 min bei 65 °C inkubiert und dann kurz auf Eis
abgekihlt. Anschliefiend wurde der vorbereitete Mastermix aus Reaktionspuffer, Nukleotiden
und reverser Transkriptase zugegeben. Die Synthese erfolgte flir 1 h bei 37 °C. Die
synthetisierte cDNA wurde ohne weitere Aufreinigung als template in der Real-time PCR

eingesetzt.

4.2 Real-time PCR

Die Real-time PCR wurde mit dem LightCycler (Roche Diagnostics, Mannheim)
durchgefuhrt. Als Reagenzien dienten die Bestandteile des LightCycler Fast Start DNA
Master SYBR Green | Kit (Roche Diagnostics, Mannheim) bzw. des Quantitect SYBR
Green | Kit (Qiagen, Hilden). Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green | (Invitrogen, Karlsruhe)
hat ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 521 nm. Bei der Messung erfolgte
eine Anregung der in speziellen Kapillaren (LightCycler Capillaries, Roche Diagnostics,
Mannheim) vorliegenden Proben durch eine blaue LED mit einer Anregungswellenlange von
470 nm. Die Fluoreszenzmessung erfolgte mit dem Kanal F1 bei einer Wellenlange von
530 nm. Tabelle 3 gibt den Ablauf der Real-time PCR sowie der Schmelzkurvenanalyse

wieder.
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Tabelle 3: Vorgehensweise bei der Durchfihrung der Real-time PCR. Nach Vorinkubation erfolgt die
Amplifikation durch 50 PCR-Zyklen. Das Produkt wird nachfolgend anhand der

Schmelzkurve analysiert.

Programm Schritt Temperatur Zeit Zyklen Fluoreszenz-
Detektion
Vorinkubation 95 °C 1 min 1 -
Amplifikation Denaturierung 95 °C 10s 50 -
Annealing Primer-abhangig 20s -
Synthese 72 °C Produkt -
[bpl)/25 s
Messung 72-86 °C Os einfach
Schmelzkurve | Denaturierung 95 °C O0s 1 -
Annealing 65 °C 15s -
Aufschmelzen 95 °C Os kontinuierlich
der DNA Temperatur-
Erhéhung
=0,1°Cls
Kihlung 40 °C 30s 1 -

4.3 Auswertung der Ergebnisse durch absolute Quantifizierung

Die absolute Quantifizierung der Transkripte erfolgte anhand von externen Standards
(Abbildung 2). Bei den externen Standards handelte es sich um DNA-Fragmente, die fur
jedes untersuchte Gen sowie die Referenzgene angefertigt wurden. Alternativ kann auch

Plasmid-DNA als Standard genutzt werden.
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Abbildung 2: Ablauf der absoluten Quantifizierung. Nach der reversen Transkription wurde die cDNA-
Menge des in der Real-time PCR untersuchten Gens mit Hilfe von externen Standards
bestimmt. Mittels der durch PCR hergestellten Standard-DNA bekannter Konzentration
wurde eine Eichgerade angefertigt, an der die cDNA-Konzentration der Probe

abgelesen wurde.

Mittels der Standard-DNA, deren Konzentration nach photometrischer Bestimmung bekannt
war, wurde eine Eichkurve angefertigt, anhand derer die Probenkonzentration abgelesen

werden konnte. Die Abbildung 3 dient der Veranschaulichung dieser Vorgehensweise.
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Abbildung 3: A) Erstellung der Eichgerade mit DNA-Standards, die als eine Reihe von 107-
Verdinnungen als template in der Real-time PCR eingesetzt werden. Die Kurven
zeigen die Fluoreszenzzunahme der einzelnen Proben wahrend der Real-time PCR.

B) Durch Auftragung der Crossing points der einzelnen Proben, welche von der
LightCycler-Software ermittelt werden, gegen den Logarithmus der Standard-

konzentration wird eine Eichgerade erstellt.

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

entsprechende Konzentration abgelesen wird.
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—— Fluoreszenzzunahme (sigmoide Funktion)
------ 1. Ableitung
............. 2. Ableitung

Fluoreszenz

Zyklusnummer

Abbildung 4: Die CP-Werte wurden nach der Second derivative maximum Methode ermittelt. Die
Kurve der wahrend der Real-time PCR gemessenen Fluoreszenzzunahme entspricht
einer sigmoiden Funktion. Die Zyklusnummer, welche dem X-Wert des Maximums der
zweiten Ableitung dieser Funktion entspricht, wird der zugehdrigen Probe als CP-Wert

zugeordnet.

Gleichzeitig mit den Proben wurden die drei verwendeten Referenzgene ddh (meso-
Diaminopimelatdehydrogenase), fbp (Fruktose-1,6-bisphosphatase) und gyrA (DNA-Gyrase,
Untereinheit A) amplifiziert, um so eventuelle Ungenauigkeiten durch abweichende PCR-
Effizienzen zu bericksichtigen. Als Referenzgene eignen sich konstitutiv exprimierte Gene,
die auch bei unterschiedlichen Kaultivierungsbedingungen gleiche Expressionsstarken
aufweisen. Aulerdem sollten sich die Expressionsstarken von untersuchtem Gen und

Referenzgen nicht zu stark unterscheiden.

5. Biochemische Methoden

5.1 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte photometrisch nach der Methode von
Bensadoun und Weinstein (1976). Der Proteingehalt wurde dabei Uber eine mit

Rinderserumalbumin (BSA) als Standard erstellte Eichkurve ermittelt.
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5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen mittels des NuPAGE-Systems
(Invitrogen, Karlsruhe) analysiert. Die Auftrennung erfolgte in 10 %igen Bis-Tris
Polyacrylamidgelen, wobei zur Probenvorbereitung ein vom Hersteller mitgelieferter Lithium-
Dodecylsulfathaltiger Gel-Ladepuffer verwendet wurde. Als Laufpuffer wurde ein MES-
haltiger (2-(N-Morpholino)-ethansulfonsaure) SDS-Puffer eingesetzt (50 mM MES, 50 mM
Tris, 1% SDS, 1 mM EDTA, pH 7,3). Zur Grollenabschatzung wurde der vorgefarbte
Standard See Blue (14-200 kDa) von Invitrogen (Karlsruhe) verwendet. Die Proteine wurden
mittels eines kolloidalen Coomassie-Farbstoffes (GelCode Blue Stain Reagent, Pierce,
Rockford, USA) fir 2-12 h direkt angefarbt und der Uberschiissige Farbstoff durch

dreimaliges Waschen mit Wasser fur jeweils 15 min entfernt.

5.3 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Zur Peptidmassen-Analyse, modifiziert nach Schaffer etal. (2001), wurden die zu
untersuchenden Proteinbanden mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten und die
Proteine im Gel mit Trypsin verdaut (Fountoulakis & Langen, 1997). Dazu wurden die
Gelstlickchen zweimal 10 min mit 350 yL 0,1 M Ammoniumbicarbonat gewaschen und
anschlieRend in 30 % (v/v) Acetonitril fiir 20 min inkubiert, der Uberstand verworfen und die
Gelstlicke in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Dann wurden die Proben mit 1 yL 3 mM
Tris/HCI-Puffer (pH 8,8) mit 10 ng/uL Trypsin (Sequencing grade modified Trypsin, Promega,
Mannheim) rehydratisiert und nach 20 min erfolgte die Zugabe von weiteren 2 yL 3 mM
Tris/HCI (pH 8,8) ohne Trypsin. AnschlieRend wurden die Proben bei 37 °C Uber Nacht
inkubiert. Die Peptide wurden durch Zugabe von 6 yL Wasser, 15 min Inkubation, Zugabe
von 5 pL 0,1 % (v/v) Trifluoressigsaure (TFA) in 30 % (v/v) Acetonitril und nochmals 10 min
Inkubation eluiert. Ein Aliquot von 0,5 uL der erhaltenen Peptidldsung wurde auf einer
Probenplatte mit 0,5 uL einer gesattigten Lésung von a-Cyano-4-Hydroxy-trans-Zimtsaure in
50 % (v/v) Acetonitril, 0,25 % (v/v) TFA gemischt. Eine externe Kalibrierung erfolgte fiir jede
Probe mit Hilfe der Calibration Mixtures 1 und 2 des Sequazyme Peptide Mass Standard Kit
(Applied Biosystems, Weiterstadt). Die Analyse der Proben erfolgte mit einer Voyager-DE
STR Biospectrometry Workstation (Applied Biosystems, Weiterstadt) im positiven Reflektor-
Modus mit 20 kV Beschleunigungsspannung, 63 % Gitterspannung und einer
Verzégerungszeit von 125 ns. 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, Weiterstadt) verwendet. Die erhaltenen Peptidmassen wurden zur Suche in
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einer lokalen Datenbank mit 3312 C. glutamicum-Proteinen (Degussa) mit Hilfe der GPMAW-
Software 4.0 (Lighthouse Data) oder dem MS-Fit-Programm (Clauser et al., 1999) genutzt.

6. Quantitative Bestimmung von Aminosauren mittels reversed phase HPLC

Zur Bestimmung der extrazellularen Aminosaurekonzentrationen im Kulturiberstand wurden
von der jeweiligen Kultur zum gewlnschten Zeitpunkt Proben entnommen, die darin
enthaltenen Zellen abzentrifugiert (5 min, 13000 Upm, Raumtemperatur) und der
Kulturlberstand zur Analyse eingesetzt.

Die quantitative Bestimmung der Aminosaurekonzentrationen wurde mittels reversed phase
HPLC nach Derivatisierung mit o-Phthaldialdehyd durchgefthrt (Lindroth & Mopper, 1979).
Die Derivatisierung erfolgte dabei in einer automatischen Vorsdulenderivatisierung, indem
1uL  der zu analysierenden Aminosdurelésung mit 20 yL  o-Phthaldialdehyd/2-
Mercaptoethanol-Fertigreagenz (Pierce, Rockford, USA) gemischt und eine Minute bei
Raumtemperatur inkubiert wurde. Die so entstehenden fluoreszierenden, thiosubstituierten
Isoindole (Jones & Gilligan, 1983) wurden dann Uber eine kombinierte Vorsaule (40 x 4 mm,
LiChrospher 100RP18EC-5 um) und Hauptsaule (125 x 4 mm, LiChrospher 100RP18EC-
5 um; beide Saulen von CS-Chromatographie Service GmbH, Langerwehe) mit einem
Gradientenprogramm mit zunehmend unpolarer Phase (Methanol) aufgetrennt. Das polare
Eluenz war Natriumacetat (0,1 M, pH 7,2) und die Fluf3rate betrug 0,3-0,8 mL/min (modifiziert
nach Lindroth & Mopper, 1979). Die Fluoreszenzdetektion der derivatisierten Aminosauren
erfolgte bei einer Anregungswellenlange von 230 nm und einer Emissionswellenlange von
450 nm. Fur alle Analysen wurde ein HPLC-Gerat der Serie HP1100 (Agilent, Waldbronn)
mit angeschlossenem Fluoreszenzdetektor (G1321A) verwendet; die Systemsteuerung und
Auswertung der Daten erfolgte mit der HP-Chem-Station Software (Agilent, Waldbronn). Die
Aminosaurekonzentration der analysierten Probe wurde Uber einen Vergleich mit einem

externen Standard und Asparagin als zusatzlichem internem Standard berechnet.

7. Analyse der Mycolsauren

Es wurde eine biochemische Analyse der Zellwand durchgefiihrt, um sowohl die am
Arabinogalaktan gebundenen als auch die freien Mycolsaduren, welche als
Trehalosemycolate vorliegen, zu untersuchen. Dazu wurde eine 5 mL BHI-Vorkultur mit einer
Einzelkolonie beimpft und Uber Nacht bei 30 °C und 170 Upm inkubiert. 0,5 mL dieser

Vorkultur wurden verwendet, um erneut 5 mL BHI, welches zur Markierung der Fettsauren
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10 pCi ["*C]-Acetat enthielt, zu inokulieren. Der Ansatz wurde fiir 4 h bei 30 °C und 120 Upm
inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen geerntet. Um die freien Lipide herauszuldsen,
erfolgten zwei Extraktionen mit jeweils 2 mL CHCI3-CH30H-H,O (10/10/3, v/v/v) flr 3 h bei
55 °C. Die organischen Phasen wurden vereinigt und erneut mit 1,75 mL CHCI; und 0,75 mL
H,O extrahiert. Die wassrige Phase wurde verworfen und die organische Phase zweimal mit
je 2 mL CHCI3-CH30H-H,0 (3/47/48, viviv) gewaschen, sodass nur noch besonders apolare
Substanzen zurtckblieben. Um das Volumen zu reduzieren, wurden die gelblichen Pellets
getrocknet und in 200 yL CHCI3-CH30H-H,O (10/10/3, v/viv) aufgenommen. 20.000 cpm
wurden jeweils diinnschichtchromatographisch aufgetrennt (5735 silica gel 60 Fzs4, Merck,
Darmstadt), wobei als Laufmittel CHCI;-CH;0H-H,O (60/16/2, v/v/v) verwendet wurde. Die
trockenen Chromatographieplatten wurden fiir 18 h auf Film (Kodak® X-Omat LS Film)

exponiert.

Die partiell entfetteten Pellets, die nur noch die kovalent am Arabinogalaktan gebundenen
Lipide enthielten, wurden zur Spaltung der kovalenten Bindung zwischen Mycolsaure und
Arabinogalaktangerist Uber Nacht bei 95°C in 2mL 5%  Tetrabutyl-
ammoniumhydroxidlosung,q inkubiert. Die erkaltete Losung wurde zur Herstellung der
apolaren Fettsdure- bzw. Mycolsduremethylester mit 2 mL Wasser, 4 mL CH,Cl, und 0,5 mL
CHgl far 30 min bei Raumtemperatur geschittelt. Nach Phasentrennung wurde die untere,
organische Phase dreimal mit je 4 mL Wasser gewaschen, getrocknet und in 4 mL
Diethylether resuspendiert. Der klare Uberstand wurde in ein Reagenzglas Uberfiihrt,
getrocknet und in 200 yL CHJCl, aufgenommen. 10.000 cpm wurden fur die
Dunnschichtchromatographie eingesetzt, die 25 min mit Diethylether-Aceton (95/5, v/v)
entwickelt und 19 h auf Film (Kodak® X-Omat LS Film) exponiert wurde.

8. Analyse des Arabinogalaktans

Zur biochemischen Analyse des Arabinogalaktans wurden Zellen des C. glutamicum
Wildtyps in CGXII-Minimalmedium unter Zusatz von 100 mg/L Ethambutol kultiviert. Parallel
dazu wurde eine Kultur ohne Ethambutol-Zugabe angezogen, die als Kontrolle diente. Die
Kultivierung wurde mit einer ODggg von 0,1 gestartet. Nach 4 h wurde 1 uCi/mL ['*C]-Glucose
zugegeben. Nach Inkubation von weiteren 4 h wurden die Zellen durch Zentrifugation fir
15 min mit 4500 g geerntet. Fir den folgenden Zellaufschluss wurden 0,5 g Zellen in 1 mL
2 % (w/v) Triton X-100 in PBS (0,1 M K;HPQ,4, 0,01 M NaCl, pH 7,4) resuspendiert. Der
Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschall (dreimal 60 s / zwischendurch fir je 90 s auf Eis).

Die anschlielRende Praparation der Zellwande erfolgte nach dem Protokoll von Mikusova
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et al. (1995). Die durch Zentrifugaton (20 min bei 13000 g) pelletierten Zellwédnde wurden
dreimal mit 2 % SDS in PBS fiir 1 h bei 95 °C extrahiert. Nachfolgend wurde das Pellet erst
mit Wasser, dann mit 80 % Aceton in Wasser und schlieRlich mit Aceton gewaschen.
Anschlielend wurde das Pellet im Luftstrom getrocknet. Zur Hydrolyse der Zuckerbausteine
des Arabinogalaktans wurde das Pellet nach Zugabe von 400 uL 2 M Trifluoressigsaure flr
3 h bei 120 °C inkubiert und anschlief’end getrocknet. Nach der Trocknung wurde das Pellet
mit 1 mL Wasser und 1 mL Chloroform extrahiert und fir 5 min bei 13000 g zentrifugiert, um
die Mycolsauren von den Zuckerkomponenten des Arabinogalaktans zu trennen. Die
wassrige Phase wurde abgenommen, getrocknet und anschlieRend in 100 uL Wasser
resuspendiert. Bei der diinnschichtchromatographischen Auftrennung (5735 silica gel 60
F2s4, Merck, Darmstadt) diente ein Gemisch aus Pyridin-Ethylacetat-Eisessig-Wasser

(5/5/1/3, viviviv) als Laufmittel. Die Platten wurden zweimal entwickelt.

9. Transmissionselektronenmikroskopie

Um auch morphologische Veranderungen von C. glutamicum zu erfassen, wurden Zellen
des C. glutamicum Wildtyps elektronenmikroskopisch untersucht. Dazu wurden die Zellen in
CGXII-Medium angezogen. Nach Erreichen einer OD von 10 wurde 1 mL Kultur
abzentrifugiert und das Pellet in 0,1 M Natriumphosphat-Puffer (pH7,2) mit 3%
Glutardialdehyd resuspendiert. AnschlieRend wurden die Zellen in 3 % Agarose eingebettet
und nachfolgend mit 1% OsO, fixiert, entwassert und in Epoxydharz eingebettet.
Ultradiinnschnitte wurden auf ein Kupfer-Gitter aufgebracht, mit Uranylacetat und Bleicitrat

gefarbt und mit einem Philips EM 400 Transmissionselektronenmikroskop untersucht.
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Ill. ERGEBNISSE

1. Screening nach Glutamatausscheidung induzierenden Substanzen

C. glutamicum ist in erster Linie durch seine Fahigkeit zur Glutamatausscheidung bekannt
geworden. Wie man weil3, tritt die Glutamatausscheidung erst als Folge einer veranderten
Zusammensetzung der Zellhille ein (Eggeling etal., 2001). Der biochemische und
molekulare Mechanismus der Glutamatausscheidung ist jedoch noch weitgehend
unverstanden. Es ist bekannt, dass sich die Glutamatausscheidung durch unterschiedliche
Faktoren induzieren lasst, wobei als Ausléser jeweils Veranderungen der Membran oder der
Zellwand in Betracht kommen. Es konnte gezeigt werden, dass bei Biotinlimitation die
Lipidzusammensetzung der Membran verandert ist (Hoischen & Kramer, 1990). Aul3erdem
wurde nach gezielter Expression von Lipidsynthesegenen eine Korrelation zwischen
Lipidzusammensetzung der Zelle und Glutamatausscheidung beobachtet (Nampoothiri et al.,
2002). Aufgrund der Tatsache, dass die Glutamatausscheidung in Zusammenhang mit der
Lipid- und Zellwandsynthese gebracht werden kann, sollte nun geprift werden, ob die
Méglichkeit besteht, die Glutamatausscheidung durch weitere bekannte Inhibitoren der Lipid-
oder Zellwandsynthese auszuldsen. Durch die Untersuchungen zur Lipidsynthese von E. coli
sind einige solcher Inhibitoren bekannt (Heath et al., 2001). Es gibt jedoch auch spezifisch
auf Corynebacterianeae wirkende Substanzen, die fir die Therapie der pathogenen Vertreter

dieses Taxons relevant sind.

In Tabelle 4 sind die in dieser Arbeit getesteten Inhibitoren unter Angabe ihres in der
Literatur ~ beschriebenen  Wirkortes  aufgelistet.  Die  Inhibitoren  wurden in
Wachstumsversuchen auf ihre Wirkung getestet, wobei mit dem C. glutamicum Wildtyp
Versuchsreihen unter Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen des Inhibitors durchgefihrt
wurden. Dabei wurde ausgehend von einer CGlll-Vorkultur eine Hauptkultur mit CgXII-
Minimalmedium beimpft und wahrend der Kultivierung das Wachstum Kkontinuierlich
beobachtet, um so die Wirkung der jeweiligen Substanz in Abhangigkeit von der getesteten
Konzentration zu untersuchen. Im Anschluss erfolgte noch eine Bestimmung der

Aminosaurekonzentration in den Kulturiiberstanden mittels HPLC-Analyse.
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Tabelle 4: Inhibitoren der Fettsaure- bzw. der Zellwandsynthese, die auf ihre Eignung zur Induktion

der Glutamatausscheidung getestet wurden, und ihre in der Literatur beschriebenen

Wirkorte
Inhibitor Wirkort Referenz

Isonikotinsaurehydrazid | Enoyl-ACP-Reduktase Fabl / InhA | Heath et al., 2001
(Lipidsynthese)

Hexachlorophen Enoyl-ACP-Reduktase Fabl / InhA | Heath et al., 2001
(Lipidsynthese)

Triclosan Enoyl-ACP-Reduktase Fabl / InhA | Heath et al., 2001
(Lipidsynthese)

Cerulenin FabB,FabF Parrish et al., 1999
(Lipidsynthese)

Ethambutol Arabinosyltransferase Emb Takayama & Kilburn, 1989
(Arabinogalaktansynthese)

1.1 Isonikotinsaurehydrazid, Hexachlorophen und Triclosan

Isonikotinsaurehydrazid ist ein Standardtherapeutikum bei der Behandlung von
mycobakteriellen Erkrankungen. Es wirkt ebenso wie Hexachlorophen und Triclosan durch
Interaktion mit der Enoyl-ACP-Reduktase (InhA) (Zhang et al., 1993; Heath et al., 2000).
C. glutamicum besitzt zwar kein homologes Gen fiir inhA, es ist aber dennoch eine Anderung
in der Mycolsdurezusammensetzung als Folge der Wirkung von Isonikotinsdurehydrazid
bekannt (Jang etal, 1997). Im Wachstumsexperiment wurde unter Zugabe von
Isonikotinsdurehydrazid eine starke Hemmung des Wachstums festgestellt, wobei nach
Uberschreiten einer Konzentration von 5 mg/L eine bakteriostatische Wirkung auftrat (nicht
gezeigt). Die Bestimmung der Aminosaurekonzentration im Kulturiberstand zeigte, dass

Isonikotinsdurehydrazid die Glutamatexkretion jedoch nicht ausldst.

Hexachlorophen wird hauptsachlich als Desinfektionsmittel zur Bekampfung gram-positiver
Bakterien, besonders von Staphylococcus-Stammen, eingesetzt (Korolkovas, 1988).
Hexachlorophen bewirkte bei C. glutamicum eine starke Wachstumshemmung ab einer
Konzentration von 2,5 mg/L. Hohere Konzentrationen flihrten zu einer Abnahme der OD,

was auf Zelllyse hindeutet. Glutamatausscheidung war nicht zu beobachten.

Die Substanz Triclosan findet als Desinfektionsmittel vielseitige Verwendung (McMurry et al.,

1998). Triclosan wirkt ab einer Konzentration von 6 mg/L wachstumshemmend auf
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C. glutamicum. Eine Untersuchung von Kulturiberstadnden, die nach 24 h bzw. 48 h der
Kultivierung in Anwesenheit dieser Triclosan-Konzentration entnommen wurden, ergab
Glutamat-Konzentrationen von 5,4 mM bzw. 9,1 mM. Bei héheren Konzentrationen trat eine
bakteriostatische Wirkung ein. Obwohl Triclosan, was die Wirkweise betrifft, Ahnlichkeiten zu
Hexachlorophen und Isonikotinsdurehydrazid aufweist, ist diese Substanz offensichtlich in

der Lage, die Glutamatausscheidung zu induzieren.

1.2 Cerulenin

Cerulenin wirkt auf die B-Ketoacyl-ACP-Synthasen durch Bindung an das aktive Zentrum
(D’'Agnolo et al., 1973). Bei Mycobacteriaceae inhibiert Cerulenin sowohl FAS I- als auch
FAS lI-Enzyme (Parrish etal., 1999), besitzt also eine relativ unspezifische Wirkung
(Matsumae et al., 1964). Wie das in Abbildung 5 dargestellte Experiment zeigt, hemmt die

Substanz das Wachstum von C. glutamicum bereits ab einer Konzentration von 1 mg/L.
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Abbildung 5: Wachstum von C. glutamicum in Anwesenheit unterschiedlicher Cerulenin-
Konzentrationen. 0 mg/L (O), 1 mg/L (O), 1,5 mg/L (4), 2,5mg/L (V), 5 mg/L (<),
10 mg/L (<)
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Die Bestimmung von Glutamat in den Kulturiiberstanden ergab eine Akkumulation von bis zu
11,8 mM in Anwesenheit von 2,5 mg/L Cerulenin. Die detaillierten Messdaten der Glutamat-
Konzentrationen sind in Tabelle 5 aufgefuhrt. Ab einer Konzentration von 5 mg/L wurde das
Wachstum der Zellen fast vollstidndig gehemmt, sodass es nur noch zu einer einzigen
Verdopplung kam. Interessanterweise kam es auch unter diesen Bedingungen noch zu einer

Glutamatausscheidung von 9 mM.

Tabelle 5: Glutamatausscheidung bei Wachstum von C. glutamicum in Anwesenheit unterschiedlicher

Cerulenin-Konzentrationen

Cerulenin Glutamat (mM)
24h 48 h 72 h
0 mg/L 0,4 0,3 0,3
1 mg/L 4.4 6,9 6,1
1,5 mg/L 4,9 5,7 4,7
2,5 mg/L 6,2 11,8 9,7
5 mg/L 4,7 9,0 9,3
10 mg/L 4,2 7,3 7,6

2. Untersuchungen zur Wirkung von Ethambutol

Ethambutol wurde im Verlauf des Screenings als ideale Substanz zur Induktion der
Glutamatausscheidung identifiziert. Deshalb wurde die durch Ethambutol induzierte
Glutamatausscheidung eingehend untersucht. Ethambutol besitzt grole Bedeutung in der
Tuberkulose-Therapie. Zuerst fanden Takayama und Kilburn (1989), dass Ethambutol in die
Zellwandsynthese eingreift, heute wei® man, dass Ethambutol die Synthese der

Zellwandkomponente Arabinogalaktan inhibiert (Deng et al., 1995).

An M. tuberculosis durchgefihrte Studien zeigen, dass Mutationen im embB-Gen, welches
fur die Arabinosyltransferase EmbB kodiert, Einfluss auf die Wirkung von Ethambutol
besitzen und sogar zur Ethambutol-Resistenz fliihren kénnen (Telenti et al., 1997). Anhand
der Genomsequenz konnte flr C. glutamicum ein homologes Gen zu embB identifiziert
werden. Wahrend M. tuberculosis drei emb-Homologe besitzt, die als Operon organisiert
sind (Escuyer et al., 2001), besitzt C. glutamicum nur ein einziges emb-Gen. Die Situation ist
demnach in C. glutamicum weniger komplex, was fur einen einfacheren Aufbau der Zellwand

spricht.
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2.1 Einfluss von Ethambutol auf das Wachstum von C. glutamicum

Um die Wirkung von Ethambutol auf C. glutamicum zu untersuchen, wurde zunachst ein
Wachstumsexperiment durchgefihrt, bei dem der C. glutamicum Wildtyp unter Zugabe
unterschiedlicher Konzentrationen von Ethambutol in Schittelkolben kultiviert wurde. Dazu
wurde ein Wachstumsexperiment in CgXlI-Minimalmedium durchgefihrt, wobei Ethambutol
vom Fermentationsstart an in Konzentrationen von 1 mg/L bis zu 5 mg/L zugesetzt wurde,
sodass das Wachstum der Zellen in Abhangigkeit von der Ethambutol-Konzentration verfolgt
werden konnte. Das Ergebnis des Experiments ist in Abbildung 6 dargestellt. Die
Wachstumskurven zeigen, dass sich eine Ethambutol-Konzentration von 20 mg/L bereits
verzogernd auf das Wachstum von C. glutamicum auswirkt. Auffallig ist, dass sich die
Wachstumshemmung bis zu einer getesteten Konzentration von 5 mg/L nicht weiter steigern
lasst. Ethambutol unterscheidet sich demnach maligeblich von den zuvor beschriebenen
Wachstumsinhibitoren, bei denen eine Wachstumshemmung nur in einem sehr kleinen
Konzentrationsbereich  erzielt werden konnte, aber bei einer Erhéhung der

Inhibitorkonzentration eine bakteriostatische oder sogar eine bakteriozide Wirkung auftrat.
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Abbildung 6: Wachstum von C. glutamicum (—) in Anwesenheit unterschiedlicher Ethambutol-
Konzentrationen sowie Glucoseverbrauch (=-==). 0 mg/L (O), 10 mg/L (O), 30 mg/L (A),
500 mg/L (V).
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Ethambutol flhrte bei C. glutamicum nicht nur zu einer verringerten Wachstumsrate, sondern
die mit Ethambutol behandelten Kulturen erreichten auch eine wesentlich geringere OD in
der stationdren Phase. Interessanterweise ist die Glucose jedoch bei Erreichen der

stationaren Phase vollstéandig verbraucht (Abbildung 6).

2.2 Der Einfluss von Ethambutol auf die Glutamatexkretion

Um die Metabolite im Kulturiiberstand zu analysieren, wurden wahrend der Kultivierung
Proben genommen. In Anwesenheit von Ethambutol-Konzentrationen zwischen 20 mg/L und
500 mg/L lagen nach 48 h im Uberstand Glutamat-Konzentrationen von 55-65 mM vor
(Abbildung 7). Hierbei war auffallig, dass die Glutamatbildung, wie bereits flr die
Wachstumsraten in Anwesenheit unterschiedlicher Inhibitorkonzentrationen beschrieben,

nicht von der Menge des dem Medium zugesetzten Ethambutols abhing.
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Abbildung 7: Glutamatbildung bei verschiedenen Ethambutol-Konzentrationen (=). 0 mg/L (O),
10 mg/L (O), 30 mg/L (A). Angegeben ist auBerdem die spezifische Produktivitat (---=)
bei Zugabe von 10 mg/L und 30 mg/L Ethambutol.

Es wurden die spezifischen Produktivitaten fir die Ethambutol-Konzentrationen 10 mg/L und
30 mg/L berechnet und in Abbildung 7 dargestellt. Wie ersichtlich, betrug die maximale
spezifische Produktivitat etwa 15 nmol (Glutamat) mg (Trockengewicht)” min”', wobei dieser

Wert nach 32-35 h, also im Ubergang von der exponentiellen zur stationdren Phase, erreicht
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wurde. Durch eine Erhéhung der Ethambutol-Konzentration war keine weitere Steigerung der
Produktivitat mdglich. Die spezifische Produktivitat fir die Ethambutol-Behandlung liegt beim
Vergleich mit bekannten Methoden zur Glutamatausscheidung zwischen der Biotin-
Limitation, mit der eine weitaus hohere spezifische  Produktivitait von
100 nmol (Glutamat) mg (Trockengewicht) ' min™ erreicht wird (Lapujade et al., 1999), und
der Behandlung mit Lokalanasthetika, bei der die spezifische Produktivitat mit

4 nmol (Glutamat) mg (Trockengewicht)" min™ geringer ist (Lambert et al., 1995).

2.3 Elektronenmikroskopische Untersuchung Ethambutol-behandelter Zellen

Die Untersuchung von C. glutamicum-Zellen im Lichtmikroskop hatte Hinweise auf
morphologische Veranderungen als Folge der Ethambutol-Behandlung ergeben. Um diesen
Sachverhalt genauer zu untersuchen, wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen
angefertigt. Hierzu wurden zwei Schuttelkolben mit CGXII-Medium parallel kultiviert, wobei
eine der Kulturen 100 mg/L Ethambutol enthielt und die andere als Kontrolle ohne Zugabe

von Ethambutol angezogen wurde.

Abbildung 8 zeigt die elektronenmikroskopischen Bilder von Dunnschnitten Ethambutol-
behandelter Zellen. Im Ubersichtsbild (oben rechts) ist zu erkennen, dass die Ethambutol-
behandelten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (oben links) gréRer und
abgerundeter sind. AuRerdem besitzen die sich in der Teilung befindenden Zellen offenbar
eine verbreiterte Zellwand. Die charakteristische Schichtenstruktur der Zellwand ist nur beim
unbehandelten Wildtyp (unten links) zu erkennen. Eine &ulRere elektronendurchlassige
Schicht (WTOL) stellt mit groBer Wahrscheinlichkeit die Mycolsaureschicht dar und eine
Schicht von hoherer Elektronendichte (SOOL) setzt sich wahrscheinlich aus Polysacchariden
zusammen (Marienfeld et al., 1997). Diese fir die Zellwand von C. glutamicum typische
Struktur geht nach Ethambutol-Behandlung verloren. Lediglich die innerste Schicht, die mit

grolier Wahrscheinlichkeit die Cytoplasmamembran darstellt, bleibt sichtbar.
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Abbildung 8: Die durch Ethambutol-Behandlung bedingten elektronenmikroskopisch sichtbaren
morphologischen Veranderungen bei C. glutamicum. Linke Seite: C. glutamicum ohne
Ethambutol-Zugabe; rechte Seite: C. glutamicum angezogen mit 100 mg/L Ethambutol
(SOOL: dinne elektronendichte aufiere Schicht (small opaque outer layer), WTOL:
breite elektronendurchlassige aullere Schicht (wide transparent outer layer); Balken in

oberer Abbildung = 2 um, Balken in unterer Abbildung = 0,1 um).

2.4 Biochemische Untersuchungen der Wirkung von Ethambutol auf die

Zellwandsynthese

Untersuchungen an M. smegmatis haben gezeigt, dass Ethambutol die Synthese des
Arabinans im Zellwandpolymer Arabinogalaktan verhindert (Deng et al., 1995). Aulerdem
wurde nach Ethambutol-Behandlung die Anhaufung von Trehalosemycolaten, die an der
Mycolsauresynthese beteiligt sind, beobachtet (Mikusova et al., 1995). Dies wird als eine
Folge dessen gedeutet, dass bei einem geringeren Arabinosegehalt des Arabinans flr die
Mycolsauren die Moglichkeit der Bindung an die terminalen Zuckermolekile des Polymers

nicht mehr gegeben ist und sich deshalb die Trehalosemycolate anhaufen.
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2.41 Arabinogalaktan-Analyse Ethambutol-behandelter Zellen

Um den Einfluss von Ethambutol auf die Arabinogalaktan-Bildung zu untersuchen, wurde in
einer biochemischen Analyse der Gehalt der relativen Anteile der einzelnen Zucker im
Arabinogalaktan quantifiziert. Dazu wurden die Zellen in Anwesenheit von [**C]-markierter
Glucose angezogen und anschlieRend der Mycolyl-Arabinogalaktan-Peptidoglykankomplex
isoliert. Nach Spaltung der Zuckerkomponenten des aus Arabinose- und Galaktoseresten
bestehenden Polymers durch saure Hydrolyse konnten die von diesem Polymer nun
abgespaltenen Mycolsauren durch Extraktion entfernt werden. Die Zuckerbausteine des
Arabinogalaktans  wurden mittels  Dunnschichtchromatographie  aufgetrennt  und
anschliefend autoradiographisch detektiert. Die in Abbildung 9 dargestellte Autoradiographie
macht deutlich, dass Ethambutol-behandelte Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen

einen drastisch reduzierten Arabinosegehalt im Arabinogalaktan aufweisen.

| € Arabinose

<4 Galaktose

Abbildung 9: Autoradiogramm zum Nachweis der Arabinose und Galaktose im isolierten
Arabinogalaktan nach Hydrolyse. Linke Spur: Arabinogalaktan-Hydrolysat aus Zellen
ohne Ethambutol-Behandlung (-), rechte Spur: Arabinogalaktan-Hydrolysat aus Zellen
behandelt mit 100 mg/L Ethambutol (+).
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2.4.2 Lipid-Analyse Ethambutol-behandelter Zellen

Da eine drastische Reduktion des Arabinosegehalts im Arabinogalaktan, wie im vorherigen
Abschnitt beschrieben, eine Folge der Ethambutol-Behandlung ist, bestand die Mdglichkeit,
dass auch der Gehalt der am Arabinogalaktan gebundenen Mycolsaduren reduziert ist. Um
dies zu untersuchen, wurde C. glutamicum in CGXII-Medium unter Zugabe von 100 mg/L
Ethambutol angezogen. Nach Ernten der Zellen wurden die nicht kovalent gebundenen
Lipide extrahiert. AnschlieBRend wurden die partiell entfetteten Pellets mit
Tetrabutylammoniumhydroxid  inkubiert, um die kovalenten Bindungen zwischen
Mycolsauren und Arabinogalaktan zu spalten. Nach erfolgter Extraktion der dabei
entstandenen Mycolsauremethylester (MAMES) wurden diese dinnschicht-
chromatographisch aufgetrennt. Das Ergebnis ist in Abbildung 10 A gezeigt. Es ist deutlich
zu erkennen, dass nach Ethambutol-Behandlung der Gehalt an gebundenen Mycolsauren im
Vergleich zur Kontrolle reduziert ist. Damit bewirkt Ethambutol indirekt eine Reduktion der
am Arabinogalaktan gebundenen Mycolsduren, wie auch fir M. smegmatis gezeigt
(Mikusova et al., 1995).
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Abbildung 10: Nachweis gebundener Lipide (A) und freier Lipide (B) in C. glutamicum mit (+) und
ohne (-) Ethambutol-Zugabe.

Es wurde ebenfalls der Gehalt an freien Lipiden analysiert. Die Dunnschichtchromatographie
in Abbildung 10 B zeigt eine leicht erhhte Menge von Trehalosedimycolaten (TDM) bzw.
Trehalosemonomycolaten (TMM). Diese Anhaufung konnte eine indirekte Folge der

Ethambutol-Behandlung sein, da die Trehalosedimycolate und Trehalosemonomycolate
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auch Intermediate der Mycolsauresynthese sind, die sich anhaufen, wenn es nicht zum
Einbau in den Mycolyl-Arabinogalaktan-Peptidoglykankomplex kommt. Somit zeigen diese
Analysen, dass Ethambutol in C. glutamicum drastische Anderungen im Aufbau der Zellwand

bewirkt.

3. Untersuchungen zur Arabinosyltransferase in C. glutamicum

Die Arabinosyltransferase Emb wird mit Ethambutol in Zusammenhang gebracht, da in
Ethambutol-Resistenten Stammen von M. tuberculosis haufig Mutationen im embB-Gen
beobachtet wurden (Telenti et al., 1997). Da C. glutamicum nur ein emb-Gen besitzt, ist das
Bakterium ideal geeignet, um die noch teilweise unbekannte Funktion von emb zu
untersuchen. In erster Linie sollte die Fragestellung untersucht werden, ob Emb der Wirkort

von Ethambutol ist.

3.1 Uberexpression von emb in C. glutamicum

Es sollte der Einfluss einer erhéhten Kopienzahl des emb-Gens in C. glutamicum getestet
werden. Zur plasmidkodierten Expression von emb wurden zwei verschiedene Vektoren

konstruiert.

Zunachst wurde emb mit seinem nativen Promotor in den Vektor pEC-T18mob2 kloniert
(Tauch et al., 2002). Dazu wurde das emb-Gen mittels der Primer emb_Start+50bp und
emb_Ende amplifiziert. AnschlieRend wurde das PCR-Produkt mit Klenow-Enzym behandelt
und in den mit BamH| geschnittenen Vektor pEC-T18mob2 kloniert, welcher vor der Ligation
ebenfalls mit Klenow-Enzym behandelt wurde. So wurde das Plasmid pEC-T18mob2emb
erhalten. Wie sich herausstellte, fuhrte dieser Vektor aber allein durch seine Tetracyclin-
Resistenz zu Wachstumseffekten, die dessen weitere Nutzung verhinderten. Solche Effekte
sind fur E. coli mehrfach detailliert beschrieben (Griffith et al., 1994; Stavropoulos &
Strathdee, 2000). Deshalb wurde eine Umklonierung von emb vorgenommen, um das 3,5 kb
grole Gen nicht erneut sequenzieren zu mussen. Dazu wurde das emb-Gen mit den
Enzymen Scal und Xbal aus pEC-T18mob2emb herausgeschnitten und nach Klenow-
Behandlung in den mit Smal linearisierten Vektor pEC-S18mob2 ligiert (Tauch et al., 2002).

Um zusatzlich eine Expression mittels des tac-Promotors zu ermoglichen, wurde das emb-
Gen in den Vektor pEKEX2 kloniert (Eikmans et al., 1991). Dies geschah durch Amplifikation
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des emb-Gens mittels der Primer emb_GTG+T7RBS und emb_Ende_EcoRI. Durch die an
den zweiten Primer angeflgte EcoRI-Schnittstelle wurde eine gerichtete Klonierung
ermdglicht. Diese erfolgte, indem der Vektor pEKEx2 mit den Enzymen EcoRI und EcolCRI
geschnitten wurde. Das Enzym EcolCRI ist ein Isoschizomer von Sacl, schneidet jedoch mit
glatten Enden. Das Fragment sollte so nach der Ligation mit der richtigen Orientierung im

Vektor vorliegen, was durch Restriktionsanalyse bestétigt wurde.

Der konstruierte Vektor pEC-S18mob2emb wurde in den C. glutamicum Wildtyp eingebracht.
Ein Wachstumsexperiment (Abbildung 11) sollte zeigen, ob die emb-Uberexpression eine
erhdhte Ethambutol-Toleranz zur Folge hat. Um dies zu untersuchen, wurde der Stamm
13032 pEC-S18mob2emb sowie der Kontrollstamm 13032 pEC-S18mob2 in CGXII-Medium
mit und ohne Ethambutol-Zugabe kultiviert. Wie in Abbildung 11 zu sehen ist, konnte durch
die verstarkte Expression des emb-Gens partiell die Wachstumshemmung aufgehoben

werden. Allerdings gelang keine vollstandige Aufhebung der Hemmung.
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Abbildung 11: Wachstum der C. glutamicum-Stamme 13032 pEC-S18mob2 (O) und 13032 pEC-
S18mob2emb (A) in CGXIl-Medium mit 15 mg/L Ethambutol (=) und ohne
Ethambutol ().

Da die Expression unter nativem Promotor offensichtlich nicht ausreichte, um den durch
Ethambutol-Behandlung hervorgerufenen Wachstumsdefekt zu komplementieren, wurde
untersucht, ob die Uberexpression von emb unter Kontrolle des tac-Promotors dies

ermdglicht. Dazu wurde der rekombinante Stamm 13032 pEKEx2emb benutzt und ein
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Wachstumsexperiment, wie zuvor beschrieben, durchgefuhrt (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Wachstum des C. glutamicum Wildtyps () sowie der Stamme 13032 pEKEx2 (O)
und 13032 pEKEx2emb (A) in CGXII-Medium mit 15 mg/L Ethambutol (—) und ohne
Ethambutol ().

Wie Abbildung 12 zeigt, wachst der Stamm 13032 pEKEx2emb in Anwesenheit von
Ethambutol vergleichbar mit dem Wildtyp mit Leervektor ohne Ethambutol-Zugabe. Es wurde
also im Gegensatz zu dem im vorherigen Abschnitt beschriebenen Experiment mit dem
Vektor pEC-S18mob2 durch Uberexpression von emb durch das Plasmid pEKEx2emb ein
Stamm erhalten, welcher Resistenz gegenliber Ethambutol in der verwendeten
Konzentration besitzt. Zusatzlich wurde beobachtet, dass der verwendete Vektor pEKEx2 die
Empfindlichkeit gegeniber Ethambutol erhéht. Hier kdnnte es sich um einen kombinierten
Einfluss des Vektors, der allein schon eine Verschlechterung des Wachstums bewirkt, und

der Wachstumshemmung durch Ethambutol handeln.

3.1.1 Nachweis der emb-Uberexpression durch Real-time RT PCR

Ob das emb-Gen im Stamm 13032 pEKEx2emb tatsachlich tberexprimiert wird, sollten RT
PCR-Experimente zeigen. Dazu wurden die Stamme 13032 pEKEx2 und 13032 pEKEx2emb

miteinander verglichen. Die Anzucht der beiden Stamme zur Isolierung der RNA erfolgte in
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CGXIlI-Medium, das 25 pg/mL Kanamycin und 100 uM IPTG enthielt. Die Zellen wurden bei
einer ODgy von 5 geerntet. Ausgehend von jeweils 500 ng wurde die RNA mittels
Zufallsprimern in cDNA umgeschrieben, welche dann als template in der Real-time PCR
eingesetzt werden konnte. Abbildung 13 A zeigt die erhaltenen Fluoreszenzkurven der Real-
time PCR. Das bereits nach 15 Zyklen zu deutlicher Fluoreszenzzunahme flhrende
Amplifikat ist durch die zur Kontrolle benutzte emb-DNA (<) bedingt, das darauf
erscheinende Amplifikat durch die cDNA des emb-Uberexprimierers (O) und das letztendlich
erscheinende Amplifikat durch die cDNA des Wildtyps (0). Damit wurde die Uberexpression
von emb nachgewiesen. Im Anschluss an die PCR wurde eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefiihrt (Abbildung 13 B), deren 1. Ableitung (Abbildung 13 C) zur Bestimmung des T,,-
Wertes herangezogen wurde. Dies bestatigt die Identitat der einzelnen PCR-Produkte. Durch
absolute Quantifizierung der Transkripte anhand einer externen Standardkurve wurde eine 5-
fache Uberexpression des emb-Gens in dem Stamm 13032 pEKEx2emb im Vergleich zu
13032 pEKEX2 berechnet.
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Abbildung 13: Nachweis der Uberexpression des emb-Gens in dem Stamm 13032 pEKEx2emb (O).
Als Vergleichsstamm bei diesem Experiment diente der Stamm 13032 pEKEx2 ().
Als Kontrolle (<) wurde eine Real-time PCR mit pEKEx2emb-Plasmid-DNA als
template durchgefiihrt.
A) Fluoreszenzzunahme im Verlauf der Real-time PCR
B) Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte

C) T-Wert-Bestimmung durch differentielle Schmelzkurve
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3.1.2 Einfluss von Ethambutol auf die extrazellulare Proteinakkumulation

Bei allen durchgefiihrten Experimenten konnte beobachtet werden, dass bei Kultivierung von
C. glutamicum im Schittelkolben in Anwesenheit von Ethambutol die sonst Ubliche
Schaumbildung der Kulturen ausblieb. Es bestand daher die Vermutung, dass die

Schaumbildung durch von der Zelle exkretierte Substanzen unterbunden wird.

Es wurde deswegen gezielt untersucht, ob nach Ethambutol-Behandlung im Kulturiberstand
eine erhohte Proteinkonzentration vorliegt. Hierzu wurden nach der Kultivierung der
C. glutamicum-Stamme 13032 Wildtyp, 13032 pEKEx2 und 13032 pEKEx2emb Proben der
Kulturiiberstande genommen. Die Probennahme erfolgte nach 52 h bei Abschluss der
Kultivierung. Zu diesem Zeitpunkt waren alle untersuchten Kulturen bereits ausgewachsen.
Die Proteinkonzentration der Kulturiiberstande sowie die OD-Werte der Kulturen sind in
Tabelle 6 wiedergegeben. Anhand der Messergebnisse wird deutlich, dass Ethambutol-
Behandlung zu einer drastischen Erhdhung der Proteinkonzentration im Kulturiberstand
fuhrt. Beim Wildtyp erfolgte durch Ethambutol eine Erhdhung der Proteinkonzentration um
den Faktor 3,2 bzw. flr den Stamm 13032 pEKEx2 um den Faktor 2,4. Ebenfalls zeigen die
Messungen, dass bei emb-Uberexpression die Ethambutol-Zugabe auch in dieser Hinsicht
keine Wirkung mehr zeigt. Bei der Kultivierung des Stammes 13032 pEKEx2emb sind im
Einklang damit auch keine Unterschiede in den Proteinkonzentrationen der Uberstande zu

beobachten.

Tabelle 6: Proteinkonzentration in den Kulturiiberstdnden. Mit allen aufgefihrten Stdmmen wurde
jeweils eine Kultivierung in Anwesenheit von Ethambutol (15 ug/L) und eine ohne

Ethambutol-Zugabe durchgefiihrt. Die Probennahme erfolgte jeweils nach 52 h.

Ethambutol Proteinkonzentration
13032 Wildtyp - 374,30 pg/mL
13032 Wildtyp + 1206,19 pg/mL
13032 pEKEx2 - 737,17 pg/mL
13032 pEKEx2 + 1754,87 png/mL
13032 pEKEx2emb - 533,63 ug/mL
13032 pEKEx2emb + 560,18 pg/mL

Weiterhin  wurden die Kulturiberstande mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
untersucht. Dazu wurde das 25ug bzw. 50 pug Protein entsprechende Volumen
Kulturiiberstand in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 20 yL Gel-Ladepuffer

aufgenommen. Die gelelektrophoretische Auftrennung der in den Uberstdnden vorhandenen
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Proteine ist in Abbildung 14 dargestellit.
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Abbildung 14: Proteingel von Kulturiiberstdnden der Stamme 13032 Wildtyp, 13032 pEKEx2 und
13032 pEKEx2emb jeweils bei Zugabe einer Ethambutol-Konzentration von 15 mg/L

und ohne Ethambutol-Zugabe. Die Buchstaben A-K kennzeichnen die

massenspektrometrische Untersuchung ausgeschnittenen Banden.

Spur 1:
Spur 2:
Spur 3:
Spur 4:
Spur 5:
Spur 6:
Spur 7:
Spur 8:
Spur 9:
Spur 10
Spur 11:
Spur 12

Standard

13032 Wildtyp / 25 ug Protein

13032 Wildtyp / 50 ug Protein

13032 Wildtyp + 15 mg/L Ethambutol / 25 pg Protein
13032 Wildtyp + 15 mg/L Ethambutol / 50 pg Protein
13032 pEKEX2 / 25 ug Protein

13032 pEKEX2 / 50 ug Protein

13032 pEKEXx2 + 15 mg/L Ethambutol / 25 ug Protein
13032 pEKEX2 + 15 mg/L Ethambutol / 50 yg Protein
13032 pEKEx2emb / 25 ug Protein

13032 pEKEx2emb / 50 ug Protein

13032 pEKEx2emb + 15 mg/L Ethambutol / 50 ug Protein

fur die

Wie das Gel zeigt, finden sich beim Wildtyp nur sehr wenige Proteine im Kulturiberstand.

Diese liegen vorwiegend in einer GrofRenordnung von bis zu 30 kDa. Bei Anwesenheit von

Ethambutol im Medium ist die Zahl der im Kulturiiberstand auffindbaren Proteine aber

dramatisch erhoht. Auffallig viele Proteine bis zu einer GréRe von 90 kDa sind unter diesen

Bedingungen im Kulturiiberstand zu finden.

Anschlielend erfolgte die Identifizierung der Proteine mittels MALDI-Massenspektrometrie.

Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Die Banden A-D traten

unter allen Bedingungen auf. Es handelte sich hierbei

hauptsachlich um Proteine
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unbekannter Funktion. A und B liegen im Genom eng benachbart, sind aber nicht
konserviert. Unter den nur in Anwesenheit von Ethambutol im Uberstand anzutreffenden
Proteinen waren zwei der sechs corynebakteriellen Mycolyltransferasen, CmytA und CmytC,
zu finden. Dies ist nicht Gberraschend, da Mycolyltransferasen, einschliel3lich CmytA, bereits
mehrfach in Kulturliberstanden nachgewiesen wurden (Puech et al., 2000; Brand et al.,
2003). CmytA findet sich ebenfalls im Uberstand unbehandelter Zellen. Nach Ethambutol-
Behandlung wurden hingegen auch Proteine im Uberstand identifiziert, die eindeutig im
Cytosol vorliegen (Catalase, Chorismatsynthase). Darunter waren auch Enzyme des
Zentralstoffwechsels wie 3-Phosphoglyceratkinase oder 2-Methylisocitratsynthase. Das |asst

darauf schlieRen, dass Ethambutol auch eine Lyse der Zellen bewirkt.

Tabelle 7: Ergebnisse der MALDI-Massenspektrometrie der Proteinbanden A-K des in Abbildung 14

gezeigten Proteingels. Die Untersuchung der Banden D und E lieferte kein Ergebnis.

Probe | RCGL-Nummer GroRe (kDa) Annotation
RCGL02239 30 hypothetisches Protein

B RCGL02234 24 hypothetisches Protein
C RCGL00230 16 Molybdenum cofactor biosynthesis protein C
D kein Ergebnis

E kein Ergebnis

F RCGL01571 90 Glycogenphosphorylase
G RCGL03519 71 CmytA/PS1
H RCGL00280 59 Catalase
H RCGL00001 59 DnaA

(chromosomal replication initiator protein)

I RCGL03066 49 2-Methylisocitratsynthase

J RCGL01176 45 Enolase

J RCGL01922 43 3-Phosphoglyceratkinase

K RCGL00420 40 CmytC

K RCGL01961 44 Chorismatsynthase

3.2 Inaktivierung von emb

Wie bereits erwahnt, lassen mit M. tuberculosis durchgefiihrte Experimente darauf schlielRen,
dass Emb der Wirkort von Ethambutol ist. Es konnte gezeigt werden, dass Ethambutol-
resistente klinische Isolate von M. tuberculosis Mutationen in einem der mycobakteriellen
emb-Gene aufweisen (Telenti et al., 1997). Da allerdings auch Mutationen in weiteren Genen

gefunden wurden, die ebenfalls zu erhéhter Resistenz gegeniber Ethambutol flhrten, ist
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bisher nicht eindeutig geklart, ob Emb tatsachlichlich den potentiellen Wirkort von
Ethambutol darstellt (Ramaswamy et al., 1997). Deshalb sollte die Wirkung von Ethambutol
auf C. glutamicum nach der Inaktivierung von emb untersucht werden. Falls Emb der
alleinige Wirkort ist, sollte Ethambutol bei der emb-Inaktivierungsmutante keinen

zusatzlichen negativen Effekt ausiben.

Zur Inaktivierung des emb-Gens von C. glutamicum wurde ein Plasmid konstruiert, das ein
230 bp groRBes Fragment dieses Gens enthalt. Das mittels der Primer pemb_for1 und
pemb_rev1l amplifizierte PCR-Fragment wurde Uber die Smal-Schnittstelle der multiple
cloning site in den Vektor pK18mob kloniert. Nach Einbringen des Vektors in den
C. glutamicum Wildtyp wurde das Plasmid Uber die homologen Sequenzen ins Genom
integriert. Dieses Ereignis konnte mittels PCR unter Verwendung der Primer pemb_for2,
pemb_rev2 sowie der im Vektor bindenden Standardprimer RSP und USP in zwei
unabhangigen PCRs eindeutig nachgewiesen werden. Bei der Konstruktion der
Inaktivierungsmutante 13032::emb erwies sich der Schritt der Integration als aulerordentlich
schwierig, sodass nach 14 durchgefiihrten Elektroporationen nur 16 Klone erhalten wurden.
Bei einer einzigen Kolonie, die sich durch sehr geringes Wachstum auszeichnete und erst
nach einer Inkubationszeit von einer Woche auf den BHIS-Platten, auf denen die Zellen nach
der Elektroporation ausplattiert wurden, erkennbar war, konnte die Integration von pK18mob

in den emb-Locus nachgewiesen werden.

Die so erzeugte Mutante 13032::emb wurde wegen des starken Wachstumsdefekts in BHIS-
Komplexmedium kultiviert, welches zur osmotischen Stabilisierung Sorbit enthalt. Die
Wachstumskurven in Abbildung 15 machen den Wachstumsdefekt der Mutante im Vergleich
zum Wildtyp deutlich. Wie ersichtlich erreicht die emb-Inaktivierungsmutante lediglich eine
ODggo von 10.

Um auszuschlieBen, dass durch das integrierte Plasmid downstream-Effekte verursacht
werden, sollte die Komplementation mit dem emb-Gen erfolgen. Dazu war aufgrund der
Kanamycin-Resistenz der Inaktivierungsmutante die Konstruktion eines Vektors mit einer
anderen Resistenz nétig. Dazu wurde in dem bereits vorhandenen Plasmid pEKEx2emb die
Kanamycin-Resistenz gegen die Spectinomycin-Resistenz ausgetauscht. Dies geschah
durch Ausschneiden der Kanamycin-Resistenz mittels der Restriktionsenzyme Stul und
Xhol. Das ausgeschnittene 1 kb groRe Fragment beinhaltet die gesamte Kanamycin-
Resistenz. Nachfolgend wurde diese durch das Gen fir die Spectinomycin-
Adenylyltransferase, welches Spectinomycin-Resistenz verleiht, ersetzt. Dieses Gen wurde
nach Schneiden des Plasmids pEC-S18mob2 (Kirchner & Tauch, 2003) mit dem
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Restriktionsenzym Bglll als 1,2 kb-Fragment isoliert. Anschlielend wurde das Fragment mit
dem zuvor linearisierten Vektor pEKEx2emb ligiert. Dieser Vektor wurde als pEKEx3emb
bezeichnet. Auf die gleiche Weise wurde ausgehend von dem Basisplasmid pEKEx2 auch
das Plasmid pEKEXx3 konstruiert.

Die emb-Inaktivierungsmutante wurde sowohl mit pEKEx3 als auch mit pEKEx3emb
transformiert. Die so erhaltenen Stamme 13032::emb pEKEX3 und 13032::emb pEKEx3emb
wurden zusammen mit dem Wildtyp in BHIS Medium kultiviert. Die Wachstumskurven sind in
Abbildung 15 gezeigt. Hier wird deutlich, dass das Plasmid pEKEx3emb tatsachlich in der
Lage ist, den durch die Inaktivierung von emb verursachten Wachstumsdefekt nahezu
vollstandig zu komplementieren. Der Vergleich der Wachstumskurven des Wildtyps und der
komplementierten Inaktivierungsmutante zeigt allerdings, dass die Mutante die OD-Werte
des Wildtyps nicht ganz erreicht. Méglicherweise kénnte auch die Uberexpression des

Membranproteins Emb einen negativen Einfluss ausiben.
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Abbildung 15: Wachstum der emb-Inaktivierungsmutante (A) sowie der komplementierten Mutante
(<) im Vergleich zum Wildtyp (C). Als Kontrollen sind ebenfalls der Wildtyp (O) sowie
die Inaktivierungsmutante mit Leervektor (V) gezeigt. Die Kultivierung erfolgte in
BHIS-Komplexmedium. Die Kultur der Inaktivierungsmutante enthielt 25 ug/ml

Kanamycin.
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3.3 Ethambutol-Toleranz der emb-Inaktivierungsmutante

Wie bereits erwahnt ist bisher nicht eindeutig geklart, ob Emb tatsachlichlich den Wirkort von
Ethambutol darstellt (Ramaswamy et al., 1997). Falls Emb der alleinige Wirkort ist, sollte
Ethambutol bei der emb-Inaktivierungsmutante keinen zusatzlichen negativen Effekt
austiben. Um dies zu prifen, wurde die emb-Inaktivierungsmutante sowohl mit als auch
ohne Ethambutol kultiviert. Anhand der in Abbildung 16 gezeigten Wachstumskurven ist
deutlich zu erkennen, dass tatsachlich bei Zugabe von 15 mg/L Ethambutol die
komplementierte Mutante wie der gleiche Stamm ohne Ethambutol-Zugabe wachst. Somit
fuhrt Ethambutol bei der emb-Inaktivierungsmutante zu keiner zusatzlichen
Wachstumshemmung. Auch die durch plasmidkodiertes emb komplementierte
Inaktivierungsmutante zeichnet sich, wie zuvor fiir die Uberexpression im Wildtyphintergrund

gezeigt, durch eine erhdhte Ethambutol-Toleranz aus.
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Abbildung 16: Einfluss von Ethambutol auf das Wachstum des C. glutamicum Wildtyps (), der emb-
Inaktivierungsmutante (V) sowie der komplementierten Mutante (<) bei

Kultivierungen in BHIS-Vollmedium mit Ethambutol (----) und ohne Ethambutol (—).
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3.4 Expression von emb unter Kontrolle des tetA-Promotors

Da die emb-Inaktivierungsmutante nur ein sehr eingeschranktes Wachstum zeigte und
anfangs die Transformation dieser Mutante nicht mdglich war, wurde parallel ein Stamm
hergestellt, bei dem angestrebt wurde, die emb-Expression zu regulieren. Um dies zu
erreichen, sollte das emb-Gen unter die Kontrolle eines regulierbaren Promotors gestellt
werden. Dazu bot sich der tetA-Promotor an (Saenger et al., 2000), mit dem die Regulation

des corynebakteriellen clpP-Gens bereits erfolgreich war (Engels et al., 2004).

Um den chromosomalen Austausch des nativen emb-Promotors durch den tetA-Promotor zu
erreichen, wurde das Plasmid pK19mobsacB Ps-clpP verwendet. In diesem Plasmid
wurden die urspringlichen den tetA-Promotor flankierenden Sequenzen mit den
Restriktionsenzymen Xmal und Nsil bzw. Xhol und Xbal nacheinander herausgeschnitten
und anschlieBend durch PCR-Produkte ersetzt, die Uber Primer mit den passenden
Schnittstellen versehen waren (Primer: PtetA upstream Nsil, PtetA upstream Xmal; PtetA
downstream Xhol, PtetA downstream Xbal; siehe Anhang). So wurde das Plasmid
pK19mobsacB P-emb erhalten, welches den tetA-Promotor tragt, der flankiert wird von
zwei jeweils ~400 bp groflen Fragmenten, die im Chromosom stromaufwarts und
stromabwarts vom emb-Promotor liegen. Nach Transformation des Plasmids in
C. glutamicum kam es Uber diese Sequenzen zu einer homologen Rekombination, die die
Integration des Plasmids ins Genom ermdglichte. Nach einem zweiten
Rekombinationsschritt, der wieder zur Exzision des Vektors aus dem Genom fiihrte, wurde
so der angestrebte chromosomale Austausch des emb-Promotors durch den tetA-Promotor
erreicht. Die korrekte Konstruktion wurde mittels PCR Uberpriift. Der erhaltene Stamm 13032
Pieta-emb wurde anschlielend mit dem Plasmid pJC1 Pgap-tetR transformiert, welches das
Gen fir den Repressor TetR ftragt, dem der konstitutive Promotor des gap-Gens
vorangestellt ist. Dieser Transformationsschritt wurde in Anwesenheit von 200 ng/mL
Anhydrotetracyclin durchgefiihrt, um die Expression des unter Kontrolle des tetA-Promotors
stehenden emb-Gens zu gewahrleisten und das Wachstum der Transformanten nicht zu

beeintrachtigen.

Zunachst wurde das Wachstum des Stammes 13032 Pyp-emb pJC1 Pgap-tetR auf Platten
untersucht. Abbildung 17 zeigt das Wachstum des Stammes sowohl in Anwesenheit von
Anhydrotetracyclin (oben links) als auch in Abwesenheit von Anhydrotetracyclin (oben
rechs). Interessanterweise zeigte sich erst nach einem zusatzlichen Uberimpfen von der

Platte ohne Anhydrotetracyclin-Zugabe auf frische Platten ein deutlicher induktorabhangiger
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Wachstumsunterschied. Hier ist das Wachstum durch Abwesenheit des Induktors stark

beeintrachtigt.

+ Anhydrotetracyclin - Anhydrotetracyclin

Abbildung 17: Wachstum des Stammes 13032 Ptet-emb pJC1 Pgap-tetR auf Minimalmedium unter
Zugabe von 200 ng/mL Anhydrotetracyclin (oben links) und ohne Zugabe von
Anhydrotetracyclin (oben rechts). Die beiden unteren Platten zeigen nach erneutem
Ausstreichen von der Platte ohne Induktor auf jeweils eine Platte mit (unten links) und

ohne Induktor (unten rechts) einen deutlichen Wachstumsunterschied.

Zusatzlich wurden Wachstumsversuche in Flussigkultur durchgefuhrt. Die Vorkultivierung
erfolgte in Cglll-Medium, welches 200 ng/mL Anhydrotetracyclin enthielt. Mit Zellen dieser
Vorkultur wurden anschlieRend parallel zwei CgXll-Hauptkulturen angeimpft, wobei ein
Kolben 200 ng/mL Anhydrotetracyclin enthielt. Der Stamm wies unter nicht induzierenden
Bedingungen ein leicht verzégertes Wachstum auf (nicht gezeigt). Wurde wie zuvor bei dem
Plattentest geschildert nochmals mit der Kultur, die kein Anhydrotetracyclin enthielt, eine

zweite Hauptkultur angeimpft, war die Wachstumsverzdgerung starker ausgepragt.

Offensichtlich ist also mittels des tetA-Promotors keine strikte Kontrolle der emb-Expression
moglich, obwohl dieser Promotor eigentlich als besonders strikt reguliert gilt (Saenger et al.,
2000). Es konnte aber auch sein, dass extrem geringe Expression ohne Anhydrotetracyclin-
Zugabe erfolgt und bereits geringe durch emb bedingte Arabinosyltransferase-Aktivitat

wieder Wachstum der Mutante erlaubt. Die durch die emb-Regulation bedingte Wachstums-
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verzégerung ging erwartungsgemaf mit Glutamatausscheidung (bis zu 25 mM) einher. Das
zeigt, dass emb-Expression allein mit Glutamatausscheidung korreliert und keiner der

weiteren mdglichen Effekte von Ethambutol dafir in Frage kommt (Deng et al., 1995).

3.5 Deletion des emb-Gens

Da sich gezeigt hatte, dass emb inaktivierbar ist, war auch denkbar, dass dieses Gen in
C. glutamicum ebenfalls deletiert werden kann. Dabei ist problematisch, dass es fir die
zweite Rekombination, die zur Deletion flihrt, keinen positiven Selektionsdruck gibt.
Trotzdem wurde dieser Ansatz verfolgt, weil die Abwesenheit des Integrationsvektors in der

Deletionsmutante erheblich mehr Freiheiten bezuglich der Nutzung von Vektoren bietet.

Um die Deletion von emb zu erreichen, wurde das Plasmid pK19mobsacB Aemb konstruiert.
Dazu wurden in einer ersten PCR mittels der Primerpaare emb_start_in und emb_start_out
bzw. emb_end_in und emb_end_out zwei Fragmente generiert, die nach Aufreinigung als
template fur eine zweite PCR dienten, bei der die Primer emb_start out und emb_end_out
erneut zum Einsatz kamen. Nach Behandlung mit Klenow-Polymerase wurde das erhaltene
Fragment in den mit Smal geschnittenen Vektor pK19mobsacB ligiert, um so das
Deletionskonstrukt pK19mobsacB Aemb zu erhalten. Nach 8 Transformationsansatzen
konnten 3 Integrationsmutanten erhalten werden, die zur zweiten Rekombination in LB
angezogen wurden und anschlieBend auf LB-Platten, die 10 % Saccharose enthielten,
ausplattiert wurden. Maogliche Deletionsklone wurden mittels PCR mit den Primern
emb_start_Deletionskontrolle und emb_end_Deletionskontrolle identifiziert. Mehr als 100
Klone mussten getestet werden, bis schlieRlich zwei Mutanten, bei denen emb deletiert war,
erhalten wurden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Nachweis der emb-Deletion. Spur 1: Standard 1 (Lambda-DNA geschnitten mit
BstEll); Spur 2: Standard 2 (100 bp-1500 bp in 100 bp-Schritten); Spur 3: Wildtyp;

Spur 4: emb-Deletionsklon 1; Spur 5: emb-Deletionsklon 2.

Das Wachstum der emb-Deletionsmutante wurde zuerst auf Platten untersucht. Wie
Abbildung 19 zeigt, wies die Mutante im Vergleich zum Wildtyp ein auRerst geringes
Wachstum auf. Die Mutante wurde mit dem zuvor konstruierten Plasmid pEKEx2emb
transformiert. Wird emb plasmidkodiert angeboten, so wird der Wachstumsdefekt der

Mutante komplementiert.

Abbildung 19: Wachstum der emb-Deletionsmutante 13032 Aemb (2) im Vergleich zum Wildtyp
13032 (1) auf LB-Agar.



50 ERGEBNISSE

Aufgrund des schlechten Wachstums der Mutante wurde zur Anzucht in Flussigkultur das mit
Sorbit osmotisch stabilisierte BHIS-Vollmedium verwendet. Die Abbildung 20 zeigt das
Wachstum der Mutante sowie der komplementierten Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Ein
Vergleich des Wildtyps mit dem Stamm, welcher den Leervektor pEKEx2 tragt, macht
deutlich, dass das Plasmid pEKEx2 bereits zu einer erheblichen Verschlechterung des
Wachstums fiihrt. Solche Vektoreffekte sind bekannt (Griffith et al., 1994; Stavropoulos &
Strathdee, 2000). Die Mutante 13032 Aemb mit dem Leervektor pEKEx2 wachst deutlich
verzogert gegentiber den Kontrollen und erreicht auch eine erheblich niedrigere OD. Durch
Komplementation der Mutante mit pEKEx2emb wird das Wachstum wesentlich verbessert,
aber es erfolgte offensichtlich keine vollstindige Komplementation. So erreichte die
komplementierte Mutante nur eine End-OD von 13, wohingegen der Wildtyp eine OD von 17
erreichte. Der gleiche Effekt wurde bei der Komplementation der emb-Inaktivierungsmutante
beobachtet (siehe Abschnitt 3.2). Mdglicherweise spielt hier eine Rolle, dass sich die
Uberexpression des Membranproteins Emb negativ auf die Zelle auswirkt und so zu einem

friheren Eintritt in die stationare Phase flhrt.
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Abbildung 20: Wachstum der C. glutamicum-Stamme 13032 Wildtyp (O), 13032 pEKEx2 (O), 13032
Aemb pEKEX2 (A) und 13032 Aemb pEKEx2emb (V) in BHIS-Medium.

Bei Wachstum in Minimalmedium wurde als ein weiterer Phanotyp der emb-
Deletionsmutante eine verringerte Schaumbildung festgestellt, wie es auch beim Wildtyp bei
Ethambutol-Zugabe der Fall war (siehe Abschnitt3.1.2). Ebenfalls war die
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Proteinkonzentration im Kulturiberstand stark erhdht. Auch die Kulturiberstdnde der emb-
Deletionsmutante in CGXII-Medium wurden auf ihren Proteingehalt hin untersucht. Die
Messung ergab, dass im Kulturtiberstand der emb-Deletionsmutante 13032 Aemb pEKEx2
etwa 6-fach mehr Protein vorhanden war als im Kulturiiberstand des Stammes 13032
pEKEx2 und dies bei geringerer Biomassebildung der Kultur. Im Fall der komplementierten
Mutante ist im Kulturiiberstand keine erhéhte Proteinkonzentration zu beobachten. Damit
steht dieser Phanotyp in direktem Zusammenhang mit der emb-Expression. Es ist demnach
sehr wahrscheinlich, dass der gemeinsame Phanotyp der stark verminderten
Schaumbildung, welcher beim Wildtyp unter Ethambutol-Zugabe und bei der emb-
Deletionsmutante zu beobachten war, auf eine Steigerung der Proteinmenge in den
Kulturiiberstédnden zuriickzufiihren ist. Im Ubrigen trat dieser Phénotyp ebenfalls bei der
emb-Inaktivierungsmutante sowie der regulierbaren Mutante unter Bedingungen mit niedriger
emb-Expression auf. Des Weiteren verhalten sich alle untersuchten Stamme hinsichtlich der
Schaumbildung und der im Kulturtiberstand vorliegenden Proteinkonzentration dem Wildtyp

vergleichbar, sobald sie durch plasmidkodiertes emb komplementiert werden.

3.5.1 Elektronenmikroskopische Untersuchung der emb-Deletionsmutante

Zellen der emb-Deletionsmutante wurden einer elektronenmikroskopischen Untersuchung
unterzogen. Abbildung 21 zeigt, dass die Zellteilung der emb-Deletionsmutante stark gestort
ist, sodass die Trennung der Zellen nicht mehr erfolgt und sich Ketten von vier oder mehr
Zellen bilden. Nach der Komplementation weisen die Zellen diese morphologischen
Veranderungen nicht mehr auf. Demnach ist der beobachtete Phanotyp allein auf die emb-
Deletion zurlickzufihren. Diese morphologische Veranderung steht im Einklang mit dem
bisherigen Kenntnisstand, der emb eine wesentliche Funktion in der

Arabinogalaktansynthese zuschreibt (Escuyer et al., 2001).
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Abbildung 21: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Zellen der emb-Deletionsmutante
13032 Aemb pEKEx2 (A) und der komplementierten Mutante 13032 Aemb
pEKEx2emb (B) (Balken = 2 ym).

3.5.2 Biochemische Charakterisierung der emb-Deletionsmutante

Mit der emb-Deletionsmutante steht nun ein Stamm zur Verfigung, um die Funktion von emb
und den damit verknipften Aufbau des Arabinogalaktans im Detail zu untersuchen. Es sollte
deswegen zunachst eine detaillierte Analyse des Arabinogalaktans in der Mutante
durchgefihrt werden. Vor dem Hintergrund, dass M. tuberculosis drei emb-Gene mit noch
nicht eindeutig zugewiesener Funktion besitzt, kann eine Mutante mit ausgeschalteter Emb-
Aktivitat spater auch zur Untersuchung der spezifischen Funktion der mycobakteriellen emb-

Gene eingesetzt werden.

3.5.2.1 Arabinogalaktan-Analyse der emb-Deletionsmutante

Mit der Arabinogalaktan-Analyse sollte untersucht werden, welche Folgen das Ausschalten
der Arabinosyltransferase Emb auf die Synthese des Arabinogalaktans hat. Dazu wurden
Zellen des Wildtyps, der emb-Deletionsmutante und der komplementierten Mutante in BHIS-
Medium angezogen. Nach Erreichen einer ODgyo von 5 wurden die Zellen geerntet und
einmal mit Saline gewaschen. AnschlieBend wurden die nicht gebundenen Lipide extrahiert,
die Zellen aufgeschlossen und der Mycolyl-Arabinogalaktan-Peptidoglykankomplex isoliert.

Die getrockneten Proben wurden zur Alditol-Acetat-Derivatisierung zuerst mit TFA behandelt
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und anschlieBend mit Natriumbordeuterid reduziert. Nach der Zugabe von
Essigsaureanhydrid wurden die Acetat-Derivate der Zucker erhalten. Die acetylierten Zucker
wurden nach Resuspendieren in Chloroform gaschromatographisch analysiert. Abbildung 22
zeigt, dass das Arabinogalaktan in der emb-Deletionsmutante einen stark reduzierten
Arabinosegehalt aufweist. Hingegen ist die Mutante nach Komplementation durch
plasmidkodiertes emb im Arabinosegehalt des isolierten Zuckerpolymers unbeeinflusst. Das
bestatigt, dass der fur die Deletionsmutante beobachtete geringere Arabinoseanteil im
Arabinogalaktan auf das Ausschalten der Arabinosyltransferase Emb zurickzufihren ist.
Uberraschenderweise enthalt aber das isolierte Zuckerpolymer der emb-Deletionsmutante
noch geringe Mengen Arabinose. Dies konnte bedeuten, dass C. glutamicum Uber noch nicht
bekannte Wege eine weitere Moglichkeit der Arabinogalaktansynthese besitzt. Auch kénnte
der Einbau geringfiigiger Mengen Arabinose durch unspezifische Reaktionen anderer
Glykosyltransferasen wie zum Beispiel einer Mannosyltransferase erfolgen. Derzeit werden

noch Analysen der Verknlpfungstypen der Arabinose durchgefiihrt.
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Abbildung 22: Gaschromatographische Untersuchung der durch Hydrolyse freigesetzten
Zuckerbausteine des Arabinogalaktans. Untersucht wurden Zellen des Wildtyps (A),

der emb-Deletionsmutante (B) und der komplementierten Mutante (C).
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3.5.2.2 Lipid-Analyse der emb-Deletionsmutante

Zur weiteren Charakterisierung der emb-Deletionsmutante wurde untersucht, wie sich die
Veranderungen im Arabinan auf die an dieses Polymer kovalent gebundenen Mycolsauren
auswirken. Dazu wurden die freien Lipide von auf BHIS-Medium angezogenen Zellen
extrahiert und anschlieBend die gebundenen Mycolsduren als Mycolsauremethylester
(MAMES) isoliert. Das Ergebnis der dinnschichtchromatographischen Trennung ist in
Abbildung 23 gezeigt.
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Abbildung 23: Dinnschichtchromatographische Trennung der Fettsduremethylester (FAMES) und
der Mycolsauremethylester (MAMES), die aus dem C. glutamicum Wildtyp (1), der

emb-Deletionsmutante (2) und der komplementierten Mutante (3) isoliert wurden.

Die Dunnschichtchromatographie zeigt deutlich, dass in der emb-Deletionsmutante fast
keine gebundenen Mycolsduren mehr nachweisbar sind. Hingegen =zeigt die
Dunnschichtchromatographie deutlich das Vorhandensein der Mycolsduren sowohl im
Wildtyp als auch in der komplementierten Deletionsmutante. Dies bedeutet, dass durch den
stark reduzierten Arabinosegehalt des Zellwandzuckerpolymers Arabinogalaktan in der emb-
Deletionsmutante offensichtlich keine Zuckerakzeptormolekile zur kovalenten Bindung der

Mycolsauren zur Verfiigung stehen.
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3.6 Untersuchungen zu den mycobakteriellen emb-Genen

Vor dem Hintergrund, dass M. tuberculosis drei emb-Gene mit noch nicht eindeutig
zugewiesener Funktion besitzt (Escuyer et al., 2001), kann eine Mutante mit ausgeschalteter
Emb-Aktivitat auch zur Untersuchung der spezifischen Funktion der mycobakteriellen emb-
Gene eingesetzt werden. Es gibt Hinweise darauf, dass EmbC an der Synthese des
Arabinanbestandteils des Lipoarabinomannans (LAM) beteiligt ist und die beiden anderen
Arabinosyltransferasen EmbA und EmbB die Bildung des am Peptidoglykan gebundenen
Arabinans bewirken (Zhang etal., 2003). Ob C. glutamicum LAM besitzt, ist nach den
bisherigen Polymeranalysen nicht eindeutig geklart (Gibson et al., 2003), erscheint aber
aufgrund der Enzymausstattung von C. glutamicum unwahrscheinlich. Weiterhin ist zur Zeit
vollig unklar, welche VerknlUpfungstypen der Arabinose die Arabinosyltransferasen im
Einzelnen katalysieren. Unser Ziel war es deshalb, C. glutamicum mit seiner einfacher
aufgebauten Zellwand als Modellorganismus zu nutzen, um so Hinweise auf die jeweilige
Funktion der drei Arabinosyltransferasen aus M. tuberculosis zu erhalten. Die emb-
Deletionsmutante sollte dazu genutzt werden, um vor dem Hintergrund einer fehlenden
Arabinansynthese die drei emb-Gene aus M. tuberculosis einzeln zu exprimieren. Mit Hilfe
solcher Stdmme sollte Aufschluss Uber den Arabinose-Verknlipfungstyp erhalten werden,

den die einzelnen Emb-Proteine aus M. tuberculosis jeweils katalysieren.

3.6.1 Expression von embA, embB und embC in C. glutamicum

Um die Expression der drei emb-Gene aus M. tuberculosis zu ermdglichen, musste zuerst
jedes Gen einzeln in einen geeigneten Expressionsvektor kloniert werden. Da die Gene
embA, embB und embC als Operon organisiert sind, wurden sie unter dem artifiziellen tac-
Promotor exprimiert. Dazu eignet sich der zuvor bereits zur Klonierung von emb aus
C. glutamicum verwendete Expressionsvektor pEKEx2 (Eikmanns et al, 1991). Zur
Klonierung von embA wurde das Gen mittels der Primer embA for und embA_rev
amplifiziert, wobei die Primer jeweils mit einer EcoRI-Schnittstelle versehen waren.
Zusatzlich enthielt der Primer embA_for eine Ribosomenbindestelle. Nach EcoRI-Verdau
wurde das generierte PCR-Produkt in den ebenfalls mit EcoRI geschnittenen Vektor pEKEx2
ligiert. Die Gene embB und embC wurden analog zu dieser Vorgehensweise mittels der
Primer embB_for und embB_rev bzw. embC _for und embC_rev amplifiziert und die PCR-
Produkte anschlieBend Uber eine Sacl-Schnittstelle in pEKEX2 ligiert. Es wurde jeweils eine
Vielzahl von PCR- und Ligationsansatzen durchgefihrt und auch diverse Klone

ansequenziert. Erst nach Ersatz der Expand High Fidelity-Polymerase (Roche Diagnostics,
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Mannheim) durch die KOD Hot Start DNA Polymerase (Merck Biosciences, Darmstadt)
konnten die jeweils ~3,5 kb gro3en Gene erfolgreich kloniert werden. Die korrekte Sequenz
der auf diese Weise hergestellten Plasmide pEKEx2 Mt_embA, pEKEx2 Mt{_embB und
pEKEx2 Mt_embC wurde durch Sequenzierung vollstandig bestatigt.

Die drei Plasmide pEKEx2 Mt_embA, pEKEx2 Mt_embB und pEKEx2 Mt_embC wurden
durch Elektroporation in die C. glutamicum emb-Deletionsmutante eingebracht. Die
Transformation mit den mycobakteriellen emb-Genen erwies sich gegenlber der
Transformation mit dem corynebakteriellen emb als auflerordentlich schwierig. Die BHIS-
Platten mit den ausplattierten Transformationsansatzen mussten mindestens flir einen
Zeitraum von 5 Tagen inkubiert werden, wonach nur wenige Kolonien von sehr geringer
Grolke sichtbar wurden. Abbildung 24 zeigt das Wachstum der resultierenden Stamme
13032 Aemb pEKEx2 Mt_embA, 13032 Aemb pEKEx2 Mt_embB und 13032 Aemb
pEKEx2 Mt_embC im Vergleich zur emb-Deletionsmutante 13032 Aemb pEKEx2 sowie der
komplementierten Mutante 13032 Aemb pEKEx2emb auf BHIS-Agarplatten. Alle
konstruierten Stdmme wiesen Uberraschenderweise sehr schlechtes Wachstum auf. Das
bedeutet, dass keines der mycobakteriellen Gene in der Lage ist, die emb-Deletion in
C. glutamicum zu komplementieren. Bei Inkubation der einzelnen Stdmme Uber 48 h
zeichnete sich sogar ein Wachstumsnachteil der die embA, B, C-Plasmide tragenden Stamme
ab. Dies wurde auch in Schittelkolben-Experimenten bestatigt (nicht gezeigt). Es muss also
davon ausgegangen werden, dass die heterologe Expression der mycobakteriellen emb-
Gene die Ursache fir das langsamere Wachstum der drei Stamme mit den embA,B,C-
Plasmiden ist. Offensichtlich kann keines der mycobakteriellen emb-Gene die Funktion des

corynebakteriellen emb-Gens ibernehmen.
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Abbildung 24: Versuch der Komplementation der emb-Deletionsmutante durch eines der
mycobakteriellen emb-Gene. Gezeigt ist das Wachstum der emb-Deletionsmutante
13032 Aemb pEKEx2 (2), der komplementierten Mutante 13032 Aemb pEKEx2emb
(1) sowie der Stamme 13032 Aemb pEKEx2 Mt embA (3), 13032 Aemb
pEKEx2 Mt_embB (4) und 13032 Aemb pEKEx2 Mt_embC (5) auf BHIS-Agarplatten
mit 25 pg/mL Kanamycin nach 24-stiindiger (A) bzw. 48-stlindiger (B) Inkubation.

Um zu untersuchen, ob durch Expression der Gene embA, embB und embC in
C. glutamicum generell ein Wachstumsnachteil entsteht, wurden diese ebenfalls im Wildtyp
von C. glutamicum exprimiert. Das Wachstum der Stamme 13032 pEKEx2 Mt_embA, 13032
pEKEx2 Mt_embB und 13032 pEKEx2 Mt_embC auf LB-Agarplatten mit 25 pg/mL
Kanamycin war jedoch im Vergleich zum Stamm 13032 pEKEx2 unverandert (nicht gezeigt).
Auch in Flussigkultur bestatigte sich, dass im Wildtyp-Hintergrund kein Wachstumsnachteil
durch die Expression der mycobakteriellen emb-Gene entstand (Abbildung 25). In diesem
Experiment wurde zusatzlich die Wirkung von Ethambutol auf die Stdmme mit den
embA,B,C-Plasmiden getestet. Wie bereits beschrieben (siehe Abschnitt 3.1) wurde durch
Uberexpression des corynebakteriellen emb-Gens ein Ethambutol-resistenter Stamm
erzeugt. Uberraschenderweise reagieren jedoch der embA-, der embB- und der embC-
Uberexprimierer nicht nur mit unveranderter, sondern sogar mit einer erhéhten Sensitivitat
auf die Ethambutol-Behandlung. Ein ahnliches Verhalten wurde zuvor schon fur die Stamme
13032 pEC-T18mob2emb und 13032 pEC-S18mob2emb beschrieben (siehe Abschnitt 3.1).
Das bedeutet, dass die emb-Expression bzw. die Aktivitat des emb-kodierten Enzyms sehr

kritisch fur die Zelle ist.
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Abbildung 25: Wachstum der Stdamme 13032 pEKEx2 (O), 13032 pEKEx2emb (O), 13032
pEKEx2 Mt _embA (A), 13032 pEKEx2 Mt_embB (V) und 13032 pEKEx2 Mt embC
(<) in CGXIl-Medium. Das Medium enthielt 25 ug/mL Kanamycin und 100 uM IPTG.
Fur alle Stamme erfolgte eine Kultivierung unter Zugabe von 15 mg/L Ethambutol ()

und eine Kultivierung ohne Ethambutol-Zugabe (—).

3.6.2 Nachweis der Expression der mycobakteriellen emb-Gene

Um sicher zu gehen, dass die drei emb-Gene aus M. tuberculosis in den untersuchten
Stammen tatsachlich exprimiert werden, wurde ein Nachweis der Expression mittels Real-
time RT PCR erbracht. Diese Methode ermdoglicht einen direkten Nachweis der RNA-
Transkripte. Dazu wurden die untersuchten Stamme in CGXII-Medium, welches 25 ug/mL
Kanamycin und 100 uM IPTG enthielt, angezogen, bei einer OD von 5 geerntet und die RNA
isoliert. Ausgehend von jeweils 500 ng wurde die RNA mittels Zufallsprimern in cDNA
umgeschrieben, welche dann als template in der Real-time PCR eingesetzt werden konnte.
In den folgenden Experimenten wurde die Expression der Gene embA, embB und embC aus
M. tuberculosis untersucht. Dabei wurde zum Nachweis jedes Gens ein spezifisches
Primerpaar eingesetzt (siehe Anhang). Bei der Primer-Auswahl musste beachtet werden,
dass ein Primerpaar jeweils nur Sequenz-Homologien zu einem der emb-Homologen

aufwies, um so das Auftreten von Nebenprodukten in der Real-time PCR nach Mdglichkeit
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zu verhindern. Um Nebenprodukte durch unspezifische Bindung der Primer auszuschlieRRen,
wurde die Expression des untersuchten emb-Homologen zur Kontrolle nicht nur in dem
jeweiligen Uberexprimierer getestet, sondern es wurden in jedem Experiment alle Stamme

parallel untersucht.

Abbildung 26 zeigt die Experimente zum Nachweis der Expression der Gene embA, embB
bzw. embC. Dabei stellt der Kurvenverlauf in den linken Diagrammen die
Fluoreszenzzunahme im Verlauf der PCR dar, die durch Bindung des Farbstoffs SYBR
Green | an die synthetisierte DNA zustande kommt. Die Diagramme in der Mitte der
Abbildung zeigen die im Anschluss an die PCR durchgefiihrte Schmelzkurvenanalyse. Ganz
rechts ist die 1. Ableitung der Schmelzkurven, anhand derer der T,-Wert abgelesen werden
kann, dargestellt. In Experiment A wurde embA-cDNA amplifiziert und parallel dazu embA-
DNA. In beiden Fallen ist embA eindeutig nachzuweisen, was sich anhand des PCR-Signals
und der Schmelzkurve zeigt. In Experiment B flhrte auch die embB-cDNA zu
nachweisbarem Amplifikat bei niedriger Zykluszahl. In Experiment C wurde die cDNA mit
embC-spezifischen Primern amplifiziert. Da hier mit Reagenzien eines anderen Herstellers
gearbeitet wurde, ergibt sich ein von den Experimenten A und B abweichender
Kurvenverlauf. Es sind aber eindeutig die eingesetzte embC-cDNA sowie die embC-DNA
nachweisbar. Durch RT PCR konnte also die Expression der mycobakteriellen emb-
Homologen in den jeweiligen Stdmmen nachgewiesen werden. Ebenfalls wurde die
Expression der Gene embA, embB bzw. embC vor dem Hintergrund der emb-Deletion
untersucht (nicht gezeigt). Auch hier konnte die Expression des jeweiligen Gens erfolgreich

nachgewiesen werden.

Dies bedeutet, dass keines der drei mycobakteriellen emb-Genprodukte in der Lage ist, den
als Folge der emb-Deletion in C. glutamicum auftretenden Wachstumsdefekt zu
komplementieren. Die Anwesenheit der Plasmide pEKEx2 Mt embA, pEKEx2 Mt _embB
bzw. pEKEx2 Mt embC wirkt sich sogar nachteilig auf das Wachstum der emb-
Deletionsmutante aus. Ob dies ursachlich auf die Expression des jeweiligen emb-Gens oder
auf Vektoreffekte zurlickzuflihren ist, bleibt dabei offen und muss im Zuge weiterer
Untersuchungen geklart werden. Durch die Konstruktion der Stdmme 13032 Aemb
pEKEx2 Mt_embA, 13032 Aemb pEKEx2 Mt_embB und 13032 Aemb pEKEx2 Mt_embC
wurde die Grundlage daflr geschaffen, die mycobakteriellen emb-Gene in C. glutamicum zu

untersuchen.
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Abbildung 26: Nachweis der Expression der mycobakteriellen emb-Gene mittels Real-time RT PCR.
Untersucht wurde die Expression in den Stdmmen 13032 pEKEx2 (O), 13032
pEKEx2emb (O), 13032 pEKEx2 Mt_embA (A), 13032 pEKEx2 Mt_embB (V) und
13032 pEKEx2 Mt_embC (<). (A) Nachweis von embA, (B) Nachweis von embB, (C)

Nachweis von embC. In einer Kontroll-PCR (<) wurde das nachzuweisende Gen als

template in Form von Plasmid-DNA eingesetzt. Unterschiede im Kurvenverlauf der

einzelnen Experimente rihren daher, dass bei der Durchfiihrung der Experimente

Reagenzien unterschiedlicher Hersteller verwendet wurden (Experimente A und B:

LightCycler Fast Start DNA Master SYBR Green | Kit,

Experiment C: Quantitect SYBR Green | Kit, Qiagen).

Roche Diagnostics;
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4. Untersuchungen zur Fettsauresynthese

Wie die Genomanalyse zeigte, besitzt C. glutamicum zwei Fettsduresynthasen (Kalinowski
etal, 2003). Dies ist ungewohnlich, weil z.B. E.coli und B. subtilis nur eine
Fettsauresynthase aufweisen (Blattner et al.,, 1997), wurde aber auch schon fiir das mit
C. glutamicum nahe verwandte Bakterium C. ammoniagenes beobachtet (Stuible et al.,
1996). Beide Fettsauresynthasen von C. glutamicum sind FAS |-Enzyme, die sich dadurch
auszeichnen, dass die einzelnen katalytisch aktiven Domanen ein einziges Polypeptid
darstellen. Hingegen sind bei Fasll-Enzymen die einzelnen Doméanen durch
unterschiedliche Gene kodiert. Solche Fas lI-Enzyme sind die eigentlich flir Bakterien

typischen Fettsauresynthasen (Vagelos et al., 1969).

4.1 Konstruktion einer fasA- und einer fasB-Mutante sowie einer fasAB-

Doppelmutante

Das Ziel der Untersuchung der FAS I-Enzyme von C. glutamicum war die Aufklarung der in
vivo-Funktion dieser Enzyme. Dazu sollten zunachst die fir die beiden Fettsauresynthasen

kodierenden Gene fasA und fasB ausgeschaltet werden.

Um das 9 kb grolie fasB-Gen zu deletieren, wurde durch cross over PCR (Link et al., 1997)
ein Deletionskonstrukt erstellt. Mit Hilfe der Primer pfasB5'out und pfasB5'in bzw. pfasB3'out
und pfasB3'in wurden zuerst Bereiche des fasB-Gens, die die zu deletierende Sequenz
flankierten, amplifiziert. Dann wurde die cross over PCR mit dem Primerpaar pfasB5'out und
pfasB3'out durchgefiihrt. Das resultierende Fragment wurde Uber EcoRI-Schnittstellen in den
ebenfalls mit dem Restriktionsenzym EcoRI geschnittenen Vektor pK19mobsacB (Schafer
etal., 1994) ligiert. Das nach Ligation erhaltene Deletionskonstrukt pK19mobsacB AfasB
enthielt eine jeweils ca. 500 bp groRe Sequenz, die einem Sequenzbereich aus dem
vorderen bzw. aus dem hinteren Bereich des fasB-Gens entsprach. Im Genom verblieben
vom Translationsstart gesehen ca. 1,3 kb des fasB-Gens und ca. 1,6 kb vor dem Stopcodon.

Es wurden also ca. 6,1 kb des insgesamt 9 kb gro3en fasB-Gens deletiert.

Um fasA zu inaktivieren, wurde zuerst das Inaktivierungskonstrukt pK18mob fasA_int
hergestellt. Dazu wurde mittels der Primer pfasA5’ und pfasA3’ ein 1 kb-Fragment des fasA-
Gens amplifiziert und nach Klenow-Behandlung in den mit dem Restriktionsenzym Smal
linearisierten Vektor pK18mob (Schafer etal., 1994) ligiert. Nach Einbringen des

resultierenden Inaktivierungskonstrukts pK18mob fasA_int in den Wildtyp von C. glutamicum
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durch Elektroporation kam es zur Integration des nicht-replizierenden Plasmids ins
Bakteriengenom. Untersuchungen, die mit B. ammoniagenes durchgeflhrt wurden, haben
gezeigt, dass durch die Inaktivierung des fasA-Gens eine Olsdure-auxotrophe Mutante
generiert wurde (Stuible et al., 1996). Deshalb wurden die Zellen nach der Elektroporation
auf Platten mit Fettsdurezusatz ausplattiert. Die verwendeten Platten enthielten 0,012 uM
Olsaure, 400 mg/L Buttersaurehydrolysat und 400 mg/L des Detergenz Brij 35, das als
Emulgator der in Wasser unldslichen Fettsguren fungiert. Von den nach sechs
Elektroporationsansatzen erhaltenen Kolonien zeigten drei Klone gutes Wachstum auf BHIS-
Platten. Bei allen drei Klonen konnte die Integration des Plasmids in das Gen fasA mittels
PCR bestatigt werden. Die Insertion des Inaktivierungskonstrukts erfolgte ca. 4,5 kb
stromabwarts vom Translationsstart des fasA-Gens. Die Inaktivierung des fasA-Gens

erfolgte ebenfalls im AfasB-Hintergrund, um die fasAB-Doppelmutante zu erzeugen.

Das Ausschalten der Gene fasA und fasB wurde zusatzlich mittels RT PCR bestatigt. In
keiner der beiden Mutanten war das jeweilige Transkript nachweisbar. Unabhangig davon
wurde im Wildtyp die fas-Transkriptmenge quantifiziert. Dies ergab, dass bei Wachstum auf
Glucose die fasA-mRNA mit etwa 70 % den Hauptanteil und die fasB-mRNA die

verbleibenden 30 % ausmacht.

4.2 Untersuchungen zum Wachstum der fas-Mutanten

Um zu untersuchen, ob durch Ausschalten des fasA-Gens eine Fettsaure-Abhangigkeit
verursacht wird, wurden sowohl die fasA- als auch die fasAB-Mutante auf Medium mit
Fettsaurezusatz ausplattiert. Die Mutanten wuchsen auf Agarplatten nur bei Zugabe von
Buttersaurehydrolysat oder Tween 80, was deren Fettsdure-Bedurftigkeit zeigt. Auch die
Zugabe von 0,03 % (w/v) Natriumoleat ermdglichte das Wachstum der Mutanten
(Abbildung 27).
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Abbildung 27: Wachstum der fasA-Mutante (1), der fasAB-Mutante (2) sowie des Wildtyps 13032
pZ1 (3) auf LB-Medium mit 25 pug/mL Kanamycin A) mit Olséure-Supplementation und
B) ohne Supplementation

Aulerdem wurde das Wachstum der fas-Mutanten in Flissigkultur untersucht. Dazu wurde
Uber Nacht eine Vorkultur in 50 mL CGllI-Medium angezogen, die dazu diente eine CGXII-
Hauptkultur mit OD 2 anzuimpfen. Sowohl das Medium der Vorkultur als auch das der
Hauptkultur enthielten 0,03 % (w/v) Natriumoleat und 1 % (w/v) des Emulgators Brij 35. Fur
jeden Stamm wurde aulierdem eine Kultivierung ohne Oleat durchgeflihrt, um so auch den
Einfluss des Supplements auf die nicht auxotrophe fasB-Mutante sowie den Wildtyp zu

testen. Die Wachstumskurven sind in Abbildung 28 gezeigt.
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Abbildung 28: Wachstum des Wildtyps (O), der fasA-Mutante (A), der fasB-Mutante (O) und der
fasAB-Mutante (<) in  CGXIl-Medium mit 0,03% Oleat (--) und ohne

Supplementation (—).

Die fasB-Deletion hatte offenbar keinen Einfluss auf das Wachstum. Die beiden Olsaure-
auxotrophen Mutanten fasA und fasAB wuchsen jedoch ausschliefdlich in Anwesenheit von
Oleat. Sie wiesen im Vergleich zum Wildtyp ein drastisch verringertes Wachstum auf und
erreichten ferner bei niedrigeren OD-Werten die stationare Phase. Das deutet darauf hin,
dass ahnlich wie in C. ammoniagenes FasB nicht essentiell, FasA hingegen aber essentiell
ist (Stuible et al., 1997). FasA besitzt aulerdem die héchsten Identitdten zu dem einzigen
Fas I-Enzym von M. tuberculosis (Cole etal., 1998), was ein weiterer Hinweis auf die
offensichtlich wichtige Funktion des FasA-Enzyms ist. Interessanterweise zeigte sich, dass
das zusatzliche Ausschalten von fasB neben fasA zu einem weiteren Wachstumsnachteil
fuhrte. Dies ist ein Hinweis daflr, dass in der fasB-Deletionsmutante die Funktion des
ausgeschalteten Gens wenigstens teilweise durch fasA Gbernommen werden kann. Wie die
Kultivierung des Wildtyps zeigte, wirkt Oleat allein schon stark wachstumshemmend.
Interessanterweise war diese Wachstumshemmung aber nicht fir den fasB-Deletionsstamm

zu beobachten. Mdglicherweise fihrt die fasB-Deletion zu einer erhdhten Toleranz
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gegenulber Oleat.

4.3 Untersuchungen zur Glutamatexkretion der fas-Mutanten

Olsaure-auxotrophe Stamme von C. glutamicum sind als Glutamatproduzenten beschrieben
(Takinami et al., 1965, 1968). Jedoch ist dies bislang nur fir Mutanten, die aus ungerichteter
Mutagenese hervorgegangen sind, bekannt. Es war deswegen interessant, wie sich die zwei
fas-Mutanten bezlglich der Glutamatbildung verhalten. Um dies zu untersuchen, wurde
CGXII-Minimalmedium mit OD 1 angeimpft und die Olséure-auxotrophen Mutanten wurden
jeweils mit 0,03 % (w/v) Oleat und 1 % (w/v) Brij 35 supplementiert (Abbildung 29). Der
Wildtyp und die fasB-Deletionsmutante schieden unter den gewahlten Bedingungen kein
Glutamat aus. Die fasA-Mutante bildete 60 mM Glutamat nach 72 h. Mit der fasAB-Mutante
liel sich die Glutamatausscheidung sogar auf 90 mM steigern. Die fasB-Deletion beeinflusst
somit zusatzlich férderlich die Glutamtausscheidung. Damit konnte erstmals gezeigt werden,
dass die Glutamatausscheidung durch Inaktivierung von fasA, welche zur Fettsaure-
Auxotrophie fuhrt, induziert werden kann. Aullerdem wurde gezeigt, dass durch Inaktivierung
beider fas-Gene die Glutamatbildung gesteigert werden kann. Dies war bislang unbekannt
und es bestand auch nicht die Mdglichkeit, dies durch eine Mutante, die durch ungerichtete
Mutagenese hervorgegangen ist, zu untersuchen, da die fasB-Mutante keinen Phanotyp

zeigt.
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Abbildung 29: Wachstum und Glutamatbildung der fas-Mutanten. Die einfach schraffierten Balken
geben die Glutamatausscheidung der fasA-Mutante an und die doppelt schraffierten
Balken die Glutamatausscheidung der fasAB-Doppelmutante. Die Messung der
Glutamat-Konzentration im Kulturiiberstand wurde jeweils zu den Zeitpunkten 24, 48
und 72 h durchgefiihrt. Aulerdem gezeigt ist das Wachstum des Wildtyps () sowie
der fasA-Mutante (A), der fasB-Mutante (O) und der fasAB-Doppelmutante (V). Die
fasA- und die fasAB-Mutante wurden mit 0,03 % Oleat und 1 % Brij 35 supplementiert.

4.4 Analyse der Lipidzusammensetzung der fas-Mutanten

Um Aufschluss dariber zu erhalten, wie sich die Mutationen auf die
Fettsdurezusammensetzung auswirken, wurde eine Analyse der Fettsduren und der
Mycolsauren durchgefiihrt. Dabei erfolgte eine detaillierte Analyse der Lipidspezies des

Wildtyps sowie der fas-Mutanten.

Der Wildtyp und die Mutanten wurden in CGXII-Medium angezogen. In diesem Experiment

erfolgte die Supplementation der Mutanten mit 0,03 % (v/v) Olsaure und 1 % (w/v) Brij 35.
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Dabei wurde die sterilfiltrierte Olsdure dem Medium erst nach dem Autoklavieren zugegeben,
um so zu verhindern, dass durch den Autoklaviervorgang unter Umstanden Zerfallsprodukte
auftreten, die das Analysenergebnis verfalschen koénnten. Um die Fettsdure-
zusammensetzung zu untersuchen, wurden die Zellen bei OD 5 geerntet und die Lipide
extrahiert. AnschlieBend erfolgte die Analyse der Fettsduren mittels Gaschromatographie
bzw. die der Mycolsauren mittels HPLC. Die Analyse der Fettsduren (Tabelle 8) zeigt, dass
der Wildtyp hauptsachlich Olsaure (18:1) und Palmitinsdure (16:0) synthetisiert. AuBerdem
konnte Tuberculostearinsaure (10Me18:0) nachgewiesen werden, die charakteristisch flr
das Taxon Corynebacterianeae ist (Collins et al., 1982). Weitere Fettsduren sind in Spuren

vorhanden.

Da die fasA- und die fasAB-Mutante mit Olsdure supplementiert werden mussten, wurde zur
Kontrolle ebenfalls der Wildtyp unter Zugabe von Olsdure angezogen und auf seinen
Fettsduregehalt hin analysiert. Das Fettsduremuster der fasA-Mutante wies keine
wesentlichen Unterschiede zum Wildtyp auf. Das in geringen Mengen auftretende Stearat
war allerdings nicht mehr nachweisbar. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass FasA
neben Oleat in geringen Mengen auch Stearat synthetisiert. Dies haben auch in vitro-
Studien, die mit dem FasA-Enzym von C. ammoniagenes durchgefuhrt wurden, gezeigt
(Stuible et al., 1996). Das Fettsauremuster der fasB-Mutante wies einen stark verringerten
Anteil an Palmitat auf. Auch ein Vergleich der fasA- und der fasAB-Mutante macht den
Einfluss der fasB-Deletion auf die Fettsdurezusammensetzung deutlich. In der fasAB-
Doppelmutante war neben geringen Mengen anderer Fettsduren hauptsachlich Oleat zu
finden. Sehr wahrscheinlich ist die fasAB-Mutante nicht mehr in der Lage zur
Fettsauresynthese. Die neben Oleat in geringen Mengen auftretenden Fettsduren kénnten

auf Verunreinigungen zuriickzuflihren sein.

Die Fettsaurezusammensetzung der Stamme spiegelt sich in ihrem Mycolsauremuster wider.
Der Wildtyp besitzt hauptsachlich die Mycolsauren 32:0 und 34:1, die aus Palmitat und Oleat
gebildet werden. Wurde der Wildtyp in Anwesenheit von Olsdure angezogenen, so war der
Gehalt an Oleat stark erhéht und darliber hinaus fanden sich ausschlief3lich Mycolsauren,
die aus Olséure hervorgehen. Das Mycolsduremuster der fasB-Mutante zeichnete sich durch
einen reduzierten Gehalt der Mycolsauren 34:1 und 34:0 aus, was im Einklang mit dem stark
verringerten Anteil an Palmitat der Mutante steht. In der fasAB-Doppelmutante trat
ausschliellich die Mycolsdure 36:2 auf. Diese Mutante synthetisiert mit grofRer
Wahrscheinlichkeit keine eigenen Fettsauren mehr, sodass die Mycolsauren allein aus der

supplementierten Olsaure hervorgehen.
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Tabelle 8: Analyse der Fettsauren und Mycolsauren des Wildtyps 13032, der fasA-Mutante, der fasB-
Mutante und der fasAB-Mutante. Der Fettsdure- bzw. der Mycolsduregehalt ist jeweils in

Prozent angegeben.

Fettsdauremuster
12:0 | 14:0 16:0 16:1 | 18:0 18:1 10Me18:0
Wildtyp - - 42,33 0,30 | 0,76 55,08 1,31
AfasB - - 18,86 1,36 | 9,12 67,31 1,05
Wildtyp (0,03 % Olsaure) - 1,08 24,33 - 0,68 71,56 1,63
=:fasA (0,03 % Olsaure) - 1,93 26,69 - - 70,74 0,64
::fasA AfasB (0,03 % Olsaure) 1,33 | 3,15 2,38 - 0,42 91,74 0,75

Mycolsauremuster

321 32:0 | 34:2 | 34:1 34:0 36:2 | 36:1 | 36:0 | 38:1
Wildtyp 2 31 - 35 12 13 6 1 -
AfasB - - 1 5 1 79 12 1 2
Wildtyp (0,03 % Olsaure) - - - 9 - 91 - - -
::fasA (0,03 % Olséaure) - 2 - 2 - 96 - - -
::fasA AfasB (0,03 % Olsaure) - - - - - 100 - - -

4.5 Untersuchungen zur Mycolsauresynthese in C. glutamicum

Die Mycolsauresynthese in C. glutamicum ist teilweise noch ungeklart. Es ist bis heute nicht
schlussig gezeigt, aus welchen Bausteinen die Mycolsduren gebildet werden. Es wird
angenommen, dass die Fettsduren die Bausteine fir die Synthese der Mycolsduren sind
(Asselineau etal,, 2002). Auch die Analysenergebnisse in Tabelle 8 bestatigen diese
Annahme. Um unmittelbar zu zeigen, dass die Mycolsduren ausschlieRlich Kohlenstoffatome
aus Fettsduren enthalten, wurde die fasAB-Mutante genutzt und mit [**C]-markierter Olsaure

angezogen.

Dazu wurde die ['*C]-Olsaure steriffiltriert und nach dem Autoklavieren jedem Kolben einzeln
zugegeben. Nach einigen Vorexperimenten wurde ausgehend von einer Cglll-Vorkultur,
supplementiert mit 1 % Brij 35 (w/v) und 0,03 % (w/v) Natriumoleat, eine CgXlI-Hauptkultur
mit 1 % (w/v) Brij 35 und 0,03 % (v/v) Olséure mit OD 2 angeimpft. Supplementiert wurde mit
einem Gemisch aus 50 % uniform markierter ['°C]-Olséure und 50 % unmarkierter Olsaure.

Nach Erreichen einer OD von 10 wurden die Zellen geerntet. Es folgte die Analyse der
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Mycolsduremethylester (MAMES) mittels Massenspektrometrie.
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Abbildung 30: Identifizierung der MAMES mittels Massenspektrometrie
A) MAMES isoliert aus dem C. glutamicum Wildtyp.
B) MAMES isoliert aus der C. glutamicum fasAB-Doppelmutante nach Markierung mit
['*C]-Ols&ure. Die jeweils fett gedruckten Mycolsdureaste symbolisieren das Auftreten
der ["*C]-Markierung im Mero- oder im a-Zweig der MAMES (m/z 603,6 kann ebenso

Markierung im o-Zweig bedeuten).
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Das Massenspektrum in Abbildung 30 b zeigt, dass sich offenbar drei unterschiedliche
Mycolsdurespezies in der Mutante nachweisen lassen, welche alle dem Typ 36:2
entsprechen. Die Massenunterschiede kommen durch den unterschiedlichen Einbau der
['*C]-markierten Olsaure zustande. Die Mycolsdurespezies mit einer Masse von 621,4 ist der
uniform markierten Mycolsaure 36:2 zuzuordnen. Ebenfalls tritt eine Mycolsaurespezies mit
der Masse 585,3 auf, die der unmarkierten Mycolsdure 36:2 entspricht und sehr
wahrscheinlich aus unmarkierter Olsdure bzw. Mycolsduren resultiert. Zwischen den
Signalen der unmarkierten und der vollstandig markierten Mycolsaure tritt ein weiteres Signal
mit der Masse 603,6 auf. Diese Masse entspricht einer Mycolsaurespezies, bei der entweder
der Mero- oder der a-Zweig markiert ist. Dieses Ergebnis unterstitzt somit die Hypothese,
die besagt, dass die Mycolsduren durch Claisen-Kondensation aus zwei Fettsauren
entstehen (Lee et al, 1997). Auch gibt dieses Experiment eine weitere Erklarung fir das
schlechte Wachstum der fasAB-Mutante, da durch die Olséure-Supplementation nicht nur
die Fettsaurezusammensetzung verandert wird, sondern sich diese ferner auch auf die
Mycolsauren auswirkt, welche sich beim Wildtyp mafRgeblich aus den Spezies 34:1, gefolgt
von 36:2 und 36:1 und zu einem geringeren Anteil 32:0 zusammensetzen (Abbildung 30 a).
Bei diesem beschriebenen Experiment war die Ols&ure teilweise unmarkiert. Das Experiment
wurde wiederholt, wobei ausschlieRlich markierte Olsdure eingesetzt wurde. In diesem Fall
wurde erwartungsgemaf fast ausschlieBlich das Signal 621,4 detektiert (nicht gezeigt). Dies
zeigt schlissig, dass bei diesem Experiment beide Mycolsaureaste aus extern zugesetztem

Oleat hervorgehen.

4.6 Untersuchung der Funktion der zwei Fas-Enzyme bei Wachstum auf

unterschiedlichen Kohlenstoffquellen

DNA-Chipanalysen haben gezeigt, dass die fasA-Expression bei Wachstum von
C. glutamicum auf Acetat als Kohlenstoffquelle im Vergleich zum Wachstum auf Glucose um
den Faktor 3 vermindert ist (Gerstmeir et al., 2003). Von Huser et al. (2003) wurde die
differentielle Genexpression in C. glutamicum bei Wachstum auf Glucose-Propionat-
Mischsubstrat im Vergleich zum Wachstum auf Glucose als alleiniger Kohlenstoffquelle
untersucht. Die Daten der DNA-Chipexperimente belegen, dass fasA eine um den Faktor 9
erhdhte Expression aufweist. Auf Propionat erfolgt nach Claes et al. (2002) Wachstum erst
nach einer auflerordentlich langen Lag-Phase von 168 h, sodass Expressionsdaten zu
Propionat noch nicht erhalten werden konnten. Es gibt demnach deutliche Hinweise darauf,
dass die Fettsduresynthasen von C. glutamicum einer Kohlenstoffquellen-abhangigen

Regulation unterliegen. Es sollte deshalb diese Regulation und die Konsequenzen der
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veranderten Expression auf die Lipidzusammensetzung genauer untersucht werden.

Wie eine Reihe von Vorexperimenten zeigte, erfordert schnelles und reproduzierbares
Wachstum von C. glutamicum auf Propionat und auch auf Acetat eine Vorkultivierung auf
diesen Substraten. Bei Vorkultivierung in Vollimedium mit Glucose bendétigt C. glutamicum
allerdings 24-48 h zur Adaptation an die neue Kohlenstoffquelle. Deshalb ging den
Kultivierungen jeweils nach der Cglll-Vorkultur eine weitere Vorkultur in CGXII-
Minimalmedium voraus, wobei das Medium 2 % Acetat bzw. 4 % Propionat enthielt. Mit den
so adaptierten Zellen wurde die Hauptkultur angeimpft, wobei die Kultivierung wiederum in
CgXIl mit 2% Acetat bzw. 4 % Propionat erfolgte. Wie in Abbildung 31 gezeigt, ist

C. glutamicum in der Lage, auf Acetat bzw. Propionat als alleiniger Kohlenstoffquelle zu

wachsen.
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Abbildung 31: Wachstum von C. glutamicum auf CgXIl mit 4 % Glucose (O), 2 %Acetat (O) bzw.
1 % Propionat (A).
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Die maximalen Wachstumsraten betrugen auf Acetat 0,38 h™' bzw. auf Propionat 0,15 h'. Im
Vergleich dazu erreichte der Wildtyp auf Glucose eine Wachstumsrate von 0,40 h™.
Zusatzlich wurde gepruft, wie sich die fas-Mutanten bei Wachstum auf den unterschiedlichen
Kohlenstoffquellen verhalten. Es zeigte sich, dass die Deletion von fasB praktisch keinen
Effekt auf das Wachstum auf den einzelnen Kohlenstoffquellen hatte, wogegen die fasA-

Mutante nicht auf Propionat und nur extrem verzdgert auf Acetat wuchs (nicht gezeigt).

4.6.1 Untersuchung der Regulation der zwei fas-Gene in Abhangigkeit von der
Kohlenstoffquelle

Zur Untersuchung der Regulation der Gene fasA und fasB aus C. glutamicum sollte eine
Quantifizierung der fasAB-Transkripte mittels Real-time RT PCR erfolgen. Es wurde die
Gesamt-RNA isoliert und ausgehend von 500 ng RNA cDNA synthetisiert, die in der Real-
time PCR als template eingesetzt wurde. Der prinzipielle Ablauf ist schematisch in

Abbildung 2 im Kapitel Material und Methoden gezeigt.

Tabelle 9 zeigt das Ergebnis der absoluten Quantifizierung der fasA-cDNA der auf den
unterschiedlichen Kohlenstoffquellen gewachsenen Zellen. In einem ersten Experiment
wurde auf Glucose eine cDNA-Konzentration von 3,84:10° pg/mL bestimmt. Hingegen
betragt die cDNA-Konzentration auf Acetat nur 6,06:10° pg/mL, was eine stark reduzierte
Expression von fasA auf Acetat bedeutet. Auf Propionat ist die cDNA-Konzentration mit
7,07-10° pg/mL im Vergleich zu dem auf Glucose bestimmten Wert leicht erhoht.
Vergleichbare Daten wurden in einer zweiten Versuchsreihe bestimmt (Tabelle 9, unterer
Teil), wo zur Kontrolle ein anderes Primerpaar benutzt wurde. Insgesamt wurden mit
Primerpaar 1 und Primerpaar2 jeweils drei Experimente durchgeflhrt. Aus diesen
Experimenten lassen sich die in Tabelle 10 gezeigten relativen Mengen fasA-Transkript

angeben.
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Tabelle 9: Absolute Quantifizierung der fasA-cDNA sowie der Referenzgene ddh (Exp. 1), fbp
(Exp.2) und gyrA (Exp.3). Angegeben sind absolute Konzentrationen in pg/mL. In
Versuchsreihe 1 wurde das Primerpaar fasA_for_230bp/fasA_rev_230bp eingesetzt und in

Versuchsreihe 2 das Primerpaar fasA_for_250bp/fasA_rev_250bp.

Versuchsreihe1:

fasA Referenzgene

template-
Substrat K Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 ddh fbp gyrA
onz.

Glucose | 1-10 pg/mL | 3.84E-05 | 7.36E-05 | 5.34E-05 | 1.80E-05 | 9.57E-05 | 6.01E-06
Glucose | 1-102 pg/mL | 6.28E-06 | 8.59E-06 | 1.07E-05 | 2.44E-06 | 1.50E-05 | 1.00E-06
Acetat 1:10" pg/mL | 6.60E-06 | 1.00E-05 | 9.69E-06 | 1.72E-05 | 1.58E-04 | 1.34E-05
Acetat 1:102 ug/mL | 2.16E-06 | 1.69E-06 | 1.89E-06 | 2.43E-06 | 2.80E-05 | 1.79E-06
Propionat | 1-107 pg/mL | 7.07E-05 | 1.29E-04 | 7.46E-05 | 1.26E-05 | 8.54E-05 | 5.26E-06
Propionat | 1-102 pg/mL | 1.18E-05 | 1.20E-05 | 1.09E-05 | 1.63E-06 | 1.28E-05 | 7.02E-07

Versuchsreihe2:

fasA Referenzgene
template-

Substrat Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 ddh fbp gyrA
Konz.

Glucose | 1-107 ug/mL | 4.99E-05 | 5.06E-05 | 5.92E-05 | 5.03E-05 | 2.30E-05 | 1.33E-05
Glucose | 1-102 ug/mL | 5.44E-06 | 5.25E-06 | 6.48E-06 | 5.27E-06 | 2.36E-06 | 1.28E-06
Acetat 1-10" ug/mL | 1.13E-05 | 1.14E-05 | 1.43E-05 | 4.81E-05 | 3.87E-05 | 2.36E-05
Acetat 1-102 ug/mL | 1.20E-06 | 1.17E-06 | 1.59E-06 | 5.05E-06 | 3.80E-06 | 2.38E-06
Propionat | 1-107 ug/mL | 8.12E-05 | 8.06E-05 | 9.80E-05 | 3.08E-05 | 1.42E-05 | 9.50E-06
Propionat | 1-102 pg/mL | 9.28E-06 | 5.00E-06 | 7.25E-06 | 3.76E-06 | 1.11E-06 | 7.18E-07

Fir den Vergleich der fasA-Expression bei Wachstum auf Acetat im Vergleich zu Glucose
ergibt sich als Mittelwert aus drei durchgeflihrten Experimenten der Wert 0,18, was bedeutet,
dass die Expression auf Acetat um den Faktor 5,56 reduziert ist. Hingegen ist die fasA-
Expression auf Propionat im Vergleich zu Glucose um den Faktor 1,62 erhoht.
Ubereinstimmend damit zeigte der Vergleich Propionat gegeniiber Acetat mit dem
Faktor 9,03 einen noch gréReren Unterschied in der fasA-Expression. Damit werden die
drastischen Expressionsveranderungen bei Wachstum auf den unterschiedlichen
Kohlenstoffquellen deutlich. Da auf Propionat die Wachstumsrate stark reduziert ist und dies
generell den mRNA-Transkriptlevel beeintrachtigen kénnte, wurden zusatzlich Referenzgene
quantifiziert. Als Referenzgene eignen sich konstitutiv exprimierte Gene, die auch bei
unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen gleiche Expressionslevel aufweisen. Unter den

9 getesteten Kandidaten fiir Referenzgene (amtR, ddh, EF-Tu, fbp, gapA, gapB, gyrA, pitA,
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thrB) erwiesen sich die Gene ddh, fbp und gyrA als geeignet, da sie auf den
unterschiedlichen Substraten vergleichbare Expression zeigten. Parallel zu den
beschriebenen Experimenten wurden deshalb ebenfalls die Referenzgene quantifiziert
(Tabelle 9).

Tabelle 10: Relative Verhaltnisse der fasA-Expression auf den Kohlenstoffquellen Glucose, Acetat
und Propionat. Angegeben sind Mittelwerte, die sich aus drei Experimenten ergeben
(Tab.9). Es wurden zwei Versuchsreihen durchgefiihrt, wobei in der PCR

unterschiedliche Primerpaare eingesetzt wurden.

Vergleich template- Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2
Konzentration
Acetat/Glucose 1-10" pg/mL 0,18 £ 0,01 0,23 £ 0,01
Acetat/Glucose 1-102 pg/mL 0,26 £ 0,08 0,23 £ 0,01
Propionat/Glucose 1-10™ pug/mL 1,62 £ 0,22 1,63 £ 0,03
Propionat/Glucose 1-107 pug/mL 1,41 +£0,43 1,26 £ 0,40
Propionat/Acetat 1+10™ pg/mL 9,03+ 1,54 7,05+0,18
Propionat/Acetat 110 pg/mL 5,49 £ 0,25 5,52+ 1,93

Die fasB-Expression wurde auf die gleiche Weise wie zuvor beschrieben quantifiziert. Die
Daten der absoluten Quantifizierung in Tabelle 11 zeigen, dass im ersten Experiment bei
Wachstum auf Glucose eine cDNA-Konzentration von 1,88:10° pg/mL bestimmt wurde. Auf
Acetat betrug die cDNA-Konzentration hingegen nur 7,83:10° pg/mL. Im Vergleich zum
Wachstum auf Glucose ist also auch hier die fasB-Expression verringert. Beim Wachstum

auf Propionat blieb die fasB-Expression hingegen unverandert.
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Tabelle 11: Absolute Quantifizierung der fasB-cDNA sowie der Referenzgene ddh (Exp.1), fbp
(Exp. 2) und gyrA (Exp.3). Angegeben sind absolute Konzentrationen in pg/mL. In
Versuchsreihe 1 wurde Primerpaar fasB_for_6820/fasB_rev_7090 eingesetzt und in

Versuchsreihe 2 das Primerpaar fasB_for_250bp/fasB_rev_250bp.

Versuchsreihe1:

fasB Referenzgene

template-
Substrat K Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 ddh fbp gyrA
onz.

Glucose | 1-10" pug/mL | 1.88E-05| 7.07E-05| 2.32E-05| 2.34E-05| 2.32E-05| 1.02E-05
Glucose | 1-102pug/mL | 3.92E-06| 8.46E-06| 3.51E-06| 4.36E-06| 5.06E-06| 1.05E-06
Acetat 110" pg/mL | 7.83E-06| 2.81E-05| 9.93E-06| 2.94E-05| 2.80E-04| 1.93E-05
Acetat 1102 pgimL | 1.21E-06| 3.21E-06| 1.51E-06| 4.22E-06| 3.71E-05| 2.03E-06
Propionat | 1-10" pg/mL | 1.34E-05| 5.00E-05| 1.90E-05| 2.00E-05| 1.07E-04| 7.64E-06
Propionat | 1-102 pg/mL | 1.86E-06| 4.53E-06| 3.93-06| 2.79-06| 1.90E-05| 1.04E-06

Versuchsreihe2:

fasB Referenzgene

template-
Substrat K Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 ddh fbp gyrA
onz.

Glucose | 1-10 pg/mL | 1.93E-05 | 1.90E-05 | 1.91E-05 | 4.85E-05 | 2.73E-05 | 2.10E-05
Glucose | 1-102 pg/mL | 2.68E-06 | 2.58E-06 | 2.76E-06 | 5.26E-06 | 2.73E-06 | 2.24E-06
Acetat 110" pg/mL | 1.14E-05 | 1.17E-05 | 1.15E-05 | 4.94E-05 | 4.84E-05 | 3.84E-05
Acetat 1102 pg/mL | 1.79E-06 | 1.70E-06 | 1.68E-06 | 5.09E-06 | 4.79E-06 | 4.10E-06
Propionat | 1:10" pg/mL | 1.31E-05 | 1.50E-05 | 1.42E-05 | 3.25E-05 | 1.92E-05 | 1.64E-05
Propionat | 1-102 pg/mL | 1.98E-06 | 2.03E-06 | 2.29E-06 | 3.65E-06 | 2.01E-06 | 2.04E-06

Es wurden wiederum drei Experimente durchgeflihrt, aus deren Ergebnissen relative fasB-
Transkriptmengen berechnet wurden (Tab. 12). Fir den Vergleich des Wachstums auf
Acetat zum Wachstum auf Glucose ergibt sich der Wert 0,45. Das bedeutet, dass die fasB-
Expression auf Acetat ebenfalls reduziert ist. Der Vergleich Propionat zu Glucose ergab fir
fasB im Unterschied zu fasA allerdings keine auffallige Expressionsanderung. Bei Wachstum
auf Propionat im Vergleich zu Acetat zeigte sich eine 1,7-fach erhdhte fasB-Expression.
Auch die Ergebnisse zur fasB-Expression konnten durch eine zweite Versuchsreihe, bei der

ein weiteres Primerpaar verwendet wurde, reproduziert werden.
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Tabelle 12: Relative Verhaltnisse der fasB-Expression auf den Kohlenstoffquellen Glucose, Acetat
und Propionat. Angegeben sind Mittelwerte, die sich aus drei Experimenten ergeben
(Tab. 11). in der PCR

unterschiedliche Primerpaare eingesetzt wurden.

Es wurden zwei Versuchsreihen durchgefiihrt, wobei

Vergleich template- Versuchsreihe 1 Versuchsreihe 2
Konzentration
Acetat/Glucose 1-10" pg/mL 0,45 £ 0,02 0,60 £ 0,01
Acetat/Glucose 1-102 pug/mL 0,55+0,14 0,65+ 0,03
Propionat/Glucose 1-10™ pg/mL 0,77 £0,02 0,74 £ 0,05
Propionat/Glucose 1-102 pg/mL 0,75+£0,18 0,78 £ 0,04
Propionat/Acetat 1-10™ pg/mL 1,70+ 0,12 1,22 £ 0,07
Propionat/Acetat 1-102 pg/mL 1,38 £ 0,08 1,22 +0,13

Besonders fasA ist also in Abhangigkeit von der Kohlenstoffquelle stark reguliert. Um dies zu
veranschaulichen, wurde zusatzlich ein Experiment durchgefiihrt, in dem die fasA- und die
fasB-Transkripte gleichzeitig quantifiziert wurden (Tab. 13). Es zeigte sich, dass das fasA-
Transkript auf Glucose 68,0 % der beiden fas-Transkripte ausmacht, auf Acetat nur 46,9 %
und auf Propionat 80,3 %. Eine Folge der Regulation der Gene fasA und fasB ist also in
jedem Fall eine drastische Verschiebung der Verhaltnisse der fasA- und der fasB-mRNA in

der Zelle sowie eine sehr stark verringerte Expression von fasA auf Acetat.

Tabelle 13: Prozentuale Anteile der fasA- bzw. der fasB-mRNA im C. glutamicum Wildtyp 13032

angezogen auf CGXII-Medium mit 4 % Glucose, 2 % Acetat bzw. 1 % Propionat.

Substrat fasA fasB

Glucose 68,0 % 32,0 %
Acetat 46,9 % 53,1 %
Propionat 80,3 % 19,7 %

4.6.2 Analyse der Lipidzusammensetzung bei Anzucht auf unterschiedlichen

Kohlenstoffquellen

Mit der Analyse der Lipidzusammensetzung der auf Glucose, Acetat und Propionat
angezogenen Zellen sollte nun untersucht werden, ob sich die veranderte Expression von
fasA und fasB auf die Fettsdurezusammensetzung auswirkt. Die Ergebnisse der Analyse
sind in Tabelle 14 zusammengefasst. Wie schon zuvor gezeigt, enthalt der Wildtyp

hauptsachlich Palmitat und Oleat. Bei Wachstum auf Acetat ist im Vergleich zum Wachstum
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auf Glucose die Lipidzusammensetzung von C. glutamicum nicht wesentlich verandert. Auch
die auf Propionat angezogenen Zellen weisen einen hohen Anteil an Palmitat und Oleat auf.
Uberraschenderweise treten ferner sonst nicht nachweisbare ungeradzahlige Fettsduren auf.
Offensichtlich wird das Cs-Gerist von Propionat direkt in die Fettsduren eingebaut. Es ist
bekannt, dass Propionat &ahnlich wie Acetat zu Propionyl-CoA aktiviert wird, um
verstoffwechselt zu werden, sodass sehr wahrscheinlich dieses aktivierte Intermediat in die
Fettsauresynthese einflie3t (Arai et al., 1982). Mit Rohextrakten ist gezeigt worden, dass als
Primer der Fettsduresynthese nicht nur Acetyl-CoA, sondern auch Propionyl-CoA genutzt
werden kann, dass dann zur Heptadecansaure (17:0) fuhrt. Offensichtlich lauft diese

Reaktion auch in C. glutamicum bei Wachstum auf Propionat ab.

Tabelle 14: Analyse der Fettsduren und der Mycolsauren in C. glutamicum angezogen auf CGXII-
Medium mit 4 % Glucose, 2 % Acetat bzw. 1% Propionat. Der Fettsdure- bzw.

Mycolsauregehalt ist jeweils in Prozent angegeben.

Fettsduremuster
14:0 15:0 16:0 16:1 17:0 18:0 18:1 10Me18:0
Glucose 0,29 0 44,93 0 0 0,98 53,80 0
Acetat 0,35 0 42,82 0,19 0 0,69 55,71 0,24
Propionat 0,57 6,82 32,71 0,69 4,73 1,63 51,40 0,81

Mycolsauremuster
30:0(31:0|32:1|32:0|33:1|33:0|34:1|34:0| 35:1 | 35:0 | 36:2 | 36:1 | 36:0

Glucose 0 0 0 33 0 0 | 34| 15 0 0 10 7 1

Acetat 1 0 0 |47 | O 0 | 29| 13 0 0 6 4 1

Propionat 3 11 4 30 5 16 | 20 1 2 2 3 3 0

Erwartungsgemal spiegelt die Mycolsaurezusammensetzung das Muster der Fettsauren
wider. So liegen bei Wachstum auf Propionat auch ungeradzahlige Mycolsauren vor wie z. B.
31:0 und 33:0. Diese entstehen vermutlich nach der Kondensation von 15:0 und 16:0 bzw.
16:0 und 17:0. Dies zeigt, dass die fur die Mycolsduresynthese verantwortliche
Polyketidsynthase auch ungeradzahlige Fettsauren akzeptiert, was in diesem Fall zu den
ungewohnlichen Mycolsauren 33:0 und 33:1 fuhrt (Gande et al., 2004). Das bestatigt, wie
bereits in Abschnitt 4.5 beschriebenen, dass fertig synthetisierte Fettsguren unmittelbar in
Mycolsduren eingebaut werden und keine sukzessive Kettenverlangerung erfolgt, wie es bei

M. tuberculosis fur den Merozweig der Fall ist (Barry Il et al., 1998).
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IV. DISKUSSION

1. Ethambutol-induzierte Glutamatexkretion

Obwohl mehr als 1,2 Millionen Tonnen L-Glutamat jahrlich mit C. glutamicum produziert
werden (Leuchtenberger, 1996), gehdrt die Glutamatproduktion und -ausscheidung noch zu
den am wenigsten verstandenen Aminosaure-Produktionsprozessen. Die Glutamat-
produktion zeichnet sich gegenlber allen anderen Aminosaure-Produktionsprozessen
dadurch aus, dass immer erst eine ,Induktion” erfolgen muss. In dieser Arbeit wurde durch
Ethambutol-Behandlung eine vdllig neue Methode entdeckt, die Glutamatausscheidung zu
induzieren. Die bisherigen bereits bekannten Mdglichkeiten zur Induktion der Ausscheidung
benutzen i) Biotin-Limitation (Shiio et al., 1962), ii) Penicillin-Behandlung (Nunheimer et al.,
1970), iii) Lysozym-sensitive Mutanten (Hirasawa etal., 2000), iv) Behandlung mit
Detergentien wie z.B. Tween 60 oder Dodecylammoniumacetat (Takinami et al., 1965, 1996;
Duperray et al., 1969), v) Temperaturerhdhung (Lapujade et al., 1999), vi) Olsaure- oder
Glycerin-auxotrophe Mutanten (Takinami et al., 1965, 1968; Nakao et al., 1972), vii) die
Behandlung mit Lokalanasthetika (Lamber et al., 1995) oder auch kombinierte Methoden wie
Expression von Lipidsynthesegenen bei gleichzeitiger Temperaturerhéhung (Nampoothiri
etal, 2002). Bislang wird davon ausgegangen, dass primar eine veranderte
Lipidzusammensetzung (Hoischen & Kramer, 1990) in Verbindung mit aktivem Export
(Gutmann et al., 1992) zur Glutamatauscheidung fihrt. Dass die Fettsduresynthese Einfluss
auf die Glutamatbildung hat, ist schon lange bekannt (Kimura et al., 1996). Es ist deswegen
nicht Gberraschend, dass in dieser Arbeit gefunden wurde, dass Cerulenin, ein spezifischer
Inhibitor der Fettsduresynthese, zur Glutamatausscheidung fuhrt (Parrish et al., 1999). Es
kébnnen aber nicht alle Techniken der ,Induktion® mit der Fettsduresynthese in
Zusammenhang gebracht werden, da z.B. Penicillin die Synthese der Zellwandkomponente
Peptidoglykan inhibiert. Es gibt bisher kein insgesamt schlissiges Modell, welches den
Glutamatefflux auf molekularer Ebene erklart und mit der Vielzahl der unterschiedlichen
Methoden zur Induktion in Einklang bringt. Interessanterweise ist die einzige Gemeinsamkeit,

dass alle ,Induktoren® auf die Zellhille einwirken.

In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen der Ethambutol-Behandlung auf die Zelle
eingehend untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Ethambutol die Zusammensetzung
der Zellwandkomponente Arabinogalaktan stark beeinflusst. So ist in Ethambutol-
behandelten Zellen der Arabinosegehalt im Arabinan drastisch reduziert. Gleichzeitig sind
die am Arabinogalaktan gebundenen Mycolsauren reduziert. Der Schluss liegt demnach

nahe, dass Ethambutol in die Synthese der Arabinankomponente des Arabinogalaktans
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eingreift; dies wurde auch fir M. smegmatis gezeigt (Deng et al., 1995; Mikusova et al.,
1995). In der vorliegenden Arbeit wurde zusatzlich nachgewiesen, dass Ethambutol bei
C. glutamicum zu Trehalosemonomycolat- und Trehalosedimycolat-Akkumulation fihrt.
Diese Trehalosemycolate spielen in der Mycolsauresynthese bzw. beim Transport
synthetisierter Mycolsauren bis zum Arabinogalaktan eine Rolle (Wolf et al., 2003). Eine
Anhaufung dieser Mycolate ist somit wahrscheinlich die Folge des reduzierten
Arabinangehalts der Ethambutol-behandelten Zellen. Offensichtlich besteht die Mdglichkeit,
durch Veranderungen des Arabinogalaktan-Polymers die Glutamatausscheidung zu
induzieren. Da das Arabinogalaktan kovalent mit einem Teil der Mycolsauren und ebenfalls
mit dem Peptidoglykan verknlpft ist, ist grundsatzlich auch vorstellbar, dass eine
Veranderung des Peptidoglykans oder eine Schwachung der Mycolsaureschicht zum Efflux
fuhrt. Es gibt Hinweise, dass reduzierter Mycolsduregehalt bei C. glutamicum die

Glutamatakkumulation von 40,2 g I" auf 45,6 g I”" steigern soll (Nakamura et al., 2002).

Aufgrund des beschriebenen Zusammenhangs zwischen Ethambutol und der Zellwand
sowie den bekannten ,Induktoren®, die zur Glutamatausscheidung fihren, ist davon
auszugehen, dass der Efflux jeweils indirekt Gber eine veranderte Zellhllle zustande kommt.
Denkbar ist, dass durch die veranderte Zellhulle ein molekularer Prozess in Gang gesetzt
wird, z.B. durch die Beteiligung der extracytoplasmatischen Sigmafaktoren von
C. glutamicum (Kalinowski et al., 2003), der schlie3lich zur Induktion eines Exporters fuhrt.
Moglicherweise kdnnte es sich bei diesem Exporter auch um ein Protein handeln, dass
eigentlich Metabolite der Zellwandsynthese ausschleust aber auch unspezifisch Glutamat.
Auch konnten osmotische Effekte bei veranderter Zellhille wirksam werden. Es ist bekannt,
dass bei Biotin-Limitation das Zellvolumen vergroRert ist (Hoischen, Dissertation), sodass
durch den dadurch bedingten Stress auf die Membran ein Transporter oder eine Pore aktiv
wird.

Dieser Glutamat-Transporter wird in einem von Kramer etablierten Modell gefordert
(Gutmann et al., 1992). Solange dieser Transporter aber nicht eindeutig identifiziert ist,
mussen auch davon abweichende Modelle mit in Betracht gezogen werden. Grundsatzlich ist
auch maglich, dass die Zellhille aufgrund einer veranderten Fettsaurezusammensetzung
durchlassig wird, was zur Diffusion des Glutamats aus der Zelle fiihrt (Shiio et al., 1962).
Hierfur sprechen die im Kulturiiberstand gefundenen cytoplasmatischen Proteine. So wurde
z.B. Succinat lange als Substanz angesehen, die nicht durch Diffusion transloziert werden
kann, wogegen Kaim und Dimroth (1999) zeigen konnten, dass Succinat in zyklischer Form

vorliegen kann und damit membranpermeabel ist.
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2. Arabinosyltransferase und Arabinogalaktan

Alle Corynebacterianeae besitzen mindestens ein emb-Gen. Obwohl die Funktion des
Genprodukts Emb noch nicht vollstandig verstanden ist, ist Emb als Arabinosyltransferase
letztlich am Einbau von Arabinose in das im Periplasma lokalisierte Arabinoglaktan und das
Lipoarabinomannan beteiligt (Dover et al, 2004). Neben der Resistenz gegeniber
Ethambutol ist ein weiterer Hinweis darauf, dass Emb der Wirkort von Ethambutol ist, dass
klinische Isolate von M. tuberculosis, die resistent gegenlber Ethambutol sind, sehr oft
Mutationen im embB-Gen tragen (Telenti et al., 1997; Lety et al., 1997). In der vorliegenden
Arbeit konnte flr C. glutamicum gezeigt werden, dass alle fir Mycobakterien bekannten
phanotypischen Befunde auch auf C. glutamicum zutreffen. Dieses sind: i) Uberexpression
von emb fuhrt zur Ethambutol-Resistenz, ii) der Arabinosegehalt des Arabinogalaktans der
emb-Inaktivierungsmutante bzw. der emb-Deletionsmutante ist reduziert, iii) die
Zellmorphologie der Mutanten ist stark verandert, iv) die an das Arabinan gebundenen
Mycolsduren sind in den Mutanten reduziert. Uberraschenderweise fiihrt Ethambutol zur
Akkumulation cytoplasmatischer Proteine im Kulturiiberstand; bei M. tuberculosis wurde dies
bisher nicht beobachtet, wohl aber Zelllyse (Reisner et al., 1997). Demzufolge kénnte die
Toxizitat von Ethambutol unter anderem auch auf Ethambutol-bedingte Lyse zurlickzuflihren
sein. Es wird diskutiert, dass neben den emb-Genen noch weitere Wirkorte fiir Ethambutol in
M. tuberculosis denkbar sind (Ramaswamy etal., 2000). Da jedoch die emb-
Deletionsmutante von C. glutamicum ein Ethambutol-unabhangiges Wachstum aufweist, ist

dies eher unwahrscheinlich.

Das Emb-Protein besitzt in M. tuberculosis und anderen Mycobakterien drei Homologe,
wogegen C. glutamicum nur ein entsprechendes Protein besitzt. Diese sehr grolen Proteine
(~1000 Aminosaurereste) besitzen einen transmembranen Bereich und einen globularen
Bereich, der Topologievorhersagen zufolge im periplasmatischen Raum lokalisiert sein
kdnnte (Abbildung 32). Nach derzeitiger Vorstellung konnten die Proteine in M. tuberculosis
unterschiedliche Spezifitdten bezlglich des VerknUpfungstyps der Arabinose oder des
Akzeptors - Arabinogalaktan oder Lipoarabinomannan - besitzen (Escuyer et al., 2001). So
ist nach Inaktivierung von embA bzw. embB in M. tuberculosis der Arabinosegehalt des
Arabinogalaktans verringert (Escuyer et al., 2001) und bei Inaktivierung von embC das
Lipoarabinomannan strukturell verandert. Allerdings muss bei diesen Experimenten
bertcksichtigt werden, dass zumindest bei der embC-Mutante sehr wahrscheinlich ein
polarer Effekt auftrat und somit ebenfalls die Expression der stromabwarts von embC
liegenden Gene embA und embB durch die Inaktivierung beeintrachtigt wurde. Wegen dieser
komplexen Situation ist es attraktiv, C. glutamicum, das nur ein einziges emb-Gen besitzt, zu

untersuchen. Zudem ist davon auszugehen, dass C. glutamicum wie M. tuberculosis
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Lipomannan besitzt, wahrscheinlich aber kein Lipoarabinomannan (Gibson et al., 2003;
Puech et al., 2001). Uberraschenderweise konnte aber keine Komplementation der emb-
Deletionsmutante von C. glutamicum mit einem der drei Homologen aus M. tuberculosis
erreicht werden. Anscheinend sind die Ahnlichkeiten zwischen den orthologen emb-Genen
nicht hoch genug, da auch embC, welches mit 37 % die hdchsten Identitdten zu dem
corynebakteriellen emb-Gen aufweist, keine Komplementation ermoglicht. Es ware aber
auch denkbar, dass gerade embC ungeeignet ist, die Funktion des corynebakteriellen emb-
Gens zu Ubernehmen, da EmbC in M. tuberculosis an der Lipoarabinomannan-Synthese
beteiligt sein soll (Zhang etal., 2003). Wie die Experimente zur mRNA-Quantifizierung
zeigten, werden die M. tuberculosis Gene in C. glutamicum exprimiert. Unter Umstanden
erfolgt aber kein korrekter Einbau der entsprechenden Proteine in die Membran. Dies kdnnte
z.B. durch PhoA-Fusionen oder Nachweis des Proteins in Membranfraktionen untersucht
werden. Des Weiteren soll die emb-Deletionsmutante von C. glutamicum genutzt werden, die
vielfaltigen Funktionalitdten der Emb-Proteine, d.h. der moglicherweise gekoppelte Transport
aktivierter Arabinose mit Substraterkennung (Arabinogalaktan oder Lipoarabinomannan) und
die Arabinose-Verknipfung (1—2 oder 1—5 Bindung) zu untersuchen, um ein tieferes

Verstandnis der Emb-Proteine aus M. tuberculosis zu erhalten.

Abbildung 32: Topologiemodell des Emb-Proteins. Der periplasmatische C-Terminus des Proteins

kénnte fur die Arabinansynthese aullerhalb der Zelle verantwortlich sein. Dem N-

Terminus kdnnte die Rolle der Akzeptor-Erkennung zukommen.

Ein Uberraschender Befund, der mit der emb-Deletionsmutante von C. glutamicum erhalten
wurde, ist, dass es trotz Deletion von emb offensichtlich noch zu einem Einbau von
Arabinose ins Arabinogalaktan kommt, wenn auch in erheblich geringerem MaRe. Dieser
neuartige Befund wird derzeit noch weiter untersucht, um zusatzliche strukturelle
Informationen zur Verknipfung der Arabinosreste im Zuckerpolymer von C. glutamicum zu
erhalten. Aus den Ergebnissen muss geschlossen werden, dass es in C. glutamicum noch
mindestens eine weitere Arabinosyltransferase gibt. In diesem Zusammenhang ist
interessant, dass im Genom von C. glutamicum vor emb ein nicht charakterisierter ORF liegt,

der fir ein Membranprotein kodiert, und diese Region in allen Corynebacterianeae
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synténisch angeordnet ist. Die unmittelbare Nachbarschaft dieses ORFs zu emb und die
Moglichkeit, dass beide Gene ein Operon bilden kdnnten, ist ein guter Hinweis daflr, dass
auch das Genprodukt dieses ORFs an der Arabinogalaktan- bzw. der Zellwandsynthese
beteiligt ist. Falls es sich dabei um ein am Arabinose-Einbau beteiligtes Protein handelt, ware
dieses wahrscheinlich von Ethambutol unabhangig, da die emb-Deletionsmutante von
C. glutamicum nicht mehr Ethambutol-sensitiv ist. Ein zusatzliches Indiz fiir einen noch
erfolgenden emb-unabhangigen Arabinose-Einbau kénnte die noch teilweise erfolgende

Arabinansynthese bei M. smegmatis nach Ethambutol-Behandlung sein (Lee et al., 2004).

3. Fettsauresynthese

Im Zusammenhang mit der Synthese der Zellhulle wurden in dieser Arbeit auch
Untersuchungen zur Lipidsynthese durchgeflhrt. Interessant ist, dass Corynebacterianeae
Fettsduresynthasen haben, die wie bei Eukaryonten aus einem grof3en Polypeptid (~3000
Aminosaurereste) bestehen, wogegen in anderen Bakterien die Fettsduresynthase aus
einzelnen getrennten Polypeptiden besteht (Fernandes & Kolattukudy, 1996; Kawaguchi &
Okuda, 1977). Eine zusatzliche Besonderheit von C. glutamicum, C. efficiens und
C. ammoniagenes (Kolattukudy et al., 1997; Besra & Chatterjee, 1994) ist, dass sie jeweils
zwei verschiedene dieser aullerordentlich grofden Proteinkomplexe besitzen, wahrend
Mycobacterium-Spezies nur eine Fettsduresynthase besitzen. In dieser Arbeit gelang es in
C. glutamicum fasB zu deletieren, und fasA zu inaktivieren, sodass eine Fettsaure-
auxotrophe Mutante zur Verfiigung stand. Die Analyse dieser Mutanten zeigt, dass beide
Genprodukte in vivo aktiv sind, und das Hauptprodukt der fasA-kodierten Fettsauresynthase
Olsaure (18:1) ist sowie der fasB-kodierten Palmitat (16:0). Wie ferner die fasB Mutante
zeigt, scheint das FasA Protein in vivo auch noch zusatzlich Stearat (18:0) zu synthetisieren.
Diese Daten sind in voller Ubereintimmung mit in vitro-Studien der zwei isolierten Enzyme
aus C. ammoniagenes, die zeigen, dass FasA hauptsachlich Oleat (18:1) und zu etwa 10 %
Stearat (18:0) sowie Spuren von Palmitat (16:0) synthetisiert (Stuible et al., 1997). Die
molekulare Grundlage fur die Tatsache, dass FasA sowohl 18:1 als auch 18:0 synthetisiert,
ist ebenso unbekannt, wie die Ursache daflr, dass FasB nur die gesattigten Fettsauren 16:0
und zu einem kleineren Teil auch 18:0 bildet. Der Sequenzvergleich der beiden
corynebakteriellen Proteine mit denen aus M. tuberculosis zeigt keine spezifische Region,
die auf eine ,Desaturase” hinweist. Demgegenlber besitzt E. coli ein spezielles Enzym, Des,
das eine solche Funktion wahrnimmt (Mansilla et al., 2004). Fettsauresynthasen scheinen
generell ein breites Produktspektrum zu besitzen, da z.B. die Fettsduresynthasen von

M. smegamtis und M. tuberculosis zwei Klassen von Fettsauren mit je einer Kettenlange von
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16 bis 18 bzw. 24 bis 26 Kohlenstoffatomen bilden (Bloch und Vance, 1977; Fernandes und
Kolattukudy, 1996; Kikuchi et al., 1992).

Wie aus dem unveranderten Wachstum der fasB-Mutante zu schliel®en ist, scheint das
FasB-Enzym fir die Zelle weniger wichtig zu sein als FasA. Es ist auch nicht in C. diphteriae
vorhanden. Dagegen ist FasA offensichtlich sehr wichtig und nach der fasA-Inaktivierung ist
Wachstum nur bei Fettsdure-Supplementation mdglich. Wie die erfolgreiche Olsaure-
Supplementation aber zeigt, ist grundsatzlich Wachstum mit Phospholipiden und
Mycolsduren, die fast nur Olsdure als Bestandteil haben, moglich. Dass FasA das
bedeutendere der zwei Fas-Enzyme ist, zeigt auch das relative Verhaltnis der fas-mRNAs,
wobei die fasA-mRNA etwa 68 % und die fasB-mRNA 32 % in C. glutamicum ausmacht. Fur
die Fas-Proteine aus C. ammoniagenes wurde mittels Antikérpern der FasA-Anteil auf 90 %

des gesamten Fas-Proteins abgeschatzt (Stuible et al., 1996).

Die Expression der Gene fasA und fasB unterliegt einer von den Kohlenstoffquellen
abhangigen Regulation. Es ist denkbar, dass sich C. glutamicum auf diese Weise an
veranderte Umweltbedingungen anpasst, um so z.B. durch verandertes Fettsdureprofil auf
Stress durch Temperatur oder Saure zu reagieren. Ein verdndertes Fettsaureprofil der
Cytoplasmamembran als Folge von Saurestress ist z.B. flir Streptococcus mutans bekannt
(Fozo etal, 2004). In dieser Arbeit konnte fir C. glutamicum keine veranderte
Lipidzusammensetzung bei Wachstum auf der Kohlenstoffquelle Acetat im Vergleich zu
Glucose nachgewiesen werden. Uberraschenderweise war aber der relative Anteil der fasA-
zur fasB-mRNA verandert, denn die absolute Expression von fasA auf Acetat im Vergleich zu
Glucose war stark reduziert. Es konnte also durchaus sein, dass auf Acetat die
Gesamtmenge der Lipide reduziert ist. Alternativ ist aber auch denkbar, dass wegen der
vermutlich erhéhten Konzentration von Acetyl-CoA auf diesem Substrat eine erhdhte
Konzentration dieser Vorstufe zu einer vergleichbaren Gesamtmenge der Lipide fihrt
(Gerstmeir et al., 2003).

Uberraschend ist der Befund, dass bei Wachstum von C. glutamicum auf Propionat als
Kohlenstoffquelle auch ungeradzahlige Fettsduren der Lange 15 bzw. 17 gebildet werden.
Da beim Propionat-Abbau dies zunachst zu Propionyl-CoA in der Zelle aktiviert wird (Claes
et al., 2002), ist davon auszugehen, dass der C3-Kdrper von Propionat Gber Propionyl-CoA in
die Fettsdure gelangt. Sehr wahrscheinlich dient Propionyl-CoA Uber die
Ketoacylsauresynthase-Aktivitat der  Fettsduresynthase als  Starter-Einheit  der
anschlieRenden Kettenverlangerung. Fir C. ammoniagenes ist gezeigt, dass bei Zugabe von
Propionyl-CoA als Starter-Einheit die Fettsaure 17:0 gebildet wird (Arai et al., 1982) und
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dass sogar langerkettige Acyl-CoAs bis zu einer Lange von 10 Kohlenstoffatomen zur

Fettsduresynthese akzeptiert werden (Kawaguchi et al., 1981).

Die zusammen mit der Fettsdure-Analyse durchgefliihrte Mycolsdure-Analyse zeigt,
unabhangig von dem Markierungsexperiment mit der [*C]-markierten Olsaure, dass die
Polyketidsynthase aus C. glutamicum invivo synthetisierte Fettsduren als Substrat
verwendet. So spiegelt sich z.B. der verringerte Anteil an 16:0 in der fasB-Mutante in der
Abwesenheit der Mycolsaure des Typs 34:0 wider. Ferner wird bei Anzucht auf Propionat die
Fettsaure 17:0 wahrscheinlich in eine Mycolsaure des Typs 34:0 eingebaut. Eine der
Fettsduren wird nach neuesten Erkenntnissen der Mycolsauresynthese als Adenylyl-Derivat
aktiviert (Trivedi et al.,, 2004) und dann mit einer zweiten Fettsdure verknlpft, sodass nicht
nur die Polykeditsynthase, sondern auch dieses Adenylierungsenzym, FadD, eine gewisse

Toleranz bezlglich der Substratspezifitat besitzt.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Mit Corynebacterium glutamicum werden jahrlich 1,2 Millionen Tonnen L-Glutamat
hergestellt. Vieles spricht dafur, dass eine Veranderung der Zellwandstruktur am
Glutamtefflux beteiligt ist. Die Zellwand von C. glutamicum ist ahnlich aufgebaut wie die von
Mycobacterium tuberculosis. Sie ist durch das Zuckerpolymer Arabinogalaktan
gekennzeichnet sowie durch den Besitz von Mycolsauren, die eine zweite &ulere
Lipidschicht bilden.

Es konnte eine neuartige Technik zur Induktion der Glutamatausscheidung gefunden
werden. Ethambutol-Behandlung fuhrt zur Glutamatakkumulation von 55 mM bei einer
maximalen spezifischen Effluxrate von 15 nmol min™ mg (Trockengewicht)™.

Die Wirksamkeit von Ethambutol ist bei Uberexpression von emb, das fiir eine
Arabinosyltransferase kodiert, reduziert. Eine emb-Deletionsmutante wachst nur stark
verzdgert, scheidet Glutamat aus und zeichnet sich ferner durch verminderten
Arabinosegehalt des Arabinogalaktans sowie Abwesenheit von Mycolsduren aus. Diese
Analysen und die von Ethambutol-behandelten Zellen zeigen, dass ein verandertes
Arabinogalaktan und eine reduzierte auldere Lipidschicht Glutamatexkretion ermdéglichen.

Die drei emb-Gene aus M. tuberculosis wurden in C. glutamicum plasmidkodiert eingebracht.
Trotz nachgewiesener Expression konnen sie die Funktion des einzigen emb-Gens in
C. glutamicum nicht ersetzen, was auf starke Spezialisierung der einzelnen
Arabinosyltransferasen hinweist.

Ungewdhnlicherweise besitzt C. glutamicum zwei Fettsduresynthasen, FasA und FasB, und
es gelang, beide zu inaktivieren. Wahrend die fasB-Mutante prototroph ist, ist die fasA-
Mutante Olséure-auxotroph. Die Lipidanalysen der Mutanten ergaben, dass das
Hauptprodukt des FasA-Enzyms Olsaure ist, das des FasB-Enzyms hingegen Palmitat.
Damit ist eine spezifische in vivo-Funktion der Fettsduresynthasen gezeigt, und dass
C. glutamicum offensichtlich tolerant gegeniber der Fettsdurezusammensetzung ist, da die
fasB-Mutante im Wachstum nicht beeintrachtigt ist.

Durch Ethambutol-Behandlung ist eine neue Madglichkeit gegeben, Glutamatefflux zu
erreichen. Erstmals ist gezeigt, dass Glutamatefflux auch durch Veradnderung der
Arabinogalaktanstruktur moéglich ist. Dies ist ein starker Hinweis, dass der Glutamatefflux mit
massiver Veranderung der Zellwandstruktur einhergeht. Die Tatsache, dass auch ein
reduzierter Fettsdure- und Mycolsduregehalt den Efflux auslésen, deutet auf einen eher
unspezifischen Effekt hin, der zur Glutamatexkretion fihrt.
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VIl. ANHANG

1. Oligonukleotidsequenzen

Tabelle 15: Oligonukleotidsequenzen, die zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten verwendet

wurden

Oligonukleotid

Verwendung

5'-CACAGGAAACAGCTATGACC

RSP reverser Universal-M13-Primer
ATG-3'
5'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCA

USP forward Universal-M13-Primer
CGAC-3'

pemb-for1 5'-GGGGGCGTCGAAAAGCAAAG Primer, die zur Konstruktion des
TC-3' emb-Inaktivierungsvektors

pemb-rev1 5'-AGCAAAACGGCGGGTGAAGGA-3" verwendet wurden.
5'-TTCCAGTACTGAAGGTCTTATT

emb Ende

emb Start+50 bp

CAT-3'
5'-CTATGCGCCAAGTCGGTGGTA
AT-3'

Primer zur Klonierung von emb

mit nativem Promotor

emb Ende EcoRlI

emb GTG+T7RBS

EcoRlI
5'-CCGGAATTCCGGTTCCAGTAC
TGAAGGTCTTATTCAT-3'

T7 RBS
5-AAGGAGATATAGATGTGTCAG
ATGTAGTTGAGTCGAAGAAA-3'

Primer zur Klonierung von emb
in den Vektor pEKEX2

PtetA upstream Xmal

PtetA upstream Nsil

PtetA downstream Xhol

PtetA downstream Xbal

Xmal
5-TCCCCCCGGGGGGAACTGTCG
TGCTGACAGACGAAC-3'

Nsil
5-AACTGCAGAACCAATGCATTGG
GTTTGGTGAGGAATTACTCATT
GT-3'

Xhol
5'-CCGCTCGAGCGGATCAACTAG
ACTCGATCAACGTGT-3'

Xbal
5-GCTCTAGAGCGCGAACAATCA
CGTCAAGGTTAC-3'

Primer, die zur Amplifizierung
der in pk19mobsacB PtetA-emb
klonierten emb-Fragmente

dienten.
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Oligonukleotid

Verwendung

emb start in

emb start out

emb end in

emb end out

emb_start_Deletions-
kontrolle
emb_end_Deletions-

kontrolle

linker
5'-CCCATCCACTAAACTTAAACA
CTCAACTACATCTGACACGTTGA
TC-3'
5-GCTTGGTGAGTTCGGAAACAG
GA-3'

linker
5-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGC
TCTGGAATCCAGGGCATATGAAG-3'
5-TTCCATGAGCAGCTGGCGATAA
Cc-3
5'-CCCTTATCGCGGATACCAAGC-3'

5'-CAAAATCGGAATGCTGCAAATG
c-3

Primer, die zur Konstruktion des
emb-Deletionsvektors

verwendet wurden.

Primer zum Nachweis der emb-

Deletion

embA_for EcoRl

embA_rev

EcoRl, linker
5'-ACTGGAATTCAAGGAGATATAG
ATATGCCCCACGACGGTAATGAG-3'
5-ATCGGAATTCTTATGGCAGCGCC
CTGATCGGTCCTGG-3'

Konstruktion des Plasmids
pEKEx2 Mt_embA

embB_for Sacl

embB_rev

Sacl, linker
5'-CAGTGATCGAGCTCAAGGAGAT
ATAGATATGACACAGTGCGCGAGC
AGACGC-3'
5'-CTAGCTAGGAGCTCTTATGGACC
AATTCGGATCTTGCCCGG-3'

Konstruktion des Plasmids
pEKEx2 Mt_embB

embC_for Sacl

embC_rev

Sacl, linker
5'- GATCGATCGAGCTCAAGGAGAT
ATAGATATGGCTACCGAAGCCGCC
CCACCC-3'
5-GATCGATCGAGCTCTTAGCCGC
GGCGCAACGGCGCCGG-3

Konstruktion des Plasmids
pEKEx2 Mt_embC

Cg_emb_for(LC)

Cg_emb_rev(LC)

5'-GTCAACCGTCATGGAATCCATC
A-3'
5'-AGGATCGCGATGACCACAATA
G-3'

Nachweis der emb-Expression
durch Real-time RT PCR

Mt _embA for(LC)
Mt_embA rev(LC)

5'-CACGGTGGCCGAATCGGCAC-3'
5'-AGCACGAACAGCACCCCGAAC-3'

Nachweis der embA-Expression
durch Real-time RT PCR




ANHANG 103

Oligonukleotid

Verwendung

Mt _embB_for(LC)
Mt_embB_rev(LC)

5-AACGGTGTTGGAAGCCACCAG-3'
5'-ACATGATGAACACCGCGGTGA
A-3'

Nachweis der embB-Expression
durch Real-time RT PCR

Mt_embC_for(LC)
Mt_embC_rev(LC)

5'-GCGAGATCCAGGCCAACCTC-3'
5'-GTAACGACATTGCCACCGATA
C-3'

Nachweis der embC-Expression
durch Real-time RT PCR

pfasAS' 5'-GTGCTTACGTGAACATTCCAG ) ]
' Primer zur Konstruktion des
63 fasA-Inaktivierungsplasmids
pfasA3' 5'-ACCGCCGGAGGACATGGAGA-3'
EcoRlI
pfasB5'out 5'-CGGAATTCCGCGCGTTCAGCCC
CCGTATTA-3'
linker
pfasB5'in 5'-CCCATCCACTAAACTTAAACGC
GAGCTCAGCCCAGTGTCC-3' Primer zur Konstruktion des
EcoRlI fasB-Deletionsplasmids
pfasB3'out 5'-CGGAATTCCGGTAGCCACCGAC
GTAGGACTG-3'
linker
pfasB3'in 5-TGTTTAAGTTTAGTGGATGGGG

TACGGCATGATCGACAACTTT-3'

fasA _for_230bp
fasA_rev_230 bp
fasA_for_6820

fasA_rev_250bp_7090

5’-GCATCCCACTCGAGGAGCTG-3
5’-ACAACTTCGTCGCGTGCGC-3
5’-ACCGGCTGGCCACAGTTTGTC-3
5-TGCGATGGATACGCCACCG-3’

Primer zur Quantifizierung der
fasA-Expression mittels Real-
time PCR

fasB_for_250bp
fasB_rev_250bp
fasB_for 6820
fasB_rev 7090

5’-AAGGGCAACGCTGTCGCACG-3’
5’-GCACCGGCGATCAGTTCACC-3’
5’-CAAGCTGCATGGGGAGCAC-3
5’-CATTTCCGCCAGGTTCAGATC-3

Primer zur Quantifizierung der
fasA-Expression mittels Real-
time PCR
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2. Plasmidkarten
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Abbildung 33: pEC-S18mob2 mit 3,5 kb emb-Fragment
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Abbildung 34: pEC-T18mob2 mit 3,5 kb emb-Fragment
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Abbildung 35: pEKEX2 mit 3,4 kb-Fragment mit emb aus C. glutamicum
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Abbildung 36: pEKEx2 mit 3,3 kb-Fragment mit embA aus M. tuberculosis
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Abbildung 37: pEKEx2 mit 3,3 kb-Fragment mit embB aus M. tuberculosis
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Abbildung 38: pEKEx2 mit 3,3 kb Fragment mit embC aus M. tuberculosis
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Abbildung 39: pEKEx2 mit Austausch der Kan® durch die Sp~ aus pEC-S18mob2
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Abbildung 40: pEKEx3 mit 3,4 kb-Fragment mit emb aus C. glutamicum
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Abbildung 41: pEKEx3 mit 3,3 kb-Fragment mit embA aus M. tuberculosis
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Abbildung 42: pEKEX3 mit 3,3 kb-Fragment mit embB aus M. tuberculosis
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Abbildung 43: pEKEx3 mit 3,3 kb Fragment mit embC aus M. tuberculosis
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Abbildung 45: pK19mob sacB-Derivat mit Tn10 Py inseriert zwischen den flankierenden Bereichen

(je ca. 0,5 kb) des emb-Promotors aus C. glutamicum
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Abbildung 46: pK18mob mit einem 1178 bp internen fasA-Fragment
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Abbildung 47: pK18mob mit einem 230 bp emb-Fragment
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Abbildung 48: pK18mobsacB mit emb-Sequenz, deletiert ist ein internes 3363 bp grolles Fragment
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3. Daten der LightCycler-Analysen

Probe Konzentration (ug/mL) CP

fbp (107) Standard 1 1.00E-01 11.12
fbp (107%) Standard 1 1.00E-02 14.69
fbp (107) Standard 1 1.00E-03 19.73
fbp (107) Standard 1 1.00E-04 24.02
fbp (107) Standard 1 1.00E-05 27.58
fbp (107°) Standard 1 1.00E-06 33.26
fbp (107) Standard 1 1.00E-07 35.64
fasA (10™) Standard 2 1.00E-01 13.56
fasA (107) Standard 2 1.00E-02 17.71
fasA (10) Standard 2 1.00E-03 21.75
fasA (10™) Standard 2 1.00E-04 25.73
fasA (10™) Standard 2 1.00E-05 29.48
fasA (10°) Standard 2 1.00E-06 31.16
fasA (107) Standard 2 1.00E-07 33.52
Glucose-fbp (10™) Referenzgen 9.57E-05 23.80
Glucose-fbp (107) Referenzgen 1.50E-05 27.21
Glucose-fbp (107) Referenzgen 1.79E-06 31.12
Acetat-fop (107) Referenzgen 1.58E-04 22.88
Acetat-fop (107) Referenzgen 2.80E-05 26.06
Acetat-fop (107) Referenzgen 2.57E-06 30.45
Propionat-fbp (10™") Referenzgen 8.54E-05 24.01
Propionat-fbp (107) Referenzgen 1.28E-05 27.50
Propionat-fbp (10) Referenzgen 1.11E-06 31.99
Glucose-fasA230nt (10™) Zielgen 7.36E-05 25.15
Glucose-fasA230nt (107) Zielgen 8.59E-06 28.30
Glucose-fasA230nt (107°) Zielgen 1.38E-06 30.98
Acetat-fasA230nt (107) Zielgen 1.00E-05 28.07
Acetat-fasA230nt (107) Zielgen 1.69E-06 30.68
Acetat-fasA230nt (107°) Zielgen 1.25E-06 31.13
Propionat-fasA230nt (107)  [Zielgen 1.29E-04 24.33
Propionat-fasA230nt (10%)  [Zielgen 1.20E-05 27.81
Propionat-fasA230nt (10°)  [Zielgen 1.47E-06 30.89
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Probe Konzentration (ug/mL) CP

gyrA (107) Standard 1 1.00E-01 11.31
gyrA (107) Standard 1 1.00E-02 14.89
gyrA (10°) Standard 1 1.00E-03 18.49
gyrA (10™) Standard 1 1.00E-04 21.86
gyrA (10°) Standard 1 1.00E-05 25.29
gyrA (10°) Standard 1 1.00E-06 28.82
gyrA (107) Standard 1 1.00E-07 32.19
fasA (107) Standard 2 1.00E-01 12.61
fasA (107) Standard 2 1.00E-02 16.62
fasA (107) Standard 2 1.00E-03 20.29
fasA (10™) Standard 2 1.00E-04 24.51
fasA (10™) Standard 2 1.00E-05 28.5
fasA (10°) Standard 2 1.00E-06 31.09
fasA (107) Standard 2 1.00E-07 31.3
Glucose-gyrA (10™) Referenzgen 6.01E-06 26.08
Glucose-gyrA (107) Referenzgen 1.00E-06 28.78
Glucose-gyrA (10°) Referenzgen 8.88E-08 32.44
Acetat-gyrA (107) Referenzgen 1.34E-05 24 .87
Acetat-gyrA (107) Referenzgen 1.79E-06 27.91
Acetat-gyrA (107) Referenzgen 2.12E-07 31.13
Propionat-gyrA (10™) Referenzgen 5.26E-06 26.28
Propionat-gyrA (107) Referenzgen 7.02E-07 29.32
Propionat-gyrA (107°) Referenzgen 8.15E-08 32.57
Glucose-fasA230nt (10™")  [Zielgen 5.34E-05 25.19
Glucose-fasA230nt (107)  [Zielgen 1.07E-05 27.83
Glucose-fasA230nt (107°)  [Zielgen 1.65E-06 30.9
Acetat-fasA230nt (10™") Zielgen 9.69E-06 27.99
Acetat-fasA230nt (107) Zielgen 1.89E-06 30.67
Acetat-fasA230nt (107) Zielgen 1.02E-06 31.69
Propionat-fasA230nt (10”) [Zielgen 7.46E-05 24.64
Propionat-fasA230nt (10%) [Zielgen 1.09E-05 27.8
Propionat-fasA230nt (10°) [Zielgen 2.07E-06 30.52




114 ANHANG

Probe Konzentration (ug/mL) CcP

ddh (107) Standard 1 1.00E-01 12.35
ddh (107%) Standard 1 1.00E-02 15.52
ddh (107) Standard 1 1.00E-03 19.79
ddh (10) Standard 1 1.00E-04 22.89
ddh (10®) Standard 1 1.00E-05 26.87
ddh (10°) Standard 1 1.00E-06 30.65
ddh (107) Standard 1 1.00E-07 34.12
fasA (107) Standard 2 1.00E-01 14.2
fasA (107) Standard 2 1.00E-02 18.31
fasA (107) Standard 2 1.00E-03 22.15
fasA (10™) Standard 2 1.00E-04 25.91
fasA (10™) Standard 2 1.00E-05 29.54
fasA (10°) Standard 2 1.00E-06 32.06
fasA (107) Standard 2 1.00E-07 32.21
Glucose-ddh (107) Referenzgen 1.80E-05 25.9
Glucose-ddh (107) Referenzgen 2.44E-06 29.08
Glucose-ddh (10) Referenzgen 2.14E-07 32.96
Acetat-ddh (107 Referenzgen 1.72E-05 25.97
Acetat-ddh (107) Referenzgen 2.43E-06 29.09
Acetat-ddh (10) Referenzgen 2.69E-07 32.59
Propionat-ddh (10™) Referenzgen 1.26E-05 26.47
Propionat-ddh (107) Referenzgen 1.63E-06 29.72
Propionat-ddh (107°) Referenzgen 2.23E-07 32.89
Glucose-fasA230nt (10”7) [Zielgen 3.84E-05 27.01
Glucose-fasA230nt (10%) [Zielgen 6.28E-06 29.86
Glucose-fasA230nt (10°) [Zielgen 1.53E-06 32.08
Acetat-fasA230nt (10™) Zielgen 6.60E-06 29.78
Acetat-fasA230nt (107) Zielgen 2.16E-06 31.54
Acetat-fasA230nt (10”) Zielgen 1.67E-06 31.94
Propionat-fasA230nt (10™") [Zielgen 7.07E-05 26.05
Propionat-fasA230nt (10) [Zielgen 1.18E-05 28.87
Propionat-fasA230nt (10”°) [Zielgen 1.68E-06 31.93
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Probe Konzentration (ug/mL) CP

ddh (107" Standard 1 1.00E-01 9.44
ddh (107?) Standard 1 1.00E-02 13.45
ddh (107) Standard 1 1.00E-03 17.45
ddh (10 Standard 1 1.00E-04 21.14
ddh (10°) Standard 1 1.00E-05 24.29
ddh (10°°) Standard 1 1.00E-06 27.96
ddh (107) Standard 1 1.00E-07 31.70
fasA (107) Standard 2 1.00E-01 10.30
fasA (10'2) Standard 2 1.00E-02 14.23
fasA (107) Standard 2 1.00E-03 18.06
fasA (10 Standard 2 1.00E-04 22.65
fasA (107) Standard 2 1.00E-05 26.89
fasA (10°) Standard 2 1.00E-06 30.66
fasA (107) Standard 2 1.00E-07 33.06
Glucose-ddh (10'1) Referenzgen 5.03E-05 21.87
Glucose-ddh (107?) Referenzgen 5.27E-06 25.46
Acetat-ddh (10™) Referenzgen 4.81E-05 21.94
Acetat-ddh (107) Referenzgen 5.05E-06 25.53
Propionat-ddh (10'1) Referenzgen 3.08E-05 22.65
Propionat-ddh (10?) Referenzgen 3.76E-06 26.00
Glucose-fasA250nt (10'1) Zielgen 4.99E-05 23.45
Glucose-fasA250nt (107)  [Zielgen 5.44E-06 27.23
Acetat-fasA250nt (107" Zielgen 1.13E-05 25.99
Acetat-fasA250nt (1 0'2) Zielgen 1.20E-06 29.81
Propionat-fasA250nt (10'1) Zielgen 8.12E-05 22.62
Propionat-fasA250nt (107) [Zielgen 9.28E-06 26.32
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Probe Konzentration (ug/mL) CP

fop (10™") Standard 1 1.00E-01 5.41

fbp (107) Standard 1 1.00E-02 9.36
fop (107°) Standard 1 1.00E-03 12.62
fbp (10 Standard 1 1.00E-04 16.68
fbp (10™) Standard 1 1.00E-05 20.24
fbp (10°°) Standard 1 1.00E-06 23.81
fop (107) Standard 1 1.00E-07 27.95
fasA (107) Standard 2 1.00E-01 10.28
fasA (10'2) Standard 2 1.00E-02 14.61
fasA (107) Standard 2 1.00E-03 18.03
fasA (10 Standard 2 1.00E-04 22.75
fasA (107) Standard 2 1.00E-05 26.98
fasA (10'6) Standard 2 1.00E-06 30.54
fasA (107 Standard 2 1.00E-07 32.86
Glucose-fbp (10'1) Referenzgen 2.30E-05 18.89
Glucose-fbp (10'2) Referenzgen 2.36E-06 22.63
Acetat-fbp (107) Referenzgen 3.87E-05 18.04
Acetat-fbp (107%) Referenzgen 3.80E-06 21.85
Propionat-fbp (1 0'1) Referenzgen 1.42E-05 19.69
Propionat-fbp (1 0'2) Referenzgen 1.11E-06 23.87
Glucose-fasA250nt (10‘1) Zielgen 5.06E-05 23.52
Glucose-fasA250nt (107)  [Zielgen 5.25E-06 27.26
Acetat-fasA250nt (1 0'1) Zielgen 1.14E-05 25.98
Acetat-fasA250nt (1 0'2) Zielgen 1.17E-06 29.73
Propionat-fasA250nt (10'1) Zielgen 8.06E-05 22.75
Propionat-fasA250nt (107°) [Zielgen 5.00E-06 27.34
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Probe Konzentration (ug/mL) CP

gyrA (107) Standard 1 1.00E-01 8.77
gyrA (107) Standard 1 1.00E-02 11.81
gyrA (107) Standard 1 1.00E-03 15.71
gyrA (10 Standard 1 1.00E-04 18.95
gyrA (107) Standard 1 1.00E-05 22.46
gyrA (10°) Standard 1 1.00E-06 25.83
gyrA (107) Standard 1 1.00E-07 29.81
fasA (10'1) Standard 2 1.00E-01 10.27
fasA (10'2) Standard 2 1.00E-02 14.58
fasA (107) Standard 2 1.00E-03 18.06
fasA (10'4) Standard 2 1.00E-04 22.76
fasA (10”) Standard 2 1.00E-05 27.10
fasA (10°) Standard 2 1.00E-06 30.62
fasA (107) Standard 2 1.00E-07 32.65
Glucose-gyrA (10™) Referenzgen 1.33E-05 22.09
Glucose-gyrA (10) Referenzgen 1.28E-06 25.69
Acetat-gyrA (10™") Referenzgen 2.36E-05 21.21
Acetat-gyrA (10) Referenzgen 2.38E-06 24.74
Propionat-gyrA (107" Referenzgen 9.50E-06 22.61
Propionat-gyrA (107) Referenzgen 7.18E-07 26.58
Glucose-fasA250nt (10™")  [Zielgen 5.92E-05 23.56
Glucose-fasA250nt (10'2) Zielgen 6.48E-06 27.51
Acetat-fasA250nt (1 0'1) Zielgen 1.43E-05 26.10
Acetat-fasA250nt (1 0'2) Zielgen 1.59E-06 30.02
Propionat-fasA250nt (10™") [Zielgen 9.80E-05 22.66
Propionat-fasA250nt (10'2) Zielgen 7.25E-06 27.31
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Probe Konzentration (ug/mL) CP

ddh (10™") Standard 1 1.00E-01 13.9
ddh (107) Standard 1 1.00E-02 17.83
ddh (107) Standard 1 1.00E-03 21.44
ddh (10 Standard 1 1.00E-04 25.09
ddh (10™) Standard 1 1.00E-05 28.72
ddh (10°°) Standard 1 1.00E-06 32.41
ddh (107) Standard 1 1.00E-07 36.42
fasB (107) Standard 2 1.00E-01 14.06
fasB (107 Standard 2 1.00E-02 18.28
fasB (107) Standard 2 1.00E-03 21.94
fasB (10 Standard 2 1.00E-04 25.78
fasB (107) Standard 2 1.00E-05 29.5
fasB (10'6) Standard 2 1.00E-06 32.78
fasB (10°) Standard 2 1.00E-07 36.3
Glucose-ddh (10°™") Referenzgen 2.34E-05 27.46
Glucose-ddh (10?) Referenzgen 4.36E-06 30.17
Glucose-ddh (10) Referenzgen 5.07E-07 33.64
Acetat-ddh (10™") Referenzgen 2.94E-05 27.09
Acetat-ddh (107) Referenzgen 4.22E-06 30.22
Acetat-ddh (107) Referenzgen 5.60E-07 33.48
Propionat-ddh (10'1) Referenzgen 2.00E-05 27.71
Propionat-ddh (10) Referenzgen 2.79E-06 30.89
Propionat-ddh (10'3) Referenzgen 2.50E-07 34.78
Glucose-fasB250nt (10'1) Zielgen 1.88E-05 28.2
Glucose-fasB250nt (10‘2) Zielgen 3.92E-06 30.71
Glucose-fasB250nt (10°)  |Zielgen 4.46E-07 34.19
Acetat-fasB250nt (10™) Zielgen 7.83E-06 29.6
Acetat-fasB250nt (107%) Zielgen 1.21E-06 32.59
Acetat-fasB250nt (107) Zielgen 1.59E-07 35.84
Propionat-fasB250nt (10™')  [Zielgen 1.34E-05 28.74
Propionat-fasB250nt (10%) [Zielgen 1.86E-06 31.9
Propionat-fasB250nt (10—3) Zielgen 2.45E-07 35.15
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Probe Konzentration (ug/mL) CP

fop (10™") Standard 1 1.00E-01 12.48
fop (107 Standard 1 1.00E-02 14.35
fop (107) Standard 1 1.00E-03 17.97
fop (10 Standard 1 1.00E-04 22.12
fbp (10™) Standard 1 1.00E-05 27.14
fbp (10°°) Standard 1 1.00E-06 33.91
fop (107) Standard 1 1.00E-07 35.31
fop (107) Standard 2 1.00E-01 16.65
fbp (107) Standard 2 1.00E-02 20.41
fbp (107) Standard 2 1.00E-03 23.91
fop (10 Standard 2 1.00E-04 26.92
fbp (107) Standard 2 1.00E-05 29.61
fbp (10°) Standard 2 1.00E-06 33.94
fbp (107) Standard 2 1.00E-07 37.41
Glucose-fbp (10'1) Referenzgen 2.32E-05 25.97
Glucose-fbp (10'2) Referenzgen 5.06E-06 28.73
Glucose-fbp (1 0'3) Referenzgen 1.95E-06 30.46
Acetat-fbp (107 Referenzgen 2.80E-04 21.46
Acetat-fbp (10'2) Referenzgen 3.71E-05 2512
Acetat-fop (107%) Referenzgen 5.91E-06 28.45
Propionat-fbp (1 0'1) Referenzgen 1.07E-04 23.2
Propionat-fbp (107 Referenzgen 1.90E-05 26.33
Propionat-fbp (10'3) Referenzgen 1.34E-06 31.14
Glucose-fasA250nt (10'1) Zielgen 7.07E-05 27.49
Glucose-fasA250nt (10'2) Zielgen 8.46E-06 30.62
Glucose-fasA250nt (10°) [Zielgen 7.92E-07 34.11
Acetat-fasA250nt (107" Zielgen 2.81E-05 28.85
Acetat-fasA250nt (107) Zielgen 3.21E-06 32.05
Acetat-fasA250nt (1 0'3) Zielgen 1.34E-07 36.73
Propionat-fasA250nt (10") [Zielgen 5.00E-05 28

Propionat-fasA250nt (10'2) Zielgen 4.53E-06 31.54
Propionat-fasA250nt (10'3) Zielgen 2.45E-07 35.84
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Probe Konzentration (ug/mL) CP

gyrA (107 Standard 1 1.00E-01 10.97
gyrA (1079 Standard 1 1.00E-02 14.23
gyrA (107°) Standard 1 1.00E-03 17.94
agyrA (107 Standard 1 1.00E-04 21.16
gyrA (10™) Standard 1 1.00E-05 24.75
gyrA (10°) Standard 1 1.00E-06 28.00
gyrA (107) Standard 1 1.00E-07 31.77
fasB (107) Standard 2 1.00E-01 13.99
fasB (1 0'2) Standard 2 1.00E-02 17.43
fasB (10) Standard 2 1.00E-03 21.06
fasB (107 Standard 2 1.00E-04 24.88
fasB (10) Standard 2 1.00E-05 28.72
fasB (10°) Standard 2 1.00E-06 32.08
fasB (10°) Standard 2 1.00E-07 35.76
Glucose-gyrA (107) Referenzgen 1.02E-05 24.69
Glucose-gyrA (1 0'2) Referenzgen 1.05E-06 28.10
Acetat-gyrA (1 0'1) Referenzgen 1.93E-05 23.73
Acetat-gyrA (107%) Referenzgen 2.03E-06 27.11
Propionat-gyrA (10'1) Referenzgen 7.64E-06 2512
Propionat-gyrA (1 0'2) Referenzgen 1.04E-06 28.11
Glucose-fasB250nt (1 0‘1) Zielgen 2.32E-05 27.16
Glucose-fasB250nt (107)  |Zielgen 3.51E-06 30.16
Acetat-fasB250nt (10'1) Zielgen 9.93E-06 28.51
Acetat-fasB250nt (107%) Zielgen 1.51E-06 31.50
Propionat-fasB250nt (1 0'1) Zielgen 1.90E-05 27.48
Propionat-fasB250nt 10%) |zZielgen 3.93E-06 29.98

g
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Probe Konzentration (ug/mL) CP

ddh (107" Standard 1 1.00E-01 9.47
ddh (10 Standard 1 1.00E-02 13.47
ddh (107) Standard 1 1.00E-03 17.56
ddh (10 Standard 1 1.00E-04 21.27
ddh (107) Standard 1 1.00E-05 24.50
ddh (10°°) Standard 1 1.00E-06 28.15
ddh (107) Standard 1 1.00E-07 31.58
fasB (10™7) Standard 2 1.00E-01 10.04
fasB (10'2) Standard 2 1.00E-02 14.00
fasB (107) Standard 2 1.00E-03 17.44
fasB (10™) Standard 2 1.00E-04 21.29
fasB (107) Standard 2 1.00E-05 26.03
fasB (10'6) Standard 2 1.00E-06 27.68
fasB (107) Standard 2 1.00E-07 28.87
Glucose-ddh (10™7) Referenzgen 4.85E-05 22.09
Glucose-ddh (107 Referenzgen 5.26E-06 25.55
Acetat-ddh (10™) Referenzgen 4.94E-05 22.06
Acetat-ddh (107) Referenzgen 5.09E-06 25.60
Propionat-ddh (10'1) Referenzgen 3.25E-05 22.71
Propionat-ddh (107)  [Referenzgen 3.65E-06 26.12
Glucose-fasB-2 (10‘1) Zielgen 1.93E-05 23.86
Glucose-fasB-2 (10%) |Zielgen 2.68E-06 27.00
Acetat-fasB-2 (10'1) Zielgen 1.14E-05 24.69
Acetat-fasB-2 (107) Zielgen 1.79E-06 27.64
Propionat-fasB-2 (107) |Zielgen 1.31E-05 24.47
Propionat-fasB-2 (10) |Zielgen 1.98E-06 27.48
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Probe Konzentration (ug/mL) CP

fop (10™") Standard 1 1.00E-01 5.54
fbp (107) Standard 1 1.00E-02 9.53
fop (107°) Standard 1 1.00E-03 12.84
fbp (107 Standard 1 1.00E-04 17.32
fbp (10™) Standard 1 1.00E-05 20.86
fbp (10°°) Standard 1 1.00E-06 24.21
fop (107) Standard 1 1.00E-07 28.15
fasB (107) Standard 2 1.00E-01 10.18
fasB (10'2) Standard 2 1.00E-02 14.05
fasB (107) Standard 2 1.00E-03 17.63
fasB (10 Standard 2 1.00E-04 21.47
fasB (10) Standard 2 1.00E-05 26.14
fasB (10'6) Standard 2 1.00E-06 27.66
fasB (107 Standard 2 1.00E-07 28.98
Glucose-fbp (10'1) Referenzgen 2.73E-05 19.06
Glucose-fbp (107%) Referenzgen 2.73E-06 22.79
Acetat-fbp (107) Referenzgen 4.84E-05 18.13
Acetat-fbp (107%) Referenzgen 4.79E-06 21.88
Propionat-fbp (1 0'1) Referenzgen 1.92E-05 19.63
Propionat-fbp (1 0'2) Referenzgen 2.01E-06 23.29
Glucose-fasB-2 (10'1) Zielgen 1.90E-05 23.97
Glucose-fasB-2 (10%)  |Zielgen 2.58E-06 27.13
Acetat-fasB-2 (10'1) Zielgen 1.17E-05 2474
Acetat-fasB-2 (107) Zielgen 1.70E-06 27.79
Propionat-fasB-2 (10™") |Zielgen 1.50E-05 24.35
Propionat-fasB-2 (107) |Zielgen 2.03E-06 27.51
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Probe Konzentration (ug/mL) CP

gyrA (107 Standard 1 1.00E-01 8.94
gyrA (1079) Standard 1 1.00E-02 11.99
gyrA (107) Standard 1 1.00E-03 16.20
gyrA (10™) Standard 1 1.00E-04 19.54
gyrA (10™) Standard 1 1.00E-05 23.56
gyrA (10°) Standard 1 1.00E-06 26.29
gyrA (107) Standard 1 1.00E-07 30.84
fasB (10™) Standard 2 1.00E-01 9.71

fasB (10'2) Standard 2 1.00E-02 13.95
fasB (107) Standard 2 1.00E-03 17.60
fasB (10™) Standard 2 1.00E-04 21.25
fasB (107) Standard 2 1.00E-05 26.00
fasB (10'6) Standard 2 1.00E-06 27.52
fasB (107) Standard 2 1.00E-07 29.14
Glucose-gyrA (10™) Referenzgen 2.10E-05 22.08
Glucose-gyrA (10) Referenzgen 2.24E-06 25.61
Acetat-gyrA (1 0'1) Referenzgen 3.84E-05 21.13
Acetat-gyrA (10) Referenzgen 4.10E-06 24.66
Propionat-gyrA (1 0'1) Referenzgen 1.64E-05 22.47
Propionat-gyrA (1 0'2) Referenzgen 2.04E-06 25.76
Glucose-fasB-2 (1 0‘1) Zielgen 1.91E-05 23.83
Glucose-fasB-2 (10%)  |Zielgen 2.76E-06 26.92
Acetat-fasB-2 (10'1) Zielgen 1.15E-05 24.63
Acetat-fasB-2 (107) Zielgen 1.68E-06 27.71

ropionat-fasB- ielgen . - .
Propionat-fasB-2 (107) [Ziel 1.42E-05 24.30
ropionat-fasB- i ielgen . - .
Propi fasB-2 (107) |Ziel 2.29E-06 27.22
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